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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva solubilizaci hydrofobnich barviv v systémech kladné
nabitych kataniontovych vezikul. Cilem prace bylo stanoveni jejich solubiliza¢ni kapacity.
Vezikularni systémy byly pfipraveny z opacné nabitych povrchové aktivnich latek CTAB
a SDS. Pro zvyseni stability vezikul byl do jejich struktury pfidan cholesterol a kladné nabity
dvoutetézcovy tenzid DODAC, diky kterému systém ziskal kladny naboj. Pro stanoveni
solubiliza¢ni kapacity byla pouzita barviva 1-Naftol, Sudan Red G a Oil Red O a byly pouzity
dva zpusoby ptipravy vzorkl, tzv. spontanni a ptima solubilizace. Méfeni bylo provedeno po
1, 2, 3 a 7 dnech od piipravy vzorka pomoci UV-VIS spektrofotometrie, kdy byla méfena
absorbance, ze které byla nasledné vypoctem z kalibra¢nich kfivek stanovena solubiliza¢ni
kapacita. Vysledky ukazuji, ze pifima solubilizace je mirn¢ ucinngjsi nez solubilizace
spontanni. Ze zvolenych barviv se nejlépe solubilizoval 1-Naftol, tedy latka s nejmensi
molekulou, kdy pravdépodobné doslo k jeho 100% solubilizaci do systému vezikul.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the solubilization of hydrophobic dyes in systems of positively
charged catanionic vesicles. The aim of the work was to determine their solubilization
capacity. Vesicular systems were prepared from oppositely charged surfactants CTAB
and SDS. To increase the stability of the vesicles, cholesterol and the positively charged
double-chain surfactant DODAC were added to their structure. DODAC also gave the system
a positive charge. To determine the solubilization capacity, the dyes 1-Naphthol, Sudan
Red G and Oil Red O were used. For sample preparation two methods were used, spontaneous
and direct solubilization. The measurement was performed after 1, 2, 3 and 7 days from
the preparation of the samples by UV-VIS spectrophotometry. The solubilization capacity
was determined from the measured absorbance by calculation from the calibration curves.
The results indicate that direct solubilization is slightly more effective than spontaneous
solubilization. Of the selected dyes, 1-Naphthol is the substance with the smallest molecule,
and therefore it seems to be 100% solubilized in the vesicle system.
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Oil Red O, UV-VIS spektrofotometrie
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Oil Red O, UV-VIS spectrophotometry
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1 UVOD

Kataniontové vezikularni systémy jsou duté sférické objekty. Jsou tvofeny jednou nebo vice
dvojvrstvymi membranami, které vznikaji spojenim dvou opaéné nabitych povrchoveé
aktivnich latek. Strukturou tyto systémy ptipominaji lipozomy, coz jsou vezikuly tvorené
lipidovou dvojvrstvou. Lipozomy se diky své biologické kompatibilit¢ a degradabilité
vyuzivaji jako nosicové systémy 1éCiv a DNA. Jejich vyuziti je vSak zna¢né omezené kvuli
jejich vysoké ceng, nizké stabilité a pomérné kratké zivotnosti.

Nosicové systémy léCiv jsou systémy schopné transportovat enkapsulované lécivo na
konkrétni misto v téle pacienta. Kvuli jiz zmifiovanym nevyhoddm lipozoml se vyzkum
Vv soucasné dob¢ zaméfuje na studium jejich moznych alternativ. Cilem je levné&jsi piiprava
systému, které budou vice stabilni a méné nachylné na degradaci. Jednou ze studovanych
moznosti jsou prave kataniontové vezikularni systémy, které se pripravuji z bézné dostupnych
tenzidii. Diky snadné a relativné levné piipravé a dobré stabilité maji kataniontové vezikuly
velky potencidl pfi vyuZiti jako nosi€ové systémy nebo systémy s fizenym uvoliiovanim 1éciv.

Cilem prace bylo stanovit solubilizaéni kapacitu kladné nabitych kataniontovych
vezikularnich systémil. Pro stanoveni byly zvoleny tfi hydrofobni barviva a dva pfistupy.
Prvnim byla spontanni solubilizace barviv v jiz hotovych systémech vezikul a dal$Sim pfima
solubilizace barviv pfi pfipravé vezikularnich systému. Pro stanoveni solubiliza¢ni kapacity
byla zvolena metoda UV-VIS spektrofotometrie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Tenzidy

Tenzidy jsou povrchové aktivni latky (PAL), které se uz pii nizkych koncentracich hromadi
na fazovém rozhrani, ¢imz snizuji povrchové napéti a mezifazovou energii soustavy. Jsou to
organické latky tzv. amfifilni struktury — obsahuji hydrofobni i hydrofilni ¢ast (Obrazek 1).
V ptipadé, ze je rozpoustédlem voda, plati nasledujici rozdé€leni. Hydrofobni (nepolarni)
slozku tvoti dlouhé uhlovodikové fetézce. Retézce mohou byt linearni nebo rozvétvené
a jejich délka se obvykle pohybuje mezi 8 a 18 atomy uhliku. Hydrofilni Cast je tvotfena silné¢
polarnimi skupinami, napt. -COOQ", —-SO3’, -NR3". Na fazovém rozhrani se molekula orientuje
tak, ze hydrofobni ¢ast sméfuje do nepolarni faze, naopak hydrofilni ¢ast do faze polarni.
Tenzidy délime podle ionicity na neionické a ionické, které se dale d€li na kationické,
anionické a amfoterni [1-3].

Hydrofobni

Cast Hydrofilni

cast

Obrazek 1: Schéma struktury tenzidu.

Neionické tenzidy jsou latky neschopné elektrolytické disociace. Jejich rozpustnost
zajistuje mnoho polarnich funkénich skupin (hydroxylové ¢i esterové skupiny) na konci
dlouhého uhlovodikového fetézce. Prikladem jsou oxyethylenaty alifatickych alkohold, které
vznikaji reakci Vvysokomolekularniho alkoholu s molekulami ethylenoxidu. Vyuzivaji se
predevs§im v textilnim primyslu, kosmetice, potravinaistvi ¢i zemed¢lstvi [1,2].

2.1.1 Kationické tenzidy

Kationické tenzidy ve vodném prostredi disociuji za vzniku kladné nabitého iontu. Diky
tomuto naboji se mohou snadno adsorbovat na pevné povrchy nesouci zdporny naboj.
Vyznamné jsou pro své germicidni, antistatické a zmek&ovaci ucinky, kterych se vyuziva
pfedevS§im Vv lékafstvi, farmacii, kosmetice ¢i textilnim primyslu. Nevyhodami jsou horsi
biodegradabilita a vys§i cena. Do skupiny katanionickych tenzidi se fadi alkylaminy,
pyridinové slouceniny substituované na atomech dusiku ¢i kvartérni amoniové soli [1,3].

Alkylaminy vykazuji nizkou povrchovou aktivitu. V alkalickém prostfedi navic dochazi
k omezeni disociace aminoskupiny a tim k dal$imu snizeni aktivity. Soli pyrimidinovych
zasad vykazuji naopak pomérné vysokou povrchovou aktivitu i Vv alkalickém prostiedi. Pfi
vhodné délce uhlovodikového fetézce mohou mit baktericidni u€inky. Soli kvartérnich
amoniovych zésad jsou nejpouzivanéj$i skupinou kationickych tenzidi. Délka hlavniho
uhlovodikového fetézce se pohybuje mezi 12 a 18 uhliky, ostatni fetézce jsou tvofeny
methylovymi nebo ethylovymi zbytky a protiontem byva nejcastéji halogenidovy iont.
Nejznaméjsim zastupcem je hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB) [2].



2.1.1.1 Hexadecyltrimethylamonium bromid

Hexadecyltrimethylamonium bromid n¢kdy nazyvan cetyltrimethylamonium bromid (CTAB)
nebo cetrimonium bromid je kvartérni amoniova stl. Nejdels$i uhlovodikovy fetézec je tvofen
16 atomy uhliku, ostatni fetézce jsou methylové zbytky. Je to bila pevna latka, ktera ma
antibakterialni, antiseptické a dalsi antimikrobiadlni ucinky. Vyuziva se pti extrakci DNA jako
soucast pufrd, pii syntéze zlatych nanocastic a v kosmetice [4,5].

CH
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HeC NG
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Obrazek 2: Struktura CTAB.

2.1.1.2 Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid

Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid (DODAC) je dvoufetézcovy kladné nabity tenzid.
Strukturné se také jedna o kvartérni amoniovou sil, kterou tvoii dva fetézce o 18 uhlicich
a dva methylové zbytky. Je to bila pevna latka obvykle ve formé vloc¢ek. Pouziva se jako
antistatické ¢inidlo v kosmetickych produktech nebo jako katalyzator v organické syntéze.
Drive se pridaval také do avivazi, ale kviili své nizké biodegradabilité byl jeho vyskyt v téchto
ptipravcich omezen [6,7].

cr

Obrazek 3: Struktura DODAC.

2.1.2 Anionické tenzidy

Anionické tenzidy ve vodném prostiedi disociuji na zaporné nabité organické ionty a kationt
kovu. Nejvice aktivni jsou v mirn¢ alkalickém prostiedi, naopak v kyselém prostredi jsou
nestalé. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii soli karboxylovych kyselin a alkylsulfaty [2].

Soli karboxylovych kyselin jsou strukturné alkalické soli organickych monokarboxylovych
kyselin nebo jejich derivati. Vykazuji stfedné vysokou povrchovou aktivitou, ktera se
v kyselém prostfedi snizuje v disledku potlaceni disociace kyseliny. Pii styku s vapenatymi
nebo hofeCnatymi ionty vytvari malo rozpustné srazeniny a ztraci povrchovou aktivitu.

Alkylsufaty jsou soli alkylestert kyseliny sirové vykazujici vysokou povrchovou aktivitu
I v kyselém prostredi. Divodem je sulfatova skupina na konci fetézce, ktera snadno podléha
hydrolyze. Vyhodami jsou dobrd rozpustnost ve vodé a pomérné dobrd biodegradabilita
u latek s linedrnim uhlovodikovym fetézcem. NejzndméjSim zastupcem je dodecylsulfat
sodny (SDS) [2].



2.1.2.1 Dodecylsulfat sodny

Dodecylsulfat sodny (SDS) je sodna sil organosulfatu, ktery vznikl esterifikaci alkoholu
a kyseliny sirové. Tvofi jej fetézec ze 12 uhlikii napojeny na zaporné¢ nabitou sulfatovou
skupinu. Je to bila krystalicka latka velmi dobfe rozpustna ve vod¢. Diky svym detergentnim
vlastnostem se vyuziva jako soucast Cisticich ptipravki, v nizSich koncentracich se vyskytuje
I v Samponech, zubnich pastach a kosmetickych pfipravcich. SDS neni karcinogenni, ma
nizkou toxicitu, ale muzZe zpusobit podrazdéni kiize nebo dychacich cest [8,9].

O

Obrazek 4: Struktura SDS.

2.1.3 Amfoterni tenzidy

Amfoterni neboli amfolytické tenzidy obsahuji ve své molekule dvé hydrofilni skupiny,
kyselou (zéporné nabitou) a zéasaditou (kladn¢ nabitou), které zptisobuji amfoterni charakter
molekuly v zavislosti na pH prostfedi. Diky tomu se daji kombinovat s anionaktivnimi
i kationaktivnimi tenzidy. Dalsi vyhodou je dobra snasenlivost s pokozkou a sliznicemi, ¢ehoz
se vyuziva predevSim v kosmetice. Nevyhodami jsou nerozpustnost V organickych
rozpoustédlech a draha vyroba [1,2].

2.2 Micely

Nékteré nizkomolekularni latky ve velkém zfedéni poskytuji pravé roztoky. Pti vySsich
koncentracich se molekuly latky shlukuji a vytvareji koloidni disperzni ¢astice neboli micely.
Molekuly téchto latek maji tzv. amfifilni charakter — obsahuji hydrofobni 1 hydrofilni ¢ast.
Nejcastéji se jednd o PAL rozpustné ve vodé, které jsou slozené ze siln¢ hydrofilni polarni
skupiny, kterd zajistuje rozpousténi, a hydrofobni nepolarni &asti, kterou tvoii dlouhy
uhlovodikovy fetézec (Obrazek 5). Mezi micelarni koloidy rozpustné ve vod¢ se fadi tenzidy,
detergenty a mydla [10].

Hydrofilni
- {/ Q/\/\/\/

> i
Hydrofobni ‘
Cast

Kl

Obrdzek 5: Struktura PAL a micely ve vodném prostiedi.
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Koncentrace, pii které se zacinaji micely tvofit, se oznacuje jako kriticka micelarni
koncentrace (CMC) a obvykle se pohybuje v rozmezi 10” az 10 mol-dm™. Pfi CMC dochézi
ke zmén¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti roztoku PAL, napf. snizeni povrchového napéti
amolarni vodivosti, naopak narust hustoty ¢i viskozity (Obrazek 6). Tvorbu micel
ovliviiuje nékolik faktorh, napt. délka a struktura uhlovodikového fetézce, kdy se zvétSujicim
se fetézcem CMC klesa, dale vlastnosti hydrofilni ¢asti, teplota, tlak, protiionty a piimési [3].

/

povrchoveé
napéti

—» vlastnost

Molarpj

’ | Vodivogt

—>» koncentrace

Obrazek 6: Zavislost fyzikalnich viastnosti na koncentraci roztoku PAL [10].

Struktura micel je ovliviiovana prostiedim. V polarnich rozpoustédlech je jadro micely
tvofeno propletenymi uhlovodikovymi fetézci PAL a na povrchu lezi poskladané jednotlivé
polarni hlavy. Tim je zajiStén minimalni styk molekul vody s hydrofobnimi ¢astmi molekuly.
V nepolarnich rozpoustédlech se tvoii tzv. obracené micely, jadro obsahuje polarni hlavy
a vn¢ smétuji jednotlivé uhlovodikové fetézce [3].

Tvar micel je ovlivnén koncentraci roztoku. Ve ztedénych roztocich vznikaji malé kulovité
Hartleyovy micely, kde propletené uhlovodikové fetézce tvoii jadro a ven sméiuji polarni
skupiny. Jsou tvofeny 50—150 molekulami PAL a jejich polomér ptiblizné odpovida délce
jedné molekuly PAL. ZvySovanim koncentrace roste polomér micel a dochdzi k orientovani
uhlovodikovych zbytkd navzajem rovnobézné. Tvar se méni pies valcovité na laminarni
(McBainovy) micely. McBainovy micely jsou slozeny ze dvou vrstev PAL, které jsou
oto¢eny nepolarnimi fetézci k sobé a polarni hlavy smétuji ven. Tyto micely maji mnohem
mensi naboj nez Hartleyovy micely a Spadaji do skupiny nesférickych micel [10].
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Obrazek 7: Struktura a tvar micel: (a) Hartleyova micela, (b) vilcovitd micela, (c) McBainova micela,
(d) obracena micela [11].

2.2.1 Nesférické micely

Nesférické micely jsou valcovité (cylindrické) nebo laminarni struktury. Valcovité micely
jsou micely ty€inkovitého tvaru s kruhovym prifezem, které maji povrch tvoteny polarnimi
hlavami a hydrofobni fetézce maji schované uvnitt. Laminarni micely maji PAL uspotfadané
do dvou rovinnych vrstev s polarnimi skupinami na povrchu a nepolarnimi fetézci
sméfujicimi proti sob&é. Pokud amfifilni molekula obsahuje 2 hydrofobni fetézce, mohou
vznikat dvojvrstvé membrany, vezikuly nebo obracené micely. Tvar vznikajici micely je
zavisly na struktufe primarni amfifilni molekuly a koncentraci roztoku. Jednotlivé micely jsou
znazornény na Obrazku 7 [12].

Dvojvrstvé membrany jsou slozeny ze dvou vrstev amfifilnich molekul, které jsou k sobé
otoCené¢ hydrofobnimi fetézci. Hydrofilni skupiny jsou orientovany do vody. Na rozdil od
linedrnich micel je PAL membran tvofena jednou hydrofilni skupinou a dvéma hydrofobnimi
fetézci. Typickym zastupcem téchto latek jsou fosfolipidy. Dvojvrstvé membrany existuji
Vv rovinné a zakfivené formé&. Pokud je membréana zaktivena do kruhu, jedna se o vezikulu.

Vezikuly jsou tvofeny jednou nebo vice do kruhu zaktivenymi dvojvrstvymi membranami.
Podle poctu dvojvrstev se déli na unilamelarni a multilamelarni (soustfedné dvojvrstvy). Ve
vodném roztoku je vnitfni a vnéjs$i Cast tvofena hydrofilnimi skupinami, coz zajisStuje
minimalni styk hydrofobnich fetézcti s vodou. Rozméry vezikul se pohybuji v rozmezi desitek

nanometrd az desitek mikrometri.. Vezikuly tvotené fosfolipidy se nazyvaji liposomy [12].

(b)

Obrazek 8: Struktura (a) dvojvrstvé membrany, (b) vezikuly [12].
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2.3 Kataniontové vezikularni systémy

Kataniontové vezikularni systémy jsou tvorené z tzv. amfifilnich iontovych part (IPA, z angl.
ion pair amphiphile), které vznikaji spojenim dvou opa¢né nabitych jednotetézcovych PAL
V ekvimolarnim poméru a naslednym vymytim protiiontd. IPA miize byt povazovana za
pseudodvouietézcovy tenzid, kdy dochézi k elektrostatickému plsobeni mezi polarnimi
skupinami jednotlivych tenzidd, které se k pfipravé IPA pouzily (Obrazek 9). IPA
uptednostnuji tvorbu vezikul pfed micelami. Jednd se o spontdnni proces popsany kritickym
parametrem baleni P, ktery se pouziva k pfedpovézeni struktury agregati PAL ve vodném
prostiedi. IPA maji tento parametr vétsi nez prekurzory pro tvorbu micel diky zmenSeni
efektivni plochy hlavy, a proto dochazi pfednostné k tvorbé vezikul [13].
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Obrazek 9: Priprava IPA z SDS a CTAB [14].

CTAB

2.3.1 Vznik kataniontovych vezikul

Kataniontové vezikuly jsou tvofeny nejcastéji z alkylamonium alkylsulfati nebo sulfonatd.
IPA tvofené dvéma symetrickymi fetézci o deseti ¢1 mén¢ uhlicich nebo nesymetrickymi
fetézci, jednim s minimaln€ jedendcti a druhym s maximalné deviti uhliky, jsou prakticky
nerozpustné ve vode. IPA s fetézci krat$imi jsou rozpustné ve vodé za tvorby micel [14].

Tvar povrchové aktivni latky hraje velkou roli pti tvorbé vezikul. Typ agregatu
vznikajiciho v systému je zavisly na hodnoté¢ kritického parametru baleni Pg:

v

P = ol (1)

kde ap je minimalni mezifazova plocha obsazena hlavou, v je objem a I; je maximalni délka
natadhnutého hydrofobniho fetézce. Pokud je P. < 0,33, bude dochazet ke vzniku sférickych
micel. PAL s parametrem v rozmezi 0,33<P.<0,5 budou vytvaret cylindrické nebo
diskovité micely. Pro tvorbu vezikul se parametr baleni pohybuje v rozmezi 0,5-1 a pii P> 1
dochazi ke vzniku obracenych micel [14].
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SDS IPA kataniontova vezikula
CTAB

Obrazek 10: Tvorba kataniontove vezikuly.

2.3.2 Stabilizace

Kataniontové vezikuly vytvofené z IPA ve vodnych roztocich vykazuji vétSinou Spatnou
fyzickou stabilitu. Dochazi k vzdjemné agregaci a fuzi vezikul, diky cemuz se stdle méni
jejich velikost a nejsou dlouhodobé¢ skladovatelné. Pro zvyseni stability se do kataniontového
systému pfidava napt. nabity dvoutetézcovy tenzid, ktery membranu zahustuje. Naboj polarni
hlavy tohoto tenzidu také vytvati vazebna mista na povrchu vezikuly pro dal§i moznou
interakci s polyelektrolytem jako napt. kyselinou hyaluronovou nebo nukleovymi kyselinami.
Ptikladem takového dvoufetézcového tenzidu mize byt i dioktadecyldimethylamonium
chlorid (DODAC), jehoz vlastnosti a vyuZiti je zminéno v kapitole 2.1.1.2. Dalsi latkou, ktera
zvysuje stabilitu kataniontovych systému je cholesterol [15].

2.3.2.1 Cholesterol

Cholesterol je steroidni latka ptfitomna v bunkach lidského téla, zivocichti a nékterych rostlin.
Struktura cholesterolu je zobrazena na Obrazku 11. V téle funguje jako prekurzor vitaminu D,
Zlucovych kyselin a riznych steroidnich hormonu (progesteron, testosteron aj.). Je to velmi
dulezita slozka membran buné¢k, tvofi asi 30 % latek v nich obsazenych. Pomoci vazeb
hydroxylovych skupin na polarni ¢asti fosfolipidii a steroidnich casti s fetézci mastnych
kyselin stabilizuje strukturu membran. Zajistuje i jejich permeabilitu (hlavné pro malé
molekuly) oddalovanim fosfolipida [16].

V piipadé¢ vezikul cholesterol funguje podobné jako v bunéénych membrandch. Jeho
zaclenénim do struktury dochézi ke zvétSeni vzdéalenosti mezi polarnimi hlavami, coZ vede ke
snizeni jejich vzdjemného elektrostatického odpuzovéni. Také se sniZi tendence protiiontl
vazat se na povrch vezikuly. Pfitomnost cholesterolu v systému skladné nabitym
dvoufetézcovym tenzidem vede ke zvySeni elektrostatického odpuzovani mezi vezikulami
a tedy k tvorbe¢ stabilnich vezikul [15].
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Obrazek 11: Struktura cholesterolu.

2.3.3 Aplikace

Kataniontové vezikularni systémy mohou byt pouzity jako alternativa lipozomu, coz jsou
vezikuly slozené z lipidl, netoxické a rozlozitelné in vivo. Lipozomy se pouzivaji jako
nosi¢ové systémy 1éCiv nebo DNA, ale kvuli své vysoké cené jsou vyuzivany jen omezeng.
Tento problém by mohly vyiesit kataniontové vezikuly, které se pfipravuji z levnéjSich
tenzidu a IPA [13].

Kataniontové vezikuly uz byly zkoumany jako nosi¢ové systémy pro enkapsulaci. 1€¢iv.
Jelikoz obsahuji hydrofobni i hydrofilni ¢asti mohou enkapsulovat hydrofobni 1 hydrofilni
latky. Tato schopnost umoznuje aplikaci kataniontovych vezikul jako nosi¢ovych systému
nebo systému s fizenym uvoliovanim 1éciv [18].

2.4 Solubilizace

Solubilizace je vlastnost micelarnich koloid, kterda jim umoziuje rozpoustét latky
nerozpustné nebo jen malo rozpustné ve vode. Souvisi se strukturou micel a nastava pouze pii
dosazeni ¢i prekroCeni CMC. Béhem tohoto procesu dochazi k zaclenovani molekul
solubilizované latky do micel. Mechanismus solubilizace je zavisly na disperznim prostiedi.
Pokud jim je voda, nepolarni latky se rozpoustéji uvnitt micel, polarné-nepolarni (amfifilni)
latky se zaclenuji do micel podobné jako samotné tenzidy a polarni latky jsou rozpustény
u povrchu micely. V laminarnich micelach dochazi k solubilizaci nepolarnich latek mezi
uhlovodikové fetézce a tim i k oddalovani jednotlivych vrstev [3,10].

C i

i

?%%§§§%§”§
%%%%%%,%%%

Obrdzek 12: Solubilizace (a) nepolarnich, (b) amfifilnich, (c) polarnich ldtek a (d) v lamindrnich
micelach [10].

15



Procesem solubilizace se zvétSuje hmotnost micel jednak diky molekulam solubilizované
latky, které se zaclenuji do struktury micely, a jednak diky zvétSovani objemu hydrofobniho
jadra, ¢imz dochazi ke zvyseni poctu molekul tvoticich micely [3].

Solubilizace mé velky vyznam i pii detergenci. Ze ziedéného roztoku PAL se nejdiive
jednotlivé molekuly adsorbuji na povrch necistoty (olejovité vrstvy), kterou nasledné
postupné sbaluji a uvolnuji ve formé micel. Dale se solubilizace uplatiiuje pfi vyrobé
herbicidu, insekticidt, ve farmaceutickém ¢i kosmetickém pramyslu apod. [10].

V nepolarnim prostiedi, kde vznikaji micely s hydrofobnim povrchem a hydrofilnim
jadrem, dochazi ktzv. obracené solubilizaci. Tohoto jevu se vyuziva predevsim
V potravinatském pramyslu [3].

2.4.1 Barviva a fluorescen¢ni sondy

Barviva jsou latky schopné absorbovat a emitovat svétlo z viditelné oblasti (380—780 nm).
Z chemického hlediska je dé€lime na organické a anorganické slouCeniny. Obé skupiny mayji
ptirodni i1 synteticky vyrobené zastupce. Barviva musi vykazovat afinitu k substratu, dobrou
stabilitu a svétlostalost. Primarné nachazi vyuziti v textilnim primyslu pfi barveni vlaken.
Déle se pouzivaji pifi barveni usni, kaucuku, papiru, plastickych hmot, voskd,
V potravinaiském prumyslu, medicing ¢i biochemii [19,20].

wewvr

zluté¢ az po Cernou. Lze je pouzit k barveni témét vSech pfirodnich i1 syntetickych vldken,
plastli, papiru, usni a vyrobkl z pryze. Pro svou jedovatost nejsou pouzitelné v potravinarstvi.
Mezi zastupce azobarviv patii napt. MethylCerven, Sudan Red G a Olejova cerven O [21].

Fluorofory jsou vétSinou organické latky, které maji schopnost fluorescence. NejCastéji se
jednd o slouceniny s aromatickym jadrem. Lze je rozdelit do dvou tfid. Vnitini (vlastni)
fluorofory, které se vyskytuji pfirozené a patii knim napf. proteiny (aromatické
aminokyseliny jako tyrosin, tryptofan, fenylalanin), vitamin A, NADH, NADPH a dalsi.
Druhou skupinou jsou vngjsi fluorofory, které se pridavaji k latkdm bez vlastni fluorescence.
Tato skupina se dale déli na fluorescen¢ni sondy, které se na vzorek vazi kovalentné
a vyuzivaji se napf. ke znaceni proteinti, a na fluorescenéni znacky, které se vazi nekovalentné
a Casto diky této vazbé méni své fluorescenéni vlastnosti [22,23].

2.4.1.1 1-Naftol

1-Naftol nebo a-naftol, systematicky naftalen-1-ol, je fluorescenc¢ni organicka sloucenina
S absorpnim maximem pii 292 nm. Jednd se o konstitu¢ni izomer 2-naftolu, li$i se polohou
hydroxylové skupiny na naftalenovém jadie. Je to bila krystalicka latka charakteristického
zépachu rozpustnd v alkoholech, etherech a chloroformu. Vyuzivd se pii vyrobé barviv,
pesticidi a v organické syntéze [24].
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Obrazek 13: Struktura 1-Naftolu.

2.4.1.2 Sudan Red G

Sudan Red G neboli 1-(2-methoxyfenylazo)-2-naftol je syntetické azobarvivo oranzovo-
Cervené barvy rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech (tuky, oleje a vosky). Absorp¢niho
maxima dosahuje kolem 500 nm. Pouziva se pii histologickém znaceni lipidt, barveni voskd,
oleju, plastt a lakd. Diive byl pouzivan jako potravinaiské barvivo, dnes je zakazany kvili
moznym genotoxickym a karcinogennim ucinkim [25].

OCH,

OH

Obrdzek 14: Struktura Sudanu Red G.

2413 OilRedO
Oil Red O neboli 1-[2,5-dimethyl-4-(2,5-dimethylfenylazo)fenylazo]-2-naftol je lipofilni
diazobarvivo ¢ervené barvy S absorpénim maximem pii 518 nm. Pouziva se ke znaceni
lipidovych komponent v biologickych vzorcich napt. pfi detekci otiskl prstd na papiie [26].
H5;C
H,C

Obrdazek 15: Struktura Oil Red O.

17



2.5 UV-VIS Spektrofotometrie

Ultrafialova a viditelna spektrofotometrie je opticka spektralni metoda, pii které dochazi
k vymén¢ energie mezi zafenim a latkou. Vysledkem méteni je spektrum. Jedna se o zavislost
intenzity zafeni emitované¢ho nebo proslého vzorkem (absorbance) na vinové délce zareni.
UV-VIS spektrofotometrie patii mezi absorpéni metody, pii méfeni se sleduje absorpce
(pohlcovani) zafeni vzorkem, a vyuziva vlnovych délek zriznych oblasti spektra
elektromagnetického zateni [27].

Zéakladnim principem UV-VIS spektrofotometrie je absorpce ultrafialového a viditelného
zafeni z rozmezi 200 az 800 nm molekulami ziedénych roztokt (Obrazek 16). Dochazi
K interakci fotoni UV-VIS zafeni s vazebnymi a nevazebnymi elektrony molekul. Molekula
je za normdlnich podminek v zadkladnim stavu, jeji elektrony nejsou excitované a nachézi se
na zakladni vibra¢ni hlading€. Po interakci s fotonem elektrony piijimaji energii, excituji se,
ptechazeji na excitovanou hladinu a celd molekula ptechédzi na jednu z vibraénich ¢i rotacnich
hladin. Diky témto piechodiim na vibra¢ni a rota¢ni hladiny je molekula schopna absorbovat
fotony jen malo liSici se energii, coz vede ke vzniku absorp¢nich ¢ar blizko sebe a jejich
naslednému splyvani v pasy. Vysledkem méfeni je tedy tzv. pasové spektrum. Kazdy pas
spektra charakterizuje jen jeden typ piechodu elektront v molekule. Jednotlivé pasy se
popisuji pomoci vinové délky jejich maxima (Amax), ktera urCuje polohu pasu a Souvisi
S energii orbitalll, mezi kterymi probihd pfi excitaci piestup elektronu. NejveEtsi energeticky
rozdil je mezi zékladni a excitovanou hladinou (az 10° kJ-mol™), mensi mezi sousednimi
vibra¢nimi hladinami a nejmensi pak mezi hladinami rota¢nimi (piblizng 10 kJ-mol™) [27].

V UV-VIS spektrofotometrii se nejcastéji meéti absorbance, ktera je definovana jako
zaporny dekadicky logaritmus transmitance. Transmitance udava propustnost méfené latky
a je popsana jako pomér zativého toku proslého k dopadajicimu:

A = —logT = —logé, (2

kde A predstavuje absorbanci, T je transmitance, | je zafivy tok prosly a lg je zafivy tok
dopadajici [27].

Obrdazek 16: Zndzornéni absorpce pri priichodu zareni kyvetou se vzorkem.
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Absorbanci popisuje i Lambert-Beeriv zakon, kde je vyjadiena jako linearni zavislost na
koncentraci absorbujici latky a tloust'ce absorbujici vrstvy. Tento zakon plati pouze ve velmi
ziedénych roztocich (pfiblizng do 10 mol-dm):

A=¢-l-c, (3)

kde A predstavuje absorbanci, € je molarni extink¢éni koeficient, | je délka optické drahy
(vétsinou $itka kyvety) a ¢ je koncentrace absorbujici latky. Molarni extinkéni koeficient je
konstanta definovand pro kazdou latku za danych podminek pifi urcité vinové délce.
Absorbance je aditivni veli¢ina, pfi absorpci zafeni dané vinové délky vice slozkami se
celkova absorbance rovna souctu absorbanci v§ech dil¢ich slozek [27].

UV-VIS spektrofotometrie nachazi vyuziti piedev§im v kvantitativni analyze pii stanovovani
koncentrace chromoforu ve vzorku. Obvykle se koncentrace urcuje metodou kalibra¢ni
kiivky. Nejdiive se sestavi kalibracni pfimka prométfenim absorbance fady vzork zndmého
analytu o znamych koncentracich. Absorbance by se méla pohybovat v rozmezi od 0,1 do 1,
kde by méteni mélo byt zatizené nejmensi chybou. Po proméfeni nezndmého vzorku se dosadi
naméfena hodnota absorbance do Lambert-Beerova zakona, ze kterého se poté urdi
koncentrace analytu ve vzorku [27].

2.5.1 Instrumentace

Obecné schéma UV-VIS spektrofotometru je znazornéno na Obrazku 17. Zdrojem zafeni se
pro viditelnou oblast pouzivd wolframova a halogenovéd Zirovka nebo xenonovéa vybojka
a pro ultrafialovou oblast deuteriovad vybojka. Halogenova zarovka je wolframova zarovka
S ptimési jodu, ma aZ dvojndsobnou Zivotnost, vyssi ucinnost a jeji spektrum zasahuje az do
UV oblasti. V soucasnosti se velmi pouziva xenonova vybojka vyzatujici bilé svétlo, protoze
ma dobrou stabilitu i vykon a dlouhou zivotnost. Deuteriové vybojky jsou idedlnim zdrojem
pro UV oblast, emituji zafeni v rozsahu 160 az 380 nm. Vhodna vlnova délka se vybira
pomoci barevnych ¢i interferencnich filtrii nebo monochrométoru. Filtry vymezuji pomérné
Siroké pasmo vinovych délek (10 az 100 nm), dnes se Castéji pouziva monochromator, ktery
rozdéluje polychromatické zateni a ndsledné vybird pozadovanou vinovou délku. Obvykle se
monochromator pouziva v uspotfadani Czerny-Turner. Vybrané zéteni poté prochazi kyvetou
se vzorkem. Pro viditelnou oblast se pouzivaji kyvety sklenéné, které propousti zéatreni
Z rozmezi 350 az 2000 nm, a pro ultrafialovou oblast kyvety kiemenné. Kyvety se mohou liSit
materialem, délkou nebo tvarem mérné cely (standartni, pro maly objem, mikrocela apod.),
nejcastéji se vSak pouzivaji standartni kyvety sdélkou 1cm. Posledni soucasti
spektrofotometru je detektor, kterym se méfi intenzita zéafeni vzorkem proSlym nebo
emitovanym. Detektorem mize byt napt. fotonasobic, ktery vykazuje vysokou citlivost 1 pfi
nizkych intenzitdch svétla. Dnes se nejCastéji pouziva diodové pole, coz je fada diod, kterd
snima spektrum Vv celém rozsahu vinovych délek [27,28].
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Obrazek 17: Schéma UV-VIS spektrofotometru [29].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Priprava kataniontovych vezikularnich systémi

Chih-Jung WU a kol. ptipravovali kladn¢ nabité kataniontové vezikularni systémy s cilem
zvySeni jejich stability. Vezikuly CTA-DS skladné¢ nabitou dvoufetézcovou PAL byly
piipraveny smichanim roztoku tenzidit CTAB a SDS a piidavkem dialkyldimethylamonium
bromidu (DXDAB). Byly pouzity DXDAB s délkou alkylovych fetézct 14, 16 a 18 uhlikt
(DTDAB, DHDAB a DODAB) a molarnimi poméry v rozmezi od 0,1 do 0,5. Stabilita
vezikularnich systémt byla sledovdna méfenim zeta potencialu. Nejvyssi stabilitu vykazovaly
vezikuly s molarnim pomérem od 0,3 do 0,5. Vezikularni systémy s DXDAB Vv molarnim
poméru mensim nez 0,3 vykazovaly Spatnou fyzikalni stabilitu, od hodnoty 0,3 pak dochazelo
ke zvySovani stability vezikul s rostoucim molarnim pomérem DXDAB. Hodnoty zeta
potencialu se ale srostoucim molarnim pomérem DXDAB vyznamné nemeénily, coz
nasvédcuje tomu, ze elektrostatické plisobeni neni hlavnim faktorem pro zlepSeni stability
vezikul. VIiv na stabilitu vezikul by vsak mohl mit ptidavek DXDAB. Predpoklada se, Ze
délka alkylovych fetézct hraje roli pii zméné baleni vezikul. U vezikul s ptidavkem DTDAB
by mohlo DTDAB vytlacit CTAB za vzniku DTDA-DS vezikul a doslo by k vy¢nivani
hlavovych skupin, coz by vedlo ke sniZzeni chybného baleni. Déle bylo zjisténo, ze s rostouci
délkou alkylového ftetézce DXDAB dochéazi ke zvySovani molekuldrnich interakci ve
dvojvrstvé vezikul, coz inhibuje rozpousténi CTAB a zlepSuje se tak stabilita systémut. Na
druhou stranu rozdil v délce hydrofobniho fetézce ve vezikulach CTA-DS s DODAB by mohl
zpusobit rozpad vezikul na dvojvrstvé fragmenty, coz vedlo k nestabilité¢ pti dlouhodobém
skladovani. Proto se jako nejvhodnéjsi dvouretézcovy tenzid ukdzal DHDAB, ktery ma stejné
dlouhé fetézce jako CTAB a dostate¢né silné molekularni interakce [13].

3.2 Solubilizace v kataniontovych vezikularnich systémech
Carriére D. a kol. studovali solubilizaci riznych barviv do kataniontovych vezikularnich

systému, které byly pfipraveny z riznych surfaktantii. Solubilizace byla provedena pomoci
dvou technik, kdy bylo barvivo pfidavano uz béhem ptipravy samotnych vezikul nebo az
k hotovému roztoku vezikul (spontanni solubilizace). Obecné byl postup pfipravy rozdélen do
tii fazi. V prvni fazi bylo smichano ur€it¢ mnozstvi kationického a anionického surfaktantu
(ptipadné 1 barviva) v ultracisté vodé. Koncentrace obou surfaktantll byla zvolena na 1 %,
molarni zlomek anionického surfaktantu byl nejcastéji 0,6 nebo 0,66. Pokud bylo barvivo
pfidavano béhem piipravy, jeho mnozstvi bylo vypocitano tak, aby jeho vysledna koncentrace
byla v rozmezi 30 uM az 50 mM. Smichanim latek vznikla suspenze, ktera byla zahtivana pfi
zvolené teploté po urcitou dobu. Po uplynuti této doby byla provedena dialyza roztoku pro
odstranéni soli z protiiontl plivodnich surfaktantti, ptipadné zbytkli nerozpusténého barviva.
Nasledné bylo provedeno méteni. Pokud nebylo barvivo pfidavéano pii ptipravé, bylo pfidano
k roztoku vezikul po dialyze. Po asi 10 minutach michani byl roztok zméfen stejné jako
Vv prvnim ptipadé [30].

PouzZitymi latkami byly napfiklad kyselina myristovd (anionicky surfaktant),
cetyltrimethylamonium chlorid (CTAC, kationicky surfaktant) a Rhodamin 6G (barvivo). Pro
solubilizaci béhem ptipravy bylo smichano 33,8 mg kyseliny myristové, 25,1 mg CTAC
a 5,76 g roztoku Rhodaminu 6G o koncentraci 4,5 mM. Suspenze byla michana pii 50 °C po
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dobu 72 hodin. Ze vzniklého homogenniho roztoku bylo odebrano 1,67 g, ke kterym bylo
ptidano 5 g ultracisté vody. Tato smés byla michana po dobu 30 sekund a poté byly asi 3 ml
ptevedeny do dialyzac¢ni kazety s celul6zovou membranou a mezni hodnotou 3500 Da. Kazeta
byla ponofena do dialyzacni lazné (300 ml ultradist¢é vody), voda byla ménéna po
2 a 5 hodinach, dale pak po 1, 2 a 7 dnech. Bez pteruseni dialyzy bylo odebirano asi 200 pl
roztoku po 7, 14, 21, 28 a 57 dnech dialyzy. U téchto vzorki byla méfena absorbance pii
526 nm pomoci UV-VIS spektrofotometru Varian Cary 1. Koncentrace Rhodaminu 6G byla
vynesena do grafu v zdvislosti na casu dialyzy (viz Obrazek 18). Polomér vezikul byl
stanoven konfokalni mikroskopii na 2,5 um, propustnost membrany vezikul pro Rhodamin
6G byla odvozena na 8,1-10™? cm/s. Uginnost solubilizace byla stanovena na 30 % [30].

Podobny postup pfipravy byl pouzit i pro spontanni solubilizaci Rhodaminu 6G. Bylo
smichéno 33,8 mg kyseliny myristové, 25,1 mg CTAC a 5,76 g ultracisté vody. Dalsi postup
byl shodny s pfedchozim piipadem pouze s rozdilem v trvani dialyzy. Ta byla ukoncena jiz po
4 dnech. Poté bylo k 20 pl roztoku vezikul pfidéno 10 pl roztoku Rhodaminu 6G
0 koncentraci 10 uM. Méfeni bylo provedeno po 20 minutach michani [30].

T T : 4 T T T 1
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Obrazek 18: (a) Snimky z konfokalniho mikroskopu — horni snimek zachycuje vezikuly pripravované s
Rhodaminem 6G, spodni snimek byl porizen po 20 minutich spontinni solubilizace. (b) Zndzornéni
zavislosti zmény koncentrace Rhodaminu 6G ve vezikulach na case dialyzy, stanoveno mérenim
absorbance pri 526 nm [30].

Guha P. a kol. studovali IPA jako potencialni nahradu bézné se vyskytujiciho
fosfolipidu — s6jového lecitinu (SLC). IPA byla pfipravena smichanim 0,1 M vodnych
roztokli hexadecyltrimethylammonium bromidu (CTAB) a dodecylsulfatu sodného (SDS)
Vv ekvimolarnich objemech. Vezikuly byly vytvoteny z téchto IPA a SLC v riznych pomérech
a s pridavkem cholesterolu (30 mol. %). Molarni poméry SLC:IPA byly zvoleny 10:0, 9:1,
8:2,7:3, 6:4 a 5:5. Byly zkoumany termodynamickée parametry téchto systémi pomoci méieni
n-A izoterem, dynamického rozptylu svétla (DLS), fluorescence a dalSich. Z vysledki bylo
zjisténo, ze systémy obsahujici 20 mol. % a 40 mol. % IPA vykazuji neobvyklé chovani.
Jednim z méfenych parametri byla 1 G¢€innost zachyceni barviva vezikulami. PouZitym
barvivem byla methylenova modi (MB). Stanoveni ucinnosti bylo provedeno dispergaci
vezikul vPBS (pH 7,4) se znamym obsahem MB o koncentraci 4-10* M. Nasledn& byly
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provedeny tfi cykly zmrazeni a rozmraZeni, aby koncentrace uvnitt i vné vezikul zlstala
stejna. Piipravené vzorky byly centrifugovany pii 10000 rpm po dobu 2 hodin. Supernatant
obsahujici volné molekuly MB byl poté analyzovan UV-VIS spektrofotometrem, byla
zaznamenavana absorbance. Uginnost zachyceni (EE) byla vypo¢itana z rovnice:

EE(%) = —-100, (4)

kde T je celkové mnozstvi barviva pfitomného v sedimentu i supernatantu a C je mnozstvi
barviva v supernatantu. Hodnoty T a C byly uréeny kolorimetricky [31].

SLC:IPA 7:3 SLC:IPA 6:4

AN

QSLC VIPA ' CHOLESTEROL

Obrazek 19: Struktura systémiit SLC:IPA s cholesterolem [31].

Bylo zjisténo, ze ucinnost zachyceni zavisi na koncentraci IPA. U vSech poméra SLC:IPA
byly vysledky uspokojivé (viz Tabulka 1). Nejvyssi uc¢innost zachyceni MB byla pozorovana
v systému cistého SLC, diky silnym elektrostatickym interakcim. Postupné ptidani IPA do
systému vedlo K lehkému snizeni u¢innosti zachyceni, ale hodnoty jsou stale pfijatelné.
U systému s 40 mol. % IPA bylo pozorovano odlisné chovani. U&innost zachyceni MB zde
byla stanovena na 96,5 %, coz bylo pravdépodobné zpiisobeno disociaci IPA na kationt CTA"
aaniont DS’. Pfitomnost zwitterionické cholinové skupiny a kataniontového CTA* mohla
poskytnout nadmérné elektrostatické ptitahovani, coz mohlo vést ke zvySeni hodnoty
ucinnosti zachyceni [31].

Tabulka 1: Ucinnost zachyceni MB v riiznych systémech SLC:IPA pri 25 °C [31].

systém SLC:IPA EE [%0]
10:0 92,5+ 1,41
9:1 90,0 £ 1,30
8:2 88,7+ 0,45
7:3 79,2 £0,79
6:4 96,5+ 0,87
55 539+ 1,41

Wang X. a kol. studovali u¢innost enkapsuace karboxyfluoresceinu (CF) v kataniontovych
vezikuldrnich systémech z cetyltrimethylamonium tosylatu (CTAT) a dodecylbenzosulfonatu
sodného (SDBS) ve dvou riznych sloZenich. Prvni roztok byl pfipraven smichanim roztokl
jednotlivych tenzidd v poméru 7:3 (CTAT:SDBS) o celkové koncentraci 1 hm. %. Druhy
roztok byl pfipraven s nadbytkem SDBS také v poméru 7:3 (SDBS:CTAT) a o celkové
koncentraci 1 hm. %. Roztoky samotnych tenzidi byly pfipraveny rozpusténim piedem
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navazeného mnozstvi tenzidu ve vodé a naslednym michdnim. Pro enkapsulaci barviva byly
vezikuly pfipraveny za pouziti 1 mM vodného roztoku CF. Vznikly roztok vezikul s CF byl
michan 15-30 minut a poté byl ponechan ve tmé po dobu alespon 48 hodin. Tvorba vezikul
byla zkontrolovana pomoci DLS. Pro odd¢leni volného barviva od vezikul obsahujicich CF
byla pouzita vylu¢ovaci chromatografie (SEC). Pti dosazeni enkapsulace byly na sloupci gelu
viditelné pouhym okem nebo pod UV lampou dvé pasma. Prvni pas obsahoval vezikuly s CF,
druhy pouze CF. Bylo zjisténo, ze tvorba vezikul s nadbytkem CTAT je inhibovana pii
koncentracich CF 5 mM a vysSich. Vezikuly s nadbytkem SDBS mohly byt pfipraveny
I S vys§imi koncentracemi (az 100 mM), ale enkapsulace byla vyrazné nizsi nez u vezikul
s nadbytkem CTAT, v mnoha pfipadech nebylo dosazeno enkapsulace viibec (nebyly odliseny
pasy pii SEC). Metodou DLS bylo zjisténo, ze vzorky mély pfed SEC pramérny
hydrodynamicky primér 76 +5nm a po eluci 90+5nm. Uinnost enkapsulace byla
stanovena pomoci UV-VIS spektrofotometrie jako mnozstvi enkapsulovaného barviva
k celkovému pocatenimu mnozstvi. Vysledna hodnota udava procenta barviva
enkapsulované do vezikul béhem piipravy. Enkapsulace barviva probiha pomoci dvou
mechanismii — zafazenim do vnitiniho prostoru vezikuly a elektrostatickou adsorpci na
nabitou dvojvrstvu. Vysledna uc¢innost enkapsulace byla u vezikul s nadbytkem CTAT
21 +2 % (hodnota zahrnuje enkapsulovanou i adsorbovanou slozku). Pro srovnani bylo
provedeno obdobné méfeni v systémech fosfolipidovych vezikul pfipravenych
z fosfatidylcholinu (EYPC) z vajeéného zloutku. Uéinnost enkapsulace téchto systémil byla
stanovena na 1,6 +0,2%. Zvysledki vyplyva, ze kataniontové vezikuly jsou schopné
enkapsulovat vice CF a zadrzet ho po del$i dobu nez fosfolipidové vezikuly [32].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie
Hexadecyltrimethylamonium bromid

M, = 364,45 g/mol, CAS: 57-09-0, Sigma Aldrich
Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid

My = 586,64 g/mol, CAS: 107-64-2, Alfa Aesar
Dodecylsulfat sodny

M,, = 288,38 g/mol, CAS: 151-21-3, Sigma Aldrich
Cholesterol

M,, = 386,65 g/mol, CAS: 57-88-5, Sigma Aldrich
1-Naftol

My, = 144,17 g/mol, CAS: 90-15-3, Sigma Aldrich
Sudan Red G

My, = 278,31 g/mol, CAS: 1229-55-6, Fluka
OilRed O

M, = 408,49 g/mol, CAS: 1320-06-5, Sigma Aldrich
Chloroform

CAS: 67-66-3, Penta s.r.o.

Aceton

CAS: 67-64-1, Lach-Ner s.r.o.

Isopropanol

CAS: 67-63-0, Lach-Ner s.r.o.

Deionizovand voda

systétm ELGA

4.2 Shrnuti cili prace

Tato bakalafska prace vznikla ve spolupraci Fakulty chemické VUT pod vedenim
doc. Mravce sprof. Changem z National Cheng Kung University, Taiwan na grantu
¢. MOST108-2913-E006-MY3, ktery se zabyva studiem kladné nabitych kataniontovych
vezikularnich systémii (cIPA). Cilem prace bylo stanovit solubiliza¢ni kapacitu systému
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CIPA + cholesterol. Jako vhodné latky pro solubilizaci byly zvoleny hydrofobni barviva
1-Naftol, Sudan Red G a Oil Red O. Stanoveni solubiliza¢ni kapacity bylo provedeno pomoci
dvou metod. Prvni metodou byla spontanni solubilizace barviva v jiz v hotovém systému
a druhou byla pfima solubilizace barviva béhem piipravy vezikul. Pro méfeni byla pouzita
UV-VIS spektrofotometrie. Zavérem této prace je porovnani dvou zvolenych metod
solubilizace a ur¢eni solubiliza¢ni kapacity kataniontovych vezikularnich systémi.

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Priprava IPA

Byly piipraveny 20mM =zasobni roztoky tenzidi rozpuSténim 3,667 g CTAB v 500 ml
deionizované vody a 2,894 g SDS v 500 ml deionizované vody. Oba roztoky byly ponechany
24 hodin michat. Nasledné byly smichany v poméru 1:1 a vysledny roztok byl ponechan
michat dalSich 24 hodin pii teploté¢ 30 °C. Vznikla srazenina byla z roztoku oddélena
centrifugaci pti 3500 ot/min po dobu 10 min, nasledné¢ byla zfiltrovana a promyta
deionizovanou vodou. Filtra¢ni kola¢, kterym byl zasobni prasek IPA, byl susen v susarné po
dobu 3 dnt pii 50 °C. Vysledny prasek byl uskladnén v suché vialce.

4.3.2 Piiprava systému cIPA + cholesterol

Pro ptipravu kladné nabitych kataniontovych vezikularnich systému byl pfipraven roztok IPA
a DODAC v chloroformu v poméru 9:1. Nejdiive byl pfipraven zasobni roztok IPA
rozpusténim potfebného mnozstvi prasku IPA v5ml chloroformu. Stejné byl piipraven
i zasobni roztok DODAC. Z téchto roztokd byl pipetovan vypocitany objem, aby byl dodrzen
pomér 9:1. Tento objem byl pipetovan k pfedem navazenému mnozstvi cholesterolu. Obsah
cholesterolu byl ve vSech vzorcich 43 mol.%. Vznikly chloroformovy roztok byl
zvortexovan, byly k nému ptidany sklenéné kulicky a opét zvortexovan. Chloroformova faze
byla odpatovana po 24 hodin. Po odpafeni chloroformu byl vznikly film na kulickach
rehydratovan 60 ml deionizované vody, roztok byl zvortexovan a sonifikovan tyCovym
dispergatorem Bandelin SONOPULS HD 3200 se sondou VS 70T pti amplitudé¢ 50 % do
energie 25 kJ.

4.3.3 Priprava kalibrac¢ni rady

Byly pfipraveny zasobni roztoky 1-Naftolu, Sudanu Red G a Oil Red O v acetonu. Zasobni
roztok 1-Naftolu byl pfipraven rozpusténim 0,036 g latky v 50 ml acetonu. Vysledna
koncentrace roztoku byla 5-10°° mol-dm™. Zasobni roztoky Sudanu Red G a Oil Red O byly
ptipraveny obdobnym zptusobem. Koncentrace zasobniho roztoku Sudanu Red G byla
2-:10 mol-dm™ a roztoku Oil Red O 5-10™* mol-dm™. Roztoky byly po celou dobu skladovéany
v lednici.

Kalibra¢ni fady jednotlivych barviv v roztoku CcIPA + cholesterol byly tvofeny péti
koncentracemi. Ze zasobniho roztoku 1-Naftolu byl do suchych vialek pipetovan potiebny
objem tak, aby vysledné koncentrace byly 5-10°, 1-10, 1,5-10, 2:10* a 2,5:10™ mol-dm™.
Po odpateni acetonu V digestofi byly do kazdé vialky ptidany 2 ml isopropanolu (i-PrOH)
anasledné¢ 2 ml roztoku cIPA + cholesterol. Takto pfipravené roztoky byly ponechany na
tiepacce po dobu 24 hodin. Kalibra¢ni fady Sudanu Red G a Oil Red O byly pfipraveny
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stejng, vysledné koncentrace byly 5-10°, 1-10°, 1,5:10°, 2:10” a 2,5:10° mol-dm™. U viech
vzorkli byla méfena absorbance na UV-VIS spektrofotometru. Kazda koncentrace byla
pfipravena tfikrat pro stanoveni minimalni odchylky.

4.3.4 Priprava vzorku pro solubilizaci

Pro stanoveni solubiliza¢ni kapacity kataniontovych vezikularnich systému byly zvoleny dva
piistupy. Prvni metodou byla spontanni solubilizace barviv vjiz hotovém systému
cIPA + cholesterol. Solubilizace byla stanovovana pii teplotach 25°C a 50 °C po 1, 2, 3
a7 dnech od pfipravy vzorku. Do suchych vialek byly navazeny 2 mg 1-Naftolu. Byl
piipraven zasobni roztok systému CIPA + cholesterol (viz 4.3.2), ze kterého byl nasledné do
kazdé vialky pipetovan objem 3 ml. Takto pfipravené vzorky byly umistény na michac¢ku do
susarny nastavené na 25 °C, kde byly ponechany po danou dobu 1, 2, 3 nebo 7 dni. Po
uplynuti zvolené doby byly vzorky vytdhnuty a zcentrifugovany pii 3 900 ot/min po dobu
15 minut. Do ¢&isté vialky byly odebrany 2 ml supernatantu, ke kterym byly pfidany 2 ml
isopropanolu. Nasledné byla u vzorkid proméfena absorbance. Stejné byly pfipraveny i vzorky
pro teplotu 50 °C a pro Sudan Red G a Oil Red O. Vsechny vzorky byly pfipraveny tiikrat.

Druhou metodou byla piima solubilizace barviva v pribéhu pfipravy systému cIPA + chol.
Solubilizace byla stanovovana pouze pii laboratorni teploté opét po 1, 2, 3 a 7 dnech od
ptipravy roztoki. Roztok cIPA + cholesterol byl pfipravovan podle postupu uvedeného
v kapitole 4.3.2 s tim rozdilem, ze k navazce cholesterolu bylo piidano jesté 40 mg 1-Naftolu.
Po odpateni chloroformu opét nésledovala rehydratace, vortexace a sonifikace vzniklého
roztoku. Po sonifikaci byl roztok ihned zcentrifugovan pii 3 900 ot/min po dobu 15 minut pro
odstranéni nerozpusténého barviva. Z takto ptipraveného roztoku byly po 1, 2, 3 a 7 dnech
odebirany 2 ml do suchych vialek, ke kterym byly pfidany 2 ml i-PrOH. Stejnym zpiisobem
byly pfipraveny i vzorky pro Sudan Red G a Oil Red O. Vsechny vzorky byly pfipraveny
trikrat a poté byla zméfena jejich absorbance.

4.4 UV-VIS Spektrofotometrie

Meéfeni bylo provadéno na UV-VIS spektrofotometru Varian Cary50 Probe. Jedna se
0 spektrofotometr s jednopaprskovym uspofadanim. Zdrojem zafeni je Xenonova pulzni
lampa, ze které svétlo prochazi ptes monochromator Czerny-Turner, kyvetu se vzorkem
a dopada na detektor, kterym jsou dvé kiemikové diody.

U vSech vzorkil byla méfena absorbance v rozsahu vlnovych délek 250-700 nm. Pro
méteni byla pouzita kifemenna kyveta o délce 1 cm. Absorbance byla méfena po poslednim
odbéru vzorku, tedy po 7 dnech od ptipravy. Pfed a po méfeni byly vzorky vzdy uzavieny
a vicka obaleny parafilmem.

Pro zobrazeni naméfenych dat byl pouzit software CaryWinUV, ze kterého byla data
exportovana do programu Excel, ve kterém byla nasledné¢ zpracovana. Z naméfenych hodnot
absorbance byla pro kazdé barvivo vybrana nejvyssi hodnota v blizkosti jeho absorpcniho
maxima. Pro 1-Naftol to bylo pfti vinové délce 295 nm, pro Sudan Red G pii 510 nm a pro Oil
Red O pii 525 nm. U né&kterych vzorkl byla absorbance pii dané vinové délce pfili§ vysoka,
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tyto vzorky byly zifedény a zméfeny znovu. Koncentrace solubilizované latky (barviv) byla
zjisténa z rovnice linregrese kalibra¢ni kiivky:

y=ax+b=>A=a-c+b 4)
c=—, )

kde A je zméifena absorbance, a a b jsou koeficienty rovnice linregrese a ¢ je koncentrace
barviva. Z vypoctenych koncentraci byl spocitan primér a byla zjisténa jejich smérodatna
odchylka.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Priprava IPA

Roztoky CTAB a SDS byly po 24 hodinach na michacce Ciré. Jejich smichanim se vytvofil
nejdiive bily zdkal a nésledné bila srazenina. Ta byla odstiedéna, zfiltrovana, promyta
a ususena. Vytézek IPA byl 2,087 g.

5.2 Priprava cIPA + cholesterol

Po rehydrataci tenkého filmu na kulickadch byl roztok zakaleny. Sonifikaci roztoku doslo
k témét uplnému odkaleni, kdy vzorky zlstaly mirné opalescentni. Pomoci dynamického
rozptylu svétla (DLS) se ovéfovala primérna velikost vezikul. Velikost se vzdy pohybovala
Vv rozmezi 100 az 110 nm.

5.3 Kalibraé¢ni krivky

Ke stanoveni solubiliza¢ni kapacity bylo potieba sestavit kalibra¢ni kiivky 1-Naftolu, Sudanu
Red G a Oil Red O v systému CIPA + cholesterol + i-PrOH. Kiivky byly sestrojeny méfenim
absorbance péti roztokti o znamych koncentracich. Z naméfenych hodnot absorbanci byly
vybrany nejvyssi hodnoty v blizkosti absorpéniho maxima jednotlivych barviv — pro 1-Naftol
pii vinové délce 295 nm, pro Sudan Red G pii 510 nm a pro Oil Red O pii 525 nm. Naméiené
hodnoty byly zprimérovany a byla vypocitana minimalni odchylka. Kalibra¢ni kfivky byly
vytvofeny Vv programu Excel jako zavislosti namétené absorbance na koncentraci. Jednotlivé
kalibraéni kiivky jsou znazornény na Obrazku 20 (1-Naftol), Obrazku 21 (Sudan Red G)
a Obrazku 22 (Oil Red O).
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Obrdzek 20: Kalibracni piimka 1-Naftolu v systému CIPA + cholesterol + i-PrOH.
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Obrazek 21: Kalibracni primka Sudanu Red G v systému CIPA + cholesterol + i-PrOH.
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Obrazek 22: Kalibracni primka Oil Red O v systému CIPA + cholesterol + i-PrOH.

Vzorky kalibracnich fad byly méfeny v systému s i-PrOH, jelikoz u roztoka barviva
v CIPA + chol. byl pozorovan zakal, ktery zptisoboval rozptyl prochazejiciho zafeni. Hodnoty
absorbance v zakaleném roztoku byly naméfeny bud’ velice nizké, nebo vyssi nez 1. Pfidanim
isopropanolu byla zrusena struktura vezikularnich systémt, ¢imz doslo k odkaleni roztoku,
uvolnéni solubilizovaného barviva z vezikul a k naméfeni relevantnéj$ich hodnot absorbance.
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5.4 Solubiliza¢ni kapacita cIPA + cholesterol
Vzorky Kk solubilizaci byly pfipraveny pomoci dvou metod, které byly popsany
v kapitole 4.3.4. Témito metodami byly spontanni a piima solubilizace.

5.4.1 Spontanni solubilizace

Vzorky pripravené touto metodou musely byt po solubilizaci zcentrifugovany, aby se oddélily
zbytky nerozpusténého barviva od roztoku vezikul. Béhem solubilizace navic dochazelo
K pfichytavani barviv (pfedev§im Sudanu Red G a Oil Red O) na stény vialky a nasledné
k jeho odlupovani ve vétsich kusech. Po centrifugaci a piidavku i-PrOH byla méfena
absorbance vzorki. VSechny vzorky s 1-Naftolem bylo nutné 20krat ziedit, protoze hodnoty
absorbance neziedéného roztoku byly mnohem vys$s$i nez 1. Obdobné se musely ziedit
I nékteré vzorky Sudanu Red G a Oil Red O, ale u téchto vzorkt bylo fedéni pouze 2krat nebo
4krat.

Solubiliza¢ni kapacita systému CIPA + cholesterol byla stanovovana pti 25 °C a 50 °C po
1, 2, 3 a 7 dnech od piipravy vzork. Koncentrace solubilizovaného barviva byla zjisténa
vypoc¢tem z kalibra¢nich kfivek 1-Naftolu, Sudanu Red G a Oil Red O uvedenych
v kapitole 5.3. Jak je uvedeno v kapitole 4.4, koncentrace byla vyjadiena z rovnice linearni
regrese kalibra¢ni ptimky jako ¢len x a za y byla dosazena namétfena hodnota absorbance.
Solubiliza¢ni kapacita byla porovnana podle teploty. Hodnoty solubiliza¢ni kapacity ve
vezikularnich systémech CIPA + cholesterol jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Solubilizacni kapacita vezikuldrnich systémii cIPA + cholesterol pri teploté 25 °C (cys)
a50 °C (cso). Solubilizovanymi latkami byl I1-Naftol, Sudan Red G a Oil Red O. Méreni bylo
provddeéno po 1, 2, 3 a 7 dnech.

q 1-Naftol Sudan Red G Oil Red O

tiden] o Tmmol/l] | cso [mmol/I] | Gos [mmol/I] | cso [mmol/l] | s [mmol/l] | cao [mmol/l]
1 5,689 4,580 0,021 0,022 0,027 0,056
2 5,177 5,167 0,039 0,035 0,049 0,057
3 5,211 4,450 0,078 0,055 0,053 0,089
7 5,147 3,203 0,126 0,051 0,068 0,091

Na Obrazku 23, Obrazku 24 a Obrazku 25 jsou zobrazeny zavislosti koncentrace
nasolubilizovanych barviv ve vezikularnich systémech na case. Z grafi jsou mezi
jednotlivymi barvivy patrné rozdily v koncentracich, coZ je zpiisobeno rtiznou velikosti jejich
molekul. 1-Naftol je pomérné mala sloucenina a velmi dobfte se solubilizuje (Obrazek 23). To
se projevilo i na vyslednych hodnotach koncentraci, které v nékterych piipadech vychazely
vy$§i nez koncentrace barviva, ktera byla do systému piidana (4,624 mM). Vzhledem
k velikosti odchylek je pravdépodobné, ze doslo k nasolubilizovani veskerého barviva do
systému vezikul. Procentualni vyjadieni koncentrace a odchylek je uvedeno v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Koncentrace a odchylky nasolubilizovaného 1-Nafiolu vyjadiené v procentech.

t [den] t=25°C t =50 °C
c [%0] Ac [%] c [%] Ac [%]
1 123,04 28,05 99,05 24,94
2 111,96 12,14 111,73 10,53
3 112,68 21,69 96,22 10,73
7 111,32 13,79 69,27 25,78

Pti nizsi teploté byla koncentrace nasolubilizovaného 1-Naftolu lehce vyssi prvni den
anasledn¢ se pohybovala kolem 5,2 mM. S pfihlédnutim k velikosti odchylek ale muze byt
hodnota koncentrace prvniho dne obdobna jako u zbylych dnd. Pi 50 °C solubilizace barviva
od druhého dne klesa, opét si lze vSimnout vysSich odchylek u prvniho a posledniho dne
solubilizace, které pravdépodobné zkresluji skute¢nou hodnotu koncentrace.

7.0 -
6.0 -
5.0 A

4.0 m25°C

m50°C
3.0 +

c- 103 [moldm™]

2.0

1.0 -

0.0 +

t [den]

Obrazek 23: Mnozstvi nasolubilizovaného 1-Naftolu v systému CIPA + chol. v zavislosti na case.

Obrazek 24 znazoriuje solubilizaci Sudanu Red G. Na prvni pohled je patrné, Ze dochézi
k solubilizaci mensiho mnozstvi barviva nez v pfedchozim piipadé, jelikoz Sudan Red G ma
vétsi molekulu nez 1-Naftol. Pravé diky vétsi molekule barviva a slozitosti systému
CIPA + cholesterol je potfeba i del$i ¢as na solubilizaci. Pti nizs§i teploté¢ koncentrace
solubilizovaného barviva roste s ¢asem pomérné rychle. Nejvyssi hodnoty bylo dosazeno az
po tydnu solubilizace, avSak tato hodnota piedstavuje pouze 5,23 % z ptavodni koncentrace
barviva (2,4 mM) ptidané do systému vezikul. U zvySené teploty také dochazi k nartstu
koncentrace, ale podstatné mens$imu nez pii 25 °C. Procentudlni vyjadieni koncentraci
a odchylek je uvedeno v Tabulce 4. U nizsi teploty jsou opét problémem velké odchylky,
které jsou pravdépodobné zpiisobené piichytdvanim barviva ke st€énam vialky v pribéhu
solubilizace.

32



Tabulka 4: Koncentrace a odchylky nasolubilizovaného Sudanu Red G vyjadiené v procentech.
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t [den] t=25°C t =50 °C
c [%0] Ac [%] c [%] Ac [%]
1 0,89 0,27 0,93 0,07
2 1,63 0,97 1,44 0,35
3 3,25 1,77 2,31 1,14
7 5,23 2,33 2,14 1,31

t [den]

m25°C

m50 °C

Obrdzek 24: Mnozstvi nasolubilizovaného Sudanu Red G v systému CIPA + chol. v zavislosti

na case.

Na Obrazku 25 je zobrazena solubilizace Oil Red O. Ze vSech pouzitych barviv je to

nejvétsi molekula, coz se projevuje na koncentraci nasolubilizovaného barviva. Z grafu si Ize
v§imnout nardstu koncentrace v prib&hu experimentu, a to pfi obou teplotach. Pii 25 °C byl

narust koncentraci pozvolny, naopak u zvysené teploty je patrny jasny skok v mnozstvi

nasolubilizovaného barviva mezi druhym a tfetim dnem. Pfi 25 °C bylo dosaZeno celkoveé
nizsich koncentraci, z ¢ehoz vyplyva, ze solubilizace Oil Red O je na rozdil od ostatnich

barviv podpofena zvySenim teploty. Nejvice barviva bylo nasolubilizovano opét posledni den

od ptipravy vzorkii. Tato hodnota koncentrace odpovida asi 5,66 % plvodni koncentrace
barviva (1,6 mM). Procentudlni vyjadieni vSech koncentraci je uvedeno v Tabulce 5.

Tabulka 5: Koncentrace a odchylky nasolubilizované Oil Red O vyjadrené v procentech.

¢ [den] t=25°C t=50°C
c[%] | Ac[%] | c[%] | Ac[%]
1 1,69 0,46 3,47 0,71
2 3,09 0,17 3,57 0,42
3 3,32 0,50 5,58 0,25
7 4,23 0,38 5,66 0,59
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Obrazek 25: Mnozstvi nasolubilizované Oil Red O v systému CIPA + chol. v zavislosti na case.

5.4.2 Prima solubilizace

Solubiliza¢ni kapacita systému cIPA + cholesterol byla touto metodou stanovovéana pouze pii
laboratorni teploté, jelikoz pii sonifikaci roztoku b&hem ptipravy dochdzi ke znaénému
zahfivani a teplotu neni mozné snadno regulovat. Vzorky byly méfeny po 1, 2, 3 a 7 dnech od
ptipravy roztoki. Vsechny vzorky 1-Naftolu bylo opét nutné fedit 20krat, vzorky Sudanu
Red G a Oil Red O byly fedény 2krat. Koncentrace solubilizovaného barviva byla zjisténa
jako u spontanni solubilizace vypoc¢tem z kalibra¢nich kiivek 1-Naftolu, Sudanu Red G a Oil
Red O uvedenych v kapitole 5.3. Vysledné hodnoty solubilizaéni kapacity jsou uvedeny
v Tabulce 6.

Tabulka 6: Solubilizacni kapacita vezikuldrnich systémii cIPA + cholesterol stanovend primou
solubilizaci barviv. Solubilizovanymi latkami byl 1-Naftol, Sudan Red G a Oil Red O. Méreni bylo
provddéno po 1, 2, 3 a 7 dnech.

¢ [mmol/1]
tlden] — Naftol [ SudanRed G | Oil Red O
1 5,379 0,150 0,099
2 4,747 0,137 0,100
3 4,806 0,134 0,114
7 3,920 0,136 0,110

Obrazek 26 znazoriiuje mnozstvi nasolubilizovanych barviv V jednotlivych dnech.
U 1-Naftolu (hlavni osa) jsou hodnoty koncentraci obdobné jako hodnoty ziskané spontanni
solubilizaci. Pravdépodobné bylo opét dosazeno solubilizace vesSkerého barviva, jelikoz
hodnoty z prvnich tfi dnt jsou lehce vyssi nez koncentrace, kterd byla k systému piidana.
U 1-Naftolu i Sudanu Red G je patrny mirny pokles mnozstvi nasolubilizované latky v Case.
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Sudan Red G (vedlejsi 0sa) se touto metodou ovSem solubilizoval podstatné Iépe nez pfi
spontanni solubilizaci. Latka byla nasolubilizovana jiz prvni den ve srovnatelném mnozstvi
jako v posledni den spontanni solubilizace, navic | S mensi odchylkou. V pribéhu celého
méfeni se hodnoty pohybovaly kolem 6 % pivodniho mnozstvi pfidaného barviva. U Oil
Red O (vedlejsi osa) také doslo k solubilizaci vétsiho mnozstvi nez u spontanni solubilizace.
Primérmé se hodnota pohybovala kolem 6,6 % pavodni koncentrace barviva pfidané do
systétmu vezikul. Proti spontdnni solubilizaci doSlo podobné jako u Sudanu Red G
k solubilizaci vétsiho mnozstvi barviva jiz prvni den, poté se hodnota vyrazn¢ neménila.

7.0 1 m ]-Naftol ®mSudanRed G ®=OilRed O - 0.18
- 0.16
0.14
0.12
0.10

0.08

¢ - 1073 [mol-dm3]

0.06
0.04

0.02

0.00

t [den]

Obrdzek 26: MnozZstvi nasolubilizovanych barviv v systému CIPA + cholesterol v zavislosti na case.
Z diivodu nizkych hodnot byly Sudan Red G a Oil Red O zndzornény na vedlejsi ose.

Pro jednodussi srovnani hodnot solubiliza¢ni kapacity systémi cIPA + cholesterol
ziskanych spontanni a pfimou solubilizaci byly vSechny naméfené hodnoty uvedeny do
Tabulky 7. Pouze u 1-Naftolu je nasolubilizované mnozstvi srovnatelné v obou metodach.
Mirn¢ vyssi hodnoty byly sice dosazeny spontanni solubilizaci, ale také zde byly ziskany
vyssi odchylky. Na rozdil od 1-Naftolu se zbyla barviva solubilizovala podstatné 1épe pfimou
solubilizaci. Sudan Red G i Oil Red O byly timto zpisobem nasolubilizovany uz prvni den ve
vy$$im mnozstvi nez posledni den spontanni solubilizace.
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Tabulka 7: Hodnoty solubilizacni kapacity systémii cIPA + cholesterol ziskané pomoci spontanni
a primé solubilizace. Spontdanni solubilizace byla provdadena pri 25 °C (cys) a 50 °C (cso), prima
solubilizace pouze pri laboratorni teploté (c). Solubilizovanymi latkami byl 1-Naftol, Sudan Red G
a Oil Red O. Méreni bylo provideno po 1, 2, 3 a 7 dnech.

1-Naftol
t[den] | cos [mmol/l] | cso [mmol/l] | ¢ [mmol/l]
1 5,689 4,580 5,379
2 5177 5,167 4,747
3 5,211 4,450 4,806
7 5,147 3,203 3,920
Sudan Red G
t[den] | cos [mmol/l] | cso [mmol/l] | ¢ [mmol/l]
1 0,021 0,022 0,150
2 0,039 0,035 0,137
3 0,078 0,055 0,134
7 0,126 0,051 0,136
Oil Red O
t[den] | cos [mmol/l] | cso [mmol/l] | ¢ [mmol/l]
1 0,027 0,056 0,099
2 0,049 0,057 0,100
3 0,053 0,089 0,114
7 0,068 0,091 0,110
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6 ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyva stanovenim solubilizaéni kapacity kladné nabitych
kataniontovych vezikularnich systému cIPA + cholesterol. Solubilizaéni kapacita byla
stanovovana metodou UV-VIS spektrofotometrie po 1, 2, 3 a 7 dnech od piipravy vzorkd.
Podstatnou soucasti méfeni bylo sestaveni kalibra¢nich kiivek solubilizovanych latek.
Vsechny vzorky bylo nutné fedit isopropanolem, jelikoz samotné systémy
CIPA + chol. + solubilizovana latka zpisobovaly rozptyl prochazejiciho zareni.

Vezikularni systémy byly piipraveny z tenzida CTAB a SDS s pfidavkem kladn¢ nabitého
dvoutetézcového tenzidu DODAC a cholesterolu pro zvyseni stability. Piiprava vzorkl pro
solubilizaci byla provedena dvéma zpusoby. Pfi prvnim byla solubilizovana latka pfidana az
do hotového systému cIPA + cholesterol (spontanni solubilizace), naopak pii druhém byla
latka pridana do systému vezikul uz béhem piipravy (pfima solubilizace). Pro stanoveni
solubilizac¢ni kapacity byla pouzita tii hydrofobni barviva o rizné velikosti molekul. Témito
latkami byly 1-Naftol, Sudan Red G a Oil Red O.

Solubiliza¢ni kapacita byla porovnana podle nékolika aspekti. Prvnim z nich je zptsob
ptipravy vzorki, kdy bylo barvivo pfiddno v odlisSnych bodech ptipravy. Z naméfenych
hodnot solubiliza¢ni kapacity jsou patrné mirné rozdily mezi vzorky spontdnni a piimé
solubilizace. Spontanni solubilizace byla u¢innéjs$i pouze u 1-Naftolu, ale ziskané hodnoty
byly na rozdil od piimé solubilizace zatizeny pomérné velkou chybou. Tento problém se
vyskytoval i u vzorkt ostatnich barviv pfipravenych timto zpisobem. U Sudanu Red G a Oil
Red O byly podstatné lepsi hodnoty ziskany piimou solubilizaci. Dale lze solubiliza¢ni
kapacitu porovnat podle pouzitého barviva. 1-Naftol ma ze vSech pouZitych latek nejmensi
molekulu, diky cemuz se Vtak slozitétm systému, jakym jsou kataniontové vezikuly,
solubilizoval nejlépe. Z vysledka je patrné, ze ¢im slozit€jsi je molekula solubilizované latky,
tim mensi mnozstvi Se do vezikul dostane a za delsi dobu. Solubiliza¢ni kapacitu lze také
srovnat podle teploty méfeni. Toto srovnani je vSak moZné pouze u spontanni solubilizace,
jelikoz u piimé solubilizace nebylo mozné teplotu jednoduSe regulovat. U spontanni
solubilizace bylo stanoveni kapacity provadéno pii 25 °C a 50 °C. Ptedpoklad, Ze zvySeni
teploty by mohlo zvysit mnozstvi nasolubilizované latky, byl potvrzen pouze u Oil Red O,
kde byl tento trend jasn¢ patrny. U ostatnich barviv bylo vétsi mnozZstvi latky
nasolubilizovano pfi laboratorni teploté.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

CF

clPA

CMC
CTAB
CTAC
CTAT
DHDAB
DLS
DODAB
DODAC
DTDAB
DXDAB
EYPC
IPA
i-PrOH
MB
PAL
SDBS
SDS
SEC

SLC

karboxyfluorescein

kladné nabité kataniontové vezikularni systémy

kriticka micelarni koncentrace
hexadecyltrimethylammonium bromid
cetyltrimethylamonium chlorid
cetyltrimethylamonium tosylat
dihexadecyldimethylamonium bromid
dynamicky rozptyl svétla
dioctadecyldimethylamonium bromid
dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid
ditetradecyldimethylamonium bromid
dialkyldimethylamonium bromid
fosfatidylcholin

amfifilni iontovy par

isopropanol

methylenova modf

povrchové aktivni latka
dodecylbenzosulfonat sodny
dodecylsulfat sodny

vylucovaci chromatografie

sojovy lecitin
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8.2 Seznam pouzitych symboli

A

/1max

Pc

absorbance

koncentrace

molarni extink¢ni koeficient
zarivy tok dopadajici

zafivy tok prosly

vlnova délka

délka optické drahy
parametr baleni

cas

transmitance

42



