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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADME absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace
DDT dichlordifenyltrichlorethan

GUV obii unilamelarni vezikuly
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IAM imobilizovana umélé fosfolipidovd membrana
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LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti
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MF mobilni faze

MLV multilamelarni vezikuly

MS hmotnostni spektrometrie

MVV multivezikularni vezikuly

MWCO mezni hodnota molekulové hmotnosti (molekul zadrzenych membranou)
ouv oligolamelarni vezikuly
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1 UvOoD

Rozd¢€lovaci koeficient je definovan jako pomér rovnovaznych koncentraci latky ve dvou
nemisitelnych fazich. Ve vétsiné ptipadi se jedna o systém fazi n-oktanolu a vody, pro které
se také nejcastéji stanovuje. Existuje mnoho metod stanoveni rozdélovacich koeficienta
V tomto systému, mezi které patii napiiklad metoda ,,shake-flask®, metoda ,,slow-stirring*,
odvozeni z HPLC retencnich dat, piipadn¢ teoretické vypocetni metody. Pomoci

rozdélovacich koeficientt se ¢asto urcuje lipofilita latek.

Systém n-oktanol-voda vSak nemusi byt nejvhodné&jsi pro farmaceutické studie, kde
je tfeba studovat interakce 1éCivych latek s bunéénymi membranami. Pro tento tcel je
namisto n-oktanolu vhodnéjsi pouziti liposomti, které jsou schopny zohlednovat i iontové

interakce, protoze mnoha 1é¢iva se v organismu vyskytuji vV ionizované forme.

Eugenol, thymol a karvakrol jsou fenolické latky, které se wvyuzivaji ve
farmaceutickych aplikacich diky svym dobrym antimikrobialnim, analgetickym, a
v nékterych piipadech i anestetickym vlastnostem. Mnohdy se vyuzivaji také jako aditiva
v kosmetickych piipravcich a v potravindch. Antibakterialni ucinek téchto latek siln¢ zavisi
na rozdélovacim koeficientu, kdy se zvySujicim se rozdélovacim koeficientem nartsta

baktericidni aktivita.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout vhodnou metodu HPLC pro
experimentalni stanoveni rozd€lovacich koeficienti vySe zminénych latek v systému
liposom-voda. Nasledné byly rozdélovaci koeficienty ziskané touto metodou srovnany
s GC/MS a voltametrickymi metodami pro posouzeni vhodnosti kazdé z metod pro tento

ucel.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Rozdélovaci koeficienty

Rozdé€lovaci (distribu¢ni) koeficient nebo také rozdé€lovaci konstanta (Kp) piedstavuje
pomér rovnovaznych koncentraci latky ve smési dvou nemisitelnych fazi, nejcasteji vodné

a organické. Je definovén jako

_ [A]org
Ko = Taleg @

kde [A]org je koncentrace dané latky v organické fazi a [A] 44 je jeji koncentrace ve vodné

fazi [1]. Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu a mnohdy se vyjadifuje v logaritmickém tvaru

jako log Kp. Koeficienty se nejbéznéji uréuji v systému n-oktanol/voda (log Kow) [2].

2.1.1 Stanoveni rozdélovacich koeficientl v systému n-oktanol/voda

Existuje nékolik moznych zptsobl pro stanoveni log Kow. Prvnim zplsobem je metoda
»shake-flask, kterd spo€ivd v roztfepavani analytu v bafice nebo d¢lici nélevce
s n-oktanolem a vodou s naslednym stanovenim analytu v obou fazich vhodnou metodou.
Tato technika je vSak nevyhodna pro svoji ¢asovou naro¢nost, dale kvuli moznym
interferencim zptsobenym necistotami Z rozpoustédla nebo rozpusténé latky a také
z divodu obtizné regulace teploty [3]. Metoda zaroven neni vhodna pro piesna stanoveni
u latek s vysokou lipofilitou, tj. s hodnotou log Kow > 5, protoZze u nich dochazi k tvorbé
oktanolovych emulzi ve vod¢ a vzniklé kapic¢ky oktanolu zpiisobuji zvySeni koncentrace
analytu ve vodné fazi. Jako feSeni tohoto problému byla popsana technika ,,slow-stirring®,
ktera je vylepSenim metody shake-flask. Jeji provedeni je zobrazeno na obrazku 1. V této
metodé dochazi k ustaveni rovnovahy mezi oktanolem a vodou za stalého michani pomoci
magnetického michadla. Tim se zabrani vzniku oktanolovych kapicek ve vod¢. Dilezitym
faktorem je i kontrola teploty, ktera ma také vliv na vznik emulze. Pro odbér vzorku z vodné
faze je zde ptitomna vzorkovaci trubi¢ka. Nedochazi tedy ke kontaminaci vzorku jako
pfi pouziti pipet, které po kontaktu s oktanolem mohou znecistit vodnou fazi. Tato metoda
zaroven poskytuje vysoce reprodukovatelné vysledky. Nevyhodou této metody je vSak opét

Casova narocnost [4].
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Vzorkovaci
trubice
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I Magnetické michadlo 7 I
Obrdzek 1. Aparatura pro urcovani rozdélovaciho koeficientu metodou ,, slow-stirring “ [4]

Nejpouzivangjsi technikou pro experimentalni odhad rozdélovaciho koeficientu se
stala vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC) [5]. Stanoveni
touto technikou je siln¢ zavislé na retenci analytu, a tedy i na kapacitnim faktoru k. Tato

zavislost je pro rizné délici systémy dana Collanderovym [6] vztahem:
logK,,, = alogk’ + b (2)

kde a a b jsou empirické konstanty charakterizujici pfislusna rozpoustédla. Kapacitni faktor
vSak pro dany analyt a pouZitou stacionarni fazi (nejcastéji C18) zavisi na slozeni mobilni
faze. Proto bylo rozhodnuto, ze by £ m¢l byt stanoven za pouziti Cisté vody jako eluentu
(kw), aby se délici proces co nejvice pfiblizil rozdélovani v délici nalevce (metoda
shake-flask), tedy aby zavisel pouze na struktufe a polarité analytu. V praxi ov§em ¢ista voda
neni vhodna jako mobilni faze vzhledem ke své nizké elucni sile a pouziva se ve smési
s mén¢ polarnim rozpoustédlem. Pro zjisténi hodnoty kw je pak tieba stanovit £ “ pro mobilni
faze srliznym obsahem organického rozpoustédla a vysledné hodnoty extrapolovat

na nulovy obsah tohoto rozpoustédla [7]. Pfepocet £ ‘ na kw je dan vztahem:
logk' =logk,, — Sp 3)

kde ¢ je objemovy zlomek organického rozpoustédla v mobilni fazi a S odpovida sile ¢istého

organického rozpoustédla [8].

Stanoveni log Kow z HPLC reten¢nich dat ma nékolik vyhod. K analyze sta¢i pouze
malé mnoZzstvi vzorku, neni tfeba stanovovat koncentraci analytu a také pfi separaci dojde

k oddé€leni hlavni slozky od pfipadnych kontaminanti. Metoda je soucasné velmi rychla,
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ptesna a reprodukovatelna [9]. Velkou vyhodou je také moznost plné automatizovatelnosti

metody [10].

Kromé experimentalnich technik stanoveni log Kow existuji také techniky vypocetni
a teoretické, které jsou znamé pod zkratkou QSPR (,,quantitative structure property
relationships®). Prvnim typem jsou metody zalozené na vypoctu z piispévku atomui
a fragmenti dané molekuly. Jako piiklad lze uvést metodu XLOGP3. Vypocetni model je
zalozen na dvou korek¢nich faktorech a systému 87 fragmentl. V této metod¢ se pouziva
knihovna 8199 referen¢nich sloucenin s méfenymi experimentalnimi hodnotami log Kow.
Vstupni struktura dané slouceniny je porovnavana se strukturami molekul v knihovné, aby
byla nalezena co nejpodobnéjsi referenéni struktura. Na fragmenty vstupni struktury, které
se 1isi od fragmentl referencni struktury, se aplikuji opravy a tim se ziskd odhad log Kow
dané slouceniny. Z tohoto diivodu je ptesnost kalkulace dana podobnosti testované molekuly
se slouceninami Vv databazi pouZzitymi v algoritmu pro vypocet log Kow. Tato metoda pak
nemusi poskytovat ptesné vysledky napiiklad pro izomery nebo rizné konformace stejné
molekuly [11]. Dale lze rozd€lovaci koeficienty urcit z Gibbsovych volnych energii
solvatace analytu v obou fazich. Piikladem jsou metody SMD a COSMO-RS [12].

Pro danou teplotu T plati pro vypocet log Kow nasledujici vztah:

AG

logK,, = ———
08 Bow 2,303RT

(4)

kde AG je rozdil Gibbsovych volnych energii solvatace analytu ve vodé a v n-oktanolu.
Standardné se pro stanoveni AG pouziva simulace molekularni dynamiky a simulace
Monte Carlo [13]. Tato metoda je vyhodna nejen pro stanoveni log Kow, ale i pro sledovani
termodynamického chovani sloucenin v rozpoustédlech a soucasné poskytuje uZitecné

informace o fyzikalné-chemickych vlastnostech danych latek [14].

2.1.2 Stanoveni rozdélovacich koeficientll v systému liposom-voda

Liposomy jsou diky svym biomimetickym vlastnostem vyuzivany jako alternativa
k oktanolu pfedev§im pii farmaceutickych studiich interakce 1é¢iv s bunéénymi
membranami. Mnoha 1é¢iva se Vv téle vyskytuji Vv ionizované form¢. Oproti systému
oktanol-voda, ktery je vhodné pouzit pouze pro nepolarni latky, zahrnuji rozdélovaci
koeficienty v systému liposom-voda (log Kiw) také iontové interakce, a proto je pouziti
liposomtl namisto oktanolu pro tyto aplikace vhodné&j$i. U ionizovanych latek byly namétené

log Kiw vyrazné vyssi ve srovnani s log Kow. Tento fakt poukazuje na snadnéjsi pruchod
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ionizovanych latek do lipidové membrany, kde dochazi K jejich interakci tvorbou iontovych

vazeb s negativné nabitymi fosfatovymi skupinami fosfolipidu [15].

Jako jedna z metod stanoveni log Kiw byla popsana liposomalni elektrokineticka
chromatografie (LEKC). LEKC je zalozena na technice kapilarni elektroforézy, kde jsou
liposomy obsazeny v roztoku pufru. Liposomy zde slouzi jako pseudostacionarni faze
umoziujici rozpusténym latkam s nimi interagovat. Metodu lze vyuzit pro urceni log Kiw
elektricky neutralnich latek i iont. Stanoveni log Kiw je stejn€ jako u HPLC metod zalozeno
na pfimém odvozeni z reten¢nich dat. Vyhodou této metody je pouziti menSiho mnozstvi
vzorku, niz$i pozadavky na ¢istotu vzorku a moznost automatizace. Oproti HPLC metodam
nabizi také vys$$i ucinnost kolony a krat$i dobu analyz. Metoda je dobie vyuzitelna

pfi studiich interakci 1ékd s biologickymi membranami [16].

Dalsi metodou je potenciometricka dvoufazova titrace. Nejprve se analyt ve vodném
roztoku titruje standardni kyselinou nebo zasadou, ¢imz se zjisti disocia¢ni konstanta (pKa).
Druha titrace se provadi za ptitomnosti lipidové faze v titrovaném roztoku. Tim se ziska
zdanliva disocia¢ni konstanta pK'a, ktera se od pKa 1isi v zavislosti na poméru objemu
organické a vodné faze [17]. Rozdé&lovaci koeficient protonované formy (K*H*)

a deprotonované formy (K*) molekuly se vypocita ze vztahu:

1+7r KX )

PKa = pKy — log (m ()

kde r je pomér objemu organické (lipidové) a vodné faze v titrovaném roztoku. Pro vypocet
je zapotiebi provést nejméné dve titrace s riznou hodnotou r. Vyhodou této metody je jeji
pouziti v Sirokém rozsahu hodnot rozdélovacich koeficientii. Také stanoveni zdanlivych
disocia¢nich konstant latky v lipidové membrané mlZze byt zajimavé naptiklad pro nckteré

farmaceutické aplikace. [18]

Pro stanoveni log Kiw byla také pouZita dialyza¢ni technika, jejiZ princip je znazornén
na obrazku 2. Dialyza¢ni cela je rozdélena polopropustnou membranou na dvé komory,
pii¢emz suspenze liposomt obsahujici rozpusténou latku je obsazena v jedné ¢asti a roztok
pufru je ve druhé ¢asti [19]. Polopropustna membrana zajist'uje prichod latky do druhé casti
cely a naopak zabratiuje prichodu liposomu. Po ustaveni rovnovdhy mezi obéma fazemi je
stanovena koncentrace latky v téchto fazich a nasledné je spocitan rozd€lovaci koeficient.
Cas potiebny pro dosaZeni rovnovahy zavisi na vlastnostech rozpusténé latky, lipida a na

dialyza¢nim systému. Rozd¢lovaci koeficient je vypocitan podle vztahu:
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logK = log (M + 1) (6)

VLipo "Cp

kde Cis a Cp predstavuji koncentraci latky v komote obsahujici liposomy a v komote
s roztokem pufru, Vig je objem komory obsahujici liposomy a Viipe piedstavuje objem
fosfolipidové faze. Dialyza¢ni metodou Ize velmi dobie posoudit afinitu studované latky
k fosfolipidam, avSak vzhledem k existenci riznych mechanismi prostupu latky pies
membranu nelze touto metodou zcela objasnit zptisob jejich interakce. Metoda je soucasné

pomérné ¢asove naroc¢na [18].

@ Liposom Polopropustna

o Solut membrana

Obrazek 2: Dialyzacni cela pro rozdélovaci experimenty v systému liposom-voda [19]

2.1.3 Vyuziti rozdélovacich koeficientt

Rozd€lovaci koeficienty slouZzi pfedevsim k posouzeni lipofility latek. Lipofilni vlastnosti
jsou dilezit¢ pro prichod biologickymi membrdnami v organismu a pro hydrofobni
interakce sreceptory. Ztohoto divodu je lipofilita jednim z dulezitych parametrt
pfi sledovani tzv. ADME procest (tj. absorpce, distribuce, metabolismus a eliminace)
napiiklad u 1éCiv. Zaroven je klicova také pii popisu jejich farmakodynamickych

a toxikologickych vlastnosti [20].

Stejné tak Ize toxicitu sledovat i u organickych latek znecist'ujicich Zivotni prostiedsi,
kde se sleduje predevsim jejich biologicka dostupnost a rozpad [21]. VétSinou se jedna
0 latky vykazujici vysoké biokoncentrac¢ni faktory (napt. PCB, DDT) [22]. Ptikladem je
stanoveni antropogennich toxickych latek v rybach z divodu posouzeni mozného vlivu
téchto chemikalii na vodni ekosystémy [23,24]. Jako dalsi ptiklad lze uvést vypocet

rozdélovacich koeficientt pesticida pfi jejich vyméne mezi pidou a vzduchem. Pritomnost
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pesticidii ve vzduchu je velkym rizikem zejména pro zeméd€lské pracovniky, jimz mize

inhalace pesticidl zpusobit vazné zdravotni problémy [25].

2.2 Liposomy

Liposomy jsou kulovité Gtvary o velikosti v fadech nanometri az mikrometrt, které uvnitf
zapouzdiuji maly objem vodného roztoku, ve kterém byly suspendovany. Jsou slozeny
Zjedné nebo vice lipidovych dvojvrstev, nejcastéji fosfolipidi [26]. Na obrazku 3 je

znazornén prifez liposomem s vyobrazenou lipidovou strukturou.

Obrdzek 3: Struktura liposomu [27]

Fosfolipidy se skladaji z dlouhého uhlovodikového zbytku mastnych kyselin, ktery
je siln¢ hydrofobni, a z polarni fosfatové hlavicky, ktera naopak velmi ochotné interaguje
s molekulami vody. Diky témto amfipatickym vlastnostem jsou fosfolipidy schopny se
ve vodném roztoku uspotadat do dvojvrstvy tak, aby uhlovodikové konce sméfovaly k sobé
a polarni ¢asti byly otoceny smérem do vodné faze. Tyto fosfolipidové dvojvrstvy jsou
zakladni stavebni jednotkou vSech biologickych membran. Kromé dvojvrstev jsou vSak
fosfolipidy schopny ve vodném roztoku samovolné tvofit také micely nebo pravé liposomy
[28]. Z tohoto divodu se liposomy ¢asto pouzivaji jako umély model bunky pro studium
interakci mezi membranovymi lipidy a biomolekulami nebo pro sledovani propustnosti

pro néktera 1é¢iva nebo ionty [29].

2.2.1 Vyuziti liposomu

Liposomy se bézn¢ vyuzivaji napiiklad v kosmetickém, potravinaiském a zemédélském
primyslu pro zapouzdieni nékterych malo stabilnich antioxidanti nebo antimikrobidlnich
a bioaktivnich latek. Ty jsou diky uzavieni v liposomu chranéné a jejich aktivita neni kvili
nizké stabilité naruSena. Nejvice vSak nachazeji vyuziti ve farmaceutickém pramyslu, kde

slouzi jako nosice 1é¢iv [30]. Diky své biologické inertnosti jsou liposomy schopny dopravit
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danou lé¢ivou latku na misto plsobeni bez vedlejSich ucinkli. Soucasné jsou také
biokompatibilni, biodegradabilni a netoxické [31]. Casto se uplatiuji ve vyzkumu jako
nosi¢e 1éka proti rakoviné nebo nosie genid [32]. Napiiklad byl testovan vliv
pouziti liposomt na lokdlni 1é¢bu rakoviny kuze. Vysledky ukézaly, ze 1é¢ivo uzaviené
uvnitf liposomu zpiisobuje vyraznou inhibici rakovinnych bunék ve srovndni s u¢inkem
volného 1éku bez pouziti liposomu [33]. Dale je mozné liposomy aplikovat tieba ve vyvoji
ockovacich vakcin. Do vnitiniho prostoru liposomu Se uzavie peptidovy antigen nebo virovy
membranovy protein. To vyvola bunécnou imunitni odpovéd’ a vytvofi se trvala imunita
proti patogenu [32]. Piikladem je vyvoj vakciny proti hepatitidé A, ktera se ukazala diky

liposomalni enkapsulaci jako velmi efektivni a je nyni dostupna pod nazvem Epaxal [34].

Liposomy se uplatiuji také v biosenzorech, kde slouzi jako pfevodniky signalu. Diky
svému velkému povrchu a vnitinimu objemu jsou schopny do sebe uzaviit velké mnozstvi
signalnich molekul a tim zesilovat intenzitu signdlu. Signalnimi molekulami mohou byt
Cchemiluminiscencni markery, fluorescenéni markery, enzymy, chelaty nebo nukleové
kyseliny. Kromé¢ zesilovacu signalu mohou liposomy slouzit také jako rozpoznavaci prvky,

naptiklad pro detekci toxint vylu¢ovanych bakteriemi [35].

2.2.2 Klasifikace a pfiprava liposomu

Liposomy lze z hlediska jejich praiméru a poctu lipidovych dvojvrstev (tzv. lamel) rozdélit
do nékolika skupin. Tou prvni jsou unilamelarni vezikuly obsahujici pouze jednu dvojvrstvu,
které se dale jesté déli na malé (SUV), velké (LUV) a obii (GUV). Pro vyzkum jsou
unilamelarni vezikuly nejzajimavéjSim typem liposomu, protoze jejich piiprava je pomérné
snadna a membranové vlastnosti vysledného liposomu jsou dobfe popsatelné. Liposomy
obsahujici vice lipidovych dvojvrstev se nazyvaji podle jejich poctu bud’ oligolamelarni
(OUV; piiblizné 5 lamel) nebo multilamelarni vezikuly (MLV; 5-20 lamel). MLV se
narozdil od unilamelarnich vezikul pouzivaji vice v primyslovych aplikacich nez
ve vyzkumu, a to kvili odliSnym fyzikdlnim vlastnostem. Posledni skupinou jsou
multivezikularni vezikuly (MVV), ve kterych jsou uvnitt uzavieny dal$i mensi liposomy
[26,27]. Rozdéleni vsech typu liposomu podle velikosti a poctu lamel je znazornéno na

obrazku 4.
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Obrazek 4: Schématické zndazornéni rozdeéleni liposomu [26,31]

Existuje mnoho zpiisobil ptipravy liposomi. Pti jednotlivych metodach vSak vznikaji
liposomy o urcitych parametrech, a proto je tieba vybirat zplisob piipravy v zavislosti
na vyuziti ziskanych liposoml pro konkrétni ucel. Naptiklad pro aplikace liposomi jako
nosice 1éCiv je jejich primér zadouci v rozmezi 50-200 nm. Proto je obvykle soucasti
samotné pfipravy liposoml i nasledna sonifikace nebo extruze roztoku pies porovité
membrany z divodu redukce velikosti a lamelarity [36]. Naopak pro nékteré aplikace miize
byt vyhodné pouziti liposomil vétsich velikosti. Existuje metoda pro ziskani LUV spocivajici
vV rychlém zmrazeni SUV a jejich nasledném pomalém rozmrazovani. Ptfi tomto procesu
dochazi k agregaci SUV a pribéznou sonifikaci dojde k roztrzeni tohoto shluku za vzniku

vétsich LUV [30].

Typickym postupem pfipravy liposomi je technika hydratace fosfolipidového filmu.
Z roztoku fosfolipidi se za vakua necha odpafit organické rozpoustédlo, pti¢emz se na sté€né
nadobky vytvofi tenky fosfolipidovy film. Ten se nasledné hydratuje vodnym roztokem
za vzniku suspenze MLV. Z toho roztoku lze dale piipravit SUV a LUV extruzi pies
polykarbonatové membrany [27].

SUV lze také pfiipravit technikou injekce rozpoustédla. Organické rozpoustédlo
obsahujici rozpusténé fosfolipidy (ether nebo ethanol) je rychle vstiikovano do roztoku
pufru, pficemz dochazi ke spontanni tvorbé SUV. Pfi injekci ethanolu dochazi k jeho
rozpousténi ve vod¢, a tedy k fedéni pod kritickou koncentraci. Tim jsou fosfolipidy

donuceny se ve vodné fazi samy shlukovat a vytvaret SUV. V ptipad¢ injekce etherového
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roztoku se SUV ve vodné fazi tvofi z divodu odpafovani etheru. Parametry vzniklych
liposomil zavisi na koncentraci fosfolipidti v organickém rozpouitédle. Cim je vyssi

koncentrace, tim vétsi velikost a lamelaritu pozorujeme [36].

Dale byla popsana metoda odpafovani reverzni faze. Ta spoc¢iva v hydrataci roztoku
fosfolipidii v organickém rozpoustédle vodnym roztokem za stalého michani. Dochazi
ke vzniku emulze, z niz je nasledné za snizené¢ho tlaku odpafena organicka faze [37].
Ve vzniklé vodné suspenzi je obsazena smeés LUV a MLV. Nizsi koncentrace fosfolipidt ve

vodné suspenzi zpusobuje vyssi podil LUV [36].

Liposomy lze ptipravit i s Vyuzitim superkritickych fluidnich technik. Jednou z nich
je metoda vyuzivajici superkritické ,,anti-rozpoustédlo®. Velmi dobré vlastnosti ma pro tento
ucel superkriticky oxid uhlicity, ktery je netoxicky, nehoflavy a pomérné€ levny. Zaroveit ma
nizkou kritickou teplotu 1 tlak (31 °C; 73,8 bar) a disolu¢ni vlastnosti podobné nepoldrnim
rozpoustédlim. Principem metody je extrakce fosfolipidi z organického rozpoustédla do
superkritické faze, kdy dojde k ptesyceni lipid v nadkritickém CO: a K jejich naslednému
vysrazeni. Poté se odstrani organické rozpoustédlo kontinualnim pfivadénim CO2 za vzniku
velmi jemnych lipidovych castic. Nakonec pfiddnim vodné faze ziskdme liposomy.
Vyhodou této metody je absence zbytkového organického rozpoustédla ve vysledném
produktu [38].

2.3 Studované latky

Studovanymi latkami byly eugenol, thymol a karvakrol. V tabulce 1 jsou pro piehled shrnuty
nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti téchto sloucenin. VSechny hodnoty jsou uvedeny pro
teplotu 25 °C.

Tabulka 1: Fyzikdlné-chemické viastnosti eugenolu, thymolu a Karvakrolu [39-41]

Eugenol Thymol Karvakrol
Molarni hmotnost (g/mol) 164,20 150,22 150,22
Teplota varu (°C) 253,2 2325 237,7
Teplota tani (°C) 9,1 51,5 1,0
Rozpustnost ve vode (g/1) 2,460 0,098 1,250
Disociacni konstanta pKa 10,19 10,62 10,42
e IS ST
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2.3.1 Eugenol

Eugenol, systematickym nazvem 4-allyl-2-methoxyfenol, je fenolicka slouc¢enina bézn¢ se
vyskytujici v hiebi¢ku, méné pak také ve skofici, bazalce a muskatovém ofisku. Jeho
struktura je zobrazena na obrazku 5. Eugenol je zodpovédny za typickou vini hiebicku a
ziskava se ve form¢ esencialniho oleje izolaci ze stromu Eugenia carophyllata (Hiebickovec

kofenny). Vzhledem se jedna o svétle zlutou kapalinu [42].

H,CO =

HO

Obrdzek 5: Struktura eugenolu

Eugenol se velmi Casto vyuziva jako dochucovaci latka pti peceni, vafeni, do napoju,
je obsazen V cukrovinach, mrazenych mléénych vyrobcich a také v kosmetice [42].
Farmakologické studie u eugenolu prokazaly antistresové, antimykotické, antigenotoxické
a antikarcinogenni G¢inky [43]. Dale se pouziva v zubni praxi pro tlevu od bolesti naptiklad
pii precitlivélosti zubli nebo zanétl zubni diené. Kromé svych analgetickych ucinkti vSak
mize pusobit i drazdive a piipomina ucinky kapsaicinu [44].

Eugenol navic vykazuje vynikajici baktericidni ucinky proti celé fadé organism.
Mechanismem baktericidniho u€inku je naruseni cytoplazmatické membrany bakterie, ¢imz
dochazi ke zvyseni jeji permeability. Nasleduje rozsahly tnik iontt a dalSich bunéénych

slozek veetné intracelularnich proteint, coz ve vysledku zplisobuje bunéénou smrt [45].

G. N. Reiner a kol. testovali lipofilni vlastnosti péti riznych fenolickych latek
(eugenol, thymol, karvakrol, propofol, chlorothymol) ptisobicich na receptory GABAAa. Tyto
receptory jsou iontovymi kanaly, které zprostiedkovavaji rychlou synaptickou inhibici
v centralnim nervovém systému. Zminéné latky pak na tento receptor piisobi jako
allosterické modulatory, pfipadné pii vySSich koncentracich maji pfimy G¢inek na otevieni
kanalu. Testovanymi parametry byly rozdélovaci koeficient log Kow, reten¢ni data z HPLC
za pouziti staciondrni faze C18 a IAM (imobilizovand uméla fosfolipidovd membrana)
arozdelovaci koeficienty ve fosfolipidovych liposomech. Rozdélovaci koeficienty byly
stanovovany v systémech oktanol-voda a liposom-pufr, matematickou kalkulaci
z atomovych pfispévki a metodou shake-flask s naslednym spektrofotometrickym

stanovenim. Rozd¢€lovaci koeficienty eugenolu, thymolu a karvakrolu urcené v systému
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lecitin-pufr (tzn. fosfolipid-pufr) jsou uvedeny v tabulce 2. Vysledky korelace vSech vyse
zminénych veli¢in prokézaly vysokou schopnost danych latek interagovat s fosfolipidovymi
membranami. Soucasn¢ bylo zjiSténo, ze hodnoty ziskané méfenim na koloné IAM byly
kvantitativné nejbliZze rozdélovacim koeficientim stanovenym v liposomech. Davodem je
schopnost kolony IAM zprostiedkovat stejné molekularni interakce, jako jsou ve
fosfolipidovych membrandch. Také skutecnost, Zze vSechny sledované latky interaguji
S membranami, naznacuje zmeénu lipidového prosttedi kolem GABAA receptoru zptisobenou
pravé touto interakci. Tato zjisténi dale pomohou pfi studiu pusobeni rtznych 1éCiv,

toxickych latek a kovili na funkci tohoto receptoru [46].

Tabulka 2: Rozdeélovaci koeficienty urcené v systému lecitin-pufr (10g Piec) [46]

Eugenol = Thymol @ Karvakrol

log Pieco 2,20 2,90 2,76

M. Chen a kol. zkoumali pomoci rozd€lovacich koeficientd vliv teploty
na uvolnovani eugenolu a isoeugenolu z SPI filmu (film na bazi izolované¢ho s6jového
proteinu) do olivového oleje metodou vysokoucéinné kapalinové chromatografie (HPLC)
se spektrofotometrickou detekci. Bylo prokazano, Ze filmy nesouci tyto dvé latky maji
urc¢itou antibakterialni aktivitu, a proto se pouzivaji napt. pro baleni ovoce, zeleniny, nebo
masnych vyrobkd. Pro analyzu byla pouzita reverzni faze C18 s parametry
150 mm x 4,6 mm a vinova délka byla nastavena na 280 nm. Byla pouzita gradientova eluce
s pritokem 1 ml/min. Po¢ate¢ni slozeni mobilni faze (MF) bylo 25 % acetonitril:75 % voda
a konecné slozeni MF bylo 50 % acetonitril:50 % voda. Rozdélovaci koeficienty byly
vypocteny jako podil koncentrace latek v SPI filmu a v simulované potraving, tzn. v oleji.
Bylo zjisténo, ze rozd€lovaci koeficienty linearné klesaly s teplotou v rozmezi 5 °C—60 °C.
Tyto vysledky jsou dilezité v mnoha aplikacich, jako je fizené uvolfovani 1é¢iv nebo
konzervovani potravin, kde se sleduje migrace aditiv z potravinovych obalti do samotnych
potravin, napf. pii teplotach v chladni¢ce nebo pokojovych teplotach. Olivovy olej pak

slouzi jako simula¢ni model dané potraviny [47].

Stanoveni eugenolu metodou HPLC popisuje také M. Osanloo a kol. Ve své studii
srovnavali larvicidni aktivitu esencialniho oleje z hiebicku s aktivitou ¢istého eugenolu proti
komartm Anopheles stephensi, ktefi jsou pienaseCi malarie. Analyza byla provedena
nareverzni stacionarni fazi C18 s parametry 300 mm x 3,9 mm. Spektrofotometricka

detekce probihala pii vinové délce 280 nm. Mobilni fazi byla smés methanol:voda v poméru
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80:20 (v/v) a prutok byl nastaven na 1 ml/min. Vysledky studie ukazaly, ze pouziti
esencialniho oleje jako larvicidu je vhodnéjsi nez pouziti samotného eugenolu. Diivodem je
jeho nizsi cena a také fakt, ze se sklada z nékolika raznych slozek a je u néj tedy mensi riziko

vzniku rezistence [48].

Yun a kol. vyvinuli a validovali postup pro stanoveni eugenolu v hiebicku metodou
HPLC s detektorem diodového pole. Jako mobilni faze byla testovana smés methanol:voda
s riiznym procentudlnim zastoupenim obou slozek, pticemz jako nejvhodnéjsi se jevil pomér
60:40 (v/v). Byla pouzita isokraticka eluce a kolona s reverzni fazi C18 a parametry
250 mm x 4,6 mm. Pratokova rychlost byla nastavena na 0,8 ml/min a teplota kolony byla
udrzovana na 30 °C. UV detekce byla provedena pii vinové délce 280 nm. Bylo zjisténo, ze
metoda je linearni v rozmezi 12,5-1000 ng/ml s velmi vysokym koeficientem determinace
(R?>0,9999). Byla stanovena celkova primérna vytéznost eugenolu 103,7 % s relativni
smérodatnou odchylkou (RSD) 0,52 %. Dale byla stanovena mez detekce (LOD) eugenolu
0,81 ng/ml a mez stanovitelnosti (LOQ) 2,47 ng/ml [49].

2.3.2 Thymol

Thymol je monoterpenovy fenol, ktery je hlavni sloZkou oleji extrahovanych z mnoha bylin
jako je tymian, oregano a saturejka horskd. Systematicky se jedna
0 2-isopropyl-5-methylfenol (obrazek 6) [50]. Ma antibakterialni, protizanétlivé
a antimykotické G¢inky a Ize jej pouzit také jako lokalni anestetikum [51]. Casto se vyuziva
jako vonna slozka v kosmetickych piipravcich a osvé€zovacich vzduchu, dale pak jako

insekticid, fungicid a také jako konzervant v 1é¢ivech [52].

Podobné jako v pfipadé eugenolu byla i pro thymol provedena studie, kdy byl
testovan vliv teploty na jeho uvoliovéani z SPI filmu do olivového oleje. HPLC podminky
byly totozné s vyjimkou vlnové délky, kdy se méfilo pii 230 nm. Stejné tak rozdélovaci
koeficienty byly vypocteny stejnym zpuisobem. Bylo dosazeno stejnych vysledki

a rozde¢lovaci koeficienty opét klesaly s rostouci teplotou [53].

T. Angelo a kol. popsali a validovali jednoduchou a pfesnou HPLC metodu stanoveni
thymolu pro ucely studia kozni penetrace, napi. pro kosmetické nebo dermatologické
ptipravky. Pro valida¢ni testy byla zvolena separace na reverzni fazi C18
(300 mm x 3.9 mm). Byla testovana rizna slozeni MF a rychlosti pritoku, pfi¢emz jako
nejvhodnéjsi byla zvolena MF o slozeni acetonitril:voda v poméru 35:65 (v/v) a prutok

1,5 ml/min. Spektrofotometricka detekce probihala pti vinové délce 278 nm. Byla stanovena
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mez detekce 0,05 pg/ml a mez stanovitelnosti 0,14 pg/ml. Linearita byla prokazana
v rozmezi koncentraci 0,5-15,0 pg/ml. Metoda je robustni a jeji vytéznost z koznich vrstev
ptevysuje 90 %. Validace ovéfila, Ze metoda je vhodna pro selektivni stanoveni thymolu

| pfes pfitomnost moznych interferentt v kozni matrici [54].

OH

OH

Obrdzek 6: Struktura thymolu Obrdzek 7: Struktura karvakrolu

2.3.3 Karvakrol

Karvakrol (5-isopropyl-2-methylfenol) je strukturnim izomerem thymolu a je obsaZen
v esencialnich olejich ziskavanych z oregana, tymianu, majoranky a saturejky zahradni. Jeho
strukturu lze vidét na obrazku 7. Karvakrol ma dale také antimutagenni, protinadorové
a antigenotoxické ucinky [55]. Stejné jako thymol ma i vyrazné antimikrobialni G¢inky
a pusobi proti bakteriim, kvasinkam a plisnim [56]. Vzhledem k témto vlastnostem nalézaji
obé latky stejné jako eugenol vyuziti ve vyrob¢ aktivnich potravinovych oball piisobicich
proti rustu Skodlivych patogenti v potraviné [57]. V samotnych potravinach pak slouzi i jako

konzervanty a dochucovadla [52,56].

Mechanismus jejich antibakterialniho ucinku je stejny jako v piipadé eugenolu
[58,59]. Také bylo zjisténo, Ze na antibakterialni aktivitu vSech tfi latek ma nejvétsi vliv

rozdé&lovaci koeficient. Cim je hodnota log K vyssi, tim uéinngjii je inhibice bakterialniho

rustu [60].

Thymol i karvakrol maji silné antioxida¢ni ucinky. Jsou schopny inhibovat

peroxidaci lipidd, kterd je zpusobena volnymi radikaly a vede k oxida¢ni destrukci

wrwe

a dalSich volnych radikalt, které reaguji s dalSimi molekulami lipidi a vzniké fetézova

reakce [61].

Vzhledem ke strukturnim podobnostem karvakrolu s thymolem a jejich souc¢asnému

vyskytu Vv ptirodnich latkadch jsou casto popisovany studie, kde se ob¢ latky stanovuji
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najednou. Prikladem je optimalizace HPLC metody pro jejich stanoveni ve standardech
anasledn¢ Vv tymianové tinktufe. Jako stacionarni faze byla pouzita C18 s parametry
250 mm x 4,6 mm. Eluce probihala v isokratickém modu s MF o slozeni acetonitril:voda
v poméru 50:50 (v/v) a s pritokem 1 ml/min. Spektrofotometricky detektor pracoval pii
vinové délce 274 nm. | pifes podobné reten¢ni Casy obou latek doslo k velmi dobrému
rozliseni jejich pikd v chromatogramu. Byly stanoveny LOD a LOQ pro ob¢ latky.
Pro thymol byla hodnota LOD 0,17 ng/ml a LOQ 0,567 ng/ml a pro karvakrol byla hodnota
LOD 0,161 ng/ml a LOQ 0,535 ng/ml. Vyhodou metody je, Ze nevyZzaduje komplikovanou
ptipravu vzorku a lze ji pouzit pro standardni kontroly obsahu thymolu a karvakrolu v daném
produktu [62].

Dalsi navrZzena metoda pro stanoveni karvakrolu a thymolu popisuje HPLC systém
s reverzni fazi C18 (250 mm x 4,6 mm) a UV detekei pii 277 nm. Jako MF byla testovana
smés methanolu (MeOH) a vody v rtiznych pomérech. Také byl zkouman vliv pfidavku
tetrahydrofuranu (THF) do MF na rozliseni. Bylo zjisténo, ze pii pouziti Samotné smési
MeOH a vody nebylo mozné dostateéné rozlisit oba piky a proto jako nejvhodnéjsi byla
zvolena MF o slozeni MeOH:H2O:THF (50:50:22). Priitok MF byl nastaven na 1 ml/min.
Tato metoda byla vyuzZita pro stanoveni obou latek v tymianu jakoZto surovém materialu

pro piipadnou vyrobu 1é¢iv [63].
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

VSechny analyzy byly provedeny na HPLC pfistroji série UltiMate 3000 (Thermo Scientific
Dionex) s UV detektorem a softwarem Chromeleon 7. Byla pouzita kolona Phenomenex
Gemini 5 U C18 (150 mm x 4.6 mm X 5 um).

Pro veskeré navazky byly pouzity vahy XSE205 Dual Range (Mettler Toledo,
Columbus, Ohio, USA).

3.2 Pouzité chemikalie

Jako zdroj fosfolipid pro tvorbu liposomi v roztoku byl pouzit asolectin (Fluka, Buchs,
Svycarsko). Jedna se o smés fosfolipidii, ktera se ziskava ze sdjovych bobu. Asolectin
obsahuje zhruba stejné podily lecitinu (~25 %), cefalinu a fosfatidylinositolu spolu s malymi
mnozstvimi jinych fosfolipida a polarnich lipidi. Zastoupeni mastnych kyselin je asi 24 %

nasycenych, 14 % mononenasycenych a 62 % polynenasycenych mastnych kyselin.

Analyzovanymi slouc¢eninami byly karvakrol 99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko), thymol (Merck, Kenilworth, New Jersey, USA) a eugenol 99 % (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Némecko).

Dalsi pouzitou chemikalii byl methanol pro HPLC (Honeywell, Charlotte, Severni

Karolina, USA) jako slozka mobilni faze.

3.3 Priprava roztoku

VSechny roztoky byly pfipraveny z vyse zminénych chemikalii rozpuSténim ptislusného
mnozstvi dané latky v deionizované vodé (Milipore, 18,2 MQ). Roztok asolectinu mél
koncentraci 8 g/l. Pro analyzu eugenolu byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentracich
10, 25, 50, 100, 250 a 500 ug/ml. Zasobni roztoky thymolu a karvakrolu mély koncentraci
500 ug/ml. Z divodu zhorSené rozpustnosti thymolu ve vodé bylo nutné pro jeho tplné
rozpusténi pfipraveny roztok zahtat, ptipadné sonifikovat v ultrazvukové lazni (Sonic 6,
Polsonic, VarSava, Polsko). Ze zasobnich roztokti pak byly pfipraveny kalibra¢ni fady

Vv rozsahu koncentraci 1-40 ug/ml pro vsechny tfi latky.

Roztok asolectinu byl pfipraven nejprve rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky

v men$im objemu vody. Nasledné¢ byl roztok po dobu 48 hodin tfepadn na tiepacce
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Vibramax 100 (Heidolph, Schwabach, Némecko) rychlosti 100 rpm a nakonec byl doplnén
deionizovanou vodou po rysku.

3.4 Experimentalni postupy

3.4.1 Sestaveni rozdélovaci aparatury

Aby bylo mozné stanovit rozdélovaci koeficienty v systému liposom-voda, bylo zapotiebi
vyrobit aparaturu oddélujici vodnou fazi a fazi obsahujici liposomy s analyzovanou latkou.
Tato aparatura (obrazek 8) byla sloZzena ze dvou 4ml vialek spojenych Sroubovacimi
vicky N13 s otvorem o praméru 8,8 mm, ktera byla k sob¢ slepena epoxidovym lepidlem
avlozena do kovového nebo plastového pouzdra. Byl pouzit epoxid zna¢ky Epoxiceys
standard (Ceys, Cesky Brod, Ceské republika). Z jedné strany byl otvor ve vi¢ku piekryt
membranou umoziujici permeaci analyti z prostfedi jedné vialky do druhé. PoZzadovany
kruhovy tvar membrany s primérem 13 mm byl ziskan vyfezanim pomoci korkovrtu. Byly
pouzity nylonova membrana s primérem port 0,2 um (Hahnemiihle, Dassel, Némecko),
dialyza¢ni celulosovd membrana Fisherbrand s MWCO 3500 Dalton (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a polykarbonatova (PC) Nuclepore Track-Etched

membrana s velikosti port 0,05 um (Whatman, Maidstone, Velka Britanie).

Obrazek 8: a) Jednotlivé casti rozdélovaci aparatury, b) SloZena rozdélovaci aparatura S roztokem
asolectinu a roztokem analytu v pravé casti a deionizovanou vodou v levé casti

Do jedné vialky byl napipetovan objem 2,8 ml roztoku asolectinu a 0,4 ml zdsobniho
roztoku analyzované latky. Vysledny objem ve vialce byl tedy 3,2 ml. Pro srovnani byla
provedena také analyza slepych pokusi, u kterych byl roztok asolectinu nahrazen 2,8 ml
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deionizované vody. Ve druhé vialce bylo vzdy 3,2 ml deionizované vody. Vialky byly
zaSroubovany spojenym vickem a pfipravena aparatura byla upevnéna na tiepacce, kde byly
vzorky tfepany rychlosti 150 rpm po rtiznou dobu v rozmezi 1-48 hodin. Analyzovany pak
byly vzdy pouze vodné roztoky u vzorki s ptidanym asolectinem a u slepych pokust roztoky

Z obou vialek.

3.4.2 Casova zavislost rozdélovani eugenolu

Pro eugenol byl proveden experiment, kdy byl sledovan vliv doby tfepani na ustaveni
rovnovahy mezi obéma fazemi. Celkové bylo testovano 7 riznych dob téepani, konkrétné
1, 4,10, 17, 24, 36 a 48 hodin. Pro tento experiment byla vybrana koncentrace zasobniho
roztoku eugenolu 500 pg/ml odpovidajici jeho celkové pocatecni koncentraci ve vialce

62,5 pg/ml. Byly pouzity membrany z nylonu a celulosy.

3.4.3 Koncentraéni zavislost rozdélovani eugenolu

Bylo testovano, zda maji rizné koncentrace zasobniho roztoku eugenolu vliv na vysledny
rozd€lovaci koeficient. Byly pfipraveny koncentrace zasobniho roztoku 10, 25, 50, 100, 250
a 500 pg/ml. Vysledné vstupni koncentrace analytu ve vialce s asolectinem pak byly 1,25,
3,125, 6,25, 12,5, 31,25 a 62,5 pg/ml. Pro tento ucel byla vybrana doba téepani 48 hodin.

Experiment byl proveden za pouziti nylonové a celulosové membrany.

3.4.4 Stanoveni rozdélovacich koeficientu

Zasobni roztoky davkované do vialek mély koncentraci 500 pg/ml (koncentrace ve vialce
62,5 pg/ml) pro vSechny tii latky. Rozdélovaci aparatury byly tiepany po dobu 48 hodin,
pouzité membrany byly z nylonu a celulosy. Rozdé€lovaci aparatury byly pfipraveny v péti

opakovanich jak pro vzorky s asolectinem, tak 1 pro slepé pokusy.

3.4.5 Podminky HPLC analyzy

Pro vSechny analyzované latky bylo nejprve testovano optimdlni sloZzeni mobilni faze
S riznym pomérem sloZzek methanolu a vody. Pro analyzu eugenolu byla vybrana mobilni
faze o sloZzeni methanol:voda v poméru 60:40 (v:v). Pfi analyze karvakrolu a thymolu byl
pomér obou slozek 70:30 (v:v). Pratok MF byl nastaven na 0,3 ml/min. Vzorek byl
do piistroje davkovan mikrostiikackou Hamilton (Chromservis, Praha, Ceské republika).

Davkovany objem byl 10 pl.
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Spektrofotometrickd detekce eugenolu probihala pti vlnové délce 280 nm. Tato
hodnota byla zvolena pro jeji ¢asté pouziti v diivéjsich studiich zamétujicich se na eugenol,
které jsou popsany v reSersni Casti této prace. Pro karvakrol byla vybréna vinova délka
273 nm a pro thymol 274 nm. Tyto hodnoty byly zvoleny jako absorpéni maxima po
promé&ieni UV spektra obou latek (ptiloha 1).

3.4.6 Vypocet rozdélovacich koeficientt

Rozd¢€lovaci koeficienty vSech latek byly vypocteny podle nasledujiciho postupu. Analyzou
slepych pokust byl zjistén obsah sledované latky v obou vodnych roztocich oddélenych
membranou. Odectenim tohoto mnozstvi 0od celkového vstupniho mnozstvi latky
v roztoku mc (ptidaného do vialky s liposomalni fazi) se ziska mnozstvi latky zachycené na

membrané m.

Ve vodné fazi oddélené membranou od liposomalni faze byla stanovena koncentrace
dané latky cw. Tato koncentrace se dle piedpokladu po ustaveni rovnovahy rovna koncentraci
volné latky ve vodné fazi ve vialce s liposomy cw. Z této koncentrace bylo pro danou latku
vypocteno jeji mnozstvi ve vodné fazi za membranou mw. Mnozstvi latky uzaviené
v liposomech m; se pak zjisti ode¢tenim celkového mnozstvi latky ve vodné fazi na obou
stranach membrany (2mw) a mnozstvi zachyceného na membrané m; od celkového vstupniho

mnozstvi pfidané latky v roztoku mc.

Z hustoty a koncentrace asolectinu byl spocitan objem liposomi ve vialce (V)).
Nakonec byla vypoctena koncentrace latky v liposomech (ci) jako podil mnozstvi latky
uvniti liposomt (M) a objemu liposomit (Vi). Vysledny rozdélovaci koeficient se pak ziska
jako podil koncentrace latky v liposomech a koncentrace volné latky ve vodné fazi.

Pro popsany vypocet plati nasledujici rovnice:

_ m _ mc—my;—2my
=TT v (7)
Cl
log Ky, = log =+ ®

28



4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace slozeni mobilni faze

4.1.1 Eugenol

Pro eugenol byla nejprve testovana MF v poméru methanolu a vody 40:60 (v/v). Reten¢ni
Cas se pii této analyze pohyboval kolem 17. minuty (obrazek 9). Pii pouziti MF s obracenym
pomérem slozek bylo dosazeno mnohem niz§i retence analytu (necelych 5 minut). Pro

nasledujici analyzy bylo tedy vybrano sloZzeni MF v poméru 60:40 (MeOH:H20; v/v).
12 ~ 4,23 min

- 16,87 min  MeOH:H20 (viv)
—40:60
8 | —60:40

Absorbance (mAU)

0 —

5 10 15 20

0
2 J Retenc¢ni ¢as (min)
Obrazek 9: Chromatogramy eugenolu p¥i riizném sloZzeni MF

4.1.2 Thymol

Pro thymol byla testovéna tii rizna slozeni mobilni faze. Pti analyze s pomérem slozek MF
60:40 (v/v) byla retence thymolu nejvyssi a pohybovala se kolem 9. minuty. S rostoucim
obsahem methanolu dochazelo jako u eugenolu ke zvySovani eluéni sily MF a pfi poméru
65:35 se retencni Cas snizil o necelé 2 minuty. Optimalniho reten¢niho ¢asu bylo dosazeno
s MF o slozeni MeOH:H20 v poméru 70:30 (v/v). Naméfené chromatogramy lze vidét

na obrazku 10.
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55 1 ——70:30

45 -
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15 4
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Retenc¢ni ¢as (min)

Obrazek 10: Chromatogramy thymolu pri riizném slozeni MF

4.1.3 Karvakrol

Testovani retence karvakrolu vychazelo z vysledkl optimalizace MF pro thymol. Byla
vyzkousena MF o slozeni MeOH:H2O v poméru 60:40 pro kontrolu S retencnimi
¢asy thymolu. Vzhledem k jejich podobnosti (obrazek 11) byl vynechan test MF s pomérem
65:35 a rovnou byla testovana MF o slozeni MeOH:H20 v poméru 70:30 (v/v). Tato MF

byla také pro analyzu karvakrolu zvolena jako nejvhodnéjsi a retencni Cas byl pfiblizné

4 minuty.

Absorbance (mAU)

4,14 min
257 N MeOH:H20 (v/v)

—60:40
—70:30

15 1 8,65 min

10 A

0 2 4 6 8 10 12
5 J Retenéni ¢as (min)

Obrazek 11: Chromatogramy karvakrolu pri riizném slozeni MF
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4.2 Kalibraéni meze

V tabulce 3 jsou uvedeny parametry regresnich kalibra¢nich pfimek. Z téchto parametrii
byly vypocéteny meze detekce a meze stanovitelnosti. Pro oba vypocty plati nasledujici dvé

rovnice:

LOD = 3% 9)

LOQ = &% (10)

a
kde a je smérnice piimky a Sp je vybérovy odhad smérodatné odchylky tseku pfimky.
Kalibrace byla linearni v koncentra¢nim rozsahu 1-40 ug/ml.

Tabulka 3: Parametry regresnich kalibracnich primek eugenolu, thymolu a karvakrolu s
vypoctenymi limity detekce a stanovitelnosti

Smérnice . LOD LOQ
k (MAU. R
(MAUsmiiug) U5k (MAUS) (ug/ml) | (ug/ml)
Eugenol | 0,5340£0,0017 0,0268+0,0330 1 | 01854  0,6181

Thymol |0,4166 +0,0044 0,1239 +0,0837 0,9997 @ 0,6025 2,0084
Karvakrol | 0,3350 + 0,0031 0,1420 + 0,0579 0,9998 @ 0,5181 1,7270

4.3 Vybér vhodného typu membrany pro rozdélovani

Byla testovana moznost pouziti vSech tfi typli membran (nylonova, celulosova, PC)
pro rozdélovaci experimenty. Pomoci MS a GC/MS byl sledovan prichod asolectinu pies
zminéné membrany po 24hodinovém ttepani. Bylo zjisténo, Ze pies PC membranu prochézi
ptiblizné 80krat vice asolectinu nez pfes membrany z nylonu a celulosy, coz neni zadouci
pro naslednou analyzu sledovanych latek. Pro stanoveni rozd€lovacich koeficientt byly tedy
pouzity pouze nylonové a celulosové membrany. Veskeré postupy a vysledky téchto
experimentl jsou popsany v pracich Be. Radka Jergy [64] a Bc. Veroniky Talaskové [65].
Na tyto prace bude odkazovano jesté v kapitole 4.7 pii srovnani metod HPLC, GC/MS

a voltametrickych metod pro stanoveni rozd€lovacich koeficientt.
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4.4 Casova zavislost rozdélovani eugenolu

Byl testovan vliv doby tfepani na ustaveni rozd¢lovaci rovnovahy eugenolu mezi fazemi
vV obou vialkéach. Testované tfepaci Casy byly 1, 4, 10, 17, 24, 36 a 48 hodin. Pocate¢ni
koncentrace eugenolu pifidaného do vody v jedné z vialek pii slepém pokusu byla
62,5 ug/ml. Na obrazku 12 lze vidét klesajici zavislost koncentrace eugenolu ve vialce
s pfidanym ecugenolem pii slepém pokusu na dobé tfepani. Snizovani koncentrace je
zpusobeno priachodem eugenolu pies membranu do Vody ve druh¢ vialce. Opacny trend l1ze
pozorovat u roztoku ve druhé vialce, kde byla na pocatku experimentu pouze voda. Zde
koncentrace eugenolu s rostoucim ¢asem nartsta. Analyzovana byla také vodna faze vzorkt
obsahujicich ve vialce seugenolem i asolectin, kde dochazelo k podobnému nartstu

koncentrace jako u slepého pokusu ve vodném roztoku za membranou (obrazek 13).

60 - Roztok s pfidanym Vodny roztok
A eugenolem: za membranou:
50 | I\ 4 Celulosa ® Celulosa
4 Nylon ® Nylon
T 40 - A
5 A A 29,82 ug/mi
=2
@ 30 1 'y g 2829 pg/mi
@ ° $ © - 27,88 ug/ml
€ 20 1 s
8 o 25,43 pg/mi
c
s}
X 101 @
O “' T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Doba tfepani (hod)

Obrdzek 12: Koncentrace eugenolu pri slepém pokusu v roztoku s pridanym eugenolem a

ve vodném roztoku za membranou po ruznych dobach trepani

Z vysledku experimentu lze usoudit, ze nejvhodnéjsi dobou tiepani bylo 48 hodin.
Kratsi tfepaci ¢asy nestacily na ustaveni rovnovahy, coz je patrné z grafii na obrazku 12,
kdy az po 48 hodinach tfepani doslo k dostate¢nému vyrovnani koncentraci v roztocich
oddelenych membranou. Dané koncentrace jsou v grafech vyznaceny. Také lze konstatovat,

ze dosazené vysledky jsou srovnatelné pro oba pouzité typy membran.
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Obrazek 13: Koncentrace eugenolu ve vialce s vodnym roztokem pri rozdélovani mezi asolectin a

vodu v zavislosti na dobé trepani

V tabulce 4 jsou uvedeny logaritmy rozdélovacich koeficientd pro jednotlivé Casy
tirepani. Tyto hodnoty také ukazuji, ze optimalni dobou potiebnou pro dosazeni rovnovahy
je 48 hodin. Rozdélovaci koeficienty vtomto case dosahly hodnot log Kw = 2,25
pro celulosovou membranu a log Kw = 2,28 pro nylonovou membranu, coz piiblizné
odpovida rozdélovacimu koeficientu eugenolu v systému oktanol-voda (log Kow = 2,27).

Tabulka 4: Logaritmované hodnoty rozdélovacich koeficienti eugenolu vypoctené pro riizné doby

trepani

Doba tiepani (hod) 1 4 10 17 24 36 48
Celulosa | 393 3,25 | 290 266 268 240 225
Nylon | 400 329 291 264 255 231 228

Log Kiw

4.5 Koncentraéni zavislost rozdélovani eugenolu

Byla testovana zavislost rozdélovacich koeficientd eugenolu na celkové koncentraci
eugenolu v roztocich s asolectinem. Pocate¢ni koncentrace eugenolu byly 1,25, 3,125, 6,25,
12,5, 31,25 a 62,5 ug/ml. Z vysledkt piedchoziho experimentu byla zvolena doba tfepani
48 hodin. Vsechna méteni byla provedena ve dvou opakovanich a rozdélovaci koeficienty

byly vypocteny z jejich priméru.
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Obrazek 14: Zavislost rozdélovacich koeficientii na pocatecnich koncentracich eugenolu v roztoku
s asolectinem

Pti rozdélovani pres celulosovou membranu byly vysledné rozdélovaci koeficienty
vzajemné velmi blizké (obrazek 14). Pohybovaly se kolem primérmé hodnoty 250
(log Kiw = 2,40) s relativni smérodatnou odchylkou 6,49 %. Za pouziti nylonové membrany
se jiz hodnoty rozdélovacich koeficientli pro jednotlivé koncentrace pomérné lisily.
Relativni odchylka pro hodnoty Kiwbyla 26,06 % a po zlogaritmovani byl primér
log Kiw = 2,31. Vypocteny log Kiw sice vice odpovida rozdélovacimu koeficientu eugenolu
v systému oktanol-voda (log Kow =2,27) ve srovnani s celulosovou membranou, av$ak
relativni odchylky naznacuji, Ze hodnoty Ky i log Kiw byly pro jednotlivé koncentrace velice

proménlivé.

Pfi nejnizsi koncentraci zasobniho roztoku 10 pg/ml (po¢atecni koncentrace ve vialce
byla 1,25 pg/ml) byl ziskan zaporny rozdélovaci koeficient Ky = -142,19. Tato hodnota byla
z vypoctu priméru a RSD vynechana. Divodem zaporné hodnoty miiZze byt nezadouci
prinik asolectinu pies nylonovou membranu do vialky s vodou. Obsah asolectinu, ktery
projde pfes membranu, zpravidla neptesahuje 1% z celkového mnozstvi asolectinu
davkovaného do roztoku [66]. Pfitomnost asolectinu v analyzovaném roztoku se projevila
Sirokym pikem, ktery céaste¢né koeluoval s pikem eugenolu a znemoznil spravnou
kvantifikaci volného eugenolu ve vodné fazi. Domnénku, Ze interferujici pik souvisi
S pritomnosti asolectinu, potvrdila absence tohoto piku v chromatogramech slepych pokust
provedenych s roztokem eugenolu bez asolectinu. Pii priichodu asolectinu pies membranu

do druhé vialky mohlo také dojit ke zvySeni mnozstvi eugenolu v analyzovaném vodném
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roztoku. Po dosazeni nadhodnoceného mnozstvi my do rovnice 7 byla vysledkem zaporna
koncentrace ¢ a tedy i zaporna hodnota K. Rozd€lovani pies nylonovou membranu tedy

poskytuje mén¢ opakovatelné vysledky nez u celulosy.

U koncentraci 3,125 pg/ml a 12,5 ug/ml byly pozorovany nizs$i hodnoty Ky oproti
ostatnim koncentracim. Zde se mohl vyskytovat stejny problém s asolectinem, piipadné
mohlo dojit i k chybé pii ptipravé roztokii pro experiment. Rozdélovaci koeficienty
pro koncentrace 6,25 ug/ml, 31,25 pg/ml a 62,5 pg/ml jsou pak srovnatelné jak mezi sebou,
tak 1 s vysledky ziskanymi pfi pouziti celulosové membrany. Obecné lze tedy fici, Ze
se zvySujici se koncentraci dochazi ke sniZzeni rozdili vypoctenych rozdélovacich

koeficientd mezi obéma membranami.

Z tohoto experimentu lze tedy usuzovat, Ze pouziti celulosové membrany je
pro uréeni rozdélovacich koeficientli vhodnéj$i neZ membrana nylonova. Divodem je jeji
nizsi propustnost pro asolectin a také vétsi nezavislost Kiw na koncentraci davkovaného
roztoku eugenolu. I ptes tato zjisténi byly vSak pro srovnani v dalSich experimentech pouzity
oba typy membran. Koncentrace eugenolu 62,5 pg/ml byla vybrana jako nejvhodnéjsi pro
dalsi experimenty, protoZe pti této koncentraci byl v porovnani s ostatnimi koncentracemi

rozdil v rozdé€lovacich koeficientech ziskanych s obéma membranami nejmensi.
4.6 Stanoveni rozdélovacich koeficientt

4.6.1 Eugenol

Na obrazku 15 je znazornén graf's hodnotami rozdélovacich koeficientl eugenolu zjisténych
pro kazdé z péti opakovani rozd€lovaciho experimentu. Z grafu je patrné, ze kromé
bezchybnou piipravou roztokd a vzorkil pro rozdé€lovani, tak i pfesnou a spravnou metodou
HPLC. U vzorka ¢.3 sobéma pouzitymi membranami byly vypoctené rozdélovaci
koeficienty priblizné 4krat az 6krat vyssi nez u ostatnich vzorkll. Tento narist mohl byt
zpusobem unikem ur¢itého mnozstvi roztoku z vialky s roztokem asolectinu a eugenolu
kvuli Spatnému zalepeni a tésnéni mezi vicky a pouzdrem. Dalsi pfi¢inou mohla byt
vzduchové bublina u membrany, ktera by branila difuzi eugenolu pifes membranu do vody
ve druhé vialce. V obou ptipadech by doslo ke snizeni koncentrace volného eugenolu

v analyzovaném vodném roztoku, coz ma za nasledek zvyseni rozdélovacich koeficienti.
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Obrazek 15: Rozdélovact koeficienty eugenolu vypoctené pro jednotliva opakovani a primeérné
hodnoty K vypocitané z opakovani 1,2, 4 a 5

Ze ziskanych vysledki byla vypoctena primérna hodnota rozdélovaciho koeficientu
a relativni smérodatnd odchylka. Z vypoc¢tu byly vynechany rozd€lovaci koeficienty
vzorka ¢.3. Praimérna hodnota Ky byla pro membranu z celulosy 240,3 s RSD = 8,44 %.
Pro nylonovou membranu byl pramér Ky roven 273,0 a RSD byla stanovena 11,54 %.
Po zlogaritmovani byla primérna hodnota pro celulosu log Kw= 2,38 a pro nylon
log Kiw=2,44. U hodnot K byly pozorovany vétsi RSD u nylonové membrany nez
u celulosy. Stejn¢ tak tomu bylo 1 pii experimentu se sledovanim zavislosti vyslednych

rozd€lovacich koeficientl na vstupni koncentraci eugenolu (kapitola 4.5).

Z primérnych hodnot log Kiw byly vypocteny relativni odchylky od hodnoty
rozdélovaciho koeficientu eugenolu v systému oktanol-voda (log Kow = 2,27), které byly

4,85 % pro celulosu a 7,49 % pro nylon.

4.6.2 Thymol

Vypocétené rozdé€lovaci koeficienty thymolu z péti opakovanych méfeni jsou znazornény
na obrazku 16. Bylo dosazeno velmi podobné opakovatelnosti vysledkli jako v ptipadé
eugenolu. Primérnéd hodnota Ky pii rozdélovani s celulosovou membranou byla 644,5
s relativni odchylkou 7,12 % (u eugenolu byla RSD = 8,44 %). S nylonovou membranou
byla priméma hodnota Kjw pro thymol rovna 656,6 s relativni odchylkou 11,20 %
(pro eugenol byla RSD = 11,54 %).
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Obrdzek 16. Rozdeélovaci koeficienty thymolu vypoctené pro jednotliva opakovani a priimérné
hodnoty K vypocitané z péti opakovani
U nylonové membrany byly opét pozorovany vétsi odchylky ve srovnani
s celulosovou membranou, jak jiz bylo popsano v ptedchozich kapitolach. Lze také
konstatovat, Ze ziskané rozd¢lovaci koeficienty jsou srovnatelné i pii porovnani obou typt

membran.

Ve srovnani s hodnotou rozdélovaciho koeficientu thymolu v systému oktanol-voda
(log Kow = 3,30) se koeficienty ziskané v tomto experimentu pomérné lisi. Primérna hodnota
log Kiw byla 2,81 pro celulosu a 2,82 pro nylon. Od hodnoty log Kow se tento koeficient lisi
0 14,85 % u celulosy a 0 14,55 % u nylonu. Divodem muze byt odlisny typ interakce
thymolu s fosfolipidy uvnitf liposomu oproti interakcim s oktanolem. Odchylka mtize byt

také zptisobena i1 Spatnou rozpustnosti thymolu ve vodé.

Mnohem Iépe se vsak zjisténé log Kiw thymolu shoduji s hodnotami log Piech = 2,90
z publikace [46]. Odchylka od této hodnoty je pak pro celulosu 3,10 % a 2,76 % pro nylon.
Duvodem vétsi shody je velmi podobné sloZeni asolectinu a fosfolipidové faze pouzité
K uréeni rozdélovaciho koeficientu log Piecb v praci [46], ktera byla pfipravena z komeréniho
sjového lecitinu  tvofeného smési  fosfolipidli, zejména fosfatidylcholinu
fosfatidylethanolaminu a fosfatidylinositolu, dale obsahovala triglyceridy, glykolipidy,

sacharidy, steroly, volné mastné kyseliny, barviva a dal$i minoritni slozky.
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4.6.3 Karvakrol

Vsechny ziskané hodnoty Ky lze vidét na obrazku 17. U vzorku ¢.4 doslo pravdépodobné
k chybnému zaSroubovani vialek, coz mélo za nasledek promichani roztoki v obou vialkach.
To zpusobilo trojnasobné zvySeni koncentrace karvakrolu v analyzovaném vodném roztoku
a nasledné 1 zaporny rozdélovaci koeficient. Tato hodnota nebyla zahrnuta ve vypoctu

relativnich odchylek.
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Obrdzek 17: Rozdeélovaci koeficienty karvakrolu vypoctené pro jednotlivi opakovani a primérné
hodnoty K vypocitané z opakovani 1,2, 3 a5 pro celulosu a z péti opakovaini pro nylon

U karvakrolu byla oproti pfedchozim dvéma latkdm pozorovdna znacné niz$i
opakovatelnost vyslednych rozdélovacich koeficientli. Primérny rozdé€lovaci koeficient byl
553,6 sRSD =12,56 % pro celulosu a 597,3 sRSD =22,88 % pro nylon. Relativni

odchylky jsou ptiblizné¢ dvakrat vétsi nez u eugenolu a thymolu, kde se odchylky pro obé

latky pohybovaly kolem 8 % pro celulosu a 11 % pro nylon.

Stejné tak tomu bylo i po zlogaritmovani rozd€lovacich koeficientd. Primérné
hodnoty byly log Kiw = 2,74 pro celulosu a pro nylon byl primér log Kiw = 2,78. Opét byly
pozorovany vétsi relativni smérodatné odchylky pii rozdélovani s nylonovou membranou ve

srovnani s celulosou, jako tomu bylo i u ptedchozich dvou latek.

Odchylky od hodnoty rozdélovaciho koeficientu v systému oktanol-voda
(log-Kow = 3,49) byly v piipadé karvakrolu zcela nejvétsi. Pro celulosovou membranu byla
odchylka 21,49 % a pro membranu z nylonu 20,34 %. Naopak byla zjisténa vyborna shoda
s hodnotami log Piech = 2,76 z publikace [46], podobné jako u thymolu. Odchylky od této
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hodnoty jsou pak pro obé membrany 0,72 %. To potvrzuje domnénku, Ze oba fenoly (thymol

i karvakrol) interaguji jinak s fosfolipidy nez s oktanolem.

4.7 Srovnani metod HPLC, GC/MS a voltametrickych metod pro

stanoveni rozdélovacich koeficientu

Rozd¢€lovaci koeficienty ziskané metodou HPLC byly srovnany s vysledky ziskanymi
z GC/MS a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV). Pro stanoveni log Kiw témito metodami
byly pouzity stejné chemikalie, postupy pfipravy roztokti, rozd€lovaci aparatura i stejny

postup vypoctu rozdélovacich koeficient jako pii stanoveni metodou HPLC.

4.7.1 Eugenol

Srovnani rozdélovacich koeficienti eugenolu ziskanych ze vSech tii metod pro obé
membrany a jejich relativni smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6. Grafy
se srovnanim rozdélovacich koeficientl ziskanych vSemi metodami a jejich priameéry
pro jednotliva opakovani a ob& membrany jsou v pfiloh4ch 2 a 3. U celulosové membrany
poskytovaly v§echny metody velmi dobrou opakovatelnost vysledkl. Relativni smérodatné
odchylky pro metody DPV a GC/MS jsou vsak o néco vyssi nez u presnéjsi a spravnéjsi
metody HPLC. Z vypoctu log Kiw @ RSD byly u metod DPV a GC/MS stejné jako u HPLC
vynechany vzorky ¢€.3, u kterych byly mozné pii¢iny odchylek popsany v kapitole 4.6.1.

Vysledky ziskané pti rozd€lovani s nylonovou membranou se pii porovnani vsech
metod lisi vice nez u celulosy. Z vypoctu K byly opét vytazeny vzorky ¢.3, jejichz vysledky
jsou kvtli moznym netésnostem v rozdé€lovaci aparatufe povaZzovany za nespravné. Urcitou
podobnost vyslednych rozdélovacich koeficientl 1ze pozorovat u metod HPLC a DPV, kde
nebyly relativni smérodatné odchylky tak odlisné ve srovnani s metodou GC/MS
(tabulka 5). Rozdil v hodnotach K ziskanych metodou DPV ve srovnani s HPLC
(ptiloha 3) lze pak vysvétlit naptiklad nizsi citlivosti metody DPV, piipadné¢ nahodnymi
chybami méfeni. Metoda GC/MS poskytovala znacné niZzsi opakovatelnost vysledku.

vvvvvv

centrifugace a silanizace vzorku.
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Tabulka 5. Prrehled logaritmickych hodnot rozdélovacich koeficientii eugenolu v systému
liposom-voda urcenych ze ctyr opakovani pro obé membrdny tremi metodami a jejich srovnani
s hodnotami z literatury

Celulosa Nylon
log Kiw — HPLC 2,38 2,44
log Kiw — DPV [64] 2,35 2,24
log Kiw — GC/MS [65] 2,38 2,50
log Kow [39] 2,27
log Plec-b [46] 2,20

Tabulka 6: Relativni smérodatné odchylky rozdélovacich koeficientii eugenolu urcenych tremi

metodami pro obé membrany

Celulosa Nylon RSD
RSD (%) (%)
HPLC 8,44 11,54
DPV [64] 14,58 18,17
GC/MS [65] 11,92 70,70

U celulosové membrany se publikované hodnoté log Kow nejvice blizila hodnota
log Kiw=2,35, které dosahla metoda DPV sodchylkou 3,52%. | pii rozdélovani
s nylonovou membranou byl metodou DPV ziskan rozdélovaci koeficient, ktery se opét
nejvice priblizil publikované hodnoté. Relativni odchylka byla 1,32 %. Zaroven se témér
shoduje také s rozdélovacim koeficientem v systému lecitin-pufr (log Piecb) S odchylkou
1,81 %.

Lze tedy konstatovat, ze pro stanoveni log Kiw eugenolu mizou byt vhodné vSechny
tfi metody pii pouziti celulosové membrany. U nylonové membrany poskytly dobré

vysledky metody HPLC a DPV, i pfes lehce vyss§i RSD u metody DPV.

4.7.2 Thymol

Rozdélovaci koeficienty thymolu ziskané tfemi metodami pro ob&é membrany a jejich
srovnani s hodnotami v systémech oktanol-voda a lecitin-pufr jsou uvedeny v tabulce 7.
Vtabulce 8 jsou pak uvedeny relativni smérodatné odchylky zpéti opakovani.
V prilohach 4 a 5 jsou grafy znazornujici srovnani vsech metod pro stanoveni Ky thymolu

Sobéma membranami. Pfi pouziti celulosové membrany jsou vysledné rozdélovaci
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koeficienty urcené metodou HPLC dobfe srovnatelné s GC/MS. Tyto dvé metody se vSak
lisi v opakovatelnosti, u metody GC/MS byla relativni smérodatna odchylka téméf tfikrat
vétsi. Rozdélovaci koeficienty ziskané metodou DPV jsou vyssi nez u metod HPLC
a GC/MS. Také relativni odchylka z jednotlivych opakovani byla u DPV ze vSech metod
nejvyssi.

Tabulka 7: Prehled logaritmickych hodnot rozdélovacich koeficientii thymolu v systému

liposom-voda urcenych z péti opakovani pro obé membrany tfemi metodami a jejich srovndni s
hodnotami z literatury

Celulosa Nylon
log Kiw — HPLC 2,81 2,82
log Kiw — DPV [64] 2,95 2,89
log Kiw — GC/MS [65] 2,80 2,69
log Kow [40] 3,30
log Piec-b [46] 2,90

Tabulka 8: Relativni smérodatné odchylky rozdélovacich koeficientii thymolu urcenych tremi

metodami pro obé membrany

Celulosa Nylon RSD
RSD (%) (%)
HPLC 7,12 11,20
DPV [64] 20,45 10,52
GC/MS [65] 19,19 22,21

Rozdé€lovani thymolu s nylonovou membranou poskytlo u vSech metod rozdilné
vysledky, coz je patrné jak z logaritmovanych hodnot rozdélovacich koeficienti (tabulka 7),
tak 1 zgrafu s primérnymi hodnotami Kiw ze vSech opakovani (pfiloha5). Nejlepsi

opakovatelnosti dosahly u nylonové membrany metody DPV a HPLC.

Hodnoty ziskané metodou DPV u obou pouzitych membran se nejvice piiblizily jak
publikované hodnoté v systému oktanol-voda, tak i rozdélovacimu koeficientu v systému
lecitin-pufr. Relativni odchylka od hodnoty log Kow byla 10,61 % pro celulosu a 12,42 %
pro nylon. Ve srovnani s hodnotou log Piecv byla odchylka u celulosy 1,72 % a 0,34 %

pro nylon.

Pro stanoveni log K thymolu se zdé jako nejvhodnéjsi metoda HPLC diky svym

nizkym relativnim smérodatnym odchylkam. Jediny problém muze piedstavovat veEtsi
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odchylka vysledkt od publikované hodnoty log Kow & hodnoty 10g Piec-b, jejiz mozné duvody
jiz byly popsany v kapitole 4.6.2 a nemusi tak souviset se samotnou metodou HPLC.
Vysledky metody DPV se sice nejvice pfiblizily rozdélovacimu koeficientu v systému
oktanol-voda, avSak s pouzitim celulosové membrany bylo dosazeno pomérné nizké
opakovatelnosti. | pfesto se vSak mohlo jednat pouze o ndhodné chyby méfeni a metoda
DPV muze byt pro stanoveni log Ky thymolu vhodna. Metoda GC/MS kvuli vy$$im

hodnotam RSD u obou pouzitych membran je nejmén¢ vhodna pro stanoveni log K.

4.7.3 Karvakrol

Tabulka 9 zobrazuje srovnéani log K karvakrolu uréenych ze vSech metod pro obé
membrany. V tabulce 10 jsou uvedeny vypoctené RSD ze ¢tyit opakovani u celulosové
membrany a zpéti opakovani v pfipadé membrany z nylonu. V pfilohach6a7 jsou
zobrazeny grafy srovnavajici rozd€lovaci koeficienty ze vSech tii metod pro jednotliva
opakovani a obé membrany. Z grafu v piiloze 6 byly odstranény rozdélovaci koeficienty
vzorku ¢.4 kvili pravdépodobnému promichani roztokli na obou stranach celulosové
membrany, jak jiz bylo vysvétleno v kapitole 4.6.3. Tyto hodnoty nebyly pouzity
pro vypocet log Kiw a RSD.

Pfi rozdélovani pies celulosovou membranu bylo u metod HPLC a DPV dosazeno
pomérné opakovatelnych vysledkt, zatimco u metody GC/MS byla relativni smérodatna
odchylka mirné vyssi. VSechny metody vSak poskytly téméf totozné rozdélovaci koeficienty.
Pii pouziti nylonové membrany dosahly podobnych vysledkti metody HPLC a DPV, avSak
jejich hodnoty RSD byly pfiblizné dvakrat vétsi nez u celulosy. Rozdélovaci koeficient
ziskany metodou GC/MS byl lehce vyssi nez u metod HPLC a DPV.

Tabulka 9: Prehled logaritmickych hodnot rozdélovacich koeficientii karvakrolu v systému

liposom-voda urcenych tremi metodami ze ctyr opakovani u celulosy a péti opakovani u nylonu, a

Jjejich srovnani s hodnotami z literatury

Celulosa Nylon
log Kiw — HPLC 2,74 2,78
log Kiw — DPV [64] 2,76 2,75
log Kiw — GC/MS [65] 2,76 2,85
log Kow [41] 3,49
log Plech [46] 2,76
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Tabulka 10: Relativni smérodatné odchylky rozdélovacich koeficientii karvakrolu urcenych tremi

metodami pro obé membrany

Celulosa Nylon RSD
RSD (%) (%)
HPLC 12,56 22,88
DPV [64] 11,42 25,47
GC/MS [65] 17,77 21,01

Oproti publikované hodnoté log Kow V systému oktanol-voda jsou hodnoty log Kiw
nizs$i, ale vyborné se shoduji s hodnotou log Piecb, a to téméf v§echny kromé hodnoty ziskané

metodou GC/MS s nylonovou membranou.

Pro stanoveni log Kiw karvakrolu se jako nejméné vhodna jevi metoda GC/MS stejné
jako u piedchozich dvou latek. Divodem jsou vyssi relativni smérodatné odchylky u obou
membran. Metody HPLC a DPV poskytovaly srovnatelnou opakovatelnost u celulosové
membrany a pii jejim pouziti jsou vhodné pro stanoveni log K karvakrolu. Rozdil
Vv logaritmovanych hodnotach Ky v porovnani s publikovanou hodnotou log Kow U metod
HPLC a DPV je zpusoben vySe zminénymi odliSnymi interakcemi karvakrolu

s fosfolipidovou fazi v porovnani s oktanolem.

Relativni smérodatné odchylky pii porovnani obou membran u vSech tii studovanych
latek a u vSech pouzitych metod nejsou pfilis rozdilné. Vzhledem k této skute¢nosti byly pro
kazdou latku a kazdou metodu zprimérovany hodnoty rozdélovacich koeficientd ze viech
experimentll provedenych za odpovidajicich podminek (vstupni koncentrace fenolu
62,5 png/ml, doba tiepani 48 hodin) s obéma membranami a k nim byly vypocteny relativni
smérodatné odchylky (tabulky 11 a 12). Bylo dosazeno podobnych vysledku jako pfi
posuzovani obou membran samostatné. U eugenolu a thymolu se k obéma publikovanym
srovnavacim hodnotdm nejvice pfiblizila metoda DPV. V piipadé eugenolu vSak byly
zjisténé hodnoty bliZze k hodnoté log Kow nez k hodnoté log Piec-b. U karvakrolu byla zjisténa
vyborna shoda u vSech metod s hodnotou log Piec-h. To opét potvrzuje odlisnou interakci
thymolu a karvakrolu s fosfolipidy oproti oktanolu. Lze ptfedpokladat, ze na interakcich
fenol s fosfolipidy se vedle hydrofobnich interakci nepolarnich uhlovodikovych casti
molekuly fenolu s uhlovodikovymi fetézci mastnych kyselin fosfolipidu uplatiuji repulzni
elektrostatické sily mezi polarni -OH skupinou fenolu a fosfatovou skupinou fosfolipidu.
V systému s oktanolem miize naopak dochazet k zesileni hydrofobnich interakci

uhlovodikovych ¢asti fenolu a oktanolu tvorbou vodikovych mistkd mezi -OH skupinami
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fenolu a oktanolu. Tyto odlisnosti v interakcich mohou byt pti¢inou nizsich hodnot log Kiw
oproti log Kow u thymolu a karvakrolu, které maji vhodnéjsi strukturu pro tvorbu vodikovych
mustkt nez eugenol s 0-methoxyfenolovym skeletem.

Tabulka 11: Rozdelovaci koeficienty studovanych ldtek ziskané zpriimerovinim vSech hodnot

(z celulosové i nylonové membrdny) zmérenych tremi metodami a jejich srovnani s referencnimi

hodnotami
Eugenol Thymol Karvakrol
log Kiw —HPLC 2,41 2,81 2,76
log Kiw — DPV [64] 2,30 2,92 2,76
log Kiw — GC/MS [65] 2,44 2,75 2,81
log Pow [39-41] 2,27 3,30 3,49
log Plec [46] 2,20 2,90 2,76

Tabulka 12: Relativni smérodatné odchylky rozdélovacich koeficientii vSech tii latek pro tii metody

vypoctené z hodnot ziskanych dohromady s celulosovou a nylonovou membrdnou

Eugenol Thymol Karvakrol

RSD (%) RSD (%) RSD (%)
HPLC 11,73 8,94 18,71
DPV [64] 19,76 17,52 19,23
GC/MS [65] 55,64 22,93 21,52

Byla provedena korelacni analyza hodnot log Kiw vSech t#i studovanych latek
(hodnoty z tabulky 10). Ziskané parové korelac¢ni koeficienty byly 0,9906 pro HPLC proti
DPV a 0,9614 pro HPLC proti GC. Tyto hodnoty dokazuji dobrou shodu vysledki mezi

HPLC a obéma srovnavacimi metodami.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo vypracovat HPLC metodu pro stanoveni rozdélovacich koeficientl
eugenolu, thymolu a karvakrolu v systému liposom-voda, a ziskané vysledky nasledné

srovnat s metodami GC/MS a diferen¢ni pulzni voltametrii.

Pro HPLC analyzu bylo nejprve tieba optimalizovat slozeni mobilni faze.
Pro analyzu eugenolu byla vybrana mobilni faze o slozeni methanol:voda v poméru 60:40.
Pro thymol a karvakrol byly slozky MF stejné, avsak v poméru 70:30, ktery snizil retenci
lipofilngjSich fenoli. Pro oddéleni liposomalni a vodné faze byly vybrany celulosova
anylonovd membrana. Polykarbonatova membriana nebyla vhodna z diivodu vysoké

propustnosti pro asolectin.

Z regresnich parametrti kalibra¢nich pfimek byly pro vSechny studované latky
vypocteny meze detekce a stanovitelnosti. Hodnota LOD byla pro eugenol rovna
0,1854 ug/ml a hodnota LOQ byla 0,6181 pg/ml. U thymolu byla stanovena
LOD =0,6025 ug/ml a LOQ = 2,0084 ug/ml. Pro karvakrol byla LOD rovna 0,5181 ug/ml
a LOQ byla 1,7270 pg/ml.

Pro eugenol byla testovana zavislost doby tfepani roztokti v rozdélovaci aparatute na
ustaveni rovnovahy mezi obéma fazemi. Nejlépe se rovnovaha ustavila po 48hodinovém
tfepani a tato doba byla poté pouzita pii dalSich experimentech. Déle byl testovan vliv
vstupni koncentrace eugenolu na vysledny rozdélovaci koeficient. Jako nejvhodnéjsi se

jevila nejvyssi testovand pocatecni koncentrace eugenolu v asolectinovém roztoku

62,5 pg/ml.

Pti samotném stanoveni rozdélovacich koeficienti bylo zjisténo, ze pro tento ucel se
lépe hodi celulosova membrana. Divodem jsou nizsi hodnoty RSD z péti opakovani nez
umembrany z nylonu, u které byly vys$si RSD zpusobeny pravdépodobné pruchodem
malého mnoZzstvi asolectinu pfes membranu, které znemoznilo spravnou kvantifikaci
analyzovanych latek. Rozd€lovaci koeficienty eugenolu se od publikované hodnoty
pro systém oktanol-voda liSily pouze malo, a to o 4,85 % s celulosovou a 0 7,49 %
s nylonovou membranou. Odchylky rozdélovacich koeficientii thymolu a karvakrolu od
publikovanych hodnot log Kow byly zna¢né vyssi nez u eugenolu. Mnohem Iépe se vSak
shodovaly s rozdélovacim koeficientem v systému lecitin-pufr (log Piecn). U thymolu byla

odchylka od této hodnoty 3,10 % pro celulosu a 2,76 % pro nylon. U karvakrolu byla
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pro obé membrany odchylka 0,72 %. Vétsi podobnost s hodnotou log Piec-h je zplisobena
rozdilnym typem interakce thymolu a karvakrolu s fosfolipidy v porovnani s interakci
s oktanolem. Metoda HPLC tedy je vhodna pro stanoveni log Kiw té€chto tii latek, predev§im

pii pouziti celulosové membrany pro rozdélovani.

Rozdé€lovaci koeficienty ziskané metodou HPLC byly srovnany s vysledky z metod
DPV a GC/MS. Bylo zjisténo, ze vSechny tii metody lze pouzit pro stanoveni log Kiw
V popsané rozd¢€lovaci aparatute S pomérné podobnymi vysledky. Metoda HPLC se vsak ve
srovnani s DPV a GC/MS zda pro tento ucel nejvhodnéjsi diky nizkym RSD z jednotlivych

opakovani.
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PRILOHY

Ptiloha 1: Absorp¢ni spektra thymolu a karvakrolu s vyznacenymi absorpénimi maximy
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Ptiloha 2: Srovnani rozdélovacich koeficientii eugenolu ziskanych metodami HPLC, DPV a

GC/MS s celulosovou membranou
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Ptiloha 3: Srovnani rozdélovacich koeficientii eugenolu ziskanych metodami HPLC, DPV a
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GC/MS s nylonovou membranou
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Ptiloha 4: Srovnani rozdélovacich koeficient thymolu ziskanych metodami HPLC, DPV a
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GC/MS s celulosovou membranou
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Ptiloha 5: Srovnani rozdélovacich koeficienti thymolu ziskanych metodami HPLC, DPV a

GC/MS s nylonovou membranou
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Ptiloha 6: Srovnani rozdélovacich koeficient karvakrolu ziskanych metodami HPLC, DPV

a GC/MS s celulosovou membranou
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Ptiloha 7: Srovnani rozdélovacich koeficientti karvakrolu ziskanych metodami HPLC, DPV

a GC/MS s nylonovou membranou
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