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1 Uvod

Detekce lipozorh v piipravku Fidaru LTC (Lipozomalny VITAMIN C) byla pwadna za
pomoci rkolika rozlicnych metod: snimani optickym mikroskopem, snim&minevacim
elektronovym mikroskopem (dale jen SEM)¢heni velikosti¢astic a jejich zeta-potencial v
raznych roztocich obsahujicichipravek Fidaru LZC.

Lipozomy jsou tveéeny lipidovou dvojvrstvou tvdci teleso obvykle kulovitého az ovalného
tvaru. Lipidova dvojvrstva je slozena z molekul afgjici polarni a nepolariést tak, ze
hydrofobni ¢asti lipidi snmefuji k sok#, kdezto polarni konce lipid sneiuji od sebe. Pro
utvoreni lipozom je tedy nutna fitomnost lipidi v polarnim progedi jako je nafiklad voda.

Pokud jsou v roztoku obsazeny lipidyiibe dochazet k tvodmicel. V rdmci této studie neni
kladen diraz na kvantifikaci obsaZzenych miéelipozoma v piipravenych roztocich

Vzhledem k povaze produktu bylo testovano, zda riedgpkt schopen samova@nutvaorit
lipozomy svym rozpushim ve vodném pros&di, jelikoz prag takto bude uZivatelem
spofebovavan. Pozadovana teplota vodného fedsje od 23 °C do 37 °C.

2 Material a metody
2.1 Priprava roztoka pro optickou mikroskopii a méieni velikosti éastic

Testovanym produktem byl Fidaru LZC (viz. obr. 19ddvany ve form krystalického
cihlov¢ zbarveného prasku. Z prasku byly vyitmoy ctyti druhy zakladnich testovanych
roztoki a to rozpu&nim 1 g Fidaru LZC v 20 ml konkrétniho rozpaigia: n-hexanu (99%,
Sigma-Aldrich), toluenu (99.8%, Sigma-Aldrich), atiolu (96%, EMSURE®, Merck) nebo
deionizované vaotl(déle jen voda). Roztoky byly nasledmichany magnetickym michadlem
(350 RPM) po dobui hodin i teplott 37 °C.

Obr. 1: Testovany produkt Fidaru LZC.



Vysledné roztoky/suspenze (viz. obr. 2) pro rozpalld etanol, n-hexan a toluen obsahovaly
nerozpusdinou frakci produktu Fidaru LZC, kdeZto roztok FiddrZC s vodou neobsahoval
okem viditeln&astice.

Analyza optickou mikroskopii i gfeni velikosti¢astic probihalo na odebranych mnozstvich
roztokii/suspenzi bez okem pozorovatelnyéistic.

Obr. 2: Testované roztoky Fidaru LZC ve: (zleva) ¥pdtanolu, n-hexanu a toluenu.
2.2 Priprava roztoka pro méreni zeta-potencialu

Pro analyzu vzork metodou nifeni zeta-potencialu a skenovaci elektronové mikipisk

byly piisludné zakladni testované roztokgdeny. Redéni roztoki bylo provedeno po 15
minutach, kdy roztoky nebyly nadale michany. Z mtimych zakladnich testovanych
roztoki byl odebranim 1ml islusného roztoku z objemurilplizné 1 cm pod hladinou
roztoku, za tGelem snizeni koncentrace Fidaru LZC a poreho nerozpushé frakce

Vv roztoku.

2.3 Priprava roztoka pro méfreni absorbance a fluorescence

Pro mefeni absorbance byliipraven 0.1 puM roztok 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrigiiPH)
(98%, Sigma-Aldrich) s n-hexanem a to zslém zjiStni optimalni exciténi vinové délky
pro meteni fluorescence vzoiks obsahem DPH.

Pro mefeni fluorescence se vychazeloiegpokladu, Ze z&kladni roztok 1 g Fidaru LZC
v 500 ml deionizované vody obsahuje mic&llipozomy. Dle [2] je mozné do nepolartasti
membran micel ¢i lipozomi inkorporovat fluorescemi sondu DPH, jez vykazuje
fluorescekini z&eni pouze v nepolarnim présti. Pro tyto &ely byl vytvaren 1 mM roztok
DPH s tetrahydrofuranem (THF) (99%, Sigma-Aldrich) nasled& byl tento roztok
(DPH+THF) smisen se zékladnim roztokem Fidaru ZleCved tak, aby vznikl 0,5 pM
roztok DPH. Jako referéni vzorek byl pipraven i 0,5 uM roztok DPH s vodou.



2.4 Priprava vzorki pro SEM

Pro tyto &ely byly piipraveny roztoky Fidaru LZC s vodou a Fidaru LZGoslou a DPH dle
kapitoly vyse (2.3). Dale pak byfipraven vzorek 0,01 g Fidaru LZC v 5 ml benzenu&98,
Sigma-Aldrich).

Z téchto jednotlivych roztok bylo z hladiny odpipetovano mnozstvi dostate na vytvéeni
vzdy jedné kapky na jedno podkladoveé &kti o ptiméru 10 mm umisiné v jamce. Nasledn
byly jednotlivé kapky pekryty vrstvou 2.5% roztoku glutaraldehydtippaveného za pomoci
PBS z 25% roztoku glutaraldehydu (Sigma-Aldrich).

Nahrazeni vody ve vzorku etanolem a jeho vysuSgoi frovedeno pomoci etanolovady
35%, 48%, 70%, 96%, a dvakrat 100% roztoku etarkdy, vzorek byl v etanolové lazni
ponechan vzdy 10 minut.

Popsané vzorky byly vyt¥eny ve dvou sériichi@gemz druha série vzoikbyla pekryta
jesS€ ochrannou vrstvou z hexamethyldisilazane (HMDSgr(fa-Aldrich). Vzorky pak byly
ponechany v digestiopo dobu ti hodin, nez se odpita toxickacast z HMDS.

2.5 Metoda optické mikroskopie

Z objemu roztoku asi 1 cm pod hladinou bylo odmpého 20 pl roztoku tak, aby nebylo
odebrano makroskopicky pozorovatelné mnozstvi merdtné frakce roztoku.Cast

z odpipetovaného mnozstvi byla kapnuta na podki@ddaboratorni sktko a pekrytata
krycim skliékem. Jednotlivé vzorky roztéksuspenzi byly naslednsnimany za pomoci
invertovaného mikroskopu zéky Novel Optic s objektivem 40x/0.65/1.2. Snimky byly
poizeny fotoaparatem Canon EOS 5D Mark Il bez obyjekgiimo nacip CMOS Full Frame
21 MPXx.

2.6 Metoda SEM

Metoda SEM umaiuje skenovat povrch vzorku fokusovanym elektronovgrazkem.
Diky vinové délce urychleného elektronu v elektrodrm svazku, kterd je kratSi neZz vinova
délka fotonu ve viditelném spektru, SEM analyza afioge morfologickou analyzu povrchu
vzorku s vySSim rozliSenim, nez jaké by byl schopeskytnout opticky mikroskop.

Aby se zamezilo hroma&di naboje na povrchu vzorku byl povrch vzorku ndprézhruba 20
nm + 10 nm zlatych naréstic za pomocifstroje Sputter Coater/Carbon Coater Q150R.

Elektronova mikroskopie byla prové&mh na pistroji Vega3 SB (VG12401382CZ) firmy
TESCAN a.s. s wolframovou katodou.

Pri snimani vzork bylo pouzito urychlovaci n&g 20 kV.
2.7 Metoda méreni velikostiéastic

Metoda ngieni velikosti ¢astic vychazi z &feni Brownova pohybuwtastic v roztoku za
pomoci dynamického rozptylu &la nacasticich [1].



M¢éieni vzork roztoka probihalo za pomoci kyvety PCS1115 (Malvern) fiatmji Zetasizer
Nano ZS (Malvern) laserovym svazkem o vinové délg2.8 nm. V pipact méreni distribute
velikosti ¢asti byla vyuzita konfigurace &mé odrazeného signalu. &ni kazdého vzorku
roztoku z kapitoly 2.1 probihalo véeth cyklech, kde kazdy cyklus obsahoval desgem
po deseti sekundach. Vyslednéiemi vzniklo jako pimér vSech ngteni. BBhem n&ieni byly
vzorky temperovany na 37 °C.

2.8 Metoda méreni zeta-potencialu

Metoda méfeni zeta-potencidlu vychazi z principuémani elektroforézy a laserové
doplerovské velocimetrie.

Jak jiz bylo zmigno v predesIé kapitole (2.7) &eni probihalo naifstroji Zetasizer Nano ZS
(Malvern) laserovym svazkem o vinové délce 632.8 Rritemz bylo vyuzito konfigurace
detekce proSlého signalu vzorkem. K tomutiela byla pouzita kyveta typu DTS1070
(Malvern). Meieni ot probihalo vettech cyklech, kde kazdy cyklus obsahoval desgeni
po deseti sekundach. Vyslednéreni vzniklo jako pkmér vSech ndieni. BBhem n&teni byly
vzorky temperovany na 37 °C.

2.9 Metoda méreni absorbance

Metoda je zaloZena na principu kvantifikace mnozptshlceného z@ni specifické vinové
délky v testovaném vzorku. Pro metodétemi absorbance byl vyuZitiptroj Synergy H1
spole&nosti BioTec s xenonovym &elnym zdrojem. Jako zasobnik vzodayl vyuZit Costar
96 clear bottom black side vhodny i pr@&ieni fluorescence vzoik Do jednotlivych jamek
bylo vZzdy odpipetovano 100 pl testovaného roztdkzorky byly ohivany na teplotu 26.4
°C.

Méieni bylo provedeno jako absoritanspektroskopie od 300 nm do 600 nm s krokem 2 nm,
kde rozmezi bylo vybrano na zaktasblwtasného stavu poznéni [2].

2.10 Metoda méreni fluorescence

Snimani fluorescence jakoZto emisnihdemra vzorki excitovanych z&nim o konkrétni
excitani vinové délce bylo taktéz provditb na pistroji Synergy H1 spotmosti BioTec

s xenonovym sstelnym zdrojem. Jako zasobnik vzorkyl opst vyuZit Costar 96 clear
bottom black side. Do jednotlivych jamek bylo vzdgpipetovano 100 pl testovaného
roztoku. Vzorky byly okivany na teplotu 26.4 °C.

Skenovani bylo prové&to v rozmezi 400 nm - 500 nm s krokem 1 nm. Exnitarlnova
délka 350 nm byla vybrana na zalklau¢ieni absorbance a dle dosavadniho stavu poznani

2.

3 Vysledky méreni



3.1 Analyza optickou mikroskopii

Zobr. 3, 4 a5 je patrné, Ze roztoky ued alespon parcialnim rozp&stm Fidaru ZLC
v n-hexanu, toluendi etanolu neobsahuji objekty, jez by mohlyppiminat lipozomygi
micely. Takto Ize usuzovat z tvarastic v roztoku.Castice z obr. 3, 4 a 5 se vyZn
nepravidelnym tvarem bez alespogast&né sférické symetrie.Castice maji navic
nepravidelné okraje s neplynulymi ostrymiephody, coz neni ve shodEmoznym tvarem
lipozom ¢i micel.

V roztoku Fidaru ZLC s vodou (viz. obr. 6) Ize pozorovat drobné objekty wyjnami se
ovalnym i kulovym tvarem, které mohou byt hledanymi lipozoaipebo micelami. Snimky
poiizené optickym mikroskopem nejsou dostafen dukazem fitomnosti lipozoni
v roztoku Fidaru ZLC s vodou, tudiz vzorky byly dale analyzovany.

Obr. 3: Snimek roztoku Fidaru ZLC s n-hexanuigehy optickym mikroskopem.



Obr. 4: Snimek roztoku Fidaru ZLC s toluenentigeny optickym mikroskopem.

Obr. 5: Snimek roztoku Fidaru ZLC s etanolentigeny optickym mikroskopem.




Obr. 6: Snimek roztoku Fidaru ZLC s vodouifreny optickym mikroskopem.

3.2 Anayza SEM

Jak jiz bylo pedeslano reni probihala naifstroji Vega3 SB (Tescan) ve vysokém vakuu
pii urychlovacim nagti 20 kV. Vzorky byly upraveny dle postupu popsanékapitolach 2.4
a2.6.

Nepolarni rozpoustlla n-hexan a toluen zde byly nahrazeny benzenekendvaci
elektronovou mikroskopii byly analyzovany vzorky:

Obr. 7: Fidaru ZLC s vodou
Obr. 8: Fidaru ZLC s benzenem

Velikost objekfi vyobrazenych na SEM snimcich byla Zjigt pomoci réfeni v programu
ImageJ.

Na obr. 7 jsou patrné objekty kulového pppdt ovélného tvaru, coz tvarem odpovida
tvaram lipozomi a/nebo micel. Objekty kulovitého tvaru nabyvajiik@sti od 200 nm do 570
nm. Tyto objekty mohou byt ré&jak lipozomy, tak i micelami. Ovalné Gtvary majpsimeru
634 nm + 47 nm a na délku od 1,2 um do 2,8 um.ovéné Utvary sémito parametry je
pravcEpodobnost, Ze se jedna o micely velmi mala, vzime#enterakcim v lipidové mono-
vrstw a interakcim lipidové mono-vrstvy s okolnim preslim, a Ize ¢ekavat, Ze se fize
jednat spiSe o lipozomy.



SEM HV: 20.0 kV WD: 8.10 mm | SEM HV: 20.0 kV WD: 8.08 mm | VEGA3 TESCAN
View field: 27.7 pm Det: SE View field: 27.7 pm Det: SE

g

SEM HV: 20.0 kv WD: 8.09 mm VEGA3 TESCAN] SEM HV: 20.0 kV WD: 7.92 mm
View field: 9.23 pm Det: SE View field: 27.7 pm Det: SE

Obr. 7: SEM snimky #izného z¥tSeni pro pipravené vzorky z roztoku Fidaru ZLC s vodou
nepekryté vrstvou HMDA (A, B, C) a vzorekgkryty ochranou vrstvou HMDS.

DalSi analyzované vzorky byly vzorky Fizaru ZLC erlzenu (viz. obr. 8). Nepolarni
rozpoustdla n-hexan a toluen zde byly nahrazeny pravepolarnim rozpoudtlem
benzenem. Benzen st&jnjako toluen ¢i n-hexan vzhledem k nepolarnosti molekul
neumo#uje uspdadani lipidi do lipidové monoé¢i dvojvrstvy a neumaiuje tedy ani
vytvoreni lipozoni ¢i micel.



SEM HV: 20.0 kV WD: 8.18 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 8.18 mm

View field: 27.6 pm Det: SE View field: 27.6 pm Det: SE

Obr. 8: SEM snimky téhoz z#¥Seni z fiznych lokaci vzorku Fidaru ZLC s benzenem.

Jak je vidt na obr. 8. vlevo, vzorek neobsahoval objekiypgminajici tvarenti velikosti
lipozomy/micely, coz koresponduje s efektem nepatdr rozpougdel na tvorbu lipozorin
Na obr. 8 vpravo se vyskytuji malo zastoupené dkobmlové objekty o roz#mech
218 nm £ 30 nm. Vzhledem k mnoZstvéchto objekii, rozmistni, a Zze bylo
pouzito nepolarni rozpoustlo, musi se jednat o nerozpiriiu frakci Fidaru ZL C nebo
znegisténi bthem gipravy vzork.

Dle porovnanietnosti kulovych objekitz obr. 7 a 8 neni pra¥dodobné, Ze objekty z obr. 7
jsou neistotami ¢i nerozpu&tnou frakci Fidaru ZLC, aby se tento Zawotvrdil, byly
provedeny nasledujici experimenty.

3.3 Meéreni velikostiéastic

M¢éteni velikosticastic probihalo na vzorcich z kap. 2.1 pomoci mefoapsané v kapitole
2.7.



Fidaru ZLC s n-hexanem Fidaru ZLC s toluenem
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Obr. 9: Mg¢teni velikosti ¢astic obsazenych v roztocich Fidaru ZLC s n-hexarfelevo
nahde), toluenem (vpravo nate), etanolem (vlevo dole) a deionizovanou vodougvp
dole).

Z meéteni velikosticastic obsazenych v roztocich (viz. obr. 9) je patie pouze v polarnich
rozpoustdlech jako je etanol a voda byly detekova&agtice o velikosti kolem 1,1um, které
odpovidaji ovalnyntasticim z obr. 7 vigdchozicasti. To, Ze byly v roztocich s n-hexanem,
¢i toluenem detekovangasti o velikosti od 30 nm do 1000 nm jen potvrzoggorovani na
obr. 3, 4, 5 a 8, Ze v roztoku je nerozpoatfrakce Fidaru ZLC.

Z obr. 9 dale vyplyva, Ze v roztoku Fidaru ZLC slwa vice nez 50% vesSkerého objemu
¢astic vyskytujicich se v roztoku tkiocastice o velikosti kolem od 100 nm do 600 nm.

Porovnanim intenzit ptk a distribuci velikosticastic vyplyva, ze vice nez 80 %astic
v roztoku je menSich nez 600 nm, coZ korespondsijgazorovanim na obr. 7.

3.4 Méreni zeta-potencialu

M¢éieni zeta-potencialu bylo provedeno zalém detekce lipozoi Lipozomy se vyznauji
pouze polarnimi skupinami po celém svém povrchudiZtulipozomy uéité velikosti

a navazanych skupin vykazuji charakteristicky -petiencial. S ohledem na data ziskana
v kapitole 3.2 a fedevsim 3.3 bylo zji&ho, Ze v roztoku Fidaru ZLC s vodou je vice nez 80
% z celkového p&iu pritomnychc¢astic kulového tvaru s imérem od 100 nm do 600 nm.
Pokud se tedy v roztoku Fidaru ZLC s vodou jedmatastice lipozomalniho charakteru bylo
mozné ¢ekavat porarné Uzky piku v zaporné Skale zeta-potencialu (-mV).



Naopak pro roztoky neobsahuji@@stice s nepravidelnou distribuci naboje na svéwngho
a tedy neobsahujici micely ani lipozomy, bylo mbzatekavat velmi Sirokou funkci
popisujici zeta-potencial.

Fidaru Z1.C s vodou

Phase Piot
50 L E XKL
0 mw.x;,mmw”f“"‘:\l Gl e
S 3 /
g _ \ /
e I RS A Sk WA A
: S A U Y
; : ; \-. : /
\/

000204060810121416 18 202224 2628

Time (s)

Zsta Potential Dutribution

Total Counks

40 60 80 100

L=
A 3

-80 -6

L]

-40 -20

Apparent Zata Potential (mV)

Obr. 10: Graf fazového posunuchem ngieni zeta-potencialu (nate) a graf vysledného
zeta-potencialu (dole) pro roztok Fidaru ZLC s vado

Jak jiz bylo pedeslano, gieni zeta-potencialu roztoku Fidaru ZLC rozgongho ve vod
(viz. obr. 10) poskytlo dalSiattaz gitomnosti lipozoni/micel. Vzhledem k vykreslenému
fazovému posunu detekovaného signal lze usouditm&eni nebylo zkresleno dalSimi
¢asticemi s nepravidelného tvaréi, nerovnongrnou distribuci naboje na svém povrchu.
Ziskana data koreluji i s vysledky objevujici ssowtasné literatte [3].



Fidaru Z1.C v etanolu
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Obr. 11: Graf fazového posunuébem ngreni zeta-potencialu (nate) a graf vysledného
zeta-potencialu (dole) pro roztok Fidaru ZLC s etam.

Z grafi méfeného zeta-potencialu roztoku Fidaru ZLC s etanofein obr. 11 dole) lze
poukéazat, Zze v roztoku byla moznéitpmnost lipozoni/micel, coz koreluje s faktem, ze
etanol je polarni rozpou&tio. Na druhou stranu, graf fazového posunu (V. &1 nahte)
spolu s §kou a rozmezim piku zeta-potencialu (viz. obr. dle poukazuje naffiomnost
castic nepravidelného tvaru, objemu a roz#mist ndboje, které nemohou byt
lipozomalniho/micelarniho charakteru a totoitemi nelze povazovat za ugbazné pro

piitomnost &chto Utvatl

Z grafi na obr. 12 a 13 pro rozpo&dla n-hexan a toluen lze konstatovaitggmnostcastic
nepravidelného tvaru, objemu a rozr&étnaboje, které nemohou byt lipozomy ani micelami.



To potvrzuje jak pibéh funkce zeta-potencialu, tak i nahodilyilpth funkce popisujici
fazovy posun detekovaného signalu oproti vyslanéigmalu. Funkce fazového posunu
signédlu nemaji kratky intervalu stanovujiciho glolbaminimum funkce, jak tomu bylo
napiklad v obr. 10 nahe.

Fidaru ZL.C v n-hexanu
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Obr. 12: Graf fazového posunucbem ngieni zeta-potencialu (nate) a graf vysledného
zeta-potencialu (dole) pro roztok Fidaru ZLC s xdreem.
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Obr. 13: Graf fazového posunucbem ngieni zeta-potencialu (nate) a graf vysledného
zeta-potencialu (dole) pro roztok Fidaru ZLC s évlem.

3.5 Meéfeni absorbance

Méieni absorbance bylo provén jako fipravné ndieni pro nasledujici éeni fluorescence
vzorka. M¢teni absorbance bylo provedeno jako absatiaspektroskopie od 300 nm do 600
nm s krokem 2 nm naitroji Synergy H1 spolmosti BioTec s xenonovym &elnym
zdrojem. Jako zasobnik vzdrloyl vyuzit Costar 96 clear bottom black side vhpdrpro
meieni fluorescence vzoikk Vzorky byly olfivany na teplotu 26.4 °C.

Méieni bylo provedeno na vzorku 0.1 uM roztoku DPHheranem. N-hexan byl pouzit
zanerng, jelikoz DPH vykazuje fluorescenci pouze je-li epolarnim prosedi jako nap



v nepolarnim n-hexanu lipidové dvojvrsti nepolarnicasti micel. Naopak DPH nevykazuje
fluorescenci v polarnim prasdi jako je nap voda. Této vlastnosti bylo dale vyuzitdi p
dokazovani fitomnosti lipozoni/micel bshem néfeni fluorescence vzoik

Cilem n®teni absorbance bylo najit jeji maximum, jelikozvgrgii této vinové délce dochazi
k nejwtSimu pohlceni stelné energie, ktera je naslédpievedena na fluorescenci DPH.
VInova délka absofimiho maxima byla nasledrpouZzita jako excitni vinova délka pro
meteni fluorescence vzoik

| = |Absorbance 0.1 uM DPH v n-hexanu |
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Obr. 14: Méfeni absorbance 0.1 uM roztoku DPH s n-hexanem.

Z nantfenych hodnot bylo odéeno pozadi zitené jako obsorbance vody. N&ené body
byly proloZeny kivkou (¢erven&ara) vzniklou fittem dl€tyr Gaussovychikvek v oblasti
predpokladanych pik V obr. 14 jsou zelenotarou vyznéeny ti ze ¢ty Gaussovychikvek
nalezejiciitem nejvyrazgjSim lokalnim maxinim, kde pro vinovou délku 350 nm se jednd i
o globalni maximum absorbance. Rr&lnova délka 350 nm byla na zaksahoto ngreni
zvolena jako excitai vinova délka pro &teni fluorescence. Zpracovani vSech tignych
hodnot v kapitole 3.5 a 3.6 probihalo v programigi@Pro 8.

3.6 Meéreni fluorescence



Méeieni fluorescence vzoikbylo provagno na pistroji Synergy H1 spotmosti BioTec
s xenonovym sstelnym zdrojem. Jako zasobnik vzorkyl opst vyuZit Costar 96 clear
bottom black side. Vzorky byly éfvany na teplotu 26.4 °C.

Snimani fluorescence jakozto emisnihdené vzorki excitovanych z&nim o vinové délce
350 nm dle msieni v kapitole 3.5 bylo provédo v rozmezi 400 nm - 500 nm [2] s krokem
1 nm.

Aby bylo Zejmé, ve kterych oblastech spektra hledat emisky pPIiPH bylo prongieno
emisni fluorescami spektrum roztoku 0.01 uM roztoku DPH s n-hexarfem obr.15). Jak
jiz bylo predeslano viedchozi kapitole, DPH vykazuje fluorescenci pouzsepolarnich
prostedich. Nanitené body byly oft proloZeny kivkou vzniklou fittem dlestyt Gaussovych
kiivek v oblasti pedpokladanych pik Na obr. 15 jsou zelenaiarou vyznaeny dv¥ ze ctyi
Gaussovych ivek a to nalezejici ddma hlavnim fluoresc&nim emisnim maximum pro
DPH pisluSejici vinovym délkam 425 nm a 449 nm £ 3 nm.
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Obr. 15: Emisni spektrum fluorescence 0.01 uM roztoku DPidhgxanem fb excitatni
vinové délce 350 nm.

DalSim krokem bylo stanoveni vlastni fluorescenodywa prokazani, Zze DPH nevykazuje
fluorescenci ve va# Pro tyto @ely byly prontieny fluorescetni spektra 0.5 uM roztoku
DPH s vodou derna sada bdg obr. 16) a dale fluorescence samotné deionizowanaky
(modra sada bdgl obr. 16). Nartené Kivky byly interpolovany hladkou funkci na 50 hiod
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Obr. 16: Fluorescetni spektrum 1 puM roztoku DPH s vodode(nd sada badd,
fluorescekini spektrum deionizované vody (modra sadauipadjejich rozdil ¢ervena sada
bod).

Méieni z obr. 16 prokazaly, Zze DPH ve ¥opkoZzto polarnim rozpouitle nevykazuje
fluorescenci. Tento zé&v vyplyva z pozorovani, Zze pokud by se v grafu e di6 od funkce
funkce popsanéernymi body odéetlo pozadi, tedy funkce popsana modrymi body, byla
vyslednd intenzita detekované fluorescence zaneliidad? shodné s chybouif@ani.

Zawerecnym experimentem bylo praffeni fluorescetnich spekter roztoku Fidaru ZLC ve
vodk s 0.5 uM DPH fipravenym dle kapitoly 2.3., od kterého bylo &#mo spektrum pozadi
nanefené na vzorku roztoku Fidaru ZLC ve ¥doez DPH (viz. obr. 17). Ziskané body byly
opct proloZzeny Kivkou vzniklou na zakla#l fittu dle ¢tyi Gaussovych ikvek v oblastech
predpokladanych pik Obr. 17 opt vykresluje zelenowarou d¥ z Gaussovych fkvek
nalezejicim déma hlavnim maxirm a to pro vinové délky 426 nm a 451 nm £ 3 nm.

Pri porovnanim ndfeni fluorescence DPH v nepolarnim pfedt (viz. obr. 15) a emisniho
spektra fluorescence Fidaru LZC ve ¥aslfluoresceenicni sondou DPH v koncentraci 0.5
MM (viz. obr. 17) byly spektra vzhledem ke svémofifur a poloh lokalnich i globalnich
maxim shledana jako totozna. Vezme-li v Gvahu &eni z obr. 16, které prokazalo, Ze
fluorescence DPH v grafu. 17 néke pochazet z DPH rozp&sého ve vod, je Zejmé, Ze
DPH v roztoku Fidaru LZC s vodou se nachazi veilstia prostedi tvadeném nepolarnimi
molekulami nebo alespianepolarnimicdstmi molekul.



Na zaklad predeslych poznatklze s vysokou prawgbodobnosti tvrdit, Ze roztok Fidaru LZC
s vodou obsahuje micely a/nebo lipozomy.
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Obr. 17: Fluoresce#ni spektrum Fidaru ZLC ve véds 1 uM DPH {erna sada bdd,
fluorescekni spektrum Fidaru ZLC ve veédbez DPH (modra sada higd rozdil
fluorescekinich spekter roztaks DPH a bez DPH:érvena sada bajl

4 Zaveér

Na zaklad pozorovani optickym i elektronovym mikroskopemtoka Fidaru ZLC s vodou
byly pozorovany sedow symetrické objekty kulovitého az ovalného tvarlikesti od 200

nm do 2.8 um, které nebyly pozorovany v nepolarnéapoustdliech jako n-hexai toluen.

Tento fakt koreluje s poznatky vhodného piredi pro tvorbu miceti lipozoma.

Domnrénku pitomnosti micel¢i lipozomia dale potvrdilo i ndfeni zeta-potenciélu, které
koresponduje s daty a poznatky &a&né odborné literatury [3].

Pritomnost lipozom ¢ micel v roztoku Fidaru ZLC svodou byla dale poigna
i porovnanim fluorescenich neieni z obr. 15 a 16, kde pomoci fluoresceérsondy DPH
bylo v roztoku Fidaru ZLC svodou prokadzano stdhilprostedi tvaeném nepolarnimi
molekulami nebo alesgionepolarnimicastmi molekul, coz ze byt pra¥ vnitini prostor
micel ¢i lipidova dvojvrstva [2]. Zde je Wezity fakt, Ze se jednd o stabilni nepolarni



prostedi, které neiiive byt vtestovanych koncentracich imo volré dispergovanymi
nepolarnimi molekulami, jelikoz jak ukazuje obr., Ii§to volre dispergované molekuly
nemohou dostateé ovlivnit fluorescegni metreni.

Kombinaci provedenych metod lze konstatovat, izgrgvek Fidaru ZLC je po rozpusii ve
vodé schopen utwit micelarni a/nebo lipozomalni Gtvary.
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