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1. UVOD

Zakladem této prace je studium fazového chovani lipidii stratum corneum
(SC) ve wvztahu kurychlovani transdermalni absorpce a studium fyzikalné-
chemickych vlastnosti moznych urychlovaci (akcelerantdi, enhancer() transdermalni
permeace pouzitim metod diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) a IR
(infracervené) spektroskopie. Transdermalni aplikace ziskava stale vétsi pozornost
zejména diky mnoha vyhodam oproti poddni perordlnimu. Lécivo obchazi
gastrointestinalni trakt i jatra, coz vede ke zvysSeni jeho biologické dostupnosti a tim
snizeni potfebné davky, omezuje nezadouci ucinky a zamezuje interakcim
s potravou. Transdermalni aplikace léCiv vyznamné rozSifuje moznosti terapie
nejriznéjSich chorob. VéEtsina 1€¢iv vSak neni schopna projit pfes kiizi v dostate¢né
mife a proto se stale hleda zpusob, jak propustnost kozni bariéry snizit. To je mozné
chemicky, aplikaci 1é¢iva spolecné s latkou, ktera docasné snizi funkci kozni bariéry.

Mnoho latek riznych chemickych struktur muize byt oznaceno jako
akceleranty transdermdalni permeace. Piedkladanad prace je konkrétné zaméfena na
analogy ceramidii. Z chemického hlediska se jednd o latky strukturné podobné
koznim lipidim resp.ceramidim, které tvoii zaklad SC, vrstvé kize, ktera je
zodpovédna za jeji bariérovou funkci. Pravé interakci téchto latek s lipidovymi
souc¢astmi SC dojde K poruseni integrity lipidd a tim se stava kize propustnéjsi pro
lé¢ivo. Podminkou urychlovaciho u¢inku jsou podobné strukturdlni a fyzikalné-
chemické charakteristiky akcelerantu s koznimi lipidy jako jsou lipofilita, polarita,
velikost a tvar molekuly (2).

K charakterizaci lipida SC je mozno pouzit fadu metod jako napi DSC, IR a
Ramanovu spektroskopii, rentgenovou difrakci, elektronové mikroskopické metody a
dalsi. DSC jako velmi casto uzivand metoda pro charakterizaci fdzového chovani
lipidi podava pocatecni informace o teplotnich zménach beéhem fazového prechodu a
v kombinaci se spektroskopickymi metodami nam umoziuje popsat co se piesné déje
béhem fazového prechodu v molekule latky (4). Pomoci IR spektroskopie lze urcit
uspotadani uhlovodikovych fetézcu v krystalickém stavu na zdkladé specifickych
vibraci methylenovych skupin a na rozdil od Ramanovy spektroskopie (vhodna pro
podrobnou charakterizaci nepolarnich ¢asti molekuly) umoziuje popsat jak polarni
tak nepolarni ¢asti molekuly. Tato fyzikalni metoda ma rizné techniky a vyuziti at’

uz ve studiu lipidd tak kiize, které budou popsany dale .



2. CIL PRACE

Predkladana diplomova prace je soucasti SirSiho vyzkumu moznosti ovlivnéni
bariérovych vlastnosti kiize a navazuje na pfedchozi studie fyzikalné-chemickych
vlastnosti urychlovact transdermalni absorpce ¢i ptirozenych slozek strata cornea.

Prace zavadi metodu ATR infracervené spektroskopie lipidii na pracovisté
katedry farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty UK a jednim z cila je
studium korelace dané metody s jiz zavedenou metodou diferencialni skenovaci
kalorimetrie (DSC).

Zaroven se prace zabyva charakterizaci termotropniho chovani vybranych

potencidlnich modulatori transdermdlni absorpce pomoci zminénych metod.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Stavba kitZe a jeji bariérova funkce

Primarni funkci klze je ochrana organismu proti mechanickému a
fyzikdlnimu poskozeni. OvSem zjisténi, ze bariérovd funkce je situovana
V nejsvrchnéjsi vrstvé kiize SC je nedavné, prvni poznatky pochazi od Windsora a
Burche, ktefi pomoci smirkového papiru postupné odstraniovali vrstvy kiize z btisni
oblasti pacientd a zjisStovali pruchod vody kazi. Pravé po odstranéni SC byl
pozorovan vysoky narist vody. Pozdéji byla dikazem pfitomnost mezibunéénych
lipida, které jsou svou pravidelnou spojitou strukturou a organizaci lipidovych
domén nezbytné pro zachovani spravné bariérové funkce (1).

Kize Glovéka ma povrch priméms 1,8 m? a hmotnost 4,3-5 kg. Je slozena ze
dvou zakladnich vrstev, dermis a epidermis. Dermis je bohaté¢ prokrvena a
inervovana a predstavuje fyziologickou podporu pro vnéjsi, avaskularni epidermis.
Epidermis je primarné slozena z keratinocytt a tvoii ji ¢étyfi zakladni vrstvy (Obr. 1):
stratum basale, spinosum, granulosum a SC (6). Stratum basale je nejvnitingjsi vrstva
tvofena cylindrickymi nebo kubickymi buiikami s hemidesmosomy. Dalsi
epidermalni vrstva, stratum spinosum, je tvofena buitkami, které maji ostnity vzhled
a mohou se zde objevovat keratinova filamenta a také lamelarni granula vyplnéna
stohy lipidickych diskt. Stratum granulosum obsahuje tii az pét vrstev polygonalnich
bungk s centralné ulozenym jadrem, keratohyalinova granula a lamelarni granula (3).

Vnéjsi vrstva SC tvorend 15-20 vrstvami oplostélych vzajemné do sebe
zapadajicich bun¢k bez pfitomnosti jaddra a organel s nepropustnou korneocytalni
obélkou, vyplnénymi kreatinem, obklopenymi lipidovou matrix. Takové uspotfadani
je nazyvano ,cihly a malta®, soudrZznost je zajiSténa desmosomy. Tyto vrstvy
pfedstavuji rizna stadia diferenciace bunék, které jsou vytvareny z kmenovych
bunék v bazalni vrstvé na hranici epidermis a dermis a migruji smérem ke koznimu
povrchu. V tomto sméru ubyva kyslik a ziviny, dochdzi ke zménam bunéénych
struktur, zploStovani bunék a akumulaci keratinu a lipidi. Tento proces zrani
epidermalnich bun€k, jehoz vysledkem je kompetentni kozni bariéra, se nazyva
keratinizace. Celkove se cela epidermis obnovi za 30 dni, z toho 15 dni trva obnova
SC (6). Lipidy SC pochazi z lamelarnich granul, ktera obsahuji lipidické disky a

vV konecnych fazich diferenciace keratinocytu na rozhrani stratum granulosum a SC



téliska migruji k vné&jsi casti bunky, kde dojde ke splynuti s plazmatickou

membranou a uvolnéni lipidii do mezibunééného prostoru (1).
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Obr. 1 Struktura epidermis (8).

Prekurzory ceramidti ve formé acylglukosylceramidi a sfingomyelint, které
jsou skladovany v lamelarnich granulech jsou pfi splynuti membran metabolizovany
na ceramidy. Disky postupné flzuji a vytvaii multilamelarni soubory, které vyplnuji
intercelularni prostory SC a tvoii lipidovou matrix. Lipidova matrix pfedstavuje asi
20% objemu SC (6) a z nejvétsi Casti (50%) je tvotrena ceramidy, cholesterol tvori
25% a volné mastné kyseliny predstavuji okolo 10% lipidi. Také jsou pfitomny
vmensi mife estery cholesterolu a cholesterol-sulfat. Fosfolipidy se téméft
nevyskytuji (1).

Cholesterol je vSude se vyskytujici slozka biologickych membran, umoziuje
smiseni strukturné odlisSnych lipidd a pfispiva k zajisténi stability lameldrnich
struktur SC. Volné mastné kyseliny jsou téméf vzdy nasycené, nevétvené a delsi nez
18-ti uhlikaté. Cholesterol-sulfat je pfitomen v malém mnozstvi, ale hraje dilezitou
roli v procesu deskvamace SC (odlupovani odumfelych vrstev pokozky) (4).

Estery cholesterolu se nepodili na tvorbé lipidické dvojvrstvy, ale jsou
piitomny v nelamelarnich vaccich ve SC (4).

Ceramidy jsou hlavni lipidickou soucasti podilejici se na bariérové funkci a

jsou strukturdlné heterogenni skupinou 9 typl ceramida lisici se délkou fetézcii a



stavbou polarni hlavy (Obr. 2). Kozni ceramidy jsou slozeny ze dvou hydrofobnich
fetézci a polarni hlavy. Zakladem molekuly je bazicky alkohol sfingosin,
fytosfingosin nebo 6-hydroxysfingosin, na jehoz aminoskupinu v poloze 2 se
amidickou vazbou vaze mastna kyselina o délce od 16 do 34 uhlicich ktera maze byt
V poloze a nebo ® hydroxylovyma .Zvlast' vyznamné jsou tii typy ceramidu, které
obsahuji ®- hydroxykyselinu, na jejiz koncovy hydroxyl se estericky vaze kyselina

linoleova. Tyto ceramidy slouZzi jako spojky mezi jednotlivymi lamelami (4).
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Obr. 2 Struktura ceramidi vyskytujicich se v lipidové matrix, $ipky znazoriuji pfitomnost
esteru kyseliny linoleové pripojeného k ®-hydroxykyseliné ceramidu 1 a 4. Toto usporadani je
také ve struktufe ceramidu 9, ktery byl nové objeven (5).

Intercelularni lipidy SC tvofi multilamelarni struktury fazené paralelné
S koznim povrchem. Pomoci elektronové mikroskopie byl zjistén vyskyt
trilamelarnich opakujicich se jednotek, které tvofi Siroké-uzké-Siroké uspotradani.
Jasné prouzky ziskané pii méfeni odpovidaji uhlovodikovym fetézcim, oblastem
s nizkou elektronovou hustotou, zatimco tmavé predstavuji polarni skupiny.Ve
srovnani s jinymi biologickymi membranami mé SC nizs$i permeabilitu pravé diky
tvorbé multilamelarnich struktur, relativn€ malym polarnim hlavam lipida SC, které
umozni tésnéjsi spojeni a také délce jak fetézce mastné kyseliny tak acylového
Vv ceramidu. Klze musi zajistit urcitou bariérovou kapacitu 1 pfi ndhle se ménicich

podminkéach jako jsou napf.zmény teploty, pH a koncentrace latek (4).



3.2. Akceleranty transdermdlni permeace

Akceleranty transdermalni permeace jsou pomérné¢ novou skupinou
farmaceutickych pomocnych latek, které slouzi k usnadnéni permeace 1é¢iv pres kuzi
do pfilehlych tkani nebo k systémovému podani 1éCiv po jejich prechodu ptes kiizi do
krevniho ob&hu. Jejich hlavnim ukolem je reverzibilné snizit bariérové vlastnosti
klize a umoznit prunik 1é¢iva pres kiizi v pfedem odhadnutelném mnozstvi a Case (7).
Akceleranty se staly bouflivé se rozvijejici skupinou latek, které nachazeji vyuziti pii
tvorbé topickych a transdermalnich 1é¢ivych ptipravka. Stejné jako ostatni pomocné
latky musi byt nedrazdivé, netoxické a nealergizujici a nesméji mit vlastni
farmakologickou aktivitu. Nastup akceleracniho u¢inku by mél byt rychly, po
odstranéni 1é¢ivého piipravku musi dojit k rychlé obnové bariérovych funkci kutize,
musi byt kompatibilni s ostatnimi slozkami 1éCivého pfipravku a levné. VSechny
dosud pouzivané akceleranty uvedenym pozadavkim vyhovuji pouze ¢astecné (7).

Permeacni urychlovade muzeme rozdélit do dvou skupin:1) malé polarni
molekuly (ethanol, propylenglykol, dimethylsulfoxid a dalsi), které jsou ucinné ve
vysokych koncentracich a nékteré mohou zpisobit nevratné zmény SC. Proto nejsou
pro pouziti v klinické praxi pfili§ vhodné. 2) Amfifilni lipidové slouceniny (mastné
kyseliny a alkoholy, Azone®) obsahuji v molekule polarni hlavu a nepolarni fetdzec.
Plsobeni enhancert probiha ve dvou fazich, penetrace slou¢eniny do mista ptisobeni
a nasledné poruseni struktury kozni bariéry, coz vede ke snadnéjsi penetraci 1é¢iva
(Obr. 3) (4). Ob¢ faze jsou dany kombinaci sterickych a hydrofobnich parametrd
enhanceru (9).

Pfesny mechanismus plsobeni neni spolehlivé vysvétlen, predpoklada se
pusobeni prostfednictvim interakce s intercelularnimi lipidy, nékteré z nich
denaturuji molekuly keratinu Vv korneocytech nebo proteinli v desmosomech, coZ
zplisobi nabobtnani a hydrataci. Malé polarni molekuly mohou zpiisobit poruseni
vodikovych mustki, které drzi molekuly ceramidli pohromad¢. Nékterad rozpoustédla
napt. etanol a dimethylsulfoxid plisobi extrakci koznich lipida. Amfifilni enhancery
se pravdépodobné zabudovavaji mezi lamely lipidové matrix, jejichz molekula je
polarni hlavou orientovana smérem k polarni ¢asti a hydrofobnimi fetézci k nepolarni
casti tvofené hydrofobnimi fetézci lipidd SC. Tim dojde k desorganizaci struktury
lipidt, fluidizaci lamel a snizi se odolnost kozni bariéry (4). Aby mohlo dojit

K rozvinuti urychlovaciho uc¢inku, musi mit molekula akcelerantu schopnost



proniknout az k lipidickym lameldm a diky podobnym fyzikaln€ chemickym
vlastnostem interagovat s lipidy a zptsobit rozvolnéni lamel a intercelularni prostor

ucinit hydrofilngjsim (2).
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Obr. 3 Schématické znazornéni interakce amfifilnich urychlovadi absorpce s lipidy SC (9).

3.2.1. Syntetické analogy ceramidil jako permeacni urychlovace

Velké mnozstvi strukturalné odlisnych latek by mohlo byt oznadeno jako
urychlovace. Tato prace se zabyva syntetickymi analogy ceramidl, které byly
navrZzeny a syntetizovany za ucelem ziskat latky, které jsou svou strukturou a
fyzikalnimi vlastnostmi podobné koznim ceramidiim a vykazuji aktivitu urychlovact
absorpce. Existuje fada ceramidovych analogti, které byly ziskany obménou polarni
hlavy a 1isi se délkou hydrofobniho fetézce. Aktivita téchto urychlovaci je odlisna a
do urcité miry dana strukturou. Jeji velikost je vyjadfovana pomoci ,,urychlovaciho
poméru“ (enhancement ratio — ER), ktery vyjadiuje zvySeni propustnosti kozni
bariéry. ER je mimo jiné posuzovan métenim fyzikalné chemickych charakteristik
(napt.molekularni hmotnosti, velikosti van der Walsovych sil aj.) (4). Strukturalni
podminkou akcelerantl je optimalni délka hydrofobniho fetézce okolo 10-12 uhlik.
Tato délka by mohla byt vhodnou k poruseni integrity lipidi SC s mnohem del§imi
fetézci ceramidil a také pro optimalni lipofilitu k penetraci do SC. Dalsim dilezitym
strukturalnim znakem je velikost polarni hlavy srovnatelnd s ceramidy a omezena
schopnost tvorby vodikovych vazeb. Srovnanim sloucenin se stejnou délkou

hydrofobniho fetézce byla zjiSténa nejvyssi aktivita u slouceniny majici polarni hlavu

10



v

maji za nasledek vznik rigidniho uspotfddani interceluldrniho prostoru SC.
Piitomnosti hydroxymetylové skupiny doslo jednoznaéné ke snizeni aktivity.
Akceleranty této struktury zejména ty s glycinem v polarni hlavé jsou vysoce
ucinnymi i v nizkych koncentracich a jsou degradovany na netoxické metabolity

pusobenim enzymu obsazenych ve stratum granulosum (9).

11



3.3. Zikladni principy pouZitych metod

3.3.1. Diferenéni skenovaci kalorimetrie (DSC)

DSC je siroce vyuzivana termoanalyticka metoda, pfi jejimz méfeni je vzorek
a referenni vzorek vystaven stejnému tepelnému rezimu a je méfen rozdil
vV mnozstvi tepla potiebného ke zvyseni teploty jako funkce teploty. DSC méfi rozdil
tepla vzorkem bud’ absorbovaného (endotermni reakce) nebo uvolnéného (exotermni
reakce) béhem fazového piechodu (10).

Teplota charakteristicka pro fazovy pfechod je uréena onsetem piku na DSC
uhlovodikovych fetézcii. Teplotni onset je extrapolovany zacatek piku, jedna se o
prasecik extrapolované predni Casti zdkladni ¢ary s tecnou k piku vedenou prednim
inflexnim bodem. Odpovidajici teplota je oznacovana jako teplota extrapolovaného
zacCatku (28). Podava nam prvotni informaci o teploté, entalpii fazového piechodu
v molekule lipidl, ostatni metody mohou byt vyuzity k popisu toho, co se pfesné
déje v molekule lipidu béhem fazového prechodu, zmény v krystalové soustave
lipidu a na polarni hlavé. Ke studiu fazového chovani lipidi SC se proto pouziva

DSC metoda v kombinaci napt. se spektroskopickymi metodami (IR spektroskopie)

(4).

3.3.2. Infracervena spektroskopie (IR spektroskopie)

Principem metody je absorpce infracerveného zateni pti pruchodu vzorkem,
pfi niZz dochdzi ke zméndm rotacné vibracnich energetickych stavi molekuly
Vv zéavislosti na zménach dipdlového momentu molekuly. Tato technika méti pohlceni
infraCerveného zafeni o rizné vinové délce analyzovanym materidlem.
Infradervenym zafenim je elektromagnetické zateni o vinové délce 0,8 — 500 pum, pro
pouziti je nejvhodné&jsi stiedni oblast 2,5 -15 pm vlnové délky, coz odpovida rozsahu
vIno&tu 4000 — 670 cm™ . V této oblasti se organické slouceniny projevuji nejvétsim
poctem absorpCnich pasti. IR davd moznost odhadnout pfitomnost jednotlivych
funkénich skupin v molekule organické latky (Tab. 1). Oblast vlnoctd, v niz

organické latky absorbuji infracervené zafeni mizeme rozdélit do dvou casti (11):
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1. oblast vibraci valenénich v ( 4000 — 1500 cm™) b&hem niZ se méni vazebna

vzdalenost mezi atomy, mohou byt symetrické (vs) nebo asymetrické (vas).

2. oblast vibraci deformaé&nich & ( 1500 — 600 cm™) béhem niZ se méni valenéni
uhel, ale neméni se délka vazby, mohou byt nlizkové (scissoring), kroutivé
(twisting), kyvavé (rocking, wagging). Tyto vibrace se nachazeji pii nizSich
vlnoc¢tech v porovnani s valen¢nimi vibracemi, protoze na deformaci valen¢nich thli
je tfeba mensi energie nez na prodluzovani a zkracovani chemickych vazeb (12).
Tuto oblast nelze pro danou slouceninu piesné interpretovat, protoze zde dochazi ke
sprahovani vibraci. Tuto Cast spektra lze nazvat také ,,oblast otisku palce, nebot
soubor absorpénich pasit zde nalezeny je pro kazdou slouceninu naprosto
charakteristicky (11).

V oblasti 4000 — 2500 cm™ nalezneme valenéni vibrace vazeb vodiku, zejména
vazby O-H, N-H, C-H. Volna vazba O-H absorbuje pii nejvyssich vino¢tech okolo
3600 cm™. V piipadé, Ze jde o hydroxyl vazany vodikovou vazbou, posunuje se
vlnocet do nizsich oblasti a pas se stava intenzivnéj$im a Sir§im. Signaly N-H vazeb a
O-H vazeb se mohou vzijemné prekryvat, avSak pasy N-H vazeb nebyvaji tak

intenzivni a jsou ostiejsi, jelikoz N-H vazby netvofi tak silné vodikové vazby (11).

Tab. 1 Prehled charakteristickych vibraci funkénich skupin — v — valené¢ni vibrace, 8 —
deformacni rovinné vibrace, y — deformaéni mimorovinné vibrace ( podle 11, 13).

Druh vibrace ViInocet (cm™) Druh vibrace ViIno&et (cm™)
v(O-H) volna 3700-3600 v(C=0) estery 1745-1735
v(0-H) H-vazba intermol. 3550-3450 v(C=0) amidy 1680-1620

intramol. 3570-3450 v(C=C) alkeny 1660-1600
v(N-H) aminy,amidy 3550-3350 Sd(N-H) amidy 1600-1500
v(N-H) H-vazba 3500-3100 3(CH,,CHj3) alkany 1480-1430
v(C-H) alkyny 3300-3270 3(0-H) alkoholy 1420-1340
v(O-H)H-vazba v 3300-2500 v(C-0O) alkoholy,estery 1290-1050

karboxyl.kys.

v(C-H) alkeny 3100-3000 v(C-0) prim.alkoholy  1075-1000
v(C-H) alkany 3000-2800 v(C-0) sekun.alkoholy 1130-1030
v(C=0) karbonyl.slou¢. ~ 1900-1600 v(CH,) alkany 730-720
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Techniky IR a ptiprava vzorku pro IR méteni
1. TRANSMISNI TECHNIKY

Podstatou této techniky je prichod infraCerveného zareni celym vzorkem
a mefeni rozsahu absorpce zafeni vzorkem. Dusledkem toho je nutné brat v ivahu
ptipravu vzorku a sice koncentraci, velikost ¢astic, homogenitu, silu vrstvy. Tato
technika je vhodna pro méfeni latek vSech skupenstvich (16). K méfeni pouzivame
kyvet, zhotovenych z vhodného optického materialu, ktery je propustny pro
infraCervené zafreni. Nejcastéji z NaCl nebo KBr, které jsou propustné v Siroké
oblasti infracerveného spektra. Pro méfeni v dlouhovinné oblasti se pouziva Csl nebo
CsBr (15).

Plynné vzorky — vzhledem k malé hustoté¢ molekul mé&fime plyny v pomérné
velkych vrstvach ve specialnich plynovych Yvetach (15).

Kapalné vzorky - velmi c¢asto jsou méfena spektra latek v roztocich nebo
Vv kapalném stavu. Kromé¢ béznych kyvet se pouzivaji také specidlni kyvety, vhodné
k méfeni velmi ztedénych roztokl. Pokud je kapalny vzorek nerozpustny v béznych
rozpoustédlech nebo u latek viskoznich lze vyuzit i1 transmitacni méfeni ve formé
kapilarni vrstvy mezi dvéma KBr (NaCl) okénky. V ptipad¢ méfeni roztokd musi byt
vhodné zvoleno rozpoustédlo (CH3Cl, CCly, CS,) (15).

Pevné vzorky — pro méteni pevnych latek se pouzivaji bud’ pfimé transmisni
techniky, které vyZzaduji aplikaci vzorku na samonosné filmy polymeri nebo Gprava
vzorku dvéma zplsoby. Jedna se o techniku lisovanim tablet nebo tvorby suspenze
vzorku. Technika lisovani tablet spo¢ivd ve smiseni vzorku s vhodnym optickym
materidlem (KBr) a ipravé do tabletové formy, ktera je analyzovéna (15).

DalS8i moZnosti méfeni je technika tvorby suspenze tzv. nujolova, pfi které je
méfena latka suspendovana v Silné viskozni latce a méfi se IR spektrum kapilarni
vrstvy ziskané suspenze mezi okénky z vhodného optick¢ého materidlu. Jako
suspendujici latky se pouziva parafinového oleje (Nujolu), ktery vSak sam absorbuje
V oblasti pasti valen¢nich a deformacnich vibraci C-H vazby. Pro ziskéni Gplného IR
spektra je tfeba méfeni v Nujolu kombinovat s méfenim v halogenovanych
suspenzich FLUOROLUBE, které neobsahuji pasy C-H vibraci (15).
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2. REFLEXNI ( ODRAZNE ) TECHNIKY

Metoda zrcadlového odrazu ( Specular Reflectance ) — jedna se o reflexni

metodu, jejiz podstatou je zrcadlovy odraz na povrchu vzorku (thel dopadu je roven
uhlu odrazu) (Obr.4). Mnozstvi odrazeného svétla zavisi na thlu dopadu, indexu
lomu vzorku, kvalit¢ povrchu a absorp¢nich vlastnostech vzorku. Z hlediska
interakce zafeni s povrchem vzorku miizeme rozd¢lit na dvé techniky méfeni (15).
Prvni technika je spojena se studiem tenkych filmi na zrcadlicich plochach,
zateni prochdzi povrchovym filmem, odraZzi se od zrcadlici podlozky, znovu prochazi
filmem a je detekovano. Ziskané reflexné-absorpéni spektrum je identické
s transmisnim. Druhd technika je spojena se studovanim reflexe na velkych povrsich,
takto ziskana spektra se mohou liSit od transmisnich. Pro ziskani spektra podobného
transmisnimu je nutné na ziskany spekularné-reflexni zdznam aplikovat Krameriovu-

Kronigovu transformaci (tu zajistuje prislusny spektroskopicky software) (15).

dopadajici
vina

odrazena
vina

\/ vzorek

reflexni
podklad

Obr. 4 Schéma metody zrcadlového odrazu (15).

Metoda difuzni reflexe ( Difuse Reflectance ) — jde 0 metodu vhodnou pro

pevné, praSkové vzorky, umoziuje mefit spektrum vzorkli bez destruktivnich vlivi
pfipravy jako mleti a lisovani tablet. Vzorky lze analyzovat bud’ ptimo nebo v KBr
matrici. Pfi odrazu zafeni na povrchu pevné latky je ¢ast zafeni odrazena zrcadlové
aniz by doslo k absorpci (spekularni reflexe) a ¢ast zafeni vnika do vzorku a poté
zngj opét vystupuje (difuzni reflexe). Prislusna optika soustfed’uje difuzni zéteni
na IR detektor. Hlavni vyhodou této metody je schopnost analyzovat s vysokou
citlivosti i slabé absorbujici materialy (15).

Metoda zeslabené totalni reflexe ( ATR-Attenuated Total Reflectance ) —

je vhodna zejména pro silné absorbujici kapalné i praSkové vzorky, predevsim se voli
tehdy pokud se zajimdme o povrch studovaného materialu. Jeji podstatou je totalni
vnitini reflexe infracerveného zéateni pii priichodu krystalem o velkém indexu lomu.
Podle tvaru a geometrie paprsku jim prochazejiciho jsou rozliSovany jednoodrazové

a viceodrazové ATR krystaly. Ve vzorku, ktery je v tésném kontaktu s méficim ATR
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krystalem, vznika pfi totdlnim odrazu na

evanescentni vina 7 . 7 ~ r
rozhrani opticky hust§tho prostiedi

s AN (ATR krystal) s prostiedim opticky

/TR k,ysta,\ fidSim (vzorek) zeslabujici se absorp¢ni

vina  (evanescentni), ktera klesa

exponencialn¢ se  vzdalenosti od

rozhrani (v pum) (15). Pokud méfeny

ATR krystal | vzorek absorbuje zafeni o urcité

1C zareni detektor
AR R frekvenci, pak tato slozka bude Vv totalné¢
Obr.5 Schéma ATR spektroskopie zeslabeném zafeni zeslabena. Penetracni
hloubka zéfeni do povrchu vzorku je fddoveé v um tzn., Ze charakterizujeme pouze
velmi tenké povrchové vrstvy vzorku, avSak vzhledem k moznosti vicenasobného
odrazu na fazovém rozhrani ziskame velmi kvalitni spektrum, ekvivalentni
transmisnimu. Penetra¢ni hloubka zavisi na vlnové délce zafeni — S rostouci vinovou
délkou (tj. s klesajicim vIno¢tem) se zvySuje hloubka penetrace. ATR spektrum
vzorku je ovlivnéno vinovou délkou infracerveného zafeni, pomérem indexti lomu
meéfeného vzorku a ATR krystalu, uhlem dopadu zéfeni na fazové rozhrani a
ucinnosti kontaktu mezi méfenym vzorkem a krystalem. ATR je G¢innou a rychlou

technikou méfeni IR spekter, kterd proti transmisnimu méfeni v kyveté vyzaduje

minimalni pfipravu vzorku pro analyzu (17).

IC SPEKTROMETRIE S FOURIEROVOU TRANSFORMACI (FTIR)

Plvodni spektrometry pracujici na principu rozkladu svétla (disperzni
spektrometry) s miizkovym monochromatorem neumoziovaly analyzu silné
absorbujicich latek, nedostatkem byla také mald citlivost, pomalost. FTIR
spektrometry pracuji na principu interference spektra, které na rozdil od disperznich
spektrometri, méfi interferogram modulovaného svazku zafeni po prichodu
vzorkem. Tyto pfistroje vyZzaduji matematickou metodu Fourierovy transformace pro
ziskani klasického spektralniho zdznamu. Pti méteni dopadad na detektor vzdy cely
svazek zafeni, coz umoznuje provadét i méfeni, pti nichz dochéazi k velkym

energetickym ztratam, tj. u siln€ absorbujicich latek (14).
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3.4. Charakterizace lipidii SC pomoci IR

IR spektroskopie je jednou z metod vyuzivanych ke strukturalni analyze
lipidovych fetézci, ke studiu jejich konformacniho uspotédani a také polarni hlavy
molekuly lipidi. Uspotadani lipidovych fetézcl Ize velmi dobfe monitorovat z IR
spektra, z konformac¢né sensitivnich vibraci methylenovych skupin uhlovodikovych
fetézcu lipida (4,18). Uhlovodikovou ¢ast molekul lipida tvoii vétSinou alifatické
fetézce, které mohou byt uspofadany trojim zplisobem: 1) pevné uspoiadané
alifatické fetézce se specifickymi mezifetézovymi interakcemi tvofici krystalovou
miizku (orthorhombickd, triklinickd), 2) piechodnd forma mezi krystalickou a
kapalnou fazi s postupnym vymizenim mezifetézovych interakci, avSak fetézce jsou
uspotadany do miizky (hexagonalni) a vyznacuji se vyssi flexibilitou, 3) kapalna
faze, ve které se vyskytuji CH; skupiny vicemén¢ volné. Pfrechody mezi t€mito stavy
jsou charakterizovany prudkymi zménami entalpie méfitelné pomoci DSC a
zménami pozice a intenzity absorp¢nich pasu v IR spektru. V piipadé¢ lipida je
hlavnim fazovym pfechodem tani. Tani charakterizuje teplota tani, ktera je dana
délkou uhlovodikového fetézce, pritomnosti dvojnych vazeb, cyklické struktury a
vétvenim fetézce (19).

Uhlovodikové fetézce lipidi jsou v krystalickém stavu ve vysoce uspotadané
tzv. ,,zig-zag" struktufe s vysokym ¢islem trans konformert. Se zvySujici se teplotou
se zvySuje pocet gauche konformert (Obr. 6) a sniZzuje se stupen usporadanosti
struktury lipidl a zvySuje se flexibilita fetézce (4). Z pozice symetrickych valen¢nich
vibraci CH, skupin (vs) pozorovatelnych v rozmezi 2848-2854 cm™ lze uréit pomér
trans/gauche konformertt (18). Nizs§i pozice vs (CH2) uruje vysSi pocet trans
konformert, napt. ceramidy vykazuji vysoky stupen uspotadanosti, tedy vyssi pocet
trans konformerd kolem 2848 cm™. Stanim fetdzch se zvySuje podil gauche
konformert v lipidovém fetézci, pozice vs (CH2) se posunuje ke 2853 cm™ a
vysledkem je vysoka pohyblivost fetézcli. Jind charakteristika trans konformert je
pomér intenzity mezi asymetrickou vss (kolem 2920 cm™) a symetrickou CH,
valen¢ni vibraci. PoCet gauche konformeri v fetézci se zvySuje se snizenim tohoto
poméru (4). Zatimco pozice CH; valencnich (stretching) vibraci poskytuje
kvalitativni popis konforma¢niho uspofddani uvnitt lipidovych fetézcl, CH;
deformacni niizkové (scissoring) vibrace v rozmezi 1460-1475 cm? a CH,

deformaéni kyvavé (rocking) vibrace o vlno&tu kolem 720 cm™ poskytuji informace
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o pravdépodobné interakci mezi jednotlivymi uhlovodikovymi fetézci lipidi a jejich

vzajemné usporadani do krystalové mitizky (18).

gauche trans

Obr. 6 Gauche ( zakrytova) a trans ( stfidava ) konformace alkanovych Fetézci (27).

Lipidy tvofené dlouhymi alkylovymi fetézci jsou ve vétSing piipada
usporddany do jedné ze tfi moznych struktur tvofici krystalickou mfizku se
sousednimi fetézci, kterou je mozno urcit z IR spektra (Obr. 7). Jednou z nich je
orthorhombické uspotfadani, ve kterém jsou nejbliz§i sousedni fetézce navzijem
kolmé a na subcelu ptfipadaji dva fetézce. V IR spektru se projevuje rozStépenim
(splittingem) do dvou pasit CH, rocking deformaéni vibrace okolo 720 cm™ a do tfi
pésti CH, scissoring deformacni vibrace, 8(CH,) kolem 1460 cm™. Dalsim typem je
triklinické uspotadani, ve kterém jsou fetézce vzdjemné paralelné uspofadané a na
subcelu pfipada jeden fetézec (20). Triklinicky i hexagonalni typ krystalické miizky
indikuje rozstépeni do dvou past deformacni CH, scissoring vibrace a singlet CH,
rocking vibrace (4). Hexagonalni usporadani lze odlisit od triklinického na zakladé¢
pozice vs(CHy), indikuje ho pozice nad 2850 cm™ z diivodu vétsiho poétu gauche

konformert a tim vyssi pohyblivosti fetézct (Obr. 7).
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Obr. 7 Uspoiadani lipidovych uhlovodikovych Fetézei (20).

IR spektroskopie je ve srovnani s Ramanovou spektroskopii vhodnou
metodou pro studium struktury polarni hlavy molekul lipida (4). Polarni hlavy
ceramidd jsou velmi malé a obsahuji nckolik funkcnich skupin, které umoziiuji
vytvaret lateralni vodikové vazby se sousednimi molekulami ceramidta (22). Tato
metoda umoznuje detekovat ptfitomnost a silu intra- a interlamelarnich vodikovych
vazeb na zakladé vibraci amidové skupiny. Valen¢ni vibrace karbonylu v(C=0)
amidové skupiny monitoruji silu vodikovych vazeb a také intermolekularni vazby.
Pfitomnost pevnych vodikovych vazeb zplisobuje charakteristicky pokles frekvence
této vibrace. Jejich piitomnost dokazuje také pozice vibrace v(C-N) a o(N-H) vazby
vodikové vazby zvysuji jejich frekvenci. RozStépeni obou téchto vibraci vypovida o
existenci interlameldrnich vazeb mezi amidovymi skupinami, napi.ve spektru
ceramidu 2 (nehydroxylovany ceramid). U ceramidu 5 (a-hydroxyceramid), absence
rozstépeni vibraci amidové skupiny nasvédCuje tomu, ze pevné vodikové vazby
pochazeji z odliSnych interakci. Jednd se o interni vodikové vazby, které jsou tvofeny
mezi karbonylem amidové skupiny a a-hydroxy skupinou mastné kyseliny

ceramidu (21).
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3.5. Dalsi aplikace IR spektroskopie ve studiu kiiZe

Porozuméni difuzniho procesu kizi je velmi dilezité pro vyvoj 1éciv
podavanych transdermalni cestou. IR (ATR-FTIR) spektroskopie je vhodnou
metodou pro studium kozniho povrchu a difizniho chovani ve SC. Ziskané
informace tykajici se chemického slozeni i1 prostorové organizace SC mohou
poskytnout mozné zptsoby k urceni cesty difuzniho procesu. Heterogenni distribuci
lipidovych a proteinovych domén lze rozliSit na zéklad¢ spektralnich rozdila kazdé
slozky. Tato spektra ukazuji skutecné rozlozeni téchto komponent piesnéji nez
kontakt vzorku a ATR krystalem, coz je mozné v piipadé tvrdych a hrubych povrchu.
Tato metoda také umoznuje studium kozniho povrchu v kontaktu s topickymi

preparaty ke zjisStovani mechanismu transdermalni permeace (24).
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3.6. VyuZiti IR spektroskopie ve studiu lipidové organizace SC

Bariérova funkce klize spociva v pfitomnosti lipidové matrix SC. Jedine¢né
fyzikdlni naroky vystavené na SC vyzaduji zvlastni strukturdlni organizaci
lipidovych slozek. Model této lipidové organizace je oznacovan jako doménovy
mozaikovy model, ve kterém existuji lipidy SC ve formé vysoce usporadanych
domén (krystalické nebo gelové faze), obklopenymi tekutou fazi tvofenou kapalnymi
krystaly lipidii. Lipidové slozeni SC je neobvyklé ve srovnani s ostatnimi
biologickymi membranami, sestavajici se z pfiblizn¢ ekvimolarni smési ceramidd,
volnych mastnych kyselin, cholesterolu a také cholesterol-esterti a sulfatu.

Charakterizaci at’ uz jednotlivych ceramidi nebo troj-komponentni smési
(ceramid-cholesterol-mastna kyselina 1:1:1) lze velmi dobife vystihnout pouzitim
FTIR-spektroskopie (21), ktera umoziuje monitorovat jak strukturu a organizaci SC,
tak pribéh fazového prechodu a polymorfismus izolovanych koznich lipida.
K méfeni se vyuzivd model lipidové bariéry SC tvofeny ternarni smési ceramidu,
cholesterolu a palmitové kyseliny (18). Navzdory skutecnosti, Ze tyto hlavni
komponenty pod 40°C existuji ve form¢ krystalickych domén a maji individualni
bod tani nad 70°C, sleduje se pribéh fazového prechodu V teplotnim rozmezi 40 az
70°C (23). Pouzitim deuterované palmitové kyseliny Ize simultanné detekovat v IR
spektru vibrace palmitové kyseliny CD, a ceramidu CH,, coz umoziiuje monitorovat
inter- a intramolekularni interakce palmitové kyseliny a ceramidovych komponent.
Rozdilnou teplotou tani lze indikovat, Ze palmitova kyselina a ceramidy existuji
v oddélénych konformacné usporadanych doménéach. Teplota, pifi které dochazi k
pfechodu je ve smési mnohem niz§i pro kazdou sloZku nez u izolovanych sloucenin.
Fazové prechody jsou Siroké, vyskytuji se v rozmezi pies 20°C a z toho Ize usoudit,
ze model SC se neskladd pouze z nemisitelné smési. Na zakladé CD, scissoring
vibraci palmitové kyseliny a CH, rocking ceramidu v IR spektru lze monitorovat
model SC. V piipadé rozstépeni pasu by se jednalo o pifitomnost orthorhombické
faze, tedy pfitomnost domén. Pokud by tento terndrni sytém existoval jako
homogenni smés ceramidu, deuterované palmitové kyseliny a cholesterolu,
roz§tépeni by nebylo pozorovatelné. Porozuméni podstaty lipidové organizace je
ziskano srovnanim termotropni odpovédi (zavislosti vInoftu na teplotg)
proménlivych CH; a CD; vibraci. V ptipadé rozstépeni obou vibraci 1ze usoudit, ze

palmitova kyselina 1 ceramid jsou orthorhombicky uspofddany oddé€len¢ ve formé
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domén a také o tom vypovida rozdilnd teplota, pii které dochdzi k fdzovému
prechodu. Sitka tani palmitové kyseliny indikuje, Ze je palmitova kyselina ovlivnéna
celkovou strukturou a slozenim SC. Zda se pravdépodobné, Ze béhem pozorovaného
SirSiho fazového piechodu interaguje s cholesterolem. A tak vysoce uspofadané
domény ceramidii mohou existovat v lipidové bariéfe jen do teploty, pfi které se
zacnou rozruSovat domény mastné kyseliny a za¢nou se misit s cholesterolem (18).
Pti teploté pod 40°C vykazuje smés lipidi velmi omezenou misitelnost. Mezi 40 az
50°C, dochazi k prechodu z krystalické do kapalné, jesté usporadané faze, ktera
zahrnuje ceramidy, cholesterol a palmitovou kyselinu. Pokud smés obsahuje vysoky
obsah cholesterolu, tato kapalna faze je stala az do 75°C, cholesterol totiz indukuje
utvareni stalé kapalné usporadané faze, ktera zahrnuje jak ceramidy tak palmitovou
kyselinu. Pii nizkém obsahu cholesterolu, smés podstupuje druhé transici, ktera vede
ke vzniku kapalné neuspotradané faze. Utvareni téchto fazi je zavislé na lipidovém
sloZeni, tedy je pravdépodobné, ze zmény pomeéru a slozeni lipidd SC ovliviiuji
fazové chovani a tim i vlastnosti lipidové bariéry (23). Permeabilita kuize tedy zavisi
na stupni uspotadanosti uhlovodikovych fetézci lipidi SC. Se zvysujici se teplotou
se zvySuje podil gauche konformert v lipidovych fetézcich a tyto teplotné
indukované zmény zapficinuji zvySeni permeability ktze. Teplotni zévislost
permeability SC lze pozorovat na zdkladé teplotné¢ indukovanych posunli ve

frekvenci vs(CH,) vibraci z IR spektra (Obr. 8) (25).
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Obr. 8 Grafické znazornéni zavislosti postupného zvySovani permeability SC a v; (CH,) na
teploté (25).
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4., EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Materialy
Série syntetickych analogi ceramidt (12S12, 12GM12, 12GV12, 12F12,
12J12), testovana pro jejich mozné pouziti jako kozni urychlovaée absorpce, byla
syntetizovana na katedie anorganické a organické chemie, Farmaceutické fakulty UK
Vv Hradci Kralové. Jedna se o slouceniny jejichz struktura je odvozend od
aminokyselin L-serinu a glycinu (12512, 12GM12, 12GV12) a esterd
dikarboxylovych kyselin (12F12, 12J12). Jednotlivé latky se liSi obménami na
polarni hlavé. U téchto sloucenin, zejména téch, které jsou strukturné odvozeny od
aminokyselin, byl testovan jejich akceleracni ucinek na prasec¢i klizi, ktery je ur€ovan
pomoci parametru ER, vyjadfujici zvySeni propustnosti kozni bariéry. Vysledky
ukazaly, ze nejveétsi akceleracni aktivitu ma 12GM12 s ER 6,64, 12512 sER 1,24 a

12GV12 s ER 1,04 (9).

4.1.1. Chemické nazvy a vzorce syntetickych ceramidii

HO/\H?\O/\/\/\/\/\/\
HN
Y\/\/\/\/\/

@)

Obr.9 12512 N-dodekanoyl-L-serin dodecylester
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Obr. 10 12GM12 N-(Dodecyloxykarbonylmethyl) dodecylester maleinové kyseliny

O
o
@) NH
O
HO 0] NN TN TN T T
OH

Obr. 11 12GV12 N-(Dodecyloxykarbonylmethyl) dodecylester 2,3-
dihydroxyjantarové kyseliny
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Obr. 12 12F12 Didodecylester kyseliny fumarové

O/\/\/\/\/\/\
O~ ST

Obr. 13 12J12 Didodecylester kyseliny jantarové
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4.2. DSC

Princip metody je popsan v teoretické Casti (viz 1.3.1). DSC meéfeni bylo
provadéno pomoci pfistroje NETZSCH Phoenix DSC 200 PC, jehoz soucasti je
software, umoziujici méfeni a ulozeni meétenych vysledkii a komurka, kterd obsahuje
tepelna cidla k monitorovani teploty a diferencidlniho tepelného toku, pfipojena
k termoelektrickym diskim. Vzorek i referen¢ni vzorek v méfici panvicce jsou
umist'ovany na tyto disky, které umoziuji ptenos tepla do obou vzorkd.

Na zacatku méfeni byla provedena korekce, méteni prazdnych hlinikovych
panvicek za ucelem nastaveni stejnych meéficich podminek za jakych bude méfen
vzorek, tzn. teplotni program (podle toho, pii jaké teploté dochédzi ke transici),
rychlost zahfivani (5 K/min), materidl panvicky (Al), atmosféra. Po ukonceni
zahiivani byl pfistroj ochlazen na teplotu 20°C prostfednictvim dusikové atmosféry.
Poté mohlo nastat vlastni méfeni vzorku. Vzorek méfené latky byl pfipraven
navazkou (v rozmezi 3-5 mg) na analytickych vahach s pfesnosti £ 0,01 mg do
piedem zvazené hlinikové panvicky, piikryt vickem a  hermeticky uzavien.
Referen¢ni vzorek tvofila prazdnd hermeticky uzaviend panvicka taktéz predem
zvazena. Vzorky byly umistény na disky v DSC komtirkach a zahtivany v rozmezi
od 0 do 120 °C rychlosti 5 K/min. Poté byly ochlazeny na teplotu 20°C rychlosti
5 K/min. Vystupem méfeni jsou termogramy vyjadiujici zavislosti teplotniho rozdilu
mezi vzorkem a referenci na teploté. Data byla analyzovéna pouZitim softwaru
(Thermal Data Analysis). Fazové transice jsou charakterizovany pikem, vyjadiujici
teplotu transice: teplota tani je vyznaCena endotermnim pikem a tuhnuti
(krystalizace) pikem exotermnim. Ddle jsou charakterizovany Sitkou, vySkou a
plochou piku. Na zaklad¢ Sitky piku lze usoudit, zda nedoSlo béhem zahiivani
k rozkladnym zménam meéfené latky. Plocha piku je tmérna zménam entalpie,

vzorkem bud’ spotfebovana (endotermni) nebo uvolnéna (exotermni).
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4.3. ATR-FTIR spektroskopie

Princip této metody je popsan v teoretické cCasti (viz. 1.3.2). IR spektra
meéfenych latek pii riznych teplotich byla ziskana pouzitim FTIR spektrometru
NICOLET IMPACT 400. Soucasti pfistrojového vybaveni je termostat zajiStujici
méieni pii urcité teploté. Pro metodu ATR (zeslabené totalni reflexe) byl pouzit
jednoodrazovy ATR krystal s ihlem odrazu 45° ze ZnSe smési, materialu o vysokém
indexu lomu. Krystal je lichobéznikového tvaru v horizontalnim uspofadani o
praméru 1,3 mm. Rezoluce méfeni byla 4 cm™,

Pfed méfenim bylo tieba proméfit pozadi (tzv.background) a pii stejném
nastaveni pfistroje pak probihalo vlastni méfeni vzorkd. Pro kazdou zménu
podminek, parametrii pfistroje je nutné znovu proméfit pozadi. Pred kazdym
nanesenim Vvzorku na méfici krystal byl jeho povrch dikladné ocistén ethanolem a
osusen. Malé mnozstvi rozetieného vzorku bylo naneseno na povrch krystalu tak,
aby bylo dosazeno maximalniho kontaktu vzorku s krystalem pomoci pfitlaéného
zafizeni. Jedno meéfeni Citalo 128 skenl. Mgéifeni probihalo v 1-2 °C teplotnim
intervalu od 25 °C do 50-80 °C, konec¢na teplota byla dana teplotnim rozmezim, ve
kterém méfend latka taje. Po kazdém teplotnim kroku byla 10 min pauza ke
stabilizaci teploty pfed zaznamem kazdého dal§iho méfeného spektra. Problém nastal
pfi zjisténi nedostatecné funkce termostatu, ktery neumoznil udrzet nastavenou
teplotu. Redlna teplota pak kolisala £ 2 — 3 °C od nastavené teploty. Vystupem
méfeni jsou IR spektra vyjadiujici zavislosti reflektance na vlnové délce. Zpracovani,
vyhodnocovani a Uprava jednotlivych spekter byla uskute¢néna za pomoci Bruker

OPUS softwaru.
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5. VYSLEDKY MERENI

5.1. 12812
5.1.1. DSC

DSC termogram slouceniny 12S12 znazoriiuje fdzovou transici pii prvnim
zahfivanim, kterou pfedstavuje endotermni pik, odpovidajici onsetu teploty 84,9°C a
zméné entalpie AH = 158 J/g. Ktivka odpovidajici chlazeni vzorku vykazuje fazovy
ptechod vyznaceny exotermnim pikem pii teploté onsetu 51,9°C a AH = -105,8 J/g.
DSC kiivka druhého zahtati, zaznamenana ihned po prvnim zahiivani a chlazeni
ukazuje dva piky, které zndzornuji jak exotermni ptechod pii teploté 67,7 °C a
AH= -408,2 J/g a nasledn¢ endotermni piechod pii teploté¢ 82,4°C se zménou
entalpie 141,1 J/g (Obr. 14).

4
2 4
1 1.zahrati
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\\ / 1.chlazeni
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-8 ]
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Obr. 14 DSC kiivky 12512 odpovidajici 1. zahFivani, 1.chlazeni a 2.zah¥ivani
5.1.2. ATR-FTIR spektroskopie

Me¢éfteni probihalo v teplotnim intervalu od 25 do 98 °C po 2 °C, pfi bliZici se
transice po 1 °C. Fazovy pfechod nastal pfi teplote 72 °C. IR spektrum 12S12
zaznamenané pii pokojové teploté je zobrazeno na Obr. 15, Sipky oznacuji absorpéni
pasy charakteristické pro analyzované funkéni skupiny. Pfifazeni vybranych
absorp¢nich pasi je shrnuto v Tab. 2 (26). Na Obr.16 je zobrazena teplotni zavislost

spektra.
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Obr. 15 IR spektrum 12S12 p¥i pokojové teploté. NepFitomnost splittingu CH, rocking a
scissoring vibrace pravdépodobné vypovida o triklinickém uspoiadani lipidovych Fetézci. Sipky

ukazuji hlavni absorpéni pasy charakteristické pro lipidy.

Tab. 2 Prifazeni vybranych IR pasi 12S12 p¥i pokojové teploté a pii teploté po fazovém
prechodu (26).

IR (cm™) Prirazeni (assignment)

24°C 74°C

723 720 d(CHy) rocking

898 886 8(CHj3) rocking

1084 1081 v(C-0) CH-OH struktury

1241 - v(C-0) esterové struktury

1463 1459 d(CHy) scissoring

1546 1543 O(NH)

1651 1657 v(C=0) amidové struktury

1716 1743 v(C=0) esterov¢ struktury

2849 2854 vs(CH,) symetricka valen¢ni (stretching)
vibrace

2872 - vs(CH3)

2918 2924 vas(CH2) asymetricka valen¢ni (stretching)
vibrace

2953 - Vas(CHg)

3308 - v(NH)

3459 - v(OH) OH skupina tvofici intermolekularni

H-mustky-dimer
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Obr. 16 Teplotni zavislost IR spektra 125812 v rozmezi vinové délky a) 600 - 1850 cm™, b) 2800 —
3600 cm™ p¥i teploté 24, 50, 66 a 74 °C.

a) Oblast CH, valen¢nich vibraci

Pii pokojové teploté jsou symetrické vs(CH,) a antisymetrické vas(CH>)
CHj stretching vibrace pozorovany pii 2849 a 2918 cm™. Termotropni reakce pozice
vs(CH>) pasu je sledovana transici pii teplot¢ 70 °C (Obr. 17a). Pfi tani dochazi
k posunu 0 4.5 cm™ tohoto vibragniho pasu z 2849 k 2854 cm™.

Pozice v,5(CHy) pasu je pii zvySujici se teploté k 68 °C posunuta o 1.5 cm™
22918 na 2919.5 cm™ a pii teploté 70 °C dochézi k posunu z 2919 na 2924 cm™
(Obr. 17b).
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Obr. 17 a) Teplotni zavislost pozice pasu symetrické stretching vibrace v; (CH,), b) asymetrické
stretching vibrace v, (CHy).

b) CH, scissoring vibrace

Vibra¢ni pas odpovidajici CH, scissoring (nizkové) vibraci je ukazatel
roz$tépeni, V piipad¢ 12S12 neni na IR spektru vyznacen, jak je ukédzano na Obr. 15.
Za pokojové teploty je pozorovan pii 1463 cm™, postupnym zvySovanim teploty az

k teploté tani dochézi k posunu k 1461 cm™.

c) Oblast 700-900 cm™

V této spektralni oblasti jsou pozorovany methylenové rocking vibracni pasy
8(CHy). Pti 24 °C se deformacni 6(CH;) rocking vibrace vyskytuje pii 723 cm™, se
zvysujici se teplotou se jeho pozice nepatrné snizuje na 720 cm™. Dle Obr. 15 Ize
pozorovat jednotlivy pik bez naznaku rozstépeni. Pfi vy$Sim vinocétu se vyskytuje
0(CHjs) rocking vibrace, za pokojové teploty pii 898 cem” a postupnym zvySovanim
teploty dochazi k posunu k 886 cm™. Neptitomnost 3tépeni 8(CH,) rocking a
scissoring vibraci vypovidd o tom, Ze se nejednd o orthorhombické usporadani

fetézcu v subcele.
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d) Oblast C=0 valen¢nich vibraci

Dle Tab.2 mizeme rozlisit dvé odlisné oblasti vlnovych délek, ve kterych se
vyskytuji vibraéni pasy C=0 valen¢nich vibraci. Pti pokojové teploté a vinové délce
1716 cm™ je zobrazen (viz Obr. 15) vibra¢ni pas pfifazeny C=0 valenéni vibraci
esterové skupiny molekuly 12S12. Pfi teplotach do 70 °C zlstavd nezménén, po
probshlé fazové transici pii 74 °C je jeho pozice posunuta k 1743 cm™ a neni tak
dobie pozorovatelny (Obr. 16a).

Pozice vibra¢niho pasu pii 24 °C a vlnové délce 1651 em™ je pfifazena
stretching vibraci C=0 skupiny karbonylu acylového fetézce. Pti teploté po fazové
transici je nepatrnd posunut k 1657 cm™ (Obr. 16a), pfi vyssich teplotach jiz neni

detekovatelny.

e) NH vibrace

Pas vinové délky 3308 cm™ je piifazen NH stretching vibraci amidové
skupiny (Obr.14). Se zvySujici se teplotou je pozice nepatrné zvysSena k 3311 cm™.
Pii fazové transici dané teplotou tani dochéazi k posunu k 3367 cm™, pii vyssich

teplotach jiz neni pozorovatelny (Obr. 16b).

f) OH vibrace

Pfi pokojové teploté a vlnové délce 3459 cm™, je zietelna stretching vibrace
OH skupiny v hydroxymethylové skupiné molekuly 12S12 (Obr. 15). Tato nizsi
pozice vibrace je charakteristickd pro OH skupinu tvofici dimery, prostfednictvim
intermolekularnich H-mustkl. Postupnym zvySovanim teploty dochazi k posunu

k 3469 cm™, po prob&hlé transici neni detekovatelny (Obr. 16b).
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5.2. 12GM12
5.2.1. DSC

Na DSC termogramu 12GM12 lze béhem prvniho zahfivani pozorovat fazovy
pfechod zndzornény endotermnim pikem s teplotnim onsetem pii 50,9 °C a zménou
entalpie AH = 129,7 J/g. Sloucenina 12GM12 zac¢ina tuhnout az pfi teploté onsetu
24,8 °C s exotermni zménou entalpie AH = - 130,4 J/g. Pii druhém zahiivani
provedeném ihned po zchlazeni 12GM12, je mozné pozorovat na DSC kiivce
roz§tépeni piku, zobrazujici fazovy prechod pii teploté 44,3 a AH = 119,3 J/g
(Obr. 18).
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Obr. 18 DSC k¥ivka 12GM12 zaznamenana p¥i 1. zah¥ivani a chlazeni a p¥i 2. zahFati
5.2.2. ATR-FTIR spektroskopie

Mg¢éteni bylo provadéno v teplotnim intervalu od 25 do 50 °C po 1 °C. Fazovy
pifechod byl zaznamenan pii teplot¢ 45 °C. InfraCervené spektrum 12GM12 je
zaznamenano na Obr. 19, Sipky ukazuji nékteré vibracni pasy charakteristické pro
dané funk¢ni skupiny. Piifazeni vybranych past IR spektra je shrnuto v Tab. 3 (26).

Zaznam spektra pii ¢tyfech riznych teplotach je zobrazen na Obr. 20.
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Obr. 19. IR spektrum 12GM12 p¥i pokojové teploté. Sipky znazoriuji p¥ifazeni vybranych
absorpénich pasu.

Tab. 3 Prifazeni vybranych IR pasii 12GM12 pri pokojové teploté a p¥i teploté po fazovém
prechodu (26).

IR (cm-1) Piifazeni (assignment)

25°C 50 °C

719 721 &(CHy) rocking

890 888 d(CHs) rocking

1194 v(C-0) esterové struktury

1240

1465

1471 1466 d(CHy) scissoring

1534 1534 d(NH)

1635 1626 v(C=C)

1667 1671 v(C=0) amidové struktury

1728 1735 v(C=0) esterové struktury

1746

2849 2853 vs(CH>) symetricka valen¢ni (Stretching)
vibrace

2870 - vs(CH3)

2916 2922 vas(CH2) asymetricka valen¢ni (stretching)
vibrace

2952 2954 Vas(CH3)

3055 v(=CH-)

3326 3310 v(NH) tvotici H-mustky
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Obr. 20 Teplotni zavislost spektra 12GM12 v rozmezi vinovych délek: a) 650-1790 cm™, b)
2800-3400 cm™ pii teplotach 25, 35, 44, 48 °C.

a) Oblast CH, valen¢nich (stretching) vibraci

Pti teploté 25 °C miZeme na IR spektru pozorovat pas symetrické stretching
vibrace vs(CHz) pii 2849 cm™ a asymetrické stretching vibrace vas(CHy) pfi
2917 cm ™ Teplotni zavislost vs(CH,) zobrazena na Obr. 2la, ukazuje fazovy
prechod pfi teploté 44 °C, pii kterém dochazi k posunu o 4 cm™ na hodnotu
2853 cm .

Na Obr. 21b je zobrazena teplotni zavislost vas(CHy), pii teploté transice

dochazi k posunu 0 5 cm™ na hodnotu 2922 cm™.

b) CH, scissoring vibrace

Pas CH; nuzkové (scissoring) vibrace je za pokojové teploty mozné
identifikovat pfi vino&tu 1465 a 1471 cm™. Jak je zobrazeno na Obr. 19 a 20, je
mozno pozorovat rozstépeni tohoto vibra¢niho pasu. Béhem fazového prechodu pak

dochazi k zaniku St€peni a posunu k 1466 cm?t
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Obr. 21 a) Teplotni zavislost pasu symetrické stretching vibrace vs(CH,), b) asymetrické
stretching vibrace v, (CH,).

c) Oblast 700-900 cm™

d(CHy) rocking vibrace je faktorem rozstépeni (splittingu) a podle n&j lze
usoudit o jaké usporadani fetézcu se jedna.

Pfi pokojové teploté je zaznamenana pozice tohoto pasu pti 719 cm™. Pfi jeho
dokonalejsim studiu Ize vypozorovat druhy pik pii 726 cm™ (Obr. 19), ktery b&hem
fazového prechodu vymizi a pfi teplotach po tomto prechodu dochazi k jeho posunu
k 721 cm™.

Na zaklad¢é téchto dostupnych informaci tykajicich se d(CHz) rocking a
scissoring vibraci, 1ze usoudit, Ze nékteré lipidové fetézce jsou vedle triklinického i

v orthorhombickém usporadani.

d) Oblast C=C valen¢nich vibraci

Pfitomnost dvojné vazby v molekule 12GM12 bylo mozné na IR spektru
detekovat na zakladé vibradniho pasu pfi 1635 cm™. Pii nizsich teplotach neZ byla
teplota fazového ptrechodu, nedoslo k jeho zméné, po ptechodu doslo k posunu

k 1626 cm™.
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e) Oblast C=0 valen¢ni (stretching) vibrace

Pozice C=0 valen¢ni vibrace pfifazena C=0 skupiné¢ amidové struktury je
zaznamenana na IR spektru pii 1667 cm™ za pokojové teploty. Pozice tohoto pasu se
nemeéni se zvysujici se teplotou, az pii teploté fazového prechodu dochazi k posunu
k 1671 cm™ a pas neni tak dobie detekovatelny (Obr. 20).

Pozice pasu vyskytujici se jako dublet pii 1728 a 1746 cm™ je piitazena
valen¢ni vibraci C=0 skupin esterovych struktur molekuly 12GMI12 pii teploté
25 C. Pozice téchto past zistava nezménéna az do 44 °C, pii vyssi teploté dochézi

k vymizeni dubletu a posunu k 1735 cm™ (Obr. 20).

f) NH vibrace
Vibragni pas zaznamenany p¥i 3326 cm™ odpovida valenéni vibraci v(NH) pii
pokojové teploté. Dosazenim teploty fazového ptrechodu dochazi k posunu
k 3310 cm™ a pii dal§im zvySovanim teploty jiz neni pozorovatelny (Obr. 20).
Deformacni vibraci NH skupiny 8(NH) je mozné pozorovat pii 1534 cm™, ke
zménam tohoto vibra¢niho pasu dochéazi az pfi teplotdich po ptechodu, kdy neni

detekovatelny (Obr. 20).
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5.3. 12GV12
5.3.1. DSC

DSC termogram 12GV12 znazornuje endotermni pik odpovidajici fazovému
prechodu s onsetem teploty 66,5 °C. Tato transice je spojena se zménou entalpie
AH= 127,8 J/g. Kftivka chlazeni neni zobrazena, protoze latka zacina tuhnout az pfi
20 °C. DSC ktivka druhého zahiivani zaznamenand ihned po chlazeni vykazuje onset

teploty 63,8 °C a AH=111,3 J/g (Obr. 22).
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Obr. 22 DSC termogram 12GV12 odpovidajici 1. a 2. zah¥ivanim

5.3.2. ATR-FTIR spektroskopie

Meéfeni probihalo v teplotnim intervalu od 25 do 60 °C po 1 °C. Fazovy
prechod byl zaznamenan pii teplot¢ 57 °C. IR spektrum 12GV12 pii pokojové
teploté je zobrazeno na Obr. 23. K fazovému prechodu 12GV12 zaznamenaného na
IR spektru doslo pii teploté 57 °C.

Pfifazeni vibra¢nich pasi je shrnuto v Tab. 4 (26). Teplotni zavislost vybrané

casti IR spektra je ukdzana na Obr. 24.
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Obr. 23 IR spektrum 12GV12 méfeno pii pokojové teploté:vyseky znazoriuji zvétSené pasy
CH; rocking a scissoring vibrace a prifazeni funkénim skupinam.

Tab. 4 Prifazeni vybranych IR past 12GV12 pfi pokojové teploté a pii teploté po fazové
transici (26).

IR (cm™) Prirazeni (assignment)

25°C 60 °C

718 720 d(CHy) rocking

1079 1091 v(C-0O) OH skupiny

1213 1198 v(C-0) esterové struktury

1235

1471 1466 d(CH,) scissoring

1538 1531 S(NH)

1667 1665 v(C=0) amidové struktury
1678

1723 1743 v(C=0) esterové struktury

2849 2853 vs(CH>) symetricka vibrace

2869 - vs(CH3)

2917 2922 vas(CH2) asymetricka vibrace

2954 2954 Vas(CH3)

3222 - v(NH)

3353 3407 v(OH) OH skupina tvorici intermolekularni

3379 - H-mustky-dimery
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Obr. 24 Teplotni zavislost IR spektra 12GV12 v rozmezi vino&tu: a) 600-1800 cm™, b) 2700-
3500 cm™.

a) Oblast CH, valen¢nich vibraci

Na Obr. 25 je znazornéna pozice pasi symetrické a asymetrické valen¢ni
vibrace se zvysujici se teplotou. Symetricka vibrace vs(CH;) ma pozici pasu pii
25 °C prii 2849 cm™, dosazenim teploty piechodu 56 °C dochazi k posunu vibracniho
pasu 0 4 cm™ na hodnotu 2853 cm™ (Obr. 25a).

Asymetrickd vibrace va(CHy) dosahuje pii 25 °C  hodnoty vinoctu
2916,5cm ', se zvysujici se teplotou nedochdzi k v&tsim zménam, aZ dosaZenim

teploty fazového prechodu dochazi k posunu k 2922 cm™ (Obr. 25b).

b) CH, ntizkova vibrace

Pii dokonalejsim studiu pasu piifazeného ndzkové CH, vibraci lze
vypozorovat naznak roz$tépeni pii 1471 a 1476 cm™?, ktery dosazenim teploty
piechodu vymizi a pii vysich teplotach dochazi k posunu pasu k 1466 cm™ (Obr. 23,
24).
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Obr. 25 Teplotni zavislost 12GV12 pasu: a) symetrické stretching vibrace vs(CH,), b) asymetrické

stretching vibrace v, (CH)).

c) Oblast 700-900 cm™

CH, rocking vibraéni pas mé pii pokojové teplotd pozici pfi 718 cm™. Protoze
tato vibrace vykazuje pouze singlet (Obr. 23) mizeme vylouéit orthorhombické
usporddani fetézcii. Se zvySujici se teplotou nedochazi ke zméné, pii teploté

fazového prechodu je zaznamenan posun k 720 cm™.

d) C-O vibrace

Na IR spektru 12GV12 je rozliSovana dvoji pozice vibraci struktury C-O, a
sice vibracni pas C-O hydroxylové skupiny a esterové struktury. Vibrace C-O je
zaznamenédna pii 1079 cm™ a pii teplotich po pfechodu je posunuta k vlnodtu
1091 cm™,

Pas piitazeny C-O esterové struktury je znazornén na Obr. 24 jako dublet pfi
1213 a 1235 cm™, dosaZenim teploty transice a vyssich teplot pak tvoii jednotlivy

$ir$i vibracni pas s posunem k 1198 cm™.
e) C=0 vibrace
Esterova C=0 vibrace je pfifazena vibradnimu pasu pti 1723 cm™ (Obr. 24),

po fazovém piechodu je posunut k 1743 cm™ a ma irsi prechod, stejné jako vibrace
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karbonylu amidové struktury, u které je nepatrnd zména pozice vibra¢niho pésu o

2cmt.

f) Vibrace NH skupiny

Valenéni vibrace NH skupiny v(NH) je zaznamenana pfi 3222 cm™, vibra¢ni
pas NH skupiny pii niz§ich vlnoCtech nam muze poukazat na piitomnost vodikovych
mustkl tvofenych NH skupinou. Dosazenim teploty transice se tento pas stava
nepozorovatelnym (Obr. 24Db).

Deformacni vibrace NH skupiny je pozorovéana pii 1538 cm™, pii dosazeni

teploty fazového piechodu dochazi k nepatrnému posunu.

g) Vibrace OH skupiny

Vibraéni pas s nejvyssi hodnotou vinoctu je ptifazen volnym hydroxylovym
skupinam. Na IR spektru je mozné pozorovat dublet pti 3353 a 3379 cm™. Tyto nizsi
hodnoty vlnoctu jsou charakteristické pro OH skupiny, které vytvafeji dimery
prostiednictvim intermolekularnich H-mustkti. Pfi transici pak dochazi k posunu

k 3407 cm™ (Obr. 24b).
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5.4. 12F12
5.4.1. DSC

DSC termogram 12F12 zndzoriuje fazovy piechod pii prvnim zahtati
vyjadienou teplotnim onsetem pfti 44,5 °C a zménou entalpie AH= 186,7 J/g. Kiivka
chlazeni znézoriiuje krystalizaci slouceniny pii teploté onsetu 37,9 °C a AH= -
187,2 J/g. DSC kiivka odpovidajici druhému zahiati provedenému bezprostiedné po
chlazeni ukazuje fazovou transici vyjadienou endotermnim pikem pii teploté 44,2 °C

a AH=185,5 J/g (Obr. 26).

1.zahrati

1.chlazeni

DSC [mW/mg]
o

-8 T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60

Teplota [°C]

Obr. 26 DSC termogram 12F12 odpovidajici 1.zahFivani a chlazeni a 2.zahiati

5.4.2. ATR-FTIR spektroskopie

Méfteni probihalo po 3 °C, v teplotnim intervalu od 30 do 45 °C. Fazovy ptfechod
byl zaznamenan pfi teploté 40 °C. Zaznam IR spektra 12F12 je znazornéno na Obr. 27,
Sipky znazornuji vybrané pasy a zvétSeni vibra¢niho pasu piifazeného vibraci C-O vazby
esteru. Ptifazeni hlavnich past funkénim skupinam a strukturam v molekule zahrnuje
Tab. 5. Teplotni zavislost vybranych usektl IR spektra pfi teplotach pfed a po fazovém

ptechodu, ke  kterému doSlo pfi 40 °C  znazoriiuje  Obr. 28.
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Obr. 27 IR spektrum 12F12 pri pokojové teploté, Sipky znazoriuji prifazeni vibraénich pasi.

Tab. 5 Prifazeni vybranych IR pasi 12F12 p¥i pokojové teploté a p¥i teploté po fazovém

prechodu (26).

IR (cm-1) Piifazeni (assignment)

30 °C 45 °C

718 721 8(CH,) rocking

1010 979 v(C-C) skeletové vibrace
1174 1150

1311 1256 v(C-0) esterové struktury
1320 1292

1471 1466 &(CHy) scissoring

1680 - v(C=C)

1704 1723 v(C=0) esterov¢ struktury
2849 2853 vs(CHy) symetricka vibrace
2871 - vs(CH3)

2914 2922 vas(CHjy) asymetricka vibrace
2958 - vas(CHs)

3082 - v(=CH-)
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Obr. 28 Teplotni zavislost IR spektra 12F12 v rozmezi vinoétu: a) 600-1780 cm™, b) 2750-3300
-1

cm

a) Oblast CH, valen¢nich vibraci

Pozice vibracnich pasii prifazenych symetrickym a asymetrickym valen¢nim

vibracim CH> skupiny v zavislosti na teploté jsou zobrazeny na Obr. 28. Pii teploté

30 °C je pozice vs(CHy) pii 2848 cm™. Se zvysujici se teplotou se neméni, jakmile je

dosazeno teploty 37 °C az 40 °C, pii které dochazi k fazovému ptechodu, je

viditelny posun 0 5 cm™ k hodnoté 2853 cm™ (Obr. 29a).

Asymetricka vibrace vas(CHz) ma pii 30 °C hodnotu vinoétu 2914 cm™, pii

teploté 37 °C dochazi k plynulému posunu, dosazenim teploty 40 °C pak k posunu o
8 cm'1 k hodnot& 2922 cm™ (Obr. 29b).

b) CH, scissoring vibrace

Na Obr. 28a miizeme pozorovat singlet pii 1471 cm™ pfifazeny této vibraci.

Dosazenim teploty fazového piechodu dochazi k posunu k 1466 cm™.
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Obr. 29 Teplotni zavislost 12F12 : a) symetrické stretching vibrace vs(CH2), b) asymetrické
stretching vibrace v, (CH2).

c) Oblast CH;rocking vibraci

Pti teploté 30 °C je tento vibracni pas zaznamenan pii 718 cm™.Je zndzornén

jako jednotlivy pas bez naznaki $tépeni. Se zvysujici se teplotou ke 40 °C dojde

k posunu k 721 cm™a pés neni tak dobfe pozorovatelny.

d) Vibrace C=C vazby

Vibracni pas této vazby je vyznacen na IR spektru pii 1680cm™ za pokojové

teploty. Pti 40 °C teplot€ jiz piestava byt pozorovatelny (Obr. 28a).

e) Valenc¢ni vibrace -CH= methinové vazby

Na IR spektru 12F12 je vyznacen vibraéni pas ptifazeny vibraci této vazby pii

nejvyssim vlnoétu 3082 cm™. DosaZenim teploty 40 °C jiz neni pozorovatelny na

spektru (Obr. 28b).
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f) Valencni vibrace C-O vazby esterovych struktur

Na Obr. 28a mizeme pozorovat vibra¢ni pas C-O vazby jako dublet pii 1311
a 1320 cm™. Se zvysenim teploty na 40 °C dochazi k posunu k 1256 a 1292 cm™ a
tyto pasy jiz netvoii dublet. Na IR spektru pii 40 °C mizeme dale sledovat vytvoreni

nového pasu pii 1222 cm™,

g) Valenéni vibrace C=0 skupiny esterovych struktur
Pfi teploté 30 °C je na IR spektru zaznamenan pii 1704 cm™ vibracni pés
tykajici se této struktury. Se zvySenim teploty na teplotu tani, je patrny posun

k 1723 cm™ (Obr. 28a).
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5.5. 12312
5.5.1. DSC

DSC termogram 12J12 zobrazeny na Obr. 30, znazornuje fazovy prechod
zaznamenany pii dvou zahiati a chlazeni mezi nimi. DSC kiivka prvniho zahtati
zaznamenava tani slouceniny vyjadieného endotermnim pikem s onsetem pii 39 °C a
zménou entalpie AH= 185,8 J/g. Chlazeni probihajici ihned po zahiati je pak
znazornéno dalsi DSC ktivkou s onsetem 32,5 °C a AH — 180,5 J/g. Druhé zahiati
pak nasledovalo bezprosttedné po chlazeni a fdzovy pfechod je vyznacen

endotermnim pikem s onsetem 38,6 °C a AH= 183,3 J/g.

12
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DSC [mW/mg]

-2
-4 4
-6 -

-8

10 20 30 40 50 60
Teplota [°C]

Obr. 30 DSC kiivky12J12 zaznamenané pri 1. zah¥Fivani a chlazeni a 2. zahiati

5.5.2. ATR-FTIR spektroskopie

Me¢éteni probihalo po 1 °C, Vv teplotnim intervalu od 25 °C do 41 °C. Fazovy
pfechod byl zaznamenan pii 35 °C. IR spektrum 12J12 pti pokojové teploté je
ukazano na Obr. 31. V Tab. 6 jsou shrnuta piifazeni hlavnich vibra¢nich past
charakteristickych pro urcité struktury v molekule 12J12. Teplotni zavislost

vybranych ¢asti IR spektra pfi riznych teplotach je zobrazena na Obr. 32.

48



0.014

v(C-0) v(C=0)
0.013
8 0.0124 o | T y(CH)
[ : 2
(U \
k-
©
©
X 0.011 -

0.010 ~ L

/ L

Y
T T T T T // T T T T T T
600 900 1200 1500 1800 2800 2900 3000 3100

Vinocet [cm™]

Obr. 31 IR spektrum 12J12 p¥i pokojové teploté. Sipky ukazuji zvétSeni vybranych vibra¢nich

pasit.

Tab. 6 Prifazeni vybranych IR past 12J12 p¥i pokojové teploté a p¥i teploté po faizovém

prechodu (26).

IR (cm™) Prirazeni (assignment)

25°C 41 °C

719 721 d(CHy) rocking vibrace

1161 1157 v(C-C) skeletové vibrace

1321 - v(C-0) esterové struktury

1466 1466 d(CHy) ntizkova (scissoring) vibrace

1722

1736 1737 v(C=0) esterové¢ struktury

2849 2853 vs(CH,) symetricka valen¢ni (stretching)
vibrace

2870 - vs(CHs3)

2915 2922 vas(CH2) asymetricka valenéni (stretching)
vibrace

2953 2954 Vas(CH3)
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Obr. 32 Teplotni zavislost IR spektra 12J12 v rozmezi vino&tu:a) od 650-1850 cm™ , b) 2800-
3000 pri teplotach 25, 33, 35, 41 °C.

a) Oblast CH, valen¢nich vibraci

Teplotni zavislosti pozic vibra¢nich past prifazenych symetrickym a
asymetrickym vibracim jsou zobrazeny na Obr. 32. Pii pokojové teploté je pozice
vs(CH>) pii 2849 cm™. Se zvysujici teplotou neni viditelna adna zména. DosaZenim
34 °C dochazi k fazovému ptechodu a pii teploté¢ 35 °C dosahuje hodnota vIinoctu
2852,5 cm-1 (Obr. 33a).

Pozice pasu vas(CH2) je za pokojové teploty 2915 cm™, zvySovanim teploty

pak dochazi k posunu o 7 cm™ na hodnotu 2922 cm™ (Obr. 33b).

b) CH; scissoring vibrace
Vibraéni pas piifazeny CH, niizkové vibraci je na IR spektru zfetelny pri 1466 cm™

jako jednotlivy pas bez naznaku $tépeni, béhem dalsiho zahiivani se pozice neméni.
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Obr. 33 Teplotni zavislost pasu 12J12: a) symetrické stretching vibrace, b) asymetrické
stretching vibrace.

c) Vibrace CH, rocking

Na spektru sloudeniny 12J12 je pas této vibrace zobrazen pfi 719 cm™,

dosazenim teploty fazového pfechodu dochdzi k nepatrnému posunu k 721 cm™.

d) Vibrace C-O vazby esterové struktury

Pozice pasu pii 1321 cm™ je piifazena vibracim této vazby v esterové
struktufe. Pfi dokonalej$im studiu tohoto pasu miZeme vypozorovat ndznak $tépeni.
Se zvySujici se teplotou je pozorovan jako jednotlivy pas s posunem k 1314 cm? a

pii teploté po prob&éhlém piechodu jiz neni pozorovatelny (Obr. 32).

e) Vibrace C=0 skupiny esterové struktury

Na Obr. 31 je znazornén pas tykajici se této vibrace jako dublet pii 1722 a
1736 cm™ dosazenim 35 °C teploty dublet vymizi, je zobrazen jednotlivy pas pfi
1736 cm™.
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6. DISKUZE

6.1. 12512
Uhlovodikové fetézce molekuly 12S12 vykazuji za pokojové teploty vysoky

stupent konformacni ,,zig zag“usporadanosti S vysokym poctem trans konformerd, o
¢emz vypovida pozice symetrické valen¢ni vibrace, ktera dosahuje 2849 cm™,
Vibrace CH; ntzkova a deformacni rocking vibrace neznazorfuji piitomnost
rozstépeni, mizeme tedy vyloucit orthorhombické uspotadani lipidovych fetézct a
usoudit, ze se pravdépodobné jedna o triklinické uspotadani, pro které je prave
charakteristicky vys$$i pocet trans konformerd a nepfitomnost rozstépeni pasu.
Fazovy piechod zaznamenany DSC méténim pii 85 °C neodpovida prechodu
detekovaného pii 72 °C na IR spektru této slouceniny, z divodu nedostatecné funkce
termostatu IR pfistroje, nicméné IR méfeni je vhodné pro blizsi studium zmén, které
se d&ji béhem tani v molekule. Nejpozoruhodnéjsi zmény béhem zahiivani a
fazového prechodu jsou zobrazeny na Obr. 15. Z nepfitomnosti roz§tépeni vibracniho
péasu 8(NH) pozorovatelného pfi 1546 cm™, mizeme usoudit, e NH skupina netvoii
vodikové mistky. Ty potom mohou pochdzet zjinych interakei, predevsim z
interakci OH skupiny. Vibraéni pasy ptifazené C=0 skupiné pozorované pii 1651
cmt a C=0 skupiny esterové struktury pii 1716 cm™ za pokojové teploty, nejsou
dosazenim teploty fazového piechodu jiz tak dobie pozorovatelné. Vibrac¢ni pasy NH
stretching vibrace pozorovatelné za pokojové teploty pii 3308 cm™ a OH skupiny pii
3459 cm™ se dosazenim teploty piechodu stivaji nepozorovatelnymi. Niz§i pozice
vibra¢niho pasu pii pokojové teploté vypovidd o pfitomnosti intermolekularnich
vodikovych vazeb tvoticich se mezi OH skupinou a C=0 skupinou (Obr.34).

(@]

Ho/\')J\O T NG G e

Obr. 34 Jedno z moZnych intermolekularnich uspoiadani molekul lipidi vodikovymi miistky.
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6.2. 12GM12
Na zaklad¢ metylenovych valencnich vibraci IR spektra molekuly 12GM12

je pozice CH, symetrické valenéni vibrace pii 2849 cm™, vypovida tak o relativng
vys$§im poctu trans konformerii a vysokém stupni uspotadanosti lipidovych tetézct.
Se zvysujici se teplotou dochazi ke zvySovani po¢tu gauche konformerti a posunu
k 2853 cm™. P¥ dokonalej§im studiu vibrace CH, niizkové a rocking mizeme
pozorovat naznak rozs$tépeni, mohlo by se tedy jednat o orthorhombické
usporadani nékterého z fetézca.

Fazovy piechod této slouceniny zjistény DSC méfenim pfi teploté 51 °C byl
v IR méfeni zaznamenan jiz pii teploté 45 °C. Teplotni zavislost vybranych casti
IR spektra pfi riznych teplotach jsou zobrazeny na Obr. 20. Vibraéni pas C=0
skupiny esterovych struktur je pozorovan jako dublet pfi 1728 a 1746 cm™,
dosazenim teploty fazového ptechodu je viditelny jeden pas se Sirokym
ptechodem.Vibrace C=0 skupiny amidové struktury je na IR spektru pti pokojové
teplot zaznamenana pfi 1667 cm™, dosaZenim teploty piechodu se stavéa
nepozorovatelnym. Na rozdil od velmi podobné slouceniny 12GV12, lze
v molekule 12GM12 detekovat vibraci dvojné vazby pii vinoétu 1635 cm™. Pozice
valen¢ni vibrace NH skupiny pozorovana pii 3326 cm™ je charakteristickd pro NH
skupinu asociaciovanou s vodikovymi mustky, které jsou pravdépodobné
intermolekularni, tvofené mezi NH a C=0 skupinou, s teplotou ptechodu pak pas

zanika. Mohlo by se jednat o interakce zobrazené na Obr. 35.
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Obr. 35 Intermolekularni interakce lipidovych Fetézci, které by se mohly vyskytovat u
slouceniny 12GM12.
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6.3. 12GV12
Sloucenina 12GV12, ktera se 1isi od ptedchozi 12GM12 ptitomnosti dvou

hydroxylovych skupin misto dvojné vazby obsazené v molekule 12GM12, je za
pokojové teploty ve vysoce uspofadaném stavu, o ¢emz vypovidad pozice CHy
symetrické valenéni vibrace pfi 2849 cm™, tzn. Ze je pritomen velky pocet trans
konformert. Se zvySujici teplotou nartistd pocet gauche konformeri, dosazenim
teploty fazového piechodu pak nastava posun az k 2853 cm™?, kdy dochazi k tani
lipidovych fetézci. Na zakladé CH scissoring a rocking vibrace mizeme usoudit o
jaky typ usporddani se jedna. Z IR spektra zobrazeného na Obr. 22 miizeme
vypozorovat, Ze neni pfitomen dublet ani na jedné z téchto vibraci, mohlo by se
pravdépodobné jednat o triklinické uspotadani lipidovych fetézcii, pro které je
charakteristicky vyssi podil trans konformert za pokojové teploty, na rozdil od
hexagonalniho uspotradani, pro které je typicky vyssi pocet gauche konformera pii
nizsich teplotach.

Fazovy prechod této slouceniny byl zjiStén jednak DSC a IR mefenim. Na
DSC kfivce je zaznamenan pfi teploté¢ 66,5 °C a IR méfenim pii 57 °C.
Porovnanim termogramu S vysledky strukturné¢ blizké slouceniny 12GM12 lze
pozorovat u této slouc¢eniny posun teploty tani o 15 °C. Vyssi teplota tani miiZe byt
zpusobena piitomnosti dvou hydroxylovych skupin, které se podileji na tvorbé
pevnych intermolekularnich vodikovych vazeb.

Pti dokonalejSim studiu IR spektra 12GV12 Ize na zakladé vibraci urcitych
funkénich skupin odhadnout pfitomnost vodikovych mustki, které jsou tvofeny na
polarnich hlavach ceramidovych sloucenin. Jednd se o deformaéni vibraci NH
skupiny 8(NH) pii 1538 cm™ u které je patrné roz§tépeni, charakteristické pro
existenci intermolekuldrnich H-mustkii na NH skupindch. O tom vypovida také
pozice valen¢ni vibrace NH skupiny pii 3222 cm™. Dosazenim teploty fazového
pfechodu pak tento vibra¢ni pas vymizi coz vypovida o oslabeni téchto vodikovych
vazeb.

Pfitomnost diesteru v molekule je vyjadiena dubletem vibra¢niho pasu C-O
vazby esterové struktury pii 1213 a 1235 cm™?, teplotou pfechodu dublet vymizi a
zustava jednotlivy pas se Sirokym piechodem (Obr. 24). Vibraci C=0 skupiny
amidové struktury mizeme pozorovat pii 1667 cm™, zvySenim teploty na teplotu

fazového ptrechodu, dochazi k poklesu frekvence této vibrace, coz je
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charakteristické pro pfitomnost pevnych vodikovych mustk. Vibraéni pas
piitazeny OH skupinam je zobrazen jako dublet pfi 3353 a 3379 cm™, tato pozice
muze Vypovidat o tvorbé dimerti a probéhnutim fazového piechodu jiz neni

detekovatelny (Obr. 36).
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Obr. 36 Inter- a intramolekularni usporadani lipidové polarni ¢asti, které by se mohlo
vyskytovat v molekulach slouc¢eniny 12GM12.

6.4. 12F12

Dal$i meétend slouCenina 12F12 se strukturné liSi od piredchozich tii
sloucenin, chemicky se jedna o didodecylester kyseliny fumarové. Od slouceniny
12J12 se lisi pfitomnosti dvojné vazby. Na zdkladé IR méfeni a vysledkl
zjisténych na IR spektru, mizeme konstatovat, ze za pokojové teploty je ve vysoce
usporddaném stavu s vysokym poctem trans konformerti, se zvysujici se teplotou
narlsta pocet gauche konformert a tani fetézcl je indikovano posunem k 2853 cm’
', coZ je zobrazeno na Obr. 29. CH, scissoring a rocking vibraéni pas je na IR
spektru zobrazen jako jednotlivy bez naznaku $té€peni. Z téchto informaci je mozno
urcit, ze by se pravdépodobné mohlo jednat o triklinické usporadani.

Fazovy ptechod byl zjistén DSC méfenim a byl zaznamenéan pii teploté
45 °C, poté nasledovalo IR meéteni s prechodem pii 40 °C. Vibrace C-O vazby
esterové struktury je zaznamenana na IR spektru na Obr. 27 jako dublet pii 1311 a
1320 cm™, se zvysujici se teplotou dochazi k posunu k 1256 a 1292 cm™ a dublet

vymizi. DosaZenim teploty fazového ptfechodu miZeme pozorovat vytvoreni
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nového vibragniho pasu pii 1222 em™. Piitomnost dvojné vazby v molekule 12F12
je na spektru zaznamenana vibraci pfi 1680 cm™, pii teploté 40 °C jiz neni
pozorovatelna. Porovnanim se spektrem strukturné blizké slouceniny 12J12 neni
vibrace Kkarbonylu esterové struktury pozorovana jako dublet. Pozice tohoto
vibratniho péasu je pii 1704 cm™. PH nejvyssim vinoétu 3082 cm™ je zobrazena
valen¢ni vibrace pfifazend methinové skupiné =CH-, ktera tvofi dvojnou vazbu,

teplotou fazového piechodu vymizi.

6.5. 12J12

Dalsi métena sloucenina 12J12 ma urcitou strukturni podobnost s 12F12,
chemicky se jedna o didodecylester kyseliny jantarové. Podle pozice metylenové
valenéni vibrace pii 2849 cm™, miiZzeme usoudit, Ze se jedna o vysoce uspofadanou
strukturu s vysokym poctem trans konformerd, zvySovanim teploty az k teploté tani
dochazi k posunu k 2853 cm™ s vysokym poétem gauche konformeri. Na zaklads
informaci zjisténych z IR spektra zejména vibraci CH; scissoring a rocking, by se

Féazovy ptechod této slouceniny byl zaznamenan pfti teplote 39 °C DSC
meéfenim a pii 35 °C IR méfenim. Absence dvojné vazby zplsobi snizeni teploty
tani o 6 °C v porovnani s termogramem slouceniny 12F12, coz by mohlo souviset i
s jistymi rozdily na IR spektrech, jednd se o neptfitomnost vibra¢nich pasti dvojné
vazby methinové skupiny =CH- a vazby C=C. Teplotni zavislost vybrané Casti
spektra je zobrazeno na Obr. 32. Fazovym prechodem dochazi k zaniku dubletu
vibra¢niho pasu piitazeného C=0 skupin& diesteru pii 1722 a 1736 cm™. Naznak
Stépeni je také u vibra¢niho pasu C-O vazby diesteru, ktery taktéz fazovym

pfechodem zanika.
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6.6. Korelace mezi metodami DSC a IR spektroskopii
Obr. 37 zobrazuje korelaci mezi pouzitymi metodami DSC a ATR — FTIR
spektroskopie. Je ziejmé Ze rozdil ve stanovenych teplotich fazovych ptrechodu je
pomérné znacny. Chyba je pravdépodobné dana nedostateCnou vyhievnosti ATR
krystalu. Na druhou stranu, z grafu je jasna linearni zavislost dle rovnice y=0,8654x
s regresnim koeficientem R = 0,9934, kde x=teplota fazového prechodu ziskana DSC
meéfenim a y=teplota v IR méfeni. Se stoupajici stanovovanou teplotou stoupa rovnéz

chyba méfeni. Této zavislosti lze tedy vyuzit pro dal§i méfeni.

80

50 ~

IR [C]

40 A

y = 0,8654x

2 _
30 R“ = 10,9934

20 T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90

DSC [°C]

Obr. 37Linearni regrese zavislosti korelace mezi metodami DSC a IR spektroskopie. Rovnice
linearni regrese je y=0,8654x s regresnim koeficientem R?=0,9934. Osa x vyjadi‘uje teploty
fazového prechodu vidéné v DSC, osay v IR.
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/. ZAVER

Pouzitim kombinaci dvou experimentalnich metod bylo v této praci sledovano
termotropni fazové chovani péti syntetickych sloucenin typu ceramidi jako
potenciondlnich permeacnich urychlovact kozni absorpce. Na zdkladé DSC méfeni
byly zjistény teploty fazovych pifechodlii jednotlivych latek a doplnénim IR
spektroskopii bylo mozno usoudit o jaké zmény se béhem fazovych piechodi
v molekulach jedna. Podle informaci ziskanych IR méfenim mizeme struktury vSech
peti sloucenin oznacit za vysoce usporadané ,,zig zag® struktury s vysokym podilem
trans konformerd a uspofddanim lipidovych fetézcli nejcastéji do triklinické
krystalové mtizky. Postupnym zvySovanim teploty az k teploté fazového pfechodu se
zvySoval podil gauche konformeri a lipidové fetézce se vyznaCovaly vétsi
pohyblivosti. Se zvySujici se teplotou doSlo na polarni hlavé k zéniku vodikovym
mustku, které jsou tvofeny mezi jednotlivymi sousednimi fetézci nebo uvnitf
molekuly.

Byla provedena korelace mezi vysledky ziskanymi DSC a IR spektroskopii.
Teploty fazovych ptechodli jednotlivych sloucenin zjiStené DSC méfenim se
neztotoziiovaly s vysledky IR méfeni z divodu nedostate¢né funkce termostatu.
Féazové prechody jednotlivych slou¢enin ziskané IR méfenim nastaly pfi nizSich
teplotach nez DSC méfenim. Nicméné existuje jasna linearni zavislost mezi obéma
méticimi metodami, kterd umoziiuje korelaci vysledkd.

Tyto latky, které jsou strukturné velmi podobné koznim ceramidiim SC a jsou
teprve ve stadiu vyzkumu, by bylo mozZno pouZit pro urychleni kozni permeace pravé

interakei s lipidovou matrix SC.
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8. SEZNAM ZKRATEK

ATR-IR spektroskopie

DSC kalorimetrie
ER

IR spektroskopie
SC

12F12

12GM12

12GV12

12J12
12512

v

vs (CH>)
vas (CH2)
)

Metoda =zeslabené totalni reflexe (Attenuated Total
Reflectance)

Diferencialni skenovani kalorimetrie

Urychlovaci pomér (Enhancement Ratio)

Infrac¢ervend spektroskopie

Stratum corneum

Didodecylester kyseliny fumarové
N-(Dodecyloxykarbonylmethyl)  dodecylester  kyseliny
maleinové

N-(Dodecyloxykarbonylmethyl) dodecylester kyseliny 2,3-
dihydroxyjantarové

Didodecylester kyseliny jantarové

N-dodekanoyl-L-serin dodecylester

Valen¢ni vibrace

Valenéni symetricka vibrace CH2 skupin

Valenéni asymetricka vibrace CH2 skupin

Deformacni vibrace
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