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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva systémy, které jsou vhodné pro enkapsulaci ak-
tivnich latek. Jedna se predevsim o micely, liposomy a polymerni micely. Déle jsou charak-

terizovany vybrané polymerni nosice a aktivni latky aplikovatelné pro enkapsulaci.

V ramci experimentalni ¢asti byly pfipraveny polymerni vzorky na bazi chitosan/zein/sur-
faktant s obsahem aktivnich latek tokoferol anebo thymol. Nésledné byly u téchto systému
sledovany fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je povrchové napéti, velikost ¢astic, zeta po-
tencial a v neposledni fadé byl stanoven enkapsula¢ni ucinek v zavislosti na rizném zastou-

peni polymerti ve smesi.

Klic¢ova slova: enkapsulace, chitosan, polymer, surfaktant, thymol, tokoferol, zein.

ABSTRACT

The theoretical part of the thesis deals with systems that are suitable for encapsulation
of active substances, especially micelles, liposomes and polymeric micelles. Selected poly-

meric carriers and active substances applicable for encapsulation were characterized.

In the experimental part polymer samples based on chitosan/zein/surfactant with tocopherol
and/or thymol were prepared. Their physico-chemical properties were monitored, such as
surface tension, zeta potential, and particle size. Moreover, the encapsulation efficiency was

determined with regard to various ratios of polymers in the mixture.

Keywords: encapsulation, chitosan, polymer, surfactant, thymol, tocopherol, zein.
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UvVOoD

Pro docileni lepsi vstiebatelnosti a prodlouzeni G¢innosti aktivnich latek je v poslednich letech
feSena problematika enkapsulace. V dusledku zabudovani aktivnich latek do vhodné matrice
tak dojde k zabranéni kontaktu se vzdusnym kyslikem, a tim i omezeni jejich oxidace a de-

gradace.

Enkapsulace aktivnich latek je disciplina, ktera je pfedmétem studia mnoha védeckych praci
a ma vyznam v mnoha praktickych aplikacich. Naptiklad ve farmaceutickém priamyslu jsou
bézné zkoumdany procesy inkorporace rtiznych 1éCivych latek a vitaminti do polymernich
kapsli, v kosmetice pak jde pfedev§im o zabudovani hydrata¢nich, vonnych a antioxida¢nich

aktivnich slozek.

Pro inkorporaci aktivnich latek 1ze vyuZit fadl postupt a typil nosic¢i. Piikladem mohou byt
riizné nano/mikro&astice, liposomy, micely atd. Ugelem je efektivni obaleni aktivni latky
a tak vytvoreni systému, ktery bude dostate¢n¢ stabilni a zajisti vhodné podminky pro dopra-
veni latky na misto ur¢eni. Vybér vyrobniho postupu se podili na celkovém stavu a vlastnos-

tech kone¢ného produktu.

Dulezité jsou i materidly pouzivané pro vyrobu téchto systémi. Pro lepsi biodegradabilitu

a vstiebatelnost v lidském téle jsou preferovany nosice na bazi ptirodnich zdroju.

V této praci byly pfipraveny a charakterizovany struktury na bazi zein-chitosan s obsahem
tokoferolu nebo thymolu. Cilem bylo sledovat vliv rizného slozeni nosicu a typl aktivnich
latek na fyzikalni vlastnosti roztoktll a stupeii enkapsulace, stejné jako stabilitu pfipravenych

vzorku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FORMY NOSICU PRO ENKAPSULACI AKTIVNICH LATEK

Enkapsulace je proces, pti kterém dochazi k zaclenéni aktivni latky, jak uz ve forme kapalné,
plynné nebo pevné do sekundarniho, obalového materidlu. Konecnou formou jsou kapsle,
které mohou byt rizného tvaru a rozméru v fadech od nanometrti az po milimetry. Z morfo-
logického hlediska mohou vznikat kapsle typu jadro-obal (napf. polymerni micely, liposomy)
nebo se mohou vyskytovat ve forme tzv. matrix. Soucasné systémy na dorucovani aktivnich
latek musi splnovat fadu pozadavkl, mély by byt dostate¢né u€inné, stabilni, bezpec¢né a ne-
toxické pro prostredi, kde jsou aplikovany. Pro zapouzdieni jsou diilezité vlastnosti povlako-
vého materialu, které se podileji na stabilité kapsle, uc¢innosti zapouzdieni a stupn¢ ochrany
inkorporované aktivni latky [1, s. 7-8]. Nékteré typy nosicli pro inkorporaci aktivnich latek

budou zminény v nasledujicich kapitolach.

1.1 Micely

Micely jsou agregaty koloidnich rozmérti tvofené slou¢eninami amfifilniho charakteru. Jedna
se o povrchové aktivni latky, tzv. tenzidy, jejichZ molekula je tvofena ze dvou ¢asti a to hyd-
rofilni, polarni hlavi¢kou a hydrofobnim, nepolarnim fetézcem (Obr. 1). V polarnim prostiedi
pak uhlovodikové nepoldrni zbytky smétuji do vnitiniho prostoru, tzv. jadra micely, zatimco
vng&jsi obal micely je tvofen hydrofilnimi ¢astmi molekul tenzidii. Naopak v nepolarnich roz-
poustédlech vznikaji obracené, inverzni micely, kdy v jadru jsou soustfedény polarni skupiny

a obal je tvofen nepolarni ¢asti smétujici do prostiedi [2], [3].

(a) (b)

Obr. 1: Struktura a) klasické micely v polarnim prostredi
a b) inverzni micely v nepolarnim prostredi [prevzato a upra-

veno, 4J.
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Povrchové aktivni latky vykazuji v systémech pro dorucovani aktivnich latek celou fadu vy-
znamnych vlastnosti, jako je napfiklad dobra stabilita, sméacivost nebo biodostupnost. Mice-
larni asociativni koloidy vznikaji vétSinou spontdnné a jsou termodynamicky stabilni. Také
z toho divodu se tfada vyrobcl farmaceutickych a kosmetickych produkti ptiklani pravé

k vybéru micelarnich struktur. Jejich vyroba je pomérné snadnd, rychlé a levna [2].
Aktivni latky mohou byt v micelach umistény (Obr. 2):

e na povrchu micely,
e mezi hydrofilnimi ¢astmi molekul tenzidu v micele

e nebo ve stfedni ¢asti micely, v jadru [2].

Obr. 2: Solubilizace v micelach v zavislosti na hydrofobicité aktivni latky [2].

1.1.1 Kriticka micelarni koncentrace

Povrchové aktivni latky maji tendenci se shlukovat do micelarni struktury po dosaZeni
tzv. kritické micelarni koncentrace (z ang. critical micelle concentration, CMC). Tato hodnota
je znatn¢ ovlivnéna typem tenzidu a u vétSiny tenzidi dosahuje viadech kolem

107 a 10 mol/l. NiZe jsou uvedeny konkrétni ptipady, které ovliviiuji CMC hodnotu:

e uionogennich tenzidi s rostouci délkou uhlovodikového fetézce klesa CMC,

e pfitomnost aromatickych jader na uhlovodikovém fetézci snizuje hodnotu CMC,

e hodnota CMC klesa za pfitomnosti riznych aditiv (ptikladem muiZe byt ethanol,
jehoZ ptidanim lze sniZit rozpustnost povrchové aktivni latky),

e zapfitomnosti neionickych tenzidl je CMC niZsi neZ za pouZiti ionickych tenzida,

e se zvySujicim ndbojem protiontu CMC klesa,

e srostouci teplotou se mtize CMC zvySovat i snizovat, toto pravidlo zavisi na typu
tenzidu (napf. u kationickych tenzidii se CMC zpravidla zvySuje, u neionickych

tenzidu se snizuje) [2], [5, s.187—-189].
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Pti dosazeni kritické micelarni koncentrace dochazi ke zméné rady fyzikalnich vlastnosti roz-
toku v zavislosti na koncentraci povrchové aktivni latky. Piikladem jsou zmény povrchového
napéti, viskozity, osmotického tlaku nebo rozptylu svétla. Méfenim a naslednym vynesenim
dané charakteristiky do grafu v zavislosti na koncentraci tenzidu Ize stanovit CMC. Graf
na Obr. 3 znazornuje pokles povrchového napéti, k némuz dochazi, pokud jsou v roztoku pfi-
tomny pouze samotné molekuly tenzidu. Naopak po dosazeni CMC je patrné pozvolné usta-

leni hodnot povrchového napéti [6].

raBrs FES AAER B DEE BB

povrchové napéti

I EEA feA R R A B EAE a R

- - W R

— ¥
CMC

.
L

koncentrace tenzidu

Obr. 3: Zavislost povrchového napéti na koncentraci tenzidu [prevzato

a upraveno; 7].

1.1.2 Agregacni Cislo a kriticky agrega¢ni parametr

Micela je sloZena z povrchové aktivnich latek, jejichZ pocet je definovan tzv. agregacnim &is-
lem. Tato hodnota roste s délkou uhlovodikového fetézce, ale klesa s velikosti polarni sku-
piny. Vypocet agregacniho ¢isla je zavisly na ploSe hydrofilni ¢asti ay, délce uhlovodikového
retézce /. a objemu hydrofobni ¢asti v.

Dle téchto hodnot 1ze vypocitat kriticky agregacni parametr (z ang. critical packing parameter,
CPP):

4

CPP =

(1)

aole
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Micelarni struktury mohou zaujimat rizné tvary. Nejcastéji jde o kulovité, tzv. Hartleyovy
micely. Pii pouziti vyssi koncentrace tenzidu se tvofi micely valcovitého tvaru. S dal§im zvy-
Sovanim koncentrace povrchové aktivni latky vznikaji vétsi vicevrstvé agregaty, lamelarni
nebo tzv. McBainovy micely. Poslednim typem jsou obracené, inverzni micely, jejichz jadro
je tvoreno polarni skupinou, zatimco uhlovodikové zbytky sméfuji ven do nepolarniho pro-
stiedi. Tabulka 1 uvadi konkrétni typy micel, které vznikaji pfi agregaci, v zavislosti na hod-

noté CPP [2], [5, s. 189-190], [8, s. 42].

Tab. 1: Typy micel dle hodnoty CPP [2], [8, s. 42].

Hodnota CPP Typ micel
<1/3 Stéricke
1/3<CPP<1/2 Vilcovité
12<CPP<1 Lameléarni
CPP>1 Inverzni

1.2 Polymerni micely

Polymerni micely jsou nanocastice, vétSinou o velikosti 10-100 nm, slozené z amfifilnich
blokovych kopolymeri. Tyto struktury jsou tvofeny vngj$i a vnitini vrstvou (Obr. 4), pficemz
vngjsi ¢ast je tvofena hydrofilnimi biokompatibilnimi polymery, jako je naptiklad polyethy-
lenoxid (PEO). Do vnitini ¢asti lze pak inkorporovat hydrofobni aktivni latky, napt. 1é¢iva

nebo vitaminy. Nepolarni molekuly budou adsorbovany na povrchu micely [9], [10].

Polymerni micely mohou, v zavislosti na velikosti hydrofilni a hydrofobni ¢asti, nabyvat riiz-
nych tvari, existuji micely sférické, tyCinkovité, lamelarni, tubuldrni. Polymerni micely vzni-
kaji podobné jako v ptipad¢ klasickych micel, aZ po prekonani kritické micelarni koncentrace.
Pti nizkych koncentracich jsou molekuly kopolymert ve stavu unimerd, tzv. jednotlivych mo-
lekul kopolymeri. Pti dosazeni CMC se zacinaji formovat agregaty a aktivni latka se zabudo-
vava do vnitini ¢asti micel. Teplota, pfi které se zacinaji z unimerli vytvaret agregaty, se na-

zyva kriticka micelarni teplota (critical micelle temperature, CMT) [9], [10].

Ptiprava polymernich micel spociva v rozpusténi kopolymera a aktivni latky v daném roz-

poustédle. Pro snadnéjsi rozpustnost kopolymert se pouziva metoda michéni a zahfivani nebo
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ultrazvukova lazen. Nasleduje odstranéni rozpoustédla odpafenim za tcelem vytvoreni ten-
kého kopolymerniho filmu s aktivni latkou. Nasledné je provedena hydratace, kde k ptiprave-

nému filmu je pfidana voda a vznikaji polymerni micely [9], [11, s. 80].

Polymerni micely nachéazeji Siroké uplatnéni ve farmacii, a to naptiklad pti 1é¢bé rakovino-
tvornych nadorii. Vyhodou polymernich micel je jejich mensi rozmér, coz jim umoziuje delsi
dobu cirkulace v krvi a nasledné pozvolné uvolnovani aktivni latky v misté urceni. Po uvol-
néni léCiva je polymer z téla vyloucen. Oproti jinym nosi¢lim jsou polymerni micely 1épe roz-

pustné ve vode, jsou stabilngjsi a vykazuji delsi Gi€inek aktivni latky [10].

Amfifitni blokovy kopolymer < Hydrofilni cast

Hydrofobni ¢ast

Sestaveni polymerni _1‘ ' I
micely po prekonani CMC s 1

rd

® Aktivn latka 5 Hydrofilni &4st / Hydrofobni &ast
Obr. 4: Struktura polymerni micely [prevzato a upraveno; 12].

1.3 Liposomy

Liposomy jsou malé vezikularni systémy, které jsou schopny dodéavat aktivni latku na kon-
krétni misto v organismu. Nejcastéji se vyuzivaji jako nosice 1€Civ ve farmacii nebo aktivnich
latek v kosmetice. V kosmetickém priimyslu se vezikuldrni systémy vyuZivaji pfevazné pii
vyrobé masti, krému a opalovacich ptipravkl. Za enkapsulované aktivni slozky se aplikuji
hydrata¢ni, zvla¢nujici ¢i konzervacéni ptisady. Vyhodou krémt a masti na bazi liposomi je
dlouhodoby ucinek aktivni latky v misté ureni. Diky své malé velikosti dokaZi penetrovat
ptes epidermadlni vrstvu az do spodni dermalni vrstvy pokozky, kde je aktivni latka schopna
obnovovat buiiky, a tak regenerovat plet. Dal§imi aktivnimi latkami pro zabudovéni do lipo-
somil jsou UV filtry. Vyhodou téchto liposomalnich struktur je lepSi odolnost vii¢i vodé
a delsi ochranna funkce pokozky pied slune¢nim zarenim oproti béZnym opalovacim piiprav-

ktim [13], [14].
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1.3.1 Struktura a klasifikace liposomi

Liposomy jsou slozeny z vodné vnitini faze a z jedné ¢i vice lipidovych dvojvrstev, tzv. lamel

(Obr. 5). Liposomova membréna je slozena z riznych typ amfifilnich lipidd, nejcastéji fos-

folipidi. Prikladem jsou glycerofosfolipidy (fosfatidylcholin znamy jako lecitin, fosfatidylse-

rin, atd.), sfingofosfolipidy nebo glykosfingolipidy a dalsi. Soucasti membrany mohou byt

proteiny ¢i cholesterol. Hlavni funkci cholesterolu je stabilizace lipidové dvojvrstvy a snizo-

vani permeability membrany [13].

Obr. 5: Struktura liposomu [13].

Liposomy jsou klasifikovany dle velikosti a poctu lamel na:

malé unilamelarni vezikuly (SUV), které maji primér 25—-100 nm a jsou tvo-
feny jednou vrstvou lipidd,

velké unilamelarni vezikuly (LUV), které maji primér 100-1000 nm a jsou
tvofeny také jednou vrstvou lipida,

multilamelarni vezikuly (MLV) o velikosti 100 nm a vice, které jsou casto tvo-
feny vice vrstvami lamel,

oligolamelarni vezikuly (OLV) o velikosti 100 az 1000 nm s vice jak 5ti vrst-
vami lamel,

multivezikularni vezikuly (MLV) o primérné velikosti vétsi jak 1000 nm [13].

Povrchovy néaboj liposomii m4 vyznam pro prevenci agregace lipidovych dvojvrstev,

atedy 1 pro stabilitu liposomového systému. Hodnotu povrchového naboje 1ze vyjadiit pomoci

hodnoty zeta potencidlu. Soustava se povazuje za elektrostaticky stabilni, pokud zeta potencial

dosahuje hodnot vétsich nez +30 mV nebo mensich nez =30 mV.
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Podle naboje miizeme liposomy rozd¢lit na:

e Liposomy anionické se zapornym nabojem. V lipidové dvojvrstveé jsou nejcasteji
obsazeny fosfolipidy typu: diacylglycerolfosfatidylglycerol nebo diacylglycerol-
fosfatidylserin.

e Liposomy kationické s kladnym nabojem. V lipidové dvojvrstvé jsou nejcastéji
obsazeny fosfolipidy typu: dimethyldioktadecylammonium chlorid/bromid.

e Liposomy neutrdlni. Lipidova dvojvrstva je sloZena napt. z diacylglycerolfos-

fatidylglycerolu ¢i diacylglycerolfosfatidylethanolaminu [14], [15].

1.3.2 Priprava liposomu

Liposomy lze pfipravit s vyuzitim riiznych metod jako je naptiklad hydratace fosfolipidového
filmu, lyofilizace, injek¢ni metoda nebo extruze pies membranovy filtr. Jednim z nejstarSich
zpuisobl vyroby je hydratace fosfolipidového filmu za pomoci organickych rozpoustédel. Prv-
nim krokem je rozpusténi fosfolipidli v daném rozpoustédle. Nasledné je rozpoustédlo odpa-
fovano za vzniku tenkého lipidového filmu, ktery je v dalSim kroku podroben hydrataci. Prin-
cipem je pfimichani vodné faze, vodného pufru, ke vzniklému lipidovému filmu. Po dtiklad-
ném promichani se vodna ¢ast zapouzdii do vnitini ¢asti vezikul a za¢nou se tvofit multila-

melarni vezikuly (Obr. 6).

.

lipidy v organickém
rozpoustédle odpai‘eni rozpoustédla na tenky lipidovy film hvdratace
vakuové odparce )

sonikace O

Eiﬁ]i?énllace @

> .O© —>
o

michani a vznik MLV zmensovani vezikularnich itvari purifikace

finalni liposomy

Obr. 6: Tvorba tenkého lipidového filmu a nasledna uprava vezikuldarnich utvari

[prevzato a upraveno, 16].
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Rychlejsim a snadnéjSim postupem je injekEni metoda, jejimz principem je vstiikovani roz-
poustédla do vodné fdze. Metoda spociva v rozpusténi lipidu v organické fazi, nejCastéji
v ethanolu nebo etheru. Nasledné¢ je lipidovy roztok za intenzivniho michani vsttiknut do vod-

ného roztoku.

Pro piipravu mensich unilamelarnich vezikul (SUV) je Casto vyuZzivdna metoda sonikace,
kterd se provadi ve vodni lazni nebo za pouziti sonikac¢nich sond, jejichz hrot je ponoien
do liposomové disperze. Z diivodu prevence piehtivani liposomové disperze je nutno ji béhem
procesu sonikace chladit. Nevyhodou této metody je nizky obsah aktivni latky a tendence

k degradaci.

Dalsi z metod je vysokotlakd homogenizace, nazyvana jako French press proces. Pfi tomto
procesu prochéazeji multilamelarni vezikuly extruzi pres French press extrudéry. Vysledkem
jsou unilameldrni ¢i oligolamelarni vezikuly. Nevyhodou této metody je malé mnoZstvi en-

kapsulované aktivni latky.

Dalsi metodou ptipravy vezikul mensich rozméri je metoda membranové extruze, ktera spo-
¢iva v protlaceni daného systému pfes membranu o dané poréznosti. NejCastéji se aplikuji

polykarbonatové membrany [13], [14], [16], [17].
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2 POLYMERNI MATERIALY PRO PRIPRAVU NOSICU

Rada systémii pro doru¢ovani aktivnich latek je na bazi riiznych piirodnich nebo syntetickych
polymernich material. Nejcastéji jsou aplikovany polysacharidy (gumy, Skroby, celuldza,
chitosan), proteiny (zelatina, kasein, zein) nebo lipidy. Ze syntetickych polymert jsou bézné
akrylaty, polyvinylalkohol nebo polyvinylpyrrolidon. Pii vybéru vhodného nosného materialu
je tteba zvazit faktory, jako jsou biokompatibilita, stabilita, viskozita, mechanické vlastnosti.
Vhodny nosi¢ musi byt kompatibilni s aktivni latkou, aby byla zajiSténa stabilita béhem pii-
pravy, skladovani i podavani. V dalSim textu jsou charakterizovany nékteré typy polymert

s potencialem vyuziti pro ptipravu nosicl aktivnich latek [18, s. 10—11].

2.1 Zein

Zein je prirodni polymer, vyskytujici se v kukufi¢ném lepku. Ve struktufe zeinu je obsazen
vysoky podil nepoldrnich aminokyselin a nizky pocet bazickych a kyselych aminokyselin.
Z nepolarnich aminokyselin se zde vyskytuje prolin (10 %), leucin (20 %), alanin (10 %)
a kyselina glutamova (21-26 %). Zein lze zatadit do skupiny rostlinnych proteind, z toho di-
vodu je strukturdlné¢ podobny molekule proteinu. Jedna se o Sroubovicové usporadani, které
je tvoreno 9ti opakujicimi se jednotkami a je stabilizovano vodikovymi vazbami. Zein se
muze vyskytovat ve formé a- , B-, y- , 8-zeinu, pficemz v kukufici je nejCastéji zastoupena
a-forma. Diky této pfevazné hydrofobni struktufe zein neni rozpustny ve vode¢, ale v alkoholu.
Zein se ziskava jako vedlejsi produkt pii zpracovani kukutiéného zrna mletim za mokra. Nej-
vetsi podil (az 75 %) se nachdzi v endospermu zrna, malé mnoZstvi se dale vyskytuje klicku
a otrubach. Vysledny vytézek zavisi na délce suseni kukufi¢nych zrn. Pro produkt je typicka

jeho naZloutla barva, coz je zpsobeno barvivy xantofyly a karotenoidy.
Zein je mozno ziskat n€kolika zptisoby:

e ze suSen¢ho mletého kukufi¢ného zrna,
e 7z kukuti¢né lepkové mouky

e nebo ze suSenych kukutiénych vypalkt [19, s. 173, s. 204-214], [20], [21].

Zein je vyuzivan v riiznych oblastech primyslu. V potravinaistvi jsou zeinové filmy apliko-
vany jako obalové materialy pro prodlouzeni trvanlivosti a bezpe¢nosti potravin. Je vhodnou
alternativou za pryskyfice vyskytujici se ve zvykackach. Vyhodou zeinovych filma jsou
jejich mechanické vlastnosti, jsou charakterizovany vysokou pevnosti a pruznosti. Dal§im

pfinosem je jeho dobré antibakterialni aktivita, je odolny vii¢i rustu Sirokého spektra bakterii.
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Diky hydrofobnim vlastnostem je vyuzivan pii vyrobé¢ plasti, lepidel a pfi nejriznéjSich po-
vrchovych upravach. Napiiklad v papirenském primyslu je aplikovan na povrchové upravy
papird pro zvyseni odolnosti proti mastnoté. Je vhodnou surovinou do natéri pro prevenci
koroze. V odévnim primyslu je vhodnym komponentem pii vyrob¢ kabatl a klobouki. Apli-
kaci zeinu do plastovych produkti je docileno lepsi biologického rozkladu. Nové studie tyka-
jici se zeinu jsou zaméfeny vyuziti ve farmaceutickém primyslu. Védci se domnivaji,
ze zein by mohl mit potencialni vyuziti pfi transportu a uvolfiovani 1é¢iva v lidském orga-
nismu. Vyhodou zeinovych kapsli je jejich biokompatibilita. V téle se snadno rozklada,

a tak se podili na vyvoji kosti a tkani [19, s. 173, s. 204-214], [20], [21], [22].

2.2 Chitosan

Chitosan je ptirodni polymer, ktery je ziskavan z chitinu. Prvni poznatky o chitinu jsou dato-
vany do roku 1811, kdy byl identifikovan v bunikdch hub. Poté byl chitin pojmenovan podle
feckého slova ,,khiton®, tj. obalka. Chitosan byl poprvé identifikovan v roce 1859 v kutiku-
lach hmyzu, nésledné byl jeho obsah potvrzen i v motskych produktech. B€hem let se zdjem
o studium chitosanu zna¢né zvysil a v soucasné dob¢ tento polymer jiz nachazi uplatnéni
v mnoha primyslovych odvétvich [23].

Chitosan je ziskavan alkalickou N-deacetylaci z chitinu. Z chemického hlediska se jedna
0 (1—4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan (Obr. 7). Ve struktufe chitosanu se nachazeji tii reak-
tivni centra. Prvnim z nich je primarni aminokyselina, kterd se snadno vaZze s ionty kovii, déale
je tu primarni a sekundarni hydroxyskupina. Primarni hydroxyskupina ma tendenci vazat ak-
tivni slozky, jako jsou léciva, v kosmetice maji vyznam napt. vitaminy nebo hydratacni
slozky. Po navazani je tato hydroxyskupina odpovédna za dodéani aktivni latky na misto urceni

[24, 5. 56-57].

Obr. 7: Chemicka struktura chitosanu [25].
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Volné v ptirodé se chitosan vyskytuje v houbach rodu 4Aspergillus a Mucor. Vyhodou je nizka
toxicita, dobra biologicka odbouratelnost, dostupnost a nizké naklady na vyrobu. V soucas-
nosti je chitosan Casto predmétem vyzkumu, tykajiciho se nosict 1€€ivych a jinych aktivnich
latek na bazi gelti a membranovych filma. Ve farmaceutickém primyslu se vyuziva diky jeho
hemostatickym uc¢inkiim, jsou z n¢j vyrabény obinadla ¢i obvazy, které dokazi spolehlivé za-
stavit krvaceni. Také bylo prokazéano, ze chitosan je schopen napomahat snizovani hladiny
cholesterolu. V lidském organismu dokéze absorbovat tuky, a tak se vyuziva do potravinovych
dopliikii k hubnuti. Vyznam ma i v dekorativni kosmetice, kde bylo prokézano, Ze pudry, stiny
a dalsi sypké produkty s ptidavkem chitosanu vykazovaly dobrou stabilitu vii¢i teplému po-
¢asi a potu. Chitosan ma pozitivni vliv na hydrataci pokozky, zvysSuje jeji vlaénost a mékkost.
Z dal$ich aplikaci Ize zminit potravinairsky pramysl, kde je v kombinaci s riznymi aktivnimi
latkami vyuZivam pro vyrobu obalovych materialti. Uplatnéni ma 1 v zemé&délstvi, kde se vy-
uziva do postiika vici sktidetim nebo pro urychleni kli¢eni a riistu rostlin. Vybrané aplikace

a vyznam chitosanu jsou uvedeny v Tabulce 2 [24, s. 56], [26], [27, s. 14-17, 5. 21].
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Tab. 2: Vyuziti chitosanu [27, s. 10].

Oblast vyuziti

MoZnosti aplikaci

Funkce chitosanu

Kosmeticky primysl

Laky na nehty, make-up,
krémy na oblicej, krémy ruce
a telo, pasty na zuby, koupe-
lova kosmetika, vyroba mem-

branovych filmt

Hydratace pokozky, udr-
zeni vlhkosti, zmékceni
pokozky, transport aktiv-
nich latek

Medicina

Bandaze, vatové tampony, vy-

roba membranovych filma

Inhibice nadorového bu-
jeni, zubni plak, hojeni

popalenin, transport 1é¢iv

Potravinarsky primysl

Konzervant, stabilizator (ba-

rev), krmivova piisada

Prodlouzeni trvanlivosti,

regulator viskozity

Dalsi vyuziti v pramyslu

Zemedélsky pramysl, papi-

rensky primysl, Uprava vody

Ochranné povlaky rostlin,
fizené uvolilovani pesti-
cidli, povrchovd uprava
papiru a fotografickych
papirt, cisténi a filtrace
vod, flokulace/koagulace
bilkovin, barviv, amino-

kyselin

Pro nosi¢e aktivnich latek mohou slouzit rizné typy chitosanovych nano ¢i mikrocastic.

Pti jejich piipravé 1ze vyuzit nékteré z nasledujicich technologickych postupt:

e Zesitovani emulze v/o: principem metody je piiprava chitosanu rozpusténého v ole-
jové fazi v ptitomnosti surfaktantu jako stabilizatoru. Emulze je nasledné zesitovana,
pouziva se napiiklad glutaraldehyd. Vzniklé mikroc¢astice se dale vhodnou metodou
separuji.

e Koacervace: pfi této metod¢ je chitosanovy roztok vstiikovan do alkalického roztoku
(napft. hydroxidu sodného) za vzniku malych kapicek. Piipravené ¢astice jsou dale se-

parovany filtraci nebo centrifugaci.
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e Jontova gelace: pfi tomto postupu je chitosan rozpustén v kyseliné octové. Takto pii-
praveny kladné€ nabity roztok je nasledné pridavan k roztoku tripolyfosfatu za vzniku
komplexu chitosan-tripolyfosfat, coz vede ke vzniku sférickych nanocastic.

e Termicka metoda: chitosan je rozpustén v kyselin€ octové a nasledné je k roztoku pii-
dano zesit'ovaci ¢inidlo (napt. glutaraldehyd). Vznikla gelovita forma je protlacovana
pfes filtr o poZzadované poréznosti. Po filtraci nasleduje promyti hydroxidem sodnym
a suseni pfi teploté 40°C.

e Metoda odpateni rozpoustédla: do roztoku chitosanu v kyselin¢ octové je rozptylena
aktivni latka. Nasledné je pfidano zesitovaci ¢inidlo. Nasleduje proces aerosolozace,

kterym je odstranéno rozpoustédlo a vznikaji pozadované nanocastice [23].

2.3 Polyethylenglykol

Ve farmaceutickém primyslu je Casto provadéna tzv. PEGylace, ktera spo¢iva v navazani po-
lyethylenglykolu (PEG) na liposomovou strukturu, v jejimz jadie je zakomponovana aktivni
latka. Vyhodou této struktury je jeho dobra rozpustnost v organismu, netoxi¢nost, vyborné
chemicko-fyzikalni vlastnosti a dobra biologicka rozloZitelnost. Zapouzdiena latka je stabil-
néjsi a méné nachylna vici vnéj$im vliviim. Dalsi vyhodou takto ptipravenych liposomt je
velka enkapsula¢ni kapacita. Liposomy s PEG jsou potencidlnimi transportéry aktivnich latek

pro uplatnéni jak ve farmaceutickém, tak v kosmetickém pramyslu [28].

2.4 Sericin a fibroin

Sericin a fibroin lze zatadit mezi dalsi potencialni nosice aktivnich latek. Tyto proteiny jsou
produkovany bourcem morusovym a nékdy byvaji oznaCovany jako ,,hedvabné proteiny*.
Z chemického hlediska jsou slozeny pievazné z aminokyselin, jako je naptiklad kyselina aspa-
ragova, serin, theronin nebo kyselina glutamova. Vyznacuji se dobrymi fyzikalné-chemic-
kymi vlastnostmi, odolavaji oxidaci, jsou antimikrobidlni a UV rezistentni. V kosmetice se
hojné vyuzivaji jako membranové filmy, které jsou vhodnymi nosici aktivnich latek. Kon-
krétn¢ je miizeme najit v dennich i no¢nich krémech, v riznych typech masti, v pletovych
vodach na oblicej, v nehtové ¢i vlasové kosmetice. Sericin a fibroin zajistuji zvlanéni po-
kozky, dodavaji ji hebkost a plisobi jako prevence proti tvorbé vrasek. Ve vlasové kosmetice

se podileji na ochrané¢ vlasového vldkna vic¢i vnéjsim radikalim [29], [30].
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2.5 Polyaspartat

Polyaspartat sodny je biopolymer na bazi kyseliny L-asparagové, ktery patii do skupiny vy-
znamnych polyamino kyselin. Je snadno odbouratelny, proto se pouziva jako nahrada poly-
merl syntetizovanych z ropy, napiiklad polyakrylatu nebo polyakrylamidu. Polyaspartat je
ziskavan ze zivocisnych zdrojl, jako jsou ustiicové skofapky. V kosmetice byva aplikovan
do zubnich past nebo do vlasové kosmetiky. Siroké vyuziti ma v biomedicing, kde slouZi jako

nosny systém pro 1éciva [31].

2.6 Polylaktid

Polylaktid (PLA) je polymer skladajici se z vysokého podilu kyseliny mlééné, ktera je bézné
ziskavana z kukufice, z brambor nebo z cukrové titiny. Mikrokapsle nebo mikrocastice
na bazi PLA jsou hojn¢ vyuzivany ve farmacii, kde slouzi k fizenému uvolnovani riznych
1é¢iv, jako naptiklad antibiotik, inzulinu, nebo hormont. V chirurgii je tento polymer vyuzi-
van ve formé polylaktidovych vldken, které jsou aplikovany pfi $iti ran. Vyhodou polaktido-
vych stehtl je jednoduché vsttebatelnost a rozlozitelnost v téle. Také slouzi pro osetfeni zlo-
menin, jako vyplné€ do kostnich defekti. Materidly na bazi PLA jsou biokompatibilni a neto-

xické [31].

2.7 Kolagen

Tento ve vodé nerozpustny protein je dalSim biomateridlem, ktery je vhodny pro dodavani
lé¢iva na misto urceni. Pokud je kolagen zesitovan v 5% az 10% vodném roztoku vytvari

transparentni hydrogel, ktery je vhodny do kontaktnich ¢ocek [31].

2.8 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je ptirodni latka obsazend v mezibunécné tkani obratlovctl. Je ziska-
vana z extracelularnich polysacharidi riznych bakterii. Nejcastéji je vyuzivana v biomedicing
v o¢ni chirurgii, kde je aplikovéana pii operaci Sedého zdkalu za ticelem ochrany rohovkové
oc¢ni tkdné. V plastické chirurgii je vhodnou surovinou pro zahojeni ran po operacich. Nejenze
by mohla byt vyuzivana jako nosi¢ aktivnich latek, ale také je vhodnou aktivni latkou. Napii-

klad v kosmetice je aplikovana do pletovych krémt za ucelem tvorby a regenerace tkané [31].
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3 AKTIVNI LATKY VHODNE PRO ENKAPSULACI

Vybér vhodné aktivni latky, jez ma byt enkapsulovana, je klicovy pro zajisténi pozadované
funkcnosti béhem aplikace. Tato kapitola je vénovana konkrétnim typtim aktivnich latek vy-

uzivanych zejména v kosmetice.

3.1 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekularni latky, plsobici jako katalyzatory biochemickych reakei
a podilejici se na spravném fungovani organismu. Jelikoz lidsky organismus neni schopen
produkovat dostatek vitamind, tak je nucen je ziskévat z potravy. T¢lo dokdze pfijimat vita-
miny ve form¢& provitaminl, které v organismu upravi na potfebnou formu. Piikladem
je provitamin A, oznacovany jako B-karoten, ktery je v jatrech enzymaticky $t€pen na vitamin
A. Vitaminy se ¢leni do dvou skupin, rozpustné ve vod¢ a rozpustné v tucich. Mezi vitaminy
rozpustné v tucich se fadi vitamin A (retinol), D (kalciferol), E (tokoferol), K (fylochinon).
Mezi vitaminy rozpustné ve vod¢ fadime napiiklad vitamin B (napf. Bz-riboflavin) a C (ky-
selina askorbovd). Pokud télo nepfijima dostatek vitaminti, dochazi k avitamin6ze. Naopak,
v piipad¢ prebytku vitamini, dochazi k hypervitaminoze. Zminéné poruchy mohou zapficinit
$patnou funkci organismu, ale také zdvazna onemocnéni. Rada vitamindi se vyznacuje vybor-
nymi antioxida¢nimi vlastnostmi, naptiklad vitaminy A, Bs, C, E nebo P [32, s. 157], [33,

s. 10-11].

3.1.1 Vitamin A

Vitamin A ma nejen antioxidac¢ni, ale 1 vyzivujici vlastnosti. Na pleti napomaha redukovat
projevy starnuti, jako jsou jemné linky, hlubsi vrasky ¢i nedokonalosti. Tuto aktivni latku 1ze
nalézt predevsim v krémech a pletovych sérech s anti-aging efektem. Nedostatek vitaminu A
zpusobuje suchost a nasledné deskvamaci pokozky. Krémy s obsahem vitaminu A také napo-
mahaji 1écbé akné a obecné optimalizuji pfirozenou funkei koZnich bunék. Ve vlasové kos-
metice tento vitamin plsobi jako prevence tvorby lupl, suchosti a lamavosti vlast. Daéle
je soulasti zrakového pigmentu rhodopsinu v sitnici oka, a proto je vitamin A dilezity
pro spravné fungovani zraku. V ptipad¢ nedostatku tohoto vitaminu mtze dojit k vad¢ zraku,

Serosleposti [18, s. 13—14], [32, s. 157-158], [33, s. 24].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

3.1.2 Vitamin Bs

Vitamin Bs, zndmy jako kyselina pantothenov4, je fazen do skupiny tzv. B-komplext, slouzi-
cich jako prekurzor koenzymu A. Ten se podili na mnoha metabolickych procesech v lidském
organismu. NejbohatSimi zdroji vitaminu Bs jsou vejce, mlécné vyrobky nebo jatra. V kos-
metice je znamy jako panthenol, je ptidavan do krémii a masti. Snadno proniké do pokozky,
ma vyborné hydrata¢ni vlastnosti a piisobi preventivné proti starnuti pleti. Panthenol je vhod-
nou piisadou vlasové kosmetiky. V Sampdnech a kondicionérech se podili na zklidnéni po-
kozky hlavy, mé regeneracni Gi€inky, a tak napomaha redukovat tvorbu lupi. BéZné byva sou-
¢asti 1écivych ptipravkd, kde je aplikovan do krémt uréenych k 1é¢be strii, ran a spalenin [32,

s. 160], [34, s. 43].

3.1.3 Vitamin C

Vitamin C, znamy jako kyselina askorbova, mé fadu vyznamnych biologickych, farmaceutic-
kych a dermatologickych funkci. Podporuje imunitni systém, proto je aplikovén ve farmacii
do 1éc¢iv a potravinovych dopliikli. Nevyhodou je jeho Spatna stabilita vici vlhkosti, svétlu
a teplu, diky ¢emuZz dochazi k jeho snadnému rozkladu na biologicky neaktivni slou¢eniny.
Proto je v kosmetice jeho vyuZiti omezeno a byva nahrazovan jinymi vitaminy, jako je napfi-
klad vitamin E. Ke zvySeni stability vitaminu C miZe slouZit enkapsulace do vhodné matrice.
Studie uvadi, ze enkapsulace by mohla napomoci transportu vitaminu C ptes vrstvu stratum
cocrneum a usnadnit penetraci do spodnich vrstev kiize, zejména dermis, kde se miize na-

sledné podilet na aktivni tvorb¢ kolagenu [18, s. 14-15], [32, s. 161-162].

3.1.4 Vitamin E

Vitamin E neboli tokoferol, je zndm jako vyznamny antioxidant aplikovany v oblastech zdra-
votnictvi a kosmetiky. Mlize obsahovat nasyceny nebo nenasyceny postranni fetézec a mize
se vyskytovat v riznych forméch, jako jsou a-, B-, y-, 8-tokoferol a tokotrienol. Nejsilngj$im
a nejvice zastoupenym antioxidantem v lidském organismu je a-tokoferol. Vitamin E je zis-
kavéan pfevazné ze semenatych rostlin, poptfipad¢ z rostlinnych oleji. Vyznamnym zdrojem
a-tokoferolu jsou také obilné klicky, slunecnicovy, sdjovy nebo tepkovy olej. Lze jej ziskat
1z zivo€i$nych zdroji, jako jsou vejce, jatra nebo krali¢i a vepfové maso [33, s. 55-56], [36].
Kromé dobrych antioxidacnich vlastnosti ma také protizanétlivé ucinky, podporuje spravnou

funkci imunitniho systému, pisobi jako prevence vici riznym chorobdm a nemocem.

Vitamin E se chova jako antioxidac¢ni Cinidlo, které chrani lidské bunky v organismu proti
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nebezpeénym volnym radikalim. Nedostatek vitaminu E ma za nésledek kardiovaskularni,
arteriosklerdzni onemocnéni, nebo i onemocnéni nervového systému, proto je podavan jako
dopln€k pacientim s Parkinsonovou chorobou. U déti nedostatek vitaminu E ovliviiuje zkra-
ceni zivotnosti erytrocytl, coz ma za nasledek vyvolani anémie, chudokrevnosti [33,

s. 61-62], [37, s. 89-92].
Tabulka 3 shrnuje doporuc¢end mnozstvi vitaminu E v zavislosti na véku.

Tab. 3: Doporucené mnozstvi vitaminu E v mg na den [36].

Vék Mnozstvi tokoferolu [mg/den]
0—6 mésici 4-6

7—-12 mésicu 5-7,5

1-3 roky 6-9

4-8 roku 7-10.4

9-13 rokt 11-16,4

14 a vice rokt 15-22.4

V obdobi t€hotenstvi 15-22,4

V obdobi kojeni 19-28,4

Nadmeérna konzumace vitaminu E miize zptisobovat:

e gastrointestinalni potize,

e oslabeni organismu,

e bolesti hlavy,

e nevolnosti,

* prijem,

e krvaceni do tkani [33, s. 56-64], [37, s. 89-93].
Z kosmetického hlediska napomaha vitamin E regeneraci bunék a zpomaluje jejich starnuti.
Skozeni kize zpusobené UV zarenim (ultrafialovym zafenim). Nejcastéji je aplikovan

do krémt, masti, opalovacich prostiedkl nebo do vyzivujicich balzamt na rty [35, s. 4-5].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

3.1.5 Vitamin F

Vitamin F vykazuje nejen vyborné antioxidacni vlastnosti, ale je také vhodnym zahus$tova-
dlem do kosmetickych vyrobkti. Bylo prokazano, ze ptipravky s vitaminem F maji vyborné
hojici Gc¢inky na akné, reguluji tvorbu novych bun¢k a vykazuji bélici efekt pro odstranéni

pigmentovych skvrn [18, s. 19].

3.1.6 Vitamin P

Vitamin P (rutin) je vhodnym doplitkem stravy, zlepSuje pruznost cévnich stén a je podavan
pfi lécbe kieCovych zil. V kosmetice je aplikovan jako zmé&kcovadlo a antioxidant. Vzhledem

ke Spatné fyzikalni a chemické stabilit€ je ovSem jeho pouziti omezeno [18, s. 18—19].

3.2 Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou vysoce tekavé ptirodni aromatické latky. Vyznacuji se dobrou rozpust-
nosti v alkoholu ¢i etheru a nerozpustnosti ve vodé. V potravinaiském, farmaceutickém a kos-
metickém prumyslu se objevuje Siroka skala téchto oleju, které jsou aplikovany z diivodu je-
jich antimikrobialnich, antioxida¢nich a insekticidnich vlastnosti. V kosmetice jsou Casto sou-
¢asti tzv. anti-aging produktd. Esencidlni oleje jsou ziskavany z rostlin, konkrétné€ z jejich
rostlinnych bunék [38]. Ze slupek plodi jsou pievazné ziskavany citrusové esencidlni oleje.
Z okvétnich listkli se extrahuji oleje, jako jsou levandule, jasmin, rize. Bazalkovy a rozmary-
novy olej je ziskdvan z listi. Dal§imi zdroji mtze byt dfevo (napf. z cedru), koteny, bobule,
pryskyfice. VétSina esencialnich olejii jsou bezbarvé, vyjimkou je modre zbarveny esencialni
olej z hiebi¢ku a hefmanku. Jasné¢ modré zbarveni je dano organickou slouceninou azulenem

[39, s. 14-15].

Z chemického hlediska jsou esencialni oleje tvofeny t€kavymi slouc¢eninami, jako jsou alko-
holy, estery, uhlovodiky, aldehydy, ketony, fenoly, terpeny a dalsi, diky nimz Ize charakteri-
zovat kvétinovy, citrusovy ¢i dievity ton. Nékteré bézné se vyskytujici aktivni latky v esenci-
alnich olejich jsou shrnuty v Tabulce 4. Zisk a vytézek zavisi na sloZzeni esencialnich oleja,

typu, genetice a zralosti rostliny, dale na lokalité vyskytu [38].
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Tab. 4: Tekavé slouceniny v esencialnich olejich [38].

Skupina Charakteristicky zastupce
Monoterpeny | Derivaty alkoholu Geraniol
Ketony Menthol
Aldehydy Citronellol
Estery Cedryl acetate
Fenoly Thymol
Neterpenové slouceniny Eugenol, safrol
Seskviterpeny Bergamoten

Esencialni oleje se nejéastéji ziskdvaji metodou destilace, kdy je predehiatd para vhanéna
do rostlinného materialu. Péra zaptic€ini t€kavost noveé vzniklych vonnych slozek, které se na-
sledné¢ sbihaji v kondenza¢ni nadob¢. Destilaci se ziskava naptiklad levandulovy, Salv&jovy
nebo hefmankovy olej. Dal§i metodou je proces lisovani, ktery je nejcastéji vyuzivan pii zis-
kavani citrusovych vonnych tont (z citrond, grepd, pomeranci nebo bergamotu). Lisovanim
je olej uvolnén z plodl az po poskozeni jejich slupek. Ptikladem jsou limonen, citral ¢i nerol

[40, s. 78-79], [41, s. 18-19].

Dalsi metodou je extrakce za pomoci rozpoustédel. Obvykle se tak ziskavaji kvétinové esen-
cidlni oleje. Principem metody je namaceni okvétnich listki do chemického rozpoustédla, na-
ptiklad do oxidu uhli¢itého. Pti extrakci je dosazeno vysoce koncentrovanych oleju s oznace-

nim absoluty [39, s. 18-19].

Esencidlni oleje by mély byt uchovavany tak, aby bylo zabranéno vystaveni UV zafeni, které
by mohlo znehodnotit produkt. Proto je vhodné esencialni olej uchovavat ve tmavych lahvic-
kach na tmavém misté. Dulezitd je také teplota skladovani, kterd by neméla piekrocit 10°C.

Pti vysSich teplotaich mlze dochazet k oxidaci oleje a tim k zasadnimu sniZeni jeho trvanli-

Cv v

V dalsim ¢asti textu jsou charakterizovany vybrané typy esencialnich olejt.
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3.2.1 Tymianovy olej

Tymidnovy olej, Thymus vulgaris, je ziskavéan z byliny tymianu, coz je maly ketik s drobnymi
Sedozelenymi listky a kvéty. Vhodné klimatické podminky pro tuto rostlinu se nachazeji
v oblasti Stfedomofi. Ziskavan je nejcastéji metodou destilace za pomoci piedem piedehiaté
pary. Charakteristicky je jeho intenzivni dfevity, koufovy odér. Ten je bohaty na slouceniny
thymol nebo linalool. Thymol je fenolicka latka obsazena nejcastéji v tymianu, také je ziska-
vana z maty peprné. Tymian s vysokym obsahem thymolu je oznacovan jako ¢erveny tymian.
Tento typ oleje je toxicky a zplisobuje podrazdéni kiize. Naopak tymian s vyS§im obsahem
linaloolu je netoxicky, nedrazdivy a je Setrny k pokoZce. Ziskany olej je velmi koncentrovany,
proto je doporucovano jej pied aplikaci nafedit a podavat v mensim mnozstvi. Olej by nemély

pouzivat t¢hotné Zeny a déti.

Tymian se vyznacuje dobrymi antiseptickymi, antifungalnimi, baktericidnimi a dezinfekénimi
vlastnostmi. Je pomérné Setrny ke sliznicim, a proto je podavan pfi respiracnich onemocn¢-
nich plic, napomaha vykaSlavani hlenu a zmirfiuje kaSel. Déle se vyznacuje zklidiujicimi
ucinky na travici trakt. V kosmetickych produktech se s nim mizeme setkat v tistnich vodach
a pletovych krémech. Stimuluje chronickou tnavu, proto je aplikovan do koupeli, masdznich
olejii a aromalamp. V potravinaistvi potlacuje zvySeni chuti k jidlu [39, s. 168-169], [42,

s. 154-155], [43, 5. 300-301].

3.2.2 Eukalyptovy olej

Eukalyptovy olej je ziskavan z listl blahovi¢niku australského (Eucalyptus globulus), nej¢as-
t&j1 metodou parni destilace. Je charakteristicky svou pronikavou viini s osvézujicimi a uvol-
fujicimi ucinky. Je netoxicky, nedrdzdivy a vykazuje antiseptické a protivirové vlastnosti.
Tento esencialni olej by nemél byt uZivan vniting, jelikoZ mize zpiisobovat travici potiZe.
Pti zevni aplikaci tyto G¢inky nebyly prokézany. Napomaha pfi pocitu ucpanych dutin a pod-
poruje vykaslavani, proto mé také pozitivni uc¢inky u osob trpicich astmatickymi zachvaty.
Byvé obsaZen v repelentnich pfipravcich na odpuzovani hmyzu. V kosmetice je aplikovan
do deodorantd, k potlac¢eni nepfijemného odéru [39, s. 154—155], [41, s. 35-36], [43, s. 339—
341].
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3.2.3 Mentolovy olej

Mentolovy olej je ziskavan z rostliny maty Mentha piperita. Zékladni slozkou je menthol, coz
je bila krystalicka latka s vyraznym odérem. Tento typ oleje se vyznacuje dobrymi antioxi-
dac¢nimi a antimikrobidlnimi vlastnostmi. Je poddvan pii onemocnénich traviciho traktu, kie-
¢ich, bolestech svalli, nachlazeni ¢i migréndch. Piidava se do nosnich sprejl, zubnich past
¢i krémi, kde mé chladici a uklidiiujici efekt. Pfidava se také do koupeli, v nichz ptlisobi
jako chladiva a osvézujici pfisada. Déle je vhodnou vonnou slozkou v parfémech [41,

s. 45-46], [42, s. 138].

3.2.4 Olej z ¢ajovniku

Olej z ¢ajovniku, zndmy také jako tea tree olej, je ziskavan ze stromu Melaleuca alternifolia
pochazejiciho z Australie. Je netoxicky a nedrazdivy. Diky bakteriocidnim ucinktm je vyuzi-
véan na 1é¢bu akndzni pleti a obecné napomaha pii 16¢bé infekei a zanéti. Siroké zastoupeni
ma 1 v kosmetice. Je vhodnou slozkou Samponi, které jsou schopny eliminovat tvorbu lupi.
V podobé krémt je aplikovan za ucelem lécby dermatomykédz zplsobenych plisnémi.
Také ma regeneracni ucinky, urychluje hojeni ran a jizev. Z toho divodu je vhodnym kom-
ponentem do krémi s omlazujicim uc¢inkem a schopnosti redukci vrasek. Jako masazni olej
a koupelovy olej podporuje imunitu, posiluje energii a mysl. Je podavan pfi respiracnich one-
mocnéni a problémech s vykaslavanim. Jeho nevyhodou je kratsi trvanlivost (pfiblizné 6 mé&-

sici) [39, s. 138-139], [41, s. 55-56], [43, s. 362-364].

3.2.5 Citrusové oleje

Citrusové oleje jsou ziskavany z ploda, listd, kveth ¢i klry stromd. Mezi vyznamné zastupce
patii bergamotovy olej, limetkovy olej, olej z pomeranc¢ovniku ¢i citrust. Hlavnimi slozkami
jsou limonen, geraniol a terpinolen. Pro ziskani oleje se vyuziva technologie destilace, ptikla-
dem je destilace pomerancové a citrusové kiiry. Vysledkem je olej s intenzivni hotko sladkou
vuni. Tyto oleje nachézeji uplatnéni v parfémech, kde byvaji jednou ze zakladnich aromatic-
kych slozek [44, s. 80-81], [45, 5. 99-101]. V kosmetice jsou aplikovany do krémti za ticelem

rozjasnéni a oziveni pleti. Jsou vhodné i na mastnou a aknozni plet’ [43, s. 322-323].
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3.2.5.1 Bergamotovy olej

Bergamot neboli Citrus bergamia je ovoce se zelenozlutymi plody podobnymi limetce. Zis-
kava se z plodu lisovanim. Vyznacuje se dobrymi analgetickymi, antidepresivnimi a antisep-
tickymi vlastnostmi. Je vhodny pfi 1éCeni infekci mocovych cest. Pfidava se do koupeli pro
zmirnéni stresu, ma uklidnujici t¢inky. V kosmetice je aplikovan do krémt a masti ur¢enych

pro aknozni plet [43, s. 316-318].

3.2.5.2 Pomerancovy olej

Tento typ oleje se ziskava z pomerancovniku hotkého, ale ¢astéji pak z pomerancovniku slad-
kého, ktery je charakterizovan vyraznym sladkym odérem. Casto je kombinovan s dal§imi
citrusovymi nebo kofenitymi tény. Pomerancovy olej ma antidepresivni, antiseptické

nebo protizanétlivé ucinky [43, s. 318-319].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Z literarni studie je patrné, ze v poslednich letech doslo k vyraznému pokroku v oblasti tyka-
jici se enkapsulace aktivnich latek do rtznych typi nosic¢i. Cilem procesu enkapsulace
je zlepSeni stability aktivni latky a ptipadné prodlouzeni jejiho uvolfiovani na misto urceni.
Metoda enkapsulace se hojné vyuzivd v potravinafském, farmaceutickém nebo novéji
1 v kosmetickém primyslu. V oblasti farmacie jsou enkapsulovany zejména 1écivé substance.
V potravinaiském pramyslu je enkapsulace vyuzivana pro maskovani nepiijemného odéru
a chuté, dale pak za ucelem zaclenéni vitaminti, minerali a pfichuté do potravinového pro-
duktu. V oblasti kosmetiky jde naptiklad o enkapsulaci vonnych latek se zamérem eliminovat
nepiijemny odér. Déle jsou enkapsulovany antioxidacni, hydrataéni slozky a jiné aktivni latky.
Pti enkapsulaci aktivni latky do kosmetického produktu je dilezité sledovat rizné faktory,
jako jsou fyzikalné-chemické vlastnosti produktu, pH pfipravku, slozeni ptipravku a dalsi

[46], [47].
Soucasné studie souvisejici s danou problematikou se zabyvaji riznymi typy aktivnich latek.

Ve studii z roku 2017 [48], byly pfipraveny a charakterizovany €astice chitosanu obsahujici
uc¢innou latku flurbiprofen. Pro pfipravu Castic byla pouzita metoda sprejového suSeni
bez ptitomnosti sitovaciho ¢inidla. Vysledné sférické castice byly analyzovany pomoci ske-
novaci elektronové mikroskopie (Obr. 8). Pfipravené komplexy vykazovaly dostatenou sta-

bilitu a enkapsula¢ni t¢inek (73,3 %).
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Obr. 8: Skenovaci elektronova mikroskopie, a), b) chi-
tosan, c), d) flurbiprofen, e), f) chitosan-flurbiprofen [48].

Kombinace zeinu a chitosanu byla pfedmétem studie autorti Park a kol. [49], v niZ byly pfi-
praveny zein-chitosanové nanocastice s enkapsulovanym retinolem. Bylo prokazano, ze vy-
znamnymi faktory ovliviiujicimi vysledné vlastnosti nanocastic jsou koncentrace a moleku-
lové hmotnost chitosanu, stejné jako pomér jednotlivych polymert.

Smés zeinu a chitosanu byla také s ispéchem vyuzita pro enkapsulaci epigallokatechin galatu,
coz je prirodni latka ze skupiny katechinii obsazena v zeleném ¢aji [50]. Vysledné elektrosta-
ticky stabilni ¢astice by mohly byt aplikovany jako potravinové dopliky nebo pro vyrobu
ochrannych filma.

Wang a kol. [51] se zabyval enkapsulaci B-karotenu do komplexu na bazi zein-karboxyme-
thylchitosan-polyfenol z €aje, za t€elem vyuziti v potravinarskych produktech. Bylo zjisténo,
ze dochazelo k fizenému uvoliovani B-karotenu do simulovaného prostiedi gastrointestindlni

tekutiny, a Ze pfipraveny komplex vykazuje dostate¢nou stabilitu

Zeinové nanocastice s obsahem protinadorového 1éku doxorubicinu zakomponované do chi-
tosanového gelu byly pfedmétem studie Arunkumar a kol. [52] Vyhodou pfipraveného sys-
tému je tekutd konzistence, kterd umoziuje pii aplikace zaujmout presny tvar dutiny, kterd

vznikd po odstranéni tumoru. Pti fyziologické teploté pak tento aplikovany sol pfechazi v gel.
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Nasledné dochazi k fizenému uvoliiovani chemoterapeutického 1é¢iva doxorubicinu a usmr-

ceni zbytkovych rakovinotvornych bunék.

Nosic€ na bazi zeinu a oligochitosanu byl vyuzit i ve studii [53] pro inkorporaci karotenoidniho
pigmentu astaxantinu U¢innost enkapsulace byla studovéana v prostedi alkoholu, jableéného
a ryzového octa. Piipraveny systém prokazal zvySenou stabilitu ptfi skladovani a rezistenci

proti UV zafeni.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE
Cilem diplomové prace bylo:

e pfipravit jednotlivé roztoky s riznym zastoupenim polymernich slozek a aktivnimi

latkami,
e nasledné charakterizovat jejich fyzikalné-chemické vlastnosti a enkapsulacni tcinek,

e diskutovat vysledky, kterych bylo v experimentalni ¢asti dosazeno.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

6 CHEMIKALIE, POUZITE ZARIZENI

6.1 Chemikalie

e Zein (TCI Europe nv)

e Chitosan, stfedni molekulovd hmotnost, stupen deacetylace 87 % (SIGMA-
ALDRICH)

e Tokoferol 98% (FICHEMA)

e Thymol (SIGMA-ALDRICH)

e Tween 20 (SIGMA-ALDRICH)

e Kyselina octova ledova (C2H403), (IPLUB)

e Absolutni ethanol (PENTA)

e n-Hexan (VWR CHEMICALS)

e Chlorid sodny (NaCl), (IPLUB)

e Chlorid draselny (KCI), (IPLUB)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (NaHPO4) SIGMA-ALDRICH

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) SIGMA-ALDRICH

e Kyselina chlorovodikova (HCI), (PENTA)

6.2 Pomiicky a pristroje

e Analytické vahy (Santorius Basic)

e Magnetické michadlo (Heidolph: MR Hei Standard)

e Bateriovy pH metr CPH 51 s kombinovanou elektrodou HC 103
e SuSarna HS61 A

e Tenziometr Easy Dyne Kriiss K20

e Detektor intenzity rozptylu svétla ZETASIZER Nano Series ZS 90
e Spektrofototmetr photoLab 6600 UV-VIS

e Odstfedivka ROTANTA 460 R

e Rotacni vakuova odparka Heidolph: Hei-VAP Precision

e Skenovaciho elektronového mikroskopu Vege 3

e Mikropipeta Eppendorf reaserch plus

e Zkumavky, vialky, kyvety, reagen¢ni lahve, bézné laboratorni sklo
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6.3 Charakteristika pouzitych aktivnich latek

6.3.1 Thymol

Thymol je bezbarva krystalicka latka. Nevyhodou je jeho Spatnd rozpustnost ve vod¢, naopak
velmi snadno je rozpustny v acetonu nebo 96% lihu a mirné rozpustny v glycerolu. Jeho mo-
larni hmotnost je 150,22 M, teplota tani je 48 az 52°C a teplota varu 232°C. Chemickou struk-
turu thymolu zobrazuje Obr. 9 [54], [55].

OH CHs
CHs

HzC

Obr. 9: Chemicka struktura
thymolu [55].

6.3.2 Tokoferol

Tokoferol je ¢ird mirn€ naZloutld kapalina. Vykazuje se Spatnou rozpustnosti ve vodé€. Naopak
se dobfe rozpousti v acetonu nebo v 96% lihu. Jeho molarni hmotnost je 472,75 M. Teplota

varu je 200 az 220°C. Chemickou strukturu tokoferolu zobrazuje Obr. 10 [54], [56].

Obr. 10: Chemicka struktura tokoferolu [56].

6.4 Priprava zasobnich a pracovnich roztoki

6.4.1 Priprava 0,5% zasobniho roztoku chitosanu v 1% roztoku kyseliny octové

Bylo pfipraveno 100 ml roztoku navazenim pfisluSeného mnozstvi chitosanu (s piesnosti
na 0,0001 g) a smichdnim s 1% roztokem kyseliny octové. Roztok byl umistén do ultrazvu-
kové 1azné (30 minut, teplota 40°C), a poté byl michan na magnetickém michadle do rozpus-

téni (ptiblizné 4 hodiny).
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6.4.2 Priprava 0,5% zasobniho roztoku zeinu v 75% roztoku ethanolu

Ptislusné mnozstvi zeinu bylo navazeno s ptesnosti na 0,0001 g, smichano se 75% ethanolem,

pievedeno do 100ml odmérné banky a doplnéno po rysku.

6.4.3 Priprava roztoku tokoferolu/thymolu

Byl ptipraven 10% roztok tokoferolu/thymolu navazenim 0,5 g tokoferolu/thymolu s piesnosti
na 0,0001 g, rozpusténim v absolutnim ethanolu, pfevedenim do 5Sml odmérné banky a dopl-

nénim po rysku.

Za ucelem sledovani vlivu rostouci koncentrace aktivni latky na fyzikalni charakteristiky sys-
tému byly pfipraveny jesté vzorky s ptidavkem 0,1 a 1%niho roztoku tokoferolu. Postup byl

analogicky jen s tim rozdilem, Ze navazky ¢inily 0,005 a 0,05 g.

6.4.4 Priprava roztoku Tween 20

Pro ptipravu 5% a 10%niho roztoku bylo navazeno 0,25 a 0,5 g tenzidu Tweenu 20. Navazka
byla rozpusténa v 75% ethanolu, nasledné pfevedena do S5ml odmérné banky a doplnéna

po rysku.

6.4.5 Priprava pracovnich roztoki polymeri s aktivnimi latkami

Do pftislusného mnozstvi 0,5%niho zasobniho roztoku zeinu (dle daného poméru) byl
za kontinuédlniho michéani pti 500 rpm automatickou pipetou pfidan roztok aktivni latky (to-
koferol nebo thymol), ktery byl nasledné michan po dobu 60 minut. Po uplynuti dané doby
byl do smési z byrety postupné pfikapavan roztok chitosanu v 1% kyselin€ octové (po dobu
60 minut za stdlého michani pii 500 rpm). Nasledné byl pfidan roztok Tweenu 20 a michani
pokracovalo dal§ich 60 minut (500 rpm). Roztok zeinu s aktivni latkou byl ¢iry nazloutly,
po pfidani chitosanu a Tweenu 20 se smés zakalila a ziskala mlééné zbarveni (Obr. 11). Pii-

davky jednotlivych slozek a koncentrace roztokl jsou uvedeny v Tabulce 5.

Podobné¢ byly pfipraveny kontrolni vzorky bez pfidavku aktivnich latek a Tweenu 20. Smés
polymeril zeinu a chitosanu v danych pomérech byla michana pfii laboratorni teploté na mag-

netickém michadle po dobu 4 hodin pfi otackach 500 rpm.
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Tab. 5: Pridavky jednotlivych slozek pro pripravu pracovnich roztokii.

Pomér Chitosan ve smési | Pridavek aktivni latky | PFidavek Tween
zein:chitosan | [%hm.] (roztok 0,1/1/10 % hm.) | 20 (roztok 5/10
[ml] %hm.) [ml]

1:0 0 0,25 2,5

10:1 4 0,25 2,5

7:1 6 0,25 2,5

5:1 8 0,25 2,5

1:1 31 0,25 2,5

Obr. 11: Priprava pracovniho roztoku, a) roztok zeinu s pridavkem
tokoferolu, b) konecny roztok po pridavku chitosanu a surfaktantu Tween

20 [vlastni zdroj] .

6.4.6 Priprava fosfatového pufru

Pro ptipravu fosfatového pufru bylo navazeno 8 g chloridu sodného, 0,2 g chloridu drasel-

ného, 1,44 g hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho a 0,24 g dyhydrogenfosofre¢nanu draselného.
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Sypké smés byla rozpusténa v 800 ml destilované vody. VSe bylo michdno do tplného roz-
pusténi na magnetickém michadle. Po rozpusténi bylo nastaveno pH roztoku na hodnotu pH
7,4 pomoci kyseliny chlorovodikové. Roztok byl pfeveden do 1 litru odmérné banky a byl
doplnén destilovanou vodou po rysku, poté byl rozlit do reagenc¢nich lahvi o objemu 50 ml

a sterilizovan v autoklavu (121°C, 20 minut).

6.5 Stanoveni kritické micelarni koncentrace tenzidu

Kritick4 micelarni koncentrace Tweenu 20 byla stanovena tenziometrickou metodou pomoci
Wilhelmyho desticky. Byl pfipraven 0,01 M zasobni roztok do 100ml odmérné bariky, nava-
zenim piislusného mnozstvi Tweenu 20 (dle rovnice 2), naslednym rozpusténim v destilované

vod¢ a doplnénim po rysku.

m=c-V-M 2)
Kde:
m hmotnost Tween 20 [g]
c koncentrace Tween 20 [0,01 mol/l]

A% objem 0,01 M Tween 20 [25 ml]
M molarni hmotnost Tween 20 [1227,54 g/mol]

Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny pracovni roztoky odpipetovanim ptislusného mnoZstvi
(dle rovnice 3) do 100ml odmérnych banék a doplnénim po rysku destilovanou vodou. Kon-
centrace pracovnich roztoka byly v rozmezi od 0,01 mmol/l do 0,5 mmol/l.

¢, Vi=c,-V,

0,01 -V; =0,01-1073-100

V,=01ml 3)
Kde:
C1 koncentrace pracovniho roztoku Tween 20 [mol/l]
Vi objem pracovniho roztoku [ml]
C2 koncentrace zasobniho roztoku [mmol/l]

V2 objem zasobniho roztoku [ml]
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Takto ptipravené pracovni roztoky byl pfevedeny do sklenéné misky tenziometru pro méfeni
povrchového napéti. Wilhelmyho desticka byla vyzihdna a nésledn¢ zavésena do tenziometru

Kriiss K20. Bylo provedeno méteni povrchového napéti pii teploté 25°C.

6.6 Meéreni zeta potencialu

Z pripravenych pracovnich roztokd (kapitola 6.4.5) bylo odebrano 6 pl do malé kadinky
a doplnéno 3 ml destilované vody, ktera byla predem dvakrat filtrovana ptes injek¢ni filtr
o velikosti port 0,2 pm. Po promichani byl roztok pteveden do kyvety pro ZETASIZER po-
moci injekéni stiikacky. Nésledné bylo provedeno méteni pomoci ZETASIZER Nano Series
ZS 90. Méfeni zeta potencialu probihalo pfi teploté¢ 25°C ve tfech opakovanich. Namétena

data byla vyhodnocena pomoci modelu dle Smoluchowskiho.

6.7 Meéreni pH

U jednotlivych polymernich roztokt bylo méfeno pH pomoci bateriového pH metru s kombi-

novanou pH elektrodou.

6.8 Mcéreni velikosti Castic

Z ptipravenych pracovnich roztoktl (kapitola 6.4.5) bylo odebrano 0,5 ml do kadinky a dopl-
néno 1 ml destilované vody, ktera byla ptredem filtrovana pies injek¢ni filtr o velikosti port
0,2 um. Do ptislusné kyvety bylo pomoci injekéni sttikacky preveden nafedény vzorek. Mé-

feni bylo provedeno pomoci ptistroje ZETASIZER nano series ZS 90 metodou laserové dif-

rakce pfi teploté€ 25°C ve tfech opakovanich.

6.9 Sledovani stability

U vybranych vzorka polymernich roztokl s pfidavkem tokoferolu a thymolu v pomérech
10:1, 7:1, 1:1, 1:0 (ptipravenych dle postupu v kapitole 6.4.5) byla provedena stabilitni studie.
Kromé vizuélniho hodnoceni stavu vzorkl byl zméten zeta potencial a velikost ¢astic za po-
moci pristroje ZETASIZER nano series ZS 90 (postup totozny jako v 6.6 a 6.8), a to v den
piipravy, po 2 dnech, po 7 dnech a po 2 mésicich.
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6.10 Méreni povrchového napéti

Meéfeni povrchového napéti probihalo pii teploté 25°C. tenziometrickou metodou pomoci
Wilhelmyho desticky. Pfipravené pracovni roztoky polymert s aktivnimi latkami byly pfeve-
deny do sklenéné misky, ktera byla vlozena do pfistroje tenziometru Kriiss K20 (Obr. 12).

Vysledné hodnoty jsou primérem ze dvou opakovani.

Obr. 12: Tenziometr pro méreni povrchovéeho napéti

[vlastni zdroj].

6.11 Stanoveni enkapsula¢niho t¢inku

Po ptipravé pracovnich polymernich roztokl byly tyto rozlity do 15 ml zkumavek, které byly
nasledné vlozeny do odstfedivky ROTANTA 460 R. Odsttedéni probihalo po dobu 30 minut
a 9000 rpm. Po odstedéni byla kapalna vrstva slita do odpatfovaci banky a umisténa na od-

parku Heidolph: Hei-VAP Precision (Obr. 13). Odpaieni probihalo po dobu cca 15 minut,
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pii otaCkach 55 rpm a teploté max. 60°C. Vzorek po odpaieni byl protfepan s hexanem v dé-
li¢ce v poméru 1:1. Pro rozdéleni vrstev byla horni ¢ird vrstva odebrana a byla métena absor-
bance na spektrofotometru photoLab 6600 UV-VIS pfi ptislusné vinové délce (248 nm pro
tokoferol, 274 nm pro thymol).

Z namétenych hodnot absorbance byly vypocitany koncentrace volné aktivni latky s pouzitim
rovnic linearni regrese z prislusné kalibrace pro danou aktivni latku (viz Obr. 36 a 37). En-
kapsula¢ni ucinek (EE, %) byl vypocitan jako rozdil mezi celkovym pivodnim mnozstvi

a mnozstvim volné aktivni latky dle rovnice (4).

dvodni mnozstvi aktivni latky — mnozstvi volné aktivni latk,
EE (%) =2 4 Y.100

plvodni mnozstvi aktivni latky

(4)

a) b)

Obr. 13: a) Odstredéna vrstva pred odparenim, b) mlécné bily vzorek

po odpareni [vilastni zdroj].

6.12 Stanoveni uvolnéné aktivni latky

Ke stanoveni byly pouzity vzorky ptipravené dle postupu v kapitole 6.4.5. Po odstfedéni byla
usazena spodni vrstva zvdzena a umisténa do reagencni lahve s 50 ml fosfatového pufru
a Tweenem 20 (0,4%hm.). Ta byla nasledné vlozena do susarny o teploté 37°C. V urcitych
casovych intervalech byly odebirany vzorky (2 ml), které byly lyofilizovany po dobu 24 ho-
din. Po lyofilizaci byl vznikly prasek smichan s ptisluSnym podilem hexanu. Po vytiepani

byla ¢ird faze prevedena do kyvety a nasledné byla méfena absorbance na spektrofotometru
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photoLab 6600 UV-VIS pfi ptislusné vinové délce (248 nm pro tokoferol, 274 nm pro thy-
mol). Mnozstvi aktivni latky bylo po zohlednéni ptivodni predpokladané koncentrace ve smési

vyjadieno v mg/100 ml.

6.13 SEM analyza

Skenovaci elektronova mikroskopie byla provedena na Akademii véd CR, Ustavu pro hydro-
dynamiku s vyuzitim skenovaciho elektronového mikroskopu Vege 3 s vysokym rozliSenim
(Tescam, CR). Pfed samotnou analyzou byly polymerni roztoky odlity na sterilni Petriho

misky o priméru 9 cm, které byly nasledn¢ umistény do susarny pii 35°C (na cca 24 hodin).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni Kritické micelarni koncentrace Tweenu 20

Kriticka micelarni koncentrace (CMC) patii mezi vyznamné charakteristiky tenzidd, které
maji zasadni dopad na jejich aplikace. Je zndmo, Ze ¢im je tato hodnota nizsi, tim diive dany
tenzidy zacne tvofit agregaty, micely. Pomoci metody Wilhelmyho desticky byly zméteny
hodnoty povrchového napéti, které byly vyneseny do grafu proti koncentraci roztoki Tweenu

20 (Obr. 14).

Pomoci priuseciki smérnic ziskanych ze dvou ¢asti grafu byla stanovena kritickd micelarni
koncentrace (0,102 mmol/l). Nami ziskana hodnota je o néco vyS$$i v porovnani s daty dostup-
nymi v literatutfe. Naptiklad v praci Kim a kol. [57], kde bylo CMC méfeno stejnou metodou
a pti teploté 22°C, bylo dosazeno vysledku 0,0804 mmol/I. Jesté niz§i hodnoty CMC byla
naméfena metodou solubilizace barviv, a to 0,042 mmol/l [58]. Je ovSem znamo, ze hodnoty
meéfené riznymi metodami se mohou vice lisit. Dal§im divodem odlisnych vysledki mitize

byt rozdilna Cistota studovanych tenzidu.

(o))
(=)

W
W

W
S

y =-143,18x + 53,441

N
W

y =-2,6609x + 39,14

Povrchové napéti [mN/m]
N

98]
W

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Koncentrace [mmol/l]

Obr. 14: Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci tenzidu

Tween 20.

Mnozstvi tenzidu v nami ptipravenych vzorcich odpovidalo zhruba 0,2 az 0,4 mmol/l, tedy
koncentrace prevySovala hodnotu CMC. Jak je patrné u Obr. 24, zvySujici se mnozstvi Twe-
enu 20 nem¢ly zasadni vliv na velikost ¢astic. Pouze u vzorku 1:1 byl vidét vétsi rozdil v na-
métené velikosti ¢astic, kdy s pfidavkem 5%niho roztoku Tweenu 20 bylo dosazeno hodnoty

2677 nm a s vyssi koncentraci tenzidu primérna velikost vzrostla na 3261 nm, tedy o témét
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18 %. Lze tedy konstatovat, Ze zvySovani koncentrace tenzidu v tomto piipad¢ jiz nema vy-

znam.

7.2 Zeta potencial

Je znamo, ze kazda Castice je na povrchu obklopena vrstvou ndbojt, tzv. elektrickou dvojvrst-
vou, ktera je tvofena vnéjsi a vnitini ¢asti. Vnitini neboli Sternovu vrstvu tvofi silné navazané
ionty, zatimco vnéj$i, difuzni vrstva je tvofena volnéji navazanymi ionty. Uvnitf diftzni
vrstvy se nachdzi hranice nazyvana jako rovina skluzu. Pokud dojde k pohybu ¢&éstic, nava-
zané ionty se zacnou pohybovat spole¢né s Castici. Potencidl, existujici na této hranici, je cha-
rakterizovan jako zeta potencial. Hodnota zeta potencialu rozhoduje o vlivu elektrostatickych
sil na stabilitu dané soustavy. Pokud jsou hodnoty zeta potencialu vétsi nez £30 mV je dany

systém povazZovan za elektrostaticky stabilni [59, s. 15].

Nasledujici graf na Obr. 15 znazoriiuje naméfené hodnoty zeta potencidlu pro vzorky
bez a s obsahem aktivnich latek, tokoferolu anebo thymolu. Je zfejmé, ze zvySovanim kon-
centrace chitosanu ve smési, doslo k narlstu zeta potencialu. Tento trend bylo mozno o¢eka-
vat, vzhledem k tomu, ze zeta potencial samotného 0,5%niho roztoku chitosanu v 1% kyseliné
octové se pohybuje v pomérné vysokych kladnych hodnotach (44,7 £ 2,3 mV). Nejvyssi hod-
noty byly naméfeny u smési zein:chitosan v poméru 1:1 (tedy s nejvyssim obsahem chitosanu
31 %hm.),ato47,5mV az 55,5 mV. V tomto ptipadé Ize tedy predpokladat, Ze elektrostatické
odpuzovani mezi jednotlivymi ¢asticemi bude mit zna¢ny podil na stabilizaci soustavy.
70

60 m Kontrolni vzorek

]
50 Vzorek s thymolem

Vzorek s tokoferolem

40

30

2 T = I

1

0
4 6 8 31
T

-20

(]

Zeta potencial [mV]

1
[w]

w
S

Koncentrace chitosanu [%hm. ]

Obr. 15: Hodnoty zeta potencialu v zavislosti na koncentraci chitosanu

ve Smesi.
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Vliv chitosanu na vlastnosti zeinovych ¢éstic popisuje také studie [49], v niz se autoii zabyvali
enkapsulaci retinolu. Zeta potencial ¢astic se zvysil z =30 mV do +24 mV po inkorporaci
chitosanu. V pfipadé poméru zein:chitosan 10:1 autoii naméfili povrchovy ndboj okolo
20 mV, coz odpovida nami ziskanym hodnotam (18,7 mV pro castice s tokoferolem
a 23,9 mV pro vzorky s thymolem). Podobny trend byl popsan i ve studii Luo a kol. [60],
ktera se zabyvala piipravou a charakterizaci podobnych systémil, na bazi chitosanu, zeinu
a tokoferolu. Béhem méfeni zeta potencialu bylo zjisténo, Ze vlivem ptidavku chitosanu doslo
k posunu povrchového naboje do kladnych hodnot (od —22,8 mV az do +40,9 mV), coz bylo

srovnatelné s ndmi ziskanymi vysledky.

Z Obr. 15 je patrné, ze s obsahem aktivnich latek doslo k poklesu néboje, nejvétsi rozdil hod-
not lze pozorovat u vzorku bez obsahu chitosanu, a to az t¢émét 78 %. Pfi méteni zeta poten-
cialu samotného roztoku tokoferolu a thymolu byly zjistény hodnoty —40,2 mV a —15,0 mV
(pti pH roztoku s tokoferolem 5,82 a s thymolem 6,25). U smési s rostouci koncentraci chi-
tosanu je rozdil jiz méné patrny. Pravdépodobné tedy doslo k efektivnimu obaleni zeinovych

¢astic s inkorporovanymi aktivnimi latkami chitosanem.

Obr. 16, 17 a 18 znazornuji hodnoty zeta potencidlu v zavislosti na poméru jednotlivych po-
lymert ve smési, v souvislosti s pH hodnotami polymernich roztokt. Klesajici zastoupeni chi-
tosanu ve smési logicky vyustilo ve vyssi hodnoty pH, vzhledem k tomu, Ze chitosan byl roz-
mert v poméru zein:chitosan 1:1 (od 3,81 do 3,98), bez ohledu na to, zda Slo o kontrolni vzo-
rek nebo smés s obsahem tokoferolu/thymolu. Hodnoty pH u vzorkl bez ptitomnosti chi-

tosanu se pohybovaly v rozmezi od 5,15 do 5,62.
Studie Pascoli a kol. [61] uvadi méteni zeta potencidlu roztokl zeinu a arabské gumy. Sa-
motny 5%ni roztok zeinu vykazoval ndboj o néco vyssi (pfiblizné€ 6,5) nez byla ndmi ziskana

hodnota.
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Obr. 16: Hodnoty zeta potencialu a pH pro kontrolni vzorek.

70 6
60 .

% 50

= 40 4

o]

=30

2 3T

8 20

o

210 2

S

o 0

N 1:1 5:1 7:1 10:1 1
o : : : :
20 0

Pomér zein : chitosan

Obr. 17: Hodnoty zeta potencidlu a pH pro vzorek s obsahem tokoferolu.
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Obr. 18: Hodnoty zeta potencialu a pH pro vzorek s obsahem thymolu.
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V ramci méfeni byl také sledovan vliv riizné koncentrace (0,1%, 1% a 10% roztok) tokoferolu
na zeta potencial. Z Obr. 19 nelze pozorovat zcela jednoznacny trend v zavislosti ndboje ¢astic
na rostouci koncentraci aktivni latky. U vzorkt 1:0 a 5:1 dochazelo k nartistu zeta potencialu.
Podobnych vysledkli bylo dosazeno ve studii Teixeria a kol. [62], kdy se hodnoty zeta poten-
cidluzvysily z—17,68 mV na —12,01 mV. Zvyseni hodnot zeta potencialu bylo také sledovano
autory studie [60] u vzorkil na bazi zein/chitosan komplex s tokoferolem, coz vedlo k ptedpo-
kladu, ze doslo k elektrostatickym interakcim mezi zeinovym polymerem a aktivni latkou.
Naopak u vzorkl se zastoupenim polymert 7:1 a 1:1 byl zaznamenan pokles naboje ¢astic,

coz by znamenalo nedostatecné obaleni ¢astic chitosanem.
Hodnoty pH roztokl byly srovnatelné s ohledem na rizné zastoupeni aktivni latky, pouze
v ptipadé smési 1:1 a 5:1 byly zaznamenany vyznamnéji nizs§i pH hodnoty v pfitomnosti

1%niho roztoku tokoferolu.

(), 1% tokoferol —mmmmm 1% tokoferol 10% tokoferol
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Obr. 19: Vliv pridavku chitosanu a jednotlivych koncentraci tokoferolu

na zeta potencidl.

Dale byl sledovan vliv rizné koncentrace tenzidu Tween 20 na hodnotu zeta potencidlu. Graf
na Obr. 20 znazorfiuje zasadni sniZeni zeta potencidlu s rostouci koncentraci Tweenu 20
ve smé&si u vzorki 1:1 a 7:1, u zbylych polymernich byly hodnoty zeta potencidlu v podstaté

srovnatelné. Z vysledkt 1ze tedy odvodit, Ze niZ8i koncentrace tenzidu méla ptiznivéjsi efekt

na naboj Castic, a tedy i na stabilizaci systému.
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Obr. 20: VIiv mnozZstvi tenzidu na zeta potencidl.

7.3 Velikost ¢astic

Velikost ¢astic je dulezitym parametrem pro charakterizaci polymernich roztokt. Vliv riz-
ného slozeni pfipravenych roztokd a obsahu aktivnich latek na velikost ¢astic a index poly-

disperzity byl sledovan pomoci metody dynamického rozptylu svétla.

Na Obr. 21, 22 a 23 jsou znazornény vysledky méfeni velikost ¢astic a indexu polydisperzity
pro rizné vzorky a aktivni latky. Ve vSech ptipadech dochazelo ke zvySovani primérné veli-
kosti €astic s rostouci koncentraci chitosanu ve smési, 1 kdyZ v pfipad€ nizsich koncentraci
ve smésich s aktivnimi latkami tento nariist nebyl az tak markantni. Nejvyznamnéj$i narist
byl pozorovan u vzorku s pomérem zein:chitosan 1:1, v némz byl chitosan zastoupen v mnoz-
stvi vice jak 30 %hm. Velikost ¢astic u vzorkl bez aktivnich latek se pohybovala v rozsahu
318 nm az 1040 nm (Obr. 21). Nepatrn€ vyssi rozsah velikosti byl zaznamenan u smesi s ob-
sahem thymolu, kdy byly sledovany castice od 221 nm do 1511 nm (Obr. 22). OvSem pfi
srovnani téchto dvou typi vzorki 1ze konstatovat, ze smés s thymolem obsahuje ve vétSine
pripadii mensi Castice. Nejvetsi ¢astice byly zaznamenany u vzorkli obsahujicich tokoferol,
kdy v ptipad¢ rovnocenného zastoupeni obou polymeri byly namétfeny Castice vetsi nez
5000 nm (Obr. 23). Podobny trend, tedy nérast velikosti ¢astic se zvySujicim se obsahem chi-
tosanu byl zaznamenan v praci Park a kol. [49], kterda se zabyvala enkapsulaci retinolu
do zeinovych ¢astic pokrytych chitosanem. U vzorku ptipravenych v pomérech zein:chitosan

10:0,5 a 10:1 doslo k narustu velikosti ¢astic z 834 nm na 1196 nm.
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Ke snizeni velikosti ¢astic s vy$§im zastoupenim zeinu ve smési s chitosanem a tokoferolem
doslo 1 v dalsi studii [60], ovSem toto bylo potvrzeno do uréité koncentrace zeinu ve vzorku.
Pti ptekroCeni 20 mg/ml doslo k opétovnému nartstu velikosti Castic, zfejme jako dusledek

tvorby vétsich komplexti.
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Obr. 21: Graf zavislosti velikosti castic na zvysujici se koncentraci chi-

tosanu u kontrolnich vzorkii bez aktivni latky.
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Obr. 22: Graf zavislosti velikosti castic na zvysujici se koncentraci chi-

tosanu u vzorkii s thymolem.
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Obr. 23: Graf zavislosti velikosti cdstic na zvysujici se koncentraci chi-

tosanu u vzorkii s tokoferolem.
Dal$im vyznamnym parametrem, ktery vypovida o homogenité disperzi, je index polydisper-
zity (PDI). Hodnoty indexu PDI vykazovaly s rostouci koncentraci chitosanu stoupajici trend,
pouze s vyjimkou nejvyssiho testovaného mnozstvi chitosanu, kdy doslo k poklesu (u kon-
trolniho vzorku a smési s tokoferolem). U kontrolnich vzorki se pohybovaly hodnoty PDI
v rozmezi 0,17 az 0,35 (Obr. 21), coz znamena, ze piipravené Castice vykazovaly pomérné
uzkou distribuci. Vyssi indexy polydisperzity byly zaznamenany u smési obsahujicich aktivni

latky, a to od 0,21 az 0,85 (Obr. 22 a 23).

Vliv riizného mnozstvi aktivni latky, resp. surfaktantu na velikost ¢astic byl sledovan srovna-
nim vzorki s ptidavky 0,1; 1 a 10%niho roztoku tokoferolu a 5 a 10%niho roztoku Tweenu
20 k danym pomértim polymerQ zeinu a chitosanu (viz Obr. 24). Co se tyka vlivu mnozstvi
tokoferolu, vétSinou dochazelo k nartistu velikosti ¢astic, s vyjimkou smési 1:1, kdy byly nej-

vetsi ¢astice (okolo 4000 nm) naméteny praveé v pripade 0,1%niho pfidavku tokoferolu.

Po srovnani 5% a 10%niho Tweenu 20 byly zjistény rizné trendy v zavislosti na poméru obou
polymert. Nartst velikosti ¢astic byl sledovéan u vzorki 5:1, 7:1 a 1:0, zatimco u zbyvajicich
dvou vzorktl doslo k poklesu velikosti ¢astic. Podobné, jako v ptipadé méteni zeta potencidlu,
1ze ovSem konstatovat, Ze zvySovani koncentrace surfaktantu nema zésadnéjsi pozitivni vy-

znam pro pfipravené systémy.
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Obr. 24: Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci aktivni latky a surfak-

tantu Tween 20.

Nejednotnych vysledkl bylo dosazeno i v riznych studiich. Naptiklad Sukmawati a kol. [63]
znamenali pfiznivy stabilizacni efekt tenzidu, kdyz doslo ke zmenSeni ¢astic pii zvySujici se
koncentraci surfaktantu, a to z 5581 na 112 nm s koncentraci Tweenu 80 od 0 do 0,5 obj.%.
Na druhou stranu, byl sledovan 1 opacny trend, tedy zvySovani ¢éstic s rostouci koncentraci
tenzidu od 0 do 0,03 %, a to v praci Asasutjarit a kol. [64]. Zjevn¢ zde hraje roli vice faktort
jak koncentrace daného tenzidu, tak charakter materiald tvoticich zaklad sytému, stejné jako

povaha aktivni latky.

Na Obr 25. Ize pozorovat srovnani distribucnich kiivek velikosti ¢astic meéfenych u vzorka

A4

vpomeéru 1:1, 1:0 a s pfidavkem aktivnich latek. Je patrné, ze s vy$S§im zastoupenim chitosanu

P4

byly pfitomné vétsi Castice, ale bylo dosazeno uzsi distribuce.

Intenzita [%)]

o+
0.1 1 10 100 1000 10000
Velikcost ¢astic [nm]

zeincchitosan 1:0 + 10% tokoferol + 3% Tween 20
zeincchitosan 1:1 + 10% tokoferol + 5% Tween 20
zeincchitosan 1:0 + 10% thymol + 5% Tween 20
zeincchitosan 1:1 + 10% thymeol + 5% Tween 20

Obr. 25: Srovnani distribucnich krivek polymernich roztoku u pomeéri zein:chi-

tosan 1:1 a 1:0.
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7.4 Stabilita ¢astic

Stabilita vybranych pfipravenych polymernich roztoki s ptidavkem tokoferolu a thymolu byla
analyzovana prostfednictvim vizudlniho hodnoceni, dale pak byla méfena priimérné velikost
Castic a zeta potencidl. Uvedené parametry byly sledovany v den pfipravy roztokd,
pak po dvou, sedmi dnech a po dvou mésicich skladovani vzorkt pii 25°C. Vizualni hodno-
ceni potvrdilo, ze u smési 10:1 a 7:1 s pfidavkem tokoferolu byla zaznamenana tvorba agre-
gatil jiz po dvou dnech skladovani (Obr. 26). U vzorku s rovnocennym zastoupenim polymert
ve smési se po sedmi dnech zacala projevovat sedimentace ¢astic. Po dvou mésicich byl jiz
rozpad fazi (sedimentace) sledovan u vSech vzorkt. Na druhou stranu, vzorky obsahujici thy-
mol prokézaly vyssi stabilitu, kdy u vétSiny vzorkil ani po dvou mésicich nebyla patrné ag-
regace Castic. Pouze u vzorku v poméru 1:1 byla po sedmi dnech sledovana zména roztoku
v podobé¢ tvorby usazeniny ve spodni ¢asti (Obr. 27). Vzorky s obsahem thymolu byly pri-
hledné s vyjimkou smési obsahujici chitosan a zein v poméru 1:1. Na druhou stranu, vzorky
s tokoferolem byly mlé¢né s naZloutlym nadechem, kromé smési neobsahujici chitosan. Toto
zjisténi je v souladu s métenim velikosti ¢astic, kdy u smési s obsahem thymolu byly monito-
rovany mensi ¢astice (graf na Obr. 28 a 29). Tento fakt 1ze vysvétlit tak, Ze pfitomna aktivni
latka (v tomto piipad¢ thymol) slouzi v daném systému jako stabiliza¢ni ¢inidlo a také brani
koalescenci a zvétSovani ¢astic [65]. Co se tyka zastoupeni polymert ve smési, jako optimalni
se jevi vzorky 10:1 a 7:1 (koncentrace chitosanu 4 a 6 %hm.), jelikoZ vys$si mnozstvi vedlo

spiSe k horsi stabilité v rdmci sledované doby skladovani.
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Obr. 27: Sledovani stability polymernich roztokii s pridavkem thymolu.
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Obr. 28: Zavislost velikosti castic na dobé skladovani polymernich roz-

tokii s tokoferolem.
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Obr. 29: Zavislost velikosti castic na dobé skladovani polymernich roz-

toku s thymolem.

Z Tabulky 6 vyplyva, Ze hodnoty distribuce velikosti ¢astic u systému s tokoferolem byla po-

mérné Siroka, jak napovidaji hodnoty PDI. Na druhou stranu, hodnoty PDI vzorkii s obsahem

thymolu se pohybovaly vétSinou v rozmezi 0,2 az 0,3, pouze v piipadé smési 1:1 byl zazna-

menan vys$i index polydisperzity, a to okolo 0,4 az 0,5 (Tab. 7).
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Tab. 6: Nameérené prumeérné hodnoty PDI pro 10% tokoferol a 5% Tween 20.

Pomér 0 dnii [nm] 2 dny [nm] 7 dnii [nm] 2 mésice [nm]
zein:chitosan

1:1 0,40 £0,11 0,64 + 0,07 1,00 £ 0,06 1,00 + 0,00
1:0 0,27 £0,01 0,30+ 0,01 0,29 + 0,02 0,68 £0,55
10:1 0,81 +0,05 0,74 £ 0,07 0,62 £ 0,03 0,48 £0,02
7:1 0,82 +£0,11 0,61 +£0,16 0,44 £ 0,04 0,63 + 0,04

Tab. 7: Namérené

prumeérné hodnoty PDI pro 10% thymol a 5% Tween 20.

Pomér 0 dni [nm] 2 dny [nm] 7 dnti [nm] 2 mésice [nm]
zein:chitosan

1:1 0,48 £0,02 0,44+0,10 0,38 £ 0,06 0,41 +£0,08
1:0 0,21 £0,03 0,20 £ 0,02 0,19+ 0,02 0,29 £ 0,01
10:1 0,32 £0,01 0,35+ 0,04 0,29 +0,03 0,26 + 0,02
7:1 0,28 £0,01 0,28 £ 0,01 0,28 £ 0,01 0,26 £ 0,01

Na Obr. 30 1ze pozorovat srovnani distribucnich kiivek velikosti ¢astic vzorku 10:1 s ptidav-

kem thymolu. Z charakteru kiivek je patrné zastoupeni dvou populaci ¢astic, pficemZ po tydnu

skladovani mensi ¢astice zanikaji a objevuje se novy maly pik v oblasti vétSich ¢astic. Presto

1ze tvrdit, Ze v rdmci 7 dni nedochazi k zasadnim zménam v charakteru systému.
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ldny <~ —— 7dni
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Obr. 30: Distribucni kirivky velikosti c¢astic vzorku zein:chitosan 10:1 s thymolem.
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Na Obr. 31 jsou znazornény distribu¢ni kiivky velikosti ¢astic pro vzorek 1:1 s piidavkem
thymolu. V porovnani s pfedchozim obrazkem lze pozorovat vétsi rozdily v namétenych ve-
likostech castic, stejné jako v jejich distribuci. VEtsi odlisnosti ve velikostech ¢astic jsou pa-
trné 1 u vzorku 1:1 s obsahem tokoferolu (Obr. 32). Lze tedy konstatovat, ze podil polymera

ve smési ovlivituje vyslednou stabilitu systému.

Intenzita [%)]
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Obr. 31: Distribucni krivky velikosti castic vzorku zein:chitosan 1:1 s thymolem.
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Obr. 32: Distribucni krivky velikosti castic vzorku zein:chitosan 1:1 s tokoferolem.

Na nasledujicich obrazcich 33 a 34 lze vidét srovnani distribu¢nich kiivek polymernich roz-
tokil bez ptidavku chitosanu s aktivnimi latkami tokoferol anebo thymol. U smési s pfidavkem
tokoferolu 1ze po dvou meésicich skladovani pozorovat posun k vétsi velikosti ¢astic s uzsi
distribuci. V piipad¢ thymolu (Obr. 34) nebyly ani po dvou mésicich pozorovany zasadni
zmény v charakteru distribucnich kiivek. Tento fakt potvrzuje diive zminéné tvrzeni o moz-

ném stabiliza¢nim Gc¢inku thymolu v daném systému.
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Obr. 33: Distribucni kiiivky pro polymerni roztoky 1:0 s pridavkem tokoferolu.

0.1 1 10 100 1000 10000
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Obr. 34: Distribucni kiivky pro polymerni roztoky 1:0 s pridavkem thymolu

V ramci stabilitni studie byly méteny i hodnoty zeta potencidlu na ¢asticich. Nejvyssi naboj

byl opét naméfen u vzorkl 1:1, které obsahovaly nejvétsi zastoupeni chitosanu. Béhem sle-

dované doby skladovani dochazelo ke zméndm hodnot zeta potencialu, a to v zavislosti

na poméru obou polymert ve smeési. V piipadé tokoferolu byly nejmensi vykyvy zeta poten-

cidlu zaznamenany u smési 7:1 (viz Tabulka 8). Naopak u smési s thymolem (viz Tabulka 9)

se stejnym zastoupenim polymeril byl sledovan zna¢ny pokles hodnot, pti¢emz rozdil hodnot

meétfenych v den ptipravy roztokl a po dvou meésicich ¢inil az 93 %. Bylo tedy prokazano,

ze pouzita aktivni latka ma zasadni vliv na ndboj ¢astic, resp. na stabilitu.
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Tab. 8: Namerené priumérné hodnoty zeta potencialu pro 10% tokoferol a 5% Tween 20.

Pomér 0 dnii [mV] 2 dny [mV] 7 dnii [mV] 2 mésice [mV]
zein:chitosan

1:1 58,87 + 0,68 36,63 + 5,47 41,63 £ 6,88 33,30 +£ 5,47
1:0 10,30 + 0,89 3,55 +£0,61 8,14 + 0,60 —-18,53 +£0,15
10:1 20,10 £ 1,57 25,07 £ 1,50 30,47 £ 6,22 20,00 + 3,46
7:1 22,73+ 2,15 29,90 + 4,26 23,80 + 3,57 35,30+ 7,93

Tab. 9: Namérené

prumerné hodnoty zeta potencialu p

ro 10% thymol a 5% Tween 20.

Pomér 0 dni [mV] 2 dny [mV] 7 dnti [mV] 2 mésice [mV]
zein:chitosan

1:1 56,23 + 0,67 52,33 +3,07 47.40 < 3,86 36,30 + 5,39
1:0 0,42 + 0,08 8,90 + 0,30 0,68 £0,12 8,80 £ 0,21
10:1 36,90 3,41 48,60 + 1,30 17,00 + 4,39 6,95+ 1,14
7:1 42,77 £1,56 31,50 +£ 8,45 27,40 2,61 4,25+1,32

7.5 Povrchové napéti

Povrchové napéti je vyznamnou charakteristikou systémi s obsahem riznych surfaktantd, je-

likoZ vypovida o jejich povrchové aktivité [66, s. 72—73].

V Tabulce 10 jsou zaznamenany hodnoty povrchového napéti u kontrolnich vzorkti a smési

s pfidavkem 10% tokoferolu/thymolu. Nejnizs§ich hodnot povrchového napéti (26,1 mN/m

az 26,9 mN/m) bylo dosazeno u vzorkd bez obsahu chitosanu. S jeho rostouci koncentraci

ve smé&si dochazelo k mirnému zvySovani povrchového napéti (30,0 mN/m az 31,2 mN/m

pro vzorek 1:1). Nartstajici trend hodnot povrchového napéti se zvySujici se koncentraci chi-

tosanu byl pozorovan 1 v praci Torres-Ginger a kol. [67], kde rozdil hodnot €inil témét 30 %

pii srovnani samotného zeinu a komplexu zein/chitosan v poméru 9:1.
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Tab. 10: Nameérené hodnoty povrchového napéti pro jednotlivé polymerni roztoky.

Pomér Kontrolni vzorek | Roztok s pridav- | Roztok s pridav-
zein:chitosan [mN/ml] kem tokoferolu | kem thymolu
[mN/m] [mN/m]
1:0 26,9 £ 0,08 26,1 £0,09 26,2 +0,08
10:1 28,5 +0,04 27,5+0,08 27,0 +0,02
7:1 29,1 £0,07 28,2 £0,01 27,5+0,08
5:1 29,8 + 0,06 28,3 +0,08 28,2+0,04
1:1 31,2+ 0,03 30,6 + 0,06 30,0 +£0,01

Déle byly sledovany zmény povrchového napéti v souvislosti s obsahem aktivni latky

(Obr. 35). Z grafu vyplyva, Ze rostouci koncentrace tokoferolu mély rtizny vliv na povrchovou

aktivitu smési. Ve vzorcich s niz§im obsahem chitosanu hodnoty mirné rostly, naopak

ve smési s obsahem zein:chitosan v poméru 1:1 dochézelo k poklesu hodnot povrchového na-

péti (z 32,2 mN/m na 30,6 mN/m). Kolisani hodnot povrchového napéti bylo zaznamenéno

1 ve studii Teixeiry a kol. [62], kterd se zabyvala enkapsulaci tokoferolu do nanoemulzi

na bazi triacylglycerolt. U piidavku 3% tokoferolu doslo k mirnému nértstu z 22,1 mN/m

na 22,3 mN/m, poté byl sledovan pokles hodnot povrchového napéti s nartistem tokoferolu

ve smési, a to na 20,1 mN/m.

Povrchové napéti [mN/m]

[N N S S L N S R VS Y ]
L A N 0 o O = N W

10% tokoferol
1% tokoferol
0,1% tokoferol

10:1

7:1
Pomér zein : chitosan

5:1

Obr. 35: Vliv aktivni latky na povrchové napéti polymernich roztokaui.
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7.6 Stanoveni enkapsula¢niho tcinku

Enkapsulac¢ni tcinek byl sledovan pomoci UV-VIS analyzy. Kalibracni pfimky pro ob¢ pou-

zité aktivni latky v¢etné rovnic linedrni regrese jsou zobrazeny na Obr. 36 a 37.
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Obr. 36: Kalibracni primka pro tokoferol (méreno pri 248 nm).
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Obr. 37: Kalibracni primka pro thymol (méreno pri 274 nm).
Enkapsula¢ni G€¢inek v zavislosti na poméru obou polymeril byl sledovan pomoci stanoveni
obsahu volné aktivni latky (prostiednictvim UV-VIS) a nasledného odecteni od ptivodniho
mnozstvi. Z grafu (Obr. 38) je patrné, ze bylo dosazeno pomérné vysokych hodnot enkapsu-
lovaného mnozstvi. V ptipad¢ tokoferolu byl nejvyssi stupen enkapsulace (89,39 %) sledovan
u vzorku se zastoupenim polymert zein:chitosan 5:1. V porovnani se samotnym zeinem ¢inil
rozdil 15,34 %. U vzorki s obsahem thymolu bylo nejvyssi enkapsulované mnozstvi zazna-

menano u systému s rovnocennym zastoupenim polymeri (1:1), a to vice nez 99 %. U obou

aplikovanych aktivnich latek, chitosan napomohl zvySeni G¢innosti enkapsulace. Podobné,
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v praci [68] byl sledovan pozitivni vliv pfidavku druhého polymeru (karboxymethyl chi-
tosanu) na enkapsulacni ucinnost zeinovych ¢astic s obsahem vitaminu Ds3. V tomto piipade
bylo dosazeno zvySeni stupné enkapsulace z 52 % (samotné zeinové Castice) na 71,5 %
(v kombinaci s karboxymethyl chitosanem). OdliSnych zavéra bylo dosazeno ve studii Luo
akol. [60], kde nebyl pozorovan zadny zasadni vliv pfidavku chitosanu do smési na bazi zeinu
a tokoferolu. Diivodem muze byt skute¢nost, ze k vyznamné enkapsulaci tokoferolu do zei-
novych ¢astic doslo jiz pred pfidanim chitosanu.

Ovsem, z naSich vysledki je také patrné, Ze pii dalSim zvySovani koncentrace chitosanu jiz
nedochazi k narastu enkapsula¢niho G€inku. Hodnoty naopak klesaji z 89,39 % na 78, 61 %
v pripad¢ tokoferolu (viz smési v poradi 10:1, 7:1 a 5:1). U roztokti s thymolem byl také po-
zorovan, i1 kdyz ne tak zasadni, pokles, a to z 93,12 % na 92,60 %. Ve studii Park a kol. [49]
dosli k podobnym zavérim, kdy enkapsulacni G¢inek vzrostl u zeinovych castic s obsahem
retinolu modifikovanych pomoci chitosanu. Tento stav byl vysvétlen pomoci elektrostatic-
kych interakci mezi obéma polymery, které vedly k vytvoteni pevnéjsiho obalu na povrchu
zeinovych ¢astic a tim 1 nartstu enkapsulacni aktivity. Pfi dalsim zvySovani podilu chitosanu
ve smési naopak enkapsulacni G€inek zasadné poklesl. Je mozné, Ze vyssi koncentrace chi-
tosanu mohou zpisobit nadmérny narlst viskozity a nasledné pokles enkapsulace, jak bylo
potvrzeno i v jinych studiich [49]

120%
m Tokoferol ® Thymol

1:1 5:1 7:1 10:1 1:0

Pomér zein : chitosan
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Obr. 38: Enkapsulacni ucinek polymernich roztokii s pridavkem tokofe-

rolu a thymolu.
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7.7 Stanoveni uvolnéné latky

S ohledem na stanovenou enkapsula¢ni G¢innost byl vybran vzorek 1:1 s obsahem thymolu
pro stanoveni kinetiky uvoliiovani aktivni latky. Méteni bylo provadéno v prostiedi PBS pufru
s ptidavkem Tweenu 20 (0,4 %hm.) pro zajisténi lepsi rozpustnosti. Odebrané vzorky byly
lyofilizovéany a po nasledném vytiepani do hexanu byla stanovena absorbance, ktera byla na-
sledné pfepoctena na mnozstvi uvolnéné latky. Na Obr. 39 je zndzornéna zavislost mnozstvi
uvolnéného thymolu v mg/100 ml na case (jelikoz nebyly ve vSech ptipadech zachovéany
stejné ¢asy odbéri, nebyl pocitan prumér, ale jsou zde uvedeny dvé ktivky). Z grafu je patrné,
ze béhem prvnich cca 72 hodin bylo mnozstvi uvolnéného thymolu zanedbatelné (béhem této
doby byly naméfeny témét nulové absorbance). K postupnému nértstu hodnot k limitni hra-
nici dochazelo béhem dalSich zhruba 10 dni. Ustaleni bylo zaznamenéano po cca 300 dnech,
a to okolo hodnoty 17 mg/100 ml, coz odpovida asi 40 % z ptivodniho mnozstvi thymolu.
Dalsi prace by se méla zaméfit na rozsifeni testovani kinetiky uvolnovani, optimalizaci pod-

minek, média apod.

Luo a kol. [60] se zabyvali vlivem mnoZstvi zeinu v systému chitosan-zein-tokoferol na kine-
tiku uvolilovani. Bylo zjisténo, ze v tomto pfipad¢ sniZzeni zastoupeni zeinu vedlo ke snizeni
tzv. burst efektu, tedy rychlého uvolnéni aktivni latky pfi pocateénim kontaktu s médiem.
Dal$im sledovanym parametrem byl vliv enkapsulovaného vitaminu, kdy pfti jeho zvySujici

se koncentraci ve smési byl proces uvoliiovani zpomalen.
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Obr. 39: Mnozstvi uvolnéné aktivni latky na case.
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7.8 SEM analyza

Pro doplnéni studie o pfipravenych polymernich systémech s obsahem aktivnich latek byla
provedena mikrostrukturalni analyza pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Polymerni
roztoky byly pfedem odlity na Petriho misky a vysuseny. Charakter vysusenych filma byl
zésadné zavisly na koncentraci chitosanu ve smési, kdy se projevily dobré filmotvorné vlast-
nosti tohoto polymeru. Naopak, v piipad¢ nizké nebo nulové koncentrace chitosanu byly pfi-
pravené filmy velmi kiehké a nebylo je moZno celé sejmout z Petriho misky. Roztoky po odliti
byly mlécné (Obr. 40A), filmy po vysuSeni byly témét prusvitné se svétle nazloutlym nade-

chem. Film s obsahem aktivni latky vykazuje nehomogenni strukturu s patrnymi bilymi

shluky, které vznikly pfi procesu suseni (Obr. 40B). Kontrolni vzorek bez pfitomné aktivni

latky byl homogenni (Obr. 40C).

Obr. 40: Polymerni roztok 1:1 s obsahem tokoferolu a) po odliti na misku a b) po vysuseni, c)

kontrolni vzorek bez aktivni latky po vysuSeni.

Na Obr. 41 je znadzornén pti¢ny fez vzorku 7:1 s obsahem thymolu a tokoferolu. Je zde patrna
kombinovana struktura tvofend sférickymi ¢asticemi zeinu a membranovym uspotfadanim chi-
tosanového polymer, které vypovida o jeho filmotvorné schopnosti a potencialu tvorby oba-
lovych materiali. Byla zaznamenéana nejednotna distribuce ¢astic, jejichz velikost se u tohoto
vzorku pohybovala v rozmezi 500 nm az cca 3 pm u vzorku s tokoferolem (Obr. 41B) a 2
az 5 pm v ptipad¢ thymolu (Obr. 41C). Tyto vysledky nejsou v souladu s métenim velikosti
¢astic. Divodem muze byt zasadnéj$Si zména struktury zplisobena vysusenim roztoku

do formy filmu. Vlivem inkorporace aktivnich latek doslo ke zvyseni tloustky filmu.
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SEM MAG: 5.00 kx Det: SE Det: 86
BI: 10.00 ;926 Bi: 10.00 10pm BI: 10.00
2 SEM HV: 10.0 KV 7 - 1

Obr. 41: Mikrostruktura polymernich filmu, a) kontrolni vzorek 7:1; b) vzorek 7:1
+ tokoferol; c) vzorek 7:1 + thymol.

Na Obr. 42 je srovnani snimkti povrchti vzorkl s riznym zastoupenim obou polymert s ob-
sahem tokoferolu. Jak 1ze vidét, se zvysujici se koncentraci chitosanu (tj. od 4 az 31 %hm.) se
stava struktura polymerniho filmu homogenni. Naopak vyssi koncentrace zeinu (Obr. 42A)
zpiisobuje tvorbu svétlych castic o primérné velikosti 1 um, které vytvaii nestejnorodou po-

lymerni strukturu.

Pozitivni vliv chitosanu na morfologické vlastnosti byl zaznamenan i v praci [60]. SEM ana-
lyza chitosan/zeinového komplexu s obsahem tokoferolu prokéazala vice homogenni strukturu
s uz$i distribuci velikosti ¢astic, které byly v porovnani se systémem obsahujicim pouze zein

a tokoferol mensich rozmért (okolo 500 nm).

4 A B o a &t D
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE | VEGA3 TESCAN] SEM MAG: 5.00 kx Del: SE I 1 VEGAJ TESCAN]
WD: 9.38 mm B1:10.00 10 ym WD: 10.09 mm BI: 10.00 10pm WO: .67 mm B1: 10.00 10 pm
Scanspeed:5 | SEM HV: 10.0kV Performance in nanospace Scanspeed: 5 SEMHV:10.0KV Performance in nanospace Scan speed: 6 SEM HV: 10.0kV Pertormance In nanaspace

a) b) c)

Obr. 42: Mikrostruktura polymernich filmu, a) vzorek 10:1 + tokoferol; b) vzorek 5:1

+ tokoferol; c) vzorek 1:1 + tokoferol.
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ZAVER
Podstatou této diplomové prace bylo studium polymernich zein-chitosanovych roztokt se za-

budovanou aktivni latkou (tokoferol nebo thymol), stabilizovanych prostfednictvim surfak-

tantu Tween 20.

Vliv riznych pomért polymerti v nosici a inkorporace aktivnich latek na fyzikalné-chemické
vlastnosti pfipravenych systémi byl sledovan pomoci méieni zeta potencialu, velikosti ¢astic,
povrchového napéti a pH. Dale byla studovana enkapsulacni G¢innost a obsah uvolnéné ak-

tivni latky pomoci UV-VIS.
Ze ziskanych dat plynou nasledujici zavéry:

- Méfenim zeta potencidlu bylo prokazano, ze se zvySujici se koncentraci chi-
tosanu dochazelo k nartstu hodnot, tedy ke zvysSeni naboje. Nejvyssi hodnoty
byly tedy pozorovany u polymernich roztokt zein:chitosan 1:1, a to 55,07 mV
(polymerni roztok s tokoferolem) a 47,48 mV (polymerni roztok s thymolem).
Tyto systémy lze povazovat za dostatecné elektrostaticky stabilni. Naopak,
nejnizsi hodnoty byly zaznamenany u vzorkl 1:0 s tokoferolem (-11,46 mV)
a thymolem (—17,63 mV).

- Pfi méfeni velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla byly sledo-
vany vétsi castice u vzorki s ptidavkem tokoferolu, coz se potvrdilo 1 vizual-
nim hodnocenim. Nevyhodou téchto roztokl byla horsi stabilita béhem skla-
dovani, kdy jiz po dvou dnech byla sledovana agregace. Thymol prokazal
v tomto piipadé€ vyssi stabilizacni efekt, jelikoZ pouze u smési 1:1 byl pozoro-
van rozpad fazi (sedimentace). U vSech vzorkli ovSem dochazelo ke zvySovani
velikosti ¢astic v piitomnosti vétsiho podilu chitosanu ve smési. Nejvice mar-
kantni nartst byl pozorovan u systémil s pomérem zein:chitosan 1:1.

- Tenziometrickym méfenim bylo zjiSténo, Ze ptidavek chitosanu ma vliv
na rostouci povrchové napéti roztoku. Dale bylo zji§téno, Ze rostouci koncen-
trace aktivni latky (tokoferolu) ovliviiuje povrchové napéti polymernich roz-
tokli, a to v zavislosti na typu vzorku, resp. zastoupeni obou polymera
ve smesi.

- Nazaklad¢é méteni enkapsulacniho ucinku Ize konstatovat, ze lepSich vysledki
bylo dosazeno s aktivni latkou thymol, kdy se hodnoty pohybovaly, v zavis-

losti na poméru chitosanu a zeinu ve smesi, v rozmezi od 92,60 % do 99,68 %.
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V ptipad¢ tokoferolu byl enkapsulacni ti€inek o néco nizsi, vysledné hodnoty
byly v rozsahu 74,05 % do 89,39 %.

- Dale byla, ve vybraném vzorku s thymolem, sledovana kinetika uvoliiovani
do prostiedi fosfatového pufru. K ustaleni mnozstvi uvolnéného thymolu doslo
zhruba po 300 dnech, pticemz mnozstvi odpovidalo 40 % ptivodné piidaného

thymolu do smési.

Zavérem lze shrnout, ze doslo k uspésnému zaenkapsulovani aktivnich latek do zein-chitosa-
novych systémd, a to jak u polymernich roztokt s ptidavkem tokoferolu, tak u roztoki s thy-
molem. Byl ovSem prokdzan zasadni vliv pouzitych aktivnich latek i sloZzeni polymerni ma-
trice. Zejména studii uvolnovani bude muset byt vénovana pozornost v ramci dalsi prace.
Vzhledem k bezpecnosti a biokompatibilit¢ vychozich materiali by pfipravené komplexy
mohly byt vyuzivany v kosmetickém nebo farmaceutickém primyslu za ucelem cilen¢ho

transportu aktivnich latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CMC

CMT

CPP

EE

LUV

MLV

OLV

PBS

PDI

PEG

PEO

PLA

SEM

SUV

Uuv

UV-VIS

v/0

Kritick4 micelarni koncentrace
Kritickd micelarni teplota.

Kriticky agregacni parametr.
Enkpasula¢ni uc€inek.

Velké unilameléarni vezikuly.
Multilamelarni vezikuly.
Oligolamelarni vezikuly.

Fosfatovy pufr.

Polydisperzini index.
Polyethylenglykol.
Polyethylenoxid.

Polyaktid.

Skenovaci elektronova mikroskopie.
Mal¢ unilamelarni vezikuly.
Ultrafialové zateni.
Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

Emulze voda v oleji.
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