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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva studiem myrhového mydla, pfipraveného procesem
zmydelnéni myrhové pryskyfice. Teoreticka Cast je zaméfena na popis zakladnich
vlastnosti a aplika¢nich moznosti myrhové pryskyfice a myrhového esencialniho oleje.
Vzhledem k moznosti pouziti myrhového mydla jako emulgatoru jsou dale predstaveny

emulze a jejich charakterizace.

Prakticka Cast se zabyva charakterizaci myrhového mydla a jeho vyuzitim pro pfipravu
emulzi. Déle obsahuje studii emulznich systémua s riznymi typy olejl, charakterizaci
téchto systémi, sledovani jejich stability v priabéhu skladovani a mikrobiologickou

analyzu.

Kli¢ova slova: povrchové aktivni latky, myrhova pryskyfice, esencialni oleje, emulze

ABSTRACT

The thesis deals with the study of myrrh soap, prepared by the saponification of myrrh
resin. The theoretical part is focused on the description of properties and application
of myrrh resin and myrrh essential oil. Dueto the possibility of using myrrh soap
as an emulsifier, emulsions are also described. The experimental part deals
with the characterization of myrrh soap and its use for preparation of emulsions.
It also includes the study of emulsions systems with different types of oils, characterization

of these systems, monitoring of their stability during storage and microbiological analysis.

Keywords: surface active agents, myrrh resin, myrrh essential oil, emulsions
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UvVOD

Diky protizanétlivym, antimikrobidlnim a antikarcinogennim uc¢inkim je myrhova
pryskyfice jiz od starovéku pouzivana k vnitinim 1 topickym aplikacim. V nativni formeé
se jedna o Cervenohnédy, ztvrdly rostlinny exsudat ziskdvany ze stromi a ket urcitych
druhiit myrhovnikd, latinsky Commiphora. Mezi zékladni slozky myrhy patii ve vodé
rozpustnd guma, v ethanolu castecné rozpustné¢ pryskyfice a tékavé éterické oleje.
Chemicky se jedna o velmi slozitou smés aromatickym a cyklickych uhlovodiki,
polysacharidlii a bilkovin. V dneSni dobé se myrha ¢asto pouziva k vyrobé esencidlnich
olej, které v kosmetickém primyslu nachéazeji uplatnéni napt. pti vyrobé parfémi, Gstnich

vod a zubnich past.

Myrhové mydlo je novym typem povrchoveé aktivni latky ptipravené v laboratofich
spole¢nosti Nobilis Tilia. Jedna se hnéd¢ zabarvenou kapalinu s charakteristickou
myrhovou viini, ktera vykazuje chovani anionického surfaktantu. Mydlo bylo pfipraveno
rozpusténim myrhové pryskyfice ve vodno-ethanolickém roztoku s hydroxidem sodnym,
kdy po procesu zmydelnéni doslo k oddéleni dvou vrstev, horni a spodni vrstvy s odlisSnym
slozenim. Horni vrstva obsahujici rozpusténou myrhu s pryskyficnymi kyselinami byla

dale neutralizovéana kyselinou mléénou za vzniku myrhového mydla (MM).

Diplomovad prace se zabyvd studiem takto pfipraveného MM, predev§im
jeho charakterizaci méfenim povrchového a mezifazového napéti, métenim velikosti ¢astic
(micel) a zeta potencidlu vodné disperze MM. Dale se vénuje pouziti MM jako emulgatoru

pro ptipravu emulzi typu O/V s vybranymi kosmetickymi oleji.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MYRHA

Jako myrha je nejCastéji oznacovana Cervenohnédd ztvrdla pryskytice, jez se ziskava
ze stroml nebo ket nékterych druhti myrhovniki. Jeji nazev je odvozen z arabského
slova ,,murr®, které¢ v piekladu znamena ,hotky“. Od starovéku byla myrha pouzivana
jako zdkladni slozka kadidla pfi nabozenskych obfadech a slouzila také pro vyrobu
parfémt. Znamé jsou také jeji léCivé ucCinky, kdy v ¢inské mediciné je diky svym
protizanétlivym ucinkiim dodnes pouzivana k oSetfeni ran, dale ke zmirnéni bolesti otokil,
k utlumeni menstruacnich bolesti a k 1é€bé rakoviny. V soucasnosti se z myrhy casto

vyrabi esencialni oleje, které maji taktéz fadu terapeutickych ucinkt [1].

1.1 Myrhovnik

Obrazek 1 Commiphora myrrha [2]

Myrhovnik latinsky zvany Commiphora (z ¢eledi Burseraceae) je maly strom nebo ket
s tlustym kmenem a kratkymi, trnitymi vétvemi, rostouci v Arabii, Africe, Indii
a na Madagaskaru. Existuje vice nez 200 druhtt myrhovnikid, avSak pravou myrhu
produkuje zejména druh Commiphora myrrha (myrhovnik pravy), jez se nachdzi v jizni

Arabii a severovychodni Africe az na jih severovychodni Keni. DalS§imi zdroji pravé
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pryskyftice jsou druhy Commiphora abyssinica (arabskd myrha) a Commiphora schimperi.
Nejvétsim svétovym dodavatelem myrhy a mimo jiné i opopanaxu (podobna, ale méné
kvalitni pryskyfice) je Somalsko. Charakteristickymi znaky myrhovniku pravého
jsou odlupujici se bélavd nebo modroseda kiira, pod kterou je zelenéjsi kiira, drobné,

lesklé, trojcetné listy, ostré trny a malé bilé kvéty[ 1], [3].

1.2 Myrhova pryskyfrice

Pryskyfice se uvoliiuje samovolné z trhlin v kiife myrhovniku anebo narusenim kiiry
pomoci fezu, ¢imz dochazi kexsudaci zlutozeleného rostlinného exsudatu
tzv. klejopryskytice. Na vzduchu dochazi k jejimu postupnému vysychani a nakonec
ke ztvrdnuti a z€ervenani, za vzniku charakteristick¢ aromatické myrhy [1]. Nejkvalitnéjsi
myrha se ziskava z druhu Commiphora myrrha (Nees) Engler, kterou je mozné najit pod
synonymy C. rivae Engl., C. coriacea Engl. a C. molmol Engl. [1]. Myrha je ¢astecné
rozpustna v ethanolu (vice nez 30 % alkoholu), ve vodé a v etheru. Relativni zastoupeni
slou¢enin v myrhové pryskyfici a jeji zabarveni zavisi piedevS§im na klimatickych
a environmentalnich podminkach. Myrhova pryskyfice vykazuje rozmanitou skéalu barev,
kdy existuje myrha Cervend, hnéda, oranzova, zlutd a také cernd. Pomoci Ramanovy
spektrometrie s Fourierovou transformaci je mozné snadno odliSit myrhu od kadidla
a jinych pryskyfic a také l1ze identifikovat rlizné zbarvené vzorky. Protoze myrha obsahuje
vysoky podil gumy, jsou jeji spektra dostatecné odlisSnd od spekter jakykoli jinych
pryskyfic, taktéZ obsahujicich diterpenoidy a triterpenoidy [1], [4].

1.2.1 SlozZeni pryskyfrice

K zékladnim sloZzkdm myrhové pryskyfice patii ve vod€ rozpustna guma (30-60 %),
v ethanolu c¢éaste€né rozpustné pryskyfice (2540 %) a teékavé éterické oleje (3—8 %).
Eterické oleje zahrnuji monoterpeny, seskviterpeny a nizkomolekuldrni aromatické
slouceniny[5]. Charakteristicky pryskyfi¢ny zapach je odvozen od furanoseskviterpent [1].
Mezi hlavni slozky pryskyfic patii diterpenoidy, triterpenoidy, steroidy a lignany. Myrhova
guma obsahuje polysacharidy, proteiny a popel [5]. Extrakci 90% vodnym roztokem
alkoholu se z myrhy odstrani z velké Casti pryskyfice a ziskaji se surové polysacharidy
jako slozky myrhové gumy. Po jejich hydrolyze bylo ve frakcich identifikovano nejméné
patnact aminokyselin a sacharidy zejména D-galaktoza, L-arabindéza a 4-methyl-D-

glukuronové kyselina (v poméru 4 : 1:3) [1].
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Pro izolaci slouc¢enin myrhové pryskyfice se pouzivaji rizné extrakéni ¢inidla, kdy casto
pouzivany je ethanol, dale chloroform, hexan, ethylacetat, petroleum ether aj. [1].
Podle Evropské 1€ékové agentury (European Medicines Agency — EMA) jsou hlavnimi
slozkami  pryskyfice o-, p-a y-commiphorové Kkyseliny, oa-heerabomyrrhol
a B-heerabomyrrhol, heeraborenese, commiferin, burseracin a rizné terpeny. Déle obsahuje
steroidy ~ campesterol,  cholesterol a  B-sitosterol. = Smés  furanodien-6-onu
a methoxyfuranoguai-9-ene-8-onu, jez byla izolovana z pryskytice C. molmol, vykazovala
silné antimikrobialni a antifungalni 0UCinky proti patogennim mikroorganismim
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans
s nizkymi hodnotami minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v rozmezi od 0,18-2,8 pg/ml
[6], [7], [8]. Z ethylacetatového extraktu pryskytice C. myrrha, ktery byl separovan na
kolonové chromatografii (staciondrni faze — silikagel, mobilni reverzni faze — oktadecyl),
bylo ze ziskanych frakci izolovano a identifikovano 7 aromatickych sekviterpenti:
myrrhone (1), epicurzerenone (2), furanogermacra-1E,10(15)-dien-6-one (3), 2-methoxy-
furanogermacra-1(10),4-diene ~ (4), T-cadinol (5), 3o-hydroxy-T-cadinol (6),
eudesm-4(15)-ene-1p,6a-diol (7) [1]. V zavislosti na zdroji pryskyfice a typu extrakéniho
¢inidla se slozeni extraktii z pryskyfic a zastoupeni sloucenin v nich obsazenych miize lisit,

pficemz Skala izolovanych a identifikovanych sloucenin je velmi rozmanita.

CH;0,,,

Obrazek 2 Aromatické seskviterpeny izolované z myrhové pryskyrice [1] (upraveno)
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1.2.2 Pouziti myrhové pryskyrice

Rostlinné pryskyficné exsudaty jako napi. kadidlo (kadidlovnik, Boswellia), benzoe
(benzoin), drac¢i krev (draCinec dra¢i, Dracaena draco) a mimo jiné 1 myrha
jsou dualezitymi surovinami pro piipravu tradi¢nich 1éki. Jejich 1€¢ivé Gcinky a vyuziti
byly zaznamenany jiz v literatufe pochazejici ze starovékého Egypta, Rima, Recka a Ciny.
Z pryskyftic ziskanych z rodu Commiphora bylo identifikovano vice nez 300 sekundérnich
metabolith v€etné terpenoidli zejména seskvi- a triterpenoidi, steroidi, flavonoidi, lignant
a sacharidi. Tyto biologicky aktivni slouceniny jsou zodpovédné za piiznivé uCinky
antimikrobidlni, antitrombotické, hepatoprotektivni vlastnosti rafinovanych metabolitii
i surovych extraktii. Dale jsou myrhové vytazky soucésti ptipravki pro 1écbu artritidy,
parazitarnich infekei, ordlnich a gastrointestindlnich onemocnéni. V dermatologii
se lokalni aplikace myrhové tinktury poziva k 1é€bé koznich viedd, akné, drobnych ran

a odérek [8], [9].

1.3 Myrhovy olej

Olej z myrhy, pro ktery je typicka tézka balzamova viné, je cennou slozkou parfému.
Jedna se o tékavou, Zlutohnédou kapalinu obsahujici ve svém sloZeni organické, predevSim
cyklické slouceniny, jako jsou steroidy, steroly a terpeny [1]. Esencidlni myrhovy olej
(ptisobi na schistosomy také zvané jako krevniC¢ky — rod motolice). V kosmetickém
pramyslu nachazi uplatnéni pii vyrobé parfému, zubnich past a ustnich vod. Z myrhy
se olej nejcastéji ziskava hydrodestilaci, destilaci vodni parou a extrakci rozpoustédlem.
Dal$im moZnym zplsobem je ziskavani oleje extrakci oxidem uhli¢itym v superkritickém
stavu. Tato metoda extrakce se provadi pii urCitém tlaku a teploté, kdy se CO2 chova
jako rozpoustédlo a podminky extrakce minimalizuji ztratu t€kavych vonnych sloucenin

[10].

1.3.1 SloZeni oleje

Chemické slozeni myrhového oleje bylo zkoumano jiz na pocatku 20. stoleti,
kdy bylo z dolozenych studii zjisténo, Ze olej obsahuje nasledujici slouceniny: a-pinen (1),

limonen (2), kuminaldehyd (3), cinnamaldehyd (4), eugenol (5), m-kresol (6), kadinen (7),
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bicyklické seskviterpeny, tricyklické seskviterpeny (heerabolen), kyselinu mravenci,

kyselinu octovou, kyselinu myrholovou (myrrholic acid) a kyselinu palmitovou [1].

CHO
% ? ? (enmercn
AN 4

1 2 3

OH

OCH; OH
| 6 ;
5 7

Obrazek 3 Slouceniny obsazené v myrhovém oleji 1] (upraveno)

Pro analyzu slouc¢enin myrhového oleje je vhodnou metodou plynova chromatografie,
kdy lze jako detektory pouzit hmotnostni spektrometr (GC/MS) a infracerveny spektrometr
(GC/FTIR). Pozd¢jsi analyticky rozbor myrhového oleje prokazal piitomnost dalSich
chemickych sloucenin, které jsou uvedeny v tabulce v Pfiloze 1. Podle této analyzy
je zatypické aroma myrhového oleje zodpovédnd smeés furanoeudesma-1,3-dienu

a lindestrenu [1], [11].

Furanoendesma-1.3-dien Lindestren

Obrazek 4 Slouceniny typické pro myrhové aroma [1]

Dalsi analyzou bylo v myrhovém oleji ziskaném z pryskytice Commiphora myrrha (Nees)

Engl. hydrodestilaci, destilaci vodni parou a extrakci superkritickym CO2, identifikovano
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pomoci GC/MS 26 sloucenin. Nejvice zastoupenymi slozkami
byly furanoeudesma-1,3-dien (~35 %) alindestren (~13 %), dalSimi detekovanymi
slou€eninami se zastoupenim nad 1,5 % byly curzeren, germacron, §8-hydroxy-isobornyl
isobutyrat, 6-hydroxy-isobornyl isobutyrat, f-elemen a atractylon, pficemz procentudlni
zastoupeni jednotlivych sloucenin ve tfech riznych frakcich ziskanych rznymi postupy

izolace se vyrazné neliSilo s vyjimkou curzerenu a germacronu, viz Tabulka 1 [10].

Tabulka 1 Slozky obsazené v myrhovém oleji [10] (upraveno)

Sloucenina Sl 815 Sb

[Yo] [Yo] [Yo]

furanoeudesma-1,3-dien 34,9 38,6 33,5
lindestren 12,9 14,4 13,1

curzeren 8,5 17,5 14,7
germacron 5,8 2,8 34
8-hydroxy-isobornyl isobutyrat 3,6 2,0 1,8
6-hydroxy-isobornyl isobutyrat 3,5 3,8 3,0
[-elemen 3,0 4,3 3,6
atractylon 2,8 2,5 1,7

*SFE — extrakce superkritickym COz, HD — hydrodestilace, SD — destilace vodni parou

Jednotné chemické slozeni myrhového oleje nelze urcit, protoze v zavislosti na typu
myrhové pryskyfice a zptsobu ziskdvani oleje se pfitomnost a zastoupeni jednotlivych
slou¢enin muze liSit. Lze vSak sjistotou konstatovat, Ze hlavnimi sloZkami oleje
jsou seskviterpeny a monoterpeny, piedev§im furanoeudesma-1,3-dien a lindestren.
Na zéklad€¢ pfitomnosti téchto sloucenin je moZzné rozliSit falSovani komer¢nich

myrhovych olejl nej€astéji oleji ziskanymi z opopanaxu [1].

1.3.2 Formulace s obsahem myrhového oleje

Myrhovy esencialni olej poskytuje diky vySe uvedenym biologicky aktivnim latkam celou
(ptsobi proti bakteriim i plisnim), antiseptické, antikarcinogenni, analgetické a stimulacni
ucinky. Lze jej aplikovat lokalné¢ viedéné form€, anebo jako soucast
krémii, maze se inhalovat nebo pouzit jako dopln€k stravy. Podporuje imunitni, nervovy,
dychaci, zazivaci a vyluCovaci systém. Pouziva se pro zvySeni obranyschopnosti téla

aje vhodny na suchou, popraskanou a citlivou pokozku, kterou chrani pted volnymi
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kyslikovymi radikaly, zmirfiuje projevy photoagingu a tim piisobi proti vraskdm. Je mozné
jej aplikovat na ekzematickou a akndzni plet pro zmirnéni bolesti a zanétu. V zubnich
pastich a gelech posiluje déasné apodporuje zdravi a hygienu Ustni dutiny.
Muze byt obsazen v Samponech a kondicionérech, kdy posiluje vlasy a zvySuje jejich lesk.

Je vhodny také na 1écbu urogenitalnich infekei [12].

Nobilis Tilia nabizi nékolik produkti obsahujicich myrhovy étericky olej anebo extrakt
z myrhové pryskytice. Mezi tyto produkty patii Krém na ruce s myrhou, Intimni gel Fema
a Sampon pro objem vlasi. Dale je kdostoni samotny étericky olej Myrha,

ktery je zakomponovany i do smési éterickych olejii s nazvem Kouzlo adventu [13].

Obrazek 5 Produkty znacky Nobilis Tilia [13]
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2 EMULZE

Emulze patii mezi heterogenni disperzni systémy, které se skladajici ze dvou vzajemné
nemisitelnych nebo omezen¢ misitelnych kapalin. Obsahuji dvé faze — vnéjsi kontinualni
fazi (disperzni prostiedi) a wvnitini fazi, kterd je tvofena dispergovanou latkou.
Dispergovana latka je ve formé drobnych kapicek kapaliny rozptylena (dispergovana)

v druh¢ kapalin¢ [14].

Zpravidla jsou tvofeny kapalinami s rozdilnou hustotou a polaritou (nejcastéji olej a voda),
proto je pro vznik emulze nutnd piitomnost tieti slozky, emulgatoru, ktery umoziuje
dispergaci dvou vzdjemné nemisitelnych kapalin tim, Ze snizuje mezifazové napéti.
Emulgator zjednodusuje pfipravu emulzi a zaroven emulze stabilizuje a zabrafiuje jejich

rozpadu [15].

2.1 Klasifikace emulzi

Emulze l1ze rozdélit podle raznych kritérii, z nichz zdsadni je polarita disperzniho prostfedsi,

koncentrace disperzniho podilu a velikost dispergovanych kapek [15].

2.1.1 Dle polarity disperzniho prostiedi

Podle polarity disperzniho prostiedi a dispergované faze se emulze de€li na piimé
a obracené. Pfimé emulze (emulze prvniho druhu) jsou emulze typu O/V (olej ve vode),
ve kterych je disperzni prostfedi tvofeno polarnéjsi kapalinou a dispergovana latka
je nepolarni nebo malo polarni kapalina. Obracené emulze, oznaCovany jako emulze
druhého druhu, jsou emulze typu V/O (voda v oleji), jejichz disperzni prostiedi je tvoteno
nepolarni kapalinou, ve které jsou rozptyleny kapicky polarnéjsi kapaliny. O jaky typ
emulze se jednd lze urCit napf. méfenim elektrické vodivosti disperzniho prostiedi,
kdy vodivost emulzi O/V je mnohem vys§i nez u emulzi V/O, dale ur€enim schopnosti
rozpoustét polarni nebo nepolarni barviva, nebo urenim smacivosti ¢i1 pozorovanim
emulze pod ultrafialovym zafenim (olejova faze opaleskuje). Existuji také vicendsobné
emulze a to ,,voda voleji ve vodé“ (V/O/V) a ,olej ve vodé voleji“ (O/V/O),
viz Obrazek 6 [15].
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voda v oleji ve vodé  olej ve vodé v oleji
olej ve vodé (O/V) voda v oleji (V/O) (V/O/V) (ONN/0O)

.. & @\
_;' ,] h) (‘) .'. . 3

Obrazek 6 Typy emulzi dle polarity disperzniho prostredi [17] (upraveno)

2.1.2 Dle koncentrace disperzniho podilu

Podle tohoto kritéria se emulze dé€li na zfedéné, koncentrované a vysoce koncentrované
emulze. U zfedénych emulzi zaujima dispergovand faze maximalné¢ 2 % celkového
objemu, primér emulznich kapicek je fadové 10~ m, coz je rozmér blizky velikosti
koloidnich castic. Koncentrované¢ emulze mohou v monodisperznich systémech,
jez jsou tvotfeny nedeformovanymi sférickymi kapkami, dosahnout koncentrace disperzni
podilu az 74 obj. %. Koncentrovanéjsi emulze lze pfipravit u polydisperznich systémd,
ve kterych mensi kapicky vypliuji prostory mezi velkymi. Vysoce koncentrované
(gelovité) emulze obsahuji kapky disperzniho podilu uloZeny tak tésné vedle sebe,
ze unich dochazi k vzajemné deformaci, kapky maji tvar mnohosténli a jsou od sebe

oddéleny tenkym filmem kontinuélni faze [15].

2.1.3 Dle velikosti dispergovanych kapek

Podle rozmezi velikosti dispergovanych kapek se emulze klasifikuji do tfi zakladnich
skupin, a to makroemulze (klasické, konvencéni emulze), nanoemulze a mikroemulze

(miniemulze) [16], [18].

Makroemulze  jsou termodynamicky nestabilni  systémy s velikosti  kapek
0d 0,1 do 100 um. Jednd se o zakalené, mlécn& zbarvené emulze, které se vyskytuji
v nerovnovazném stavu a jejich vlastnosti zavisi na sloZeni, teploté a zpisobu piipravy.
Jejich pfiprava je zalozena na mechanickém michani emulze za pouziti rGznych
mechanickych  zafizeni napf. michadel, homogenizatori nebo ultrazvuki.
Pokud makroemulze neni dostatecné stabilizovdna vhodnym emulgatorem, dochazi
uni s postupem casu k samovolnému rozpadu na dvé plivodni vzijemné nemisitelné
kapaliny. Jako emulgatory se nejCastéji pouZzivaji surfaktanty, mezi dalS$i ucinné

emulgatory patii polysacharidy, proteiny nebo syntetické polymery [16], [18], [19].
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Nanoemulze a mikroemulze jsou koloidni systémy, které jsou transparentni nebo slabé
opalescentni, s nizkou viskozitou a velkou plochou povrchu na jednotku objemu.

Lisi se vSak velikosti kapek a stabilitou [20].

Nanoemulze jsou, stejn¢ jako makroemulze, termodynamicky nestabilni, avSak vzhledem
k malé velikosti jejich kapek mohou vykazovat po dlouho dobu kinetickou stabilitu.
Velikost kapek se u nanoemulzi pohybuje v rozmezi 20-500 nm. Pro jejich ptipravu
jenutné dodat energii a jejich vlastnosti zavisi na zpisobu piipravy. Mald velikost
nanoemulznich kapek umoznuje upravu reologickych vlastnosti a zajist'uje stabilitu emulzi

[18], [20].

Pro mikroemulze je charakteristicka velikost kapek od 5 do 100 nm, jsou makroskopicky

homogenni, ale na mikroskopick¢ urovni heterogenni. Jednd se o izotropni,
termodynamicky stabilni systémy, které vznikaji spontdnné kombinaci vhodného mnozstvi
lipofilni a hydrofilni latky, surfaktantu a kosurfaktantu, nejcastéji alkoholu se stfednim
fetézcem. Mezi jejich charakteristické vlastnosti patii velmi nizké mezifazové napéti

a velka solubilizacni kapacita pro slouceniny rozpustné ve vodé i v oleji [20].

Tabulka 2 Souhrn typickych viastnosti pro jednotlivé typy emulzi [18], [20]

Makroemulze Nanoemulze Mikroemluze
Velikost 1-100 pm 20-500 nm 5-100 nm
Tvar kapek sféricky sféricky sféricky, lamelarni
termodynamicky termodynamicky .
Stabilita nestabilni, slabd | nestabiln, kineticky tem‘;&ﬁﬁ?ﬁmky
kineticky stabilni stabilni
vysoko a vysoko a nizkoenergetické
Metody pripravy nizkoenergetické nizkoenergetické &
metody
metody metody
Polydisperzita vysoka (>40 %) nizka (<10-20 %) nizka (<10 %)

2.2 Priprava emulzi

Ptiprava emulzi, neboli emulgace, je zpravidla zaloZena na mechanické dispergaci
disperzniho podilu v disperznim prostiedi ze pfitomnosti emulgatoru. Pii emulgaci dochazi
k intenzivnimu promichavani a protiepavani dispergovanych kapalin, které se podrobuji

vibracim pomoci michadel, koloidnich mlynti nebo ultrazvuku. U takto pfipravenych
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polydisperznich emulzi se pro zvySeni jejich stability provadi dodate¢nd homogenizace

ve specidlnich homogenizatorech [15].

2.2.1 Priprava klasickych emulzi

Jedna se o pomérné snadnou piipravu, pii které se nejprve emulgator rozpusti ve fazi,
ve které ma vétsi rozpustnost a poté se pfidava druhd faze. Podle Bancroftova pravidla
se faze, ve které¢ je emulgator rozpustnéjsi, stane kontinudlni fazi. Po smichani vsech
slozek nasleduje intenzivni homogenizace smési. Turbulentni michani je rozhodujicim
faktorem pro vytvoteni dostate¢né malych kapicek u emulzi O/V. Po pocate¢nim michani
je Casto zafazeno druhé michéni s pouzitim vysoké mechanické smykové sily. Vyuzit
lze celou fadu homogenizatorti jako napi. ultrazvukové generatory, koloidni, kolikové
nebo ozubené kotoucové mlyny. Mezi dalsi zatizeni pro vyrobu emulzi patii atomizéry
anebulizéry, které umoziuji pfipravu emulzi s relativné izkou distribuci kapicek.
Pti vyrobé emulzi V/O, u kterych je olejova faze viskozni, je nutné ptidavat vodnou fazi
do oleje pomalu, aby nedoslo k zachyceni vzduchovych bublinek. U systémt s vysokou
viskozitou se pro homogenizaci pouzivaji votatory, které seSkrabuji emulzi ze stén nadoby

[17], [21].

2.2.2 Priprava nanoemulzi

Pfi vyrobé nanoemulzi je nutné dodani energie, a to bud wvngsi (disperzni
nebo vysokoenergetické metody) nebo vnitini (kondenzani nebo nizkoenergetické
metody). U vysokoenergetickych metod plati, Ze ¢im vyssi je dodané energie, tim mensi
je velikost kapicek. Pro generovani kapicek v nanometrovém méftitku se pouzivaji
ultrazvukové sonikatory anebo vysokotlaké homogenizatory, ve kterych hrubd emulze
prochazi homogeniza¢nim ventilem nebo Stérbinou pfi tlaku od 7 do 24 MPa. Emulgace
je vSak neefektivni proces, protoZe se piiblizné¢ 99 % dodané energie pfeménuje na teplo.
Z tohoto divodu jsou nizkoenergetické metody vhodnou alternativou, protoZe
pro emulgaci se vyuZziv4 vnitini energie emulznich komponent, kterd se uvoliiuje béhem
procesu emulgace. Navic l1ze dosahnout mensSich velikosti kapicek a jejich uzsi distribuce
nez u vysokoenergetickych metod. Nizkoenergetické metody jsou zaloZeny na fazové
inverzi (zména emulze O/V na V/O a naopak), ke které dochazi pfi teploté fazové inverze
(PIT — phase inversion temperature), nebo zménou sloZeni emulze pii konstantni teploté

tzv. metoda fazového inverzniho sloZeni (PIC — phase inversion composition) [17], [20].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Metoda PIT je zalozena na schopnosti povrchové aktivnich latek (PAL) ménit spontanni
zaktiveni filmu v zévislosti na teploté. V prumyslovych aplikacich se pouzivaji neionické
surfaktanty polyoxyethylenového typu, u kterych se hydrofilné-lipofilni vlastnosti méni
v zavislosti na teploté. Pfi nizkych teplotdich maji tyto PAL hydrofilni charakter
ajsou vhodné jako emulgatory pro emulze O/V. Se zvySujici se teplotou dochazi
k dehydrataci polyoxyethylenovych fetézcl, surfaktant se stava lipofilnim a dochazi
ke zméné na emulzi V/O. Pii teploté PIT je afinita PAL k vodni a olejové fazi rovnovazna
a v zavislosti na koncentraci surfaktantu a emulze, mize dochazet ke vzniku struktur
s nulovym stiednim zakfivenim, jako jsou bikontinudlni mikroemulze nebo lamelarni
kapalné krystaly. Diky extrémné nizkému mezifazovému napéti (102 az 10 mN-m™)
dochdzi pti PIT ktvorbé velmi malych emulznich kapicek. Vznikaji vSak nestabilni
emulze, protoze filmy odd¢€lujici jednotlivé kapicky nejsou pevné a rychlost koalescence
je extrémné vysokd. Pro vyrobu kineticky stabilnich emulzi je zapotiebi rychlého chlazeni
nebo zahfivani. Jakmile je dosazeno PIT teploty nasleduje rychlé ochlazeni systému,
coz zpusobi zménu spontanniho zaktiveni vrstev PAL a vznikne nanoemluze O/V.
Vyroba nanoemulzi V/O je analogickd, ale k jejich vzniku dochazi pfi teplotach vysSich
nez PIT. Pokud chlazeni a ohfev nejsou dostatecné rychlé, pfevlada koalescence a vznikaji

hrubé polydisperzni emulze [17], [20].

Dalsi moznosti, jak dosdhnout zmény spontdnniho zaktiveni je metodou PIC, ktera
je zalozena na zméné objemové frakce vodné faze pii konstantni teploté. Jak roste
objemovy podil vody u emulze V/O, roste i stupeni hydratace PAL a postupné se zvySuje
améni spontanni zakfiveni z inverzniho (negativniho) na rovinné (nulové) zakiiveni.
Kolem ptechodového sloZeni je afinita PAL k vodné a olejové fazi rovnovazna a vznikaji
dvouradé nebo lamelarni struktury. S dalSim ptidavkem vody se struktury s nulovym
zakiivenim transformuji do malych metastabilnich kapi¢ek O/V (struktury s velmi
pozitivnim zakfivenim vrstvy PAL). Aby bylo mozné pfipravit malé kapic¢ky s nizkou
polydisperzitou, musi byt v inverznim bod¢ veskery olej zaClenén do bikontinudlnich
nebo lameldrnich struktur. Pokud ¢ast oleje zlistane mimo tyto struktury, z volného oleje
vzniknou velké polydisperzni kapi¢ky. Cim vice je piitomno volné olejové frakce,

tim vys$i je stfedni velikost a polydisperzita [20].
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2.2.3 Piiprava mikroemulzi

Mikroemulze se  pfipravuji  spontdnni  emulgaci metodou fazové titrace.
Poprvé byly mikroemulze popsany Schulmanem v roce 1943, ktery sledoval spontdnni
vznik transparentniho roztoku pfi titraci hrubé emulze slozené z vody, oleje a mydla, ktera
byla titrovany alkoholem se stfednim fetézcem. Jednd se o slozité systémy,
které mohou byt popsany pomoci fazovych diagrami, jejichz konstrukce je uzite¢na

pro studii fAzového chovani pfi michani jednotlivych komponent [20].

Hlavni zpisoby fazového chovani popsal Winsor v 50. letech 20. stoleti v systémech
slozenych zvody, oleje, surfaktantu, kosurfaktantu a anorganického elektrolytu
(Obrazek 7). Ve smésich s neménnym mnozstvim vody, oleje a vhodnou koncentraci
surfaktantu byly pfi zvySeni koncentrace elektrolytu nebo kosurfaktantu pozorovany

tyto fazové rovnovahy:
e Winsor I — mikroemulze O/V koexistujici s pfebytecnou olejovou fazi
e Winsor II — mikroemulze V/O koexistujici s piebyte¢nou vodnou fazi

e Winsor III — bikontinualni mikroemulze koexistujici s pifebyte¢nou vodnou a

olejovou fazi

e Winsor IV — jednofazovy homogenni systém obsahujici olej, vodu a surfaktant,

Vyse uvedené fazové rovnovahy jsou zalozeny na zméné zakiiveni vrstvy PAL.

Bikontinuélni struktura je sloZzena z neuspotfadanych surfaktantovych filmt oddélujicich

bez fazového piebytku

OO OO

OLEJ O OO O OO

Oo~O ohde)

OO

OLEJ B. M. VODA O _oO

oo

Oo O OO

O O VODA O~ 0O

oo 095
WINSOR I WINSOR II WINSOR Il WINSOR IV

Obrazek 7 Fazové rovnovahy dle Winsora [22] (upraveno)
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vodnou a olejovou fazi a vznikd pfi extrémné nizkych hodnotach mezifazového napéti

na fazovém rozhrani O/V [20], [22].

Pro popis komplexni série interakci mezi jednotlivymi sloZkami se v praxi nejcastéji
vyuzivaji pseudoternarni fazové diagramy, pomoci kterych je mozné slozité systémy
slozené z riznych typt PAL, oleji a aditiv zjednodusit klasifikaci slozek do kategorii
polarni, nepoldrni a amfifilni. Tyto typy diagraml vyuzivaji neménného slozeni jedné
slozky emulze, pfiCemz se méni slozeni zbylych tii sloZzek anebo ziistava neménny pomeér
dvou slozek, nejcastéji se jedna o surfaktant a kosurfaktant. Pfi konstantni teploté a tlaku
je pseudoternarni diagram tfislozkovych mikroemulzi rozdélen do dvou nebo Ctyf oblasti,
znazoriujicich oblast slozeni, ve kterda dany systém tvoii mikroemulze, viz Obrazek 8

[20], [22].

SURFAKTANT
+
KOSURFAKTANT

Mikroemulze O/V Mikroemulze V/O

Micelarni Bikontinualni I[“'elr_zm’
T ; mikroemulze micelarni
roztoky rortoly

Makroemulze

VODA OLEJ

Obrazek 8 Pseudoternarni fazovy diagram [23] (upraveno)

2.3 Mechanismy rozpadu emulzi

Béhem skladovani mize u emulzi dochazet k nékolika procestim, které souviseji s jejich

rozpadem (Obrdzek 9) a zavisi na:

e distribuci velikosti ¢astic a rozdilu hustoty mezi dispergovanou fazi a disperznim

prostfedi — krémovani a sedimentace
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e velikosti pfitazlivych a odpudivych sil — flokulace

e rozpustnosti dispergovanych castic — Ostwaldovo zrani

e stabilit¢ kapalného filmu mezi kapickami emulze — koalescence
e fazové inverzi

Fyzikalnich jevy probihajici pfi procesech rozpadu emulzi jsou komplikované a pro jejich
popis je dilezita analyza povrchovych sil. VysSe uvedené procesy navic mohou probihat

soucasn¢, coz zvysuje narocnost analyzy [14].

fazova inverze

flokulace
Krémovani sedimentace
emulze O/V koalescence fazova separace
—
\ Ostwaldovo zrani
e

Obrazek 9 Mechanismy rozpadu emulze [24] (upraveno)

2.3.1 Krémovani a sedimentace

Krémovani a sedimentace vznikaji v disledku plisobeni vnéjsich sil, nejcastéji gravitacni
nebo odstredivé sily. Kdyz tyto sily pifekonaji intenzitu tepelného pohybu céstic
(Browniiv pohyb), dochéazi v systému ke vzniku koncentracniho gradientu a kapicky
emulze se pohybuji smérem k povrchu, pokud je jejich hustota mensi nez hustota prostiedi

anebo se pohybuji ke dnu, jestlize je jejich hustota vétsi nez hustota disperzniho prostiedi.
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Vyjimecéné mohou kapicky vytvéiet na povrchu nebo na dné hustou kompaktni vrstvu
(ndhodnou nebo uspofadanou), pricemz zbyvajici objem zaujima kontinualni faze.
Krémovani je typicky jev pro emulze O/V, protoze hustota vétSiny oleji je nizsi
nez hustota vodni faze, a proto se olejova faze snadno hromadi na hladiné¢ emulze.
Naopak emulze typu V/O maji tendenci sedimentovat. Pro prevenci proti rozpadu emulzi
vlivem pusobeni vnéjSich sil existuje n€kolik metod. Protoze rozdilna hustota obou fazi
je pticinou krémovani a sedimentace, je minimalizace rozdilu hustot mezi kapkami
a okolni kapalinou jednou z moZznosti jak zabranit témto procesim. Dal$i metodou
je redukce velikosti kapek. Do urcité velikosti kapek mize Browniv pohyb pfevySovat
gravitatni silu a tak je zabranéno krémovani a sedimentaci. Tento princip plati
unanoemulzi a mikroemulzi, které obsahuji malé kapicky srozméry fadové v nm
a vykazuji velmi malé nebo zddné krémovéni a sedimentaci. Dal§im G¢innym zpisobem
je pouziti latek, které upravuji viskozitu kontinudlni faze. ZvySenim viskozity kapaliny
se snizuje rychlost, se kterou se kapky pohybuji. K tomuto ucelu mohou slouzit
vysokomolekularni pfirodni nebo syntetické polymery jako napf. xanthanova guma,

hydroxyethylcelul6za nebo alginaty [14], [25].

2.3.2 Flokulace

Flokulace je proces spojeny sagregaci dvou a vice kapek do vétsich celkd,
pficemz nedochazi ke zmén¢ primarnich rozmeéri kapek a zachovava se jejich individudlni
identita. Tento proces je vysledkem ptlisobeni van der Waalsovych sil. K flokulaci dochazi,
kdyz v disperznim systému neni dostatecny odpor k udrZeni kapek ve vzdalenosti
v mistech, kde jsou van der Waalsovy sily slabé. Jednd se o reverzibilni proces,
ktery lze pfekonat doddnim energie do systému napf. protfepanim (niZS$i energie
nez pro emulgaci). Jednim ze zplisobl jak zamezit flokulaci je elektrostaticka stabilizace
pomoci ionickych PAL. Pfitomnost ionického surfaktantu vede k tvorbé elektrickych
dvojvrstev, jejichz odpudivé sily jsou vysSi nez ptitazlivé van der Waalsovy sily.
Stabilita potom zavisi na elektrickych vlastnostech kapek, pH a iontové sile vodné faze.
Druhou a velmi uU¢innou metodou proti flokulaci je stérickd stabilizace pomoci
neionickych surfaktantli nebo polymerd, nejcastéji polysacharidii. Pro tuto stabilizaci
je dulezité celkové pokryti kapek emulgatorem a jeho pevné zakotveni, déle tlouStka
absorbované vrstvy a zachovani emulgatoru v dobrych rozpoustécich podminkach [14],

[25], [26].
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2.3.3 Ostwaldovo zrani

Ostwaldovo zréni, oznaCované taktéz jako disproporcionace, je vysledkem rozdilné
rozpustnosti mezi malymi a velkymi emulznimi kapkami. K disproporcionaci dochazi
predevsim v systémech, ve kterych jsou kapaliny omezen¢ vzajemné misitelné a distribuce
kapek je polydisperzni. V takovych typech emulzi maji mensi kapicky vétsi rozpustnost
nez velké kapky. S postupem cCasu malé kapicky zanikaji, jejich molekuly difunduji
do vétsich kapek, coz zpusobuje posun distribuce velikosti Castic k vysSim hodnotam.
Teoreticky muze Ostwaldovo zrani vést az ke kondenzaci vsSech kapicek do jedné kapky,
ale v praxi k tomuto jevu nedochazi, protoze rychlost ristu klesa s rostouci velikosti kapek.
Zpomaleni Ostwaldova zrani je mozné dosahnout ptidanim latky rozpustné v dispergované
fazi, ale nerozpustné v kontinudlni fazi (u emulzi O/V se pouziva napf. skvalen),
coz zamezuje shlukovani kapek de vétSich celkli. Rychlost Ostwaldova zrani
lze dale vyznamné snizit pouzitim surfaktantii, které se silné absorbuji na mezifazové
rozhrani O/V. Jedna se o nejéastéjsi proces rozpadu nanoemluzi, avsak vhodnym slozenim
a zpisobem pfipravy, je mozné vyrobit nanoemulze s vysokou kinetickou stabilitou [14],

[20], [25].

2.3.4 Koalescence

Pii koalescenci dochazi ke ztenCovani a rozruSovani kapalného filmu mezi kapkami,
pricemz muize dojit k prasknuti filmu a ke spojeni dvou a vice kapi¢ek za vzniku jedné
kapky s vétSim objemem, ale mensi mezifazovym povrchem. Dlivodem koalescence
je kolisani (fluktuace) tloustky filma u kapek, které jsou v tésné blizkosti, kdy dochazi
ke vzniku povrchovych vin a tenky film vzdjemné oddé€lujici kapky se ztencuje a praska.
Meznim piipadem koalescence je uplny rozpad emulze na dvé separované faze.
Obecné plati, Ze mensi kapicky jsou méné nachylné k povrchovym vykyvim,
coz vysvétluje vysokou stabilitu mikroemulzi a nanoemulzi. Pro zamezeni koalescence
se pouziva smeés anionickych a neionickych surfaktanti, které zptisobuji vznik lamelarnich

kapalnych krystalickych struktur na mezifazovém rozhrani O/V [14], [25], [26].

2.3.5 Fazova inverze

Jednd se o proces spojeny svymeénou dispergované faze a disperzniho prostiedi.
Pokud dojde ke zméné podminek podilejicich se na stabilizaci urcitého typu emulze,
muZe dojit k inverzi fazi, pti které se napf. emulze O/V pfeméni na emulzi V/O a naopak.

Ve vétSiné pripadu pii inverzi vznikd prechodny stav, ktery obsahuje nasobné emulze.
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Faktory ovliviiujici inverzi jsou teplota, koncentrace elektrolytu anebo pouziti emulgétoru,

vhodného pro opaény typ emulze [14], [25].

2.4 Pouziti emulzi

Emulze maji Sirokou Skalu wvyuziti v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu.
Vzhledem k jejich specifickym vlastnostem nachazeji uplatnéni v celé fadé kosmetickych
pripravka a IéCiv. Pti vybéru slozek pottebnych pro pfipravu emulzi, jako jsou surfaktanty,
kosurfaktanty, oleje a dalsi aditiva, je v prvni fadé¢ nutné posoudit, zda tyto latky
nejsou toxické, nezpusobi iritaci €i senzibilizaci pokozky a déle jaky budou mit vliv

na vlastnosti a stabilitu vysledné formulace [17], [20].

2.4.1 Kosmeticky primysl

V kosmetickych ptipravcich mohou byt emulze pfitomné ve form¢ jako krémi, spreji
nebo pén. Maji schopnost solubilizovat slozky rozpustné ve vod¢ i v oleji, zajistuji lepsi

propustnost u¢innych latek do pokozky a napomahaji zvySovat jeji hydrataci [20].

Emulze typu O/V jsou snadno roztiratelné a vstiebavaji se rychleji neZ emulze V/O,
které zanechavaji na pokozce mastny film. Vodna faze (60—80 obj. %) obsahuje latky,
mezi které patii: humektanty (latky pfimo zvySujici obsah vody ve Stratum corneum —
glycerol, sorbitol), chelatacni ¢inidla (vaZou polyvalentni ionty, stabilizuji emulzi — EDTA,
ethylendiamintetraoctovd  kyselina), konzervanty (imidazolidinyl urea, bronopol),
zahu$tovadla (polymery) a aktivni latky (bilkoviny, ve vod¢ rozpustné vitaminy
a mineraly). Olejova faze (2040 obj. %) obsahuje oleje, tuky a vosky piirodniho
1 syntetického ptvodu, barviva a vonné latky. Mezi latky syntetického ptivodu, ziskavané
jako ropné frakce, patii mineralni olej, petrolatum a isoparafiny, dale se pouziva silikonovy
olej a vazelina. Latkami piirodniho pivodu jsou lipidy obsahujici triacylglyceroly
nebo estery vySSich mastnych alkoholl jako napt. olivovy olej, ricinovy olej, lanolin

a vceli vosk [17].

Mikroemulze jsou pouzivany diky vynikajici rozpustnosti a solubiliza¢ni kapacite,
kdy nejen Ze zlepsSuji G¢innost piipravku, ale také zvySuji stabilitu obsazenych aktivnich
slozek. Pouzivaji se pro pfipravu skin care pfipravkl, odliCovaci, opalovacich krémd,
vlasové kosmetiky, ptipravkt po holeni, deodoranti a antiperspiranti. Nanoemulze

se diky své hydrata¢ni schopnosti pouZzivaji pro pfipravu pletovych krémd, télovych mlék
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a lotiond. Mohou také enkapsulovat ceramidy, které jsou nezbytné pro bariérovou funkci

pokozky [20].

2.4.2 Farmaceuticky primysl
Emulze maji Sirokou skalu uplatnéni v 1éCivych ptipraveich pro vnitini 1 vnéjs$i pouziti.
Pti piipravé emulznich ptipravki se musi brat v avahu nasledujici faktory: mnoZzstvi
léciva, které ma byt solubilizovano, znamé chemické vlastnosti IéCiva
a jeho predpokladana davka. Pred farmaceutickymi aplikacemi se emulzni systémy
dikladné charakterizuji a provadéji se napft. testy na cytotoxicitu, pH, velikost a morfologii
Castic, teplotu tani, teplotu skelného ptechodu ¢i reologii. Dale musi byt brany v potaz
faktory, jako jsou kompatibilita spomocnymi latkami, pozadavky na antioxidanty
a na moznou racemizaci a polymeraci pfitomného 1é¢iva. Pro ur€eni vhodnosti ptipravku
je nezbytnou soucdsti napodobovani prostiedi, ve kterém ma byt 1é¢ivo aplikovéno.
U topickych pfipravkd se napf. pouzivaji Franzovy diftizni komurky, které napodobuji

transdermalni absorpci testovanych latek [27].

Emulze V/O lze pouZit pro intramuskularni vakciny, kdy je 1é¢ivo rozpusténo ve vodné
fazi, coz pomahd zpomalit difizi z mista vpichu do okoli. Naproti tomu emulzi O/V
jemozné aplikovat intravenézné pro dodani zivin, lipofilnich 1ékti a vitamint.
Pro transport hydrofilnich 1ékd, vitaminti, enzymG a hormonii se mohou pouzit také
vicenasobné emulze V/O/V, které zajistuji pomalé uvoliiovani enkapsulovaného 1é€iva.
Dal8imi uZitecnymi prostfedky pro doddvani terapeutik jsou liposomy, které nedrazdi
pokozku a vytvafeji lamelarni struktury, které jsou urCeny k penetraci latek
(napf. retinoidi,  kortikosteroidi,  anestetik) ve  vhodnych  koncentracich.
Liposomy jsou také vhodné pro fizené uvolnovani 1é¢iv. Nanoemulze stejné jako liposomy
umoziuji enkapsulovat 1éCivé latky ve vySSich koncentracich, zajistuji jejich lepsi

uvolnovani, snizuji toxicitu a zvysuji chemickou stabilitu 1é¢iva [17], [27].

Mikroemulze se obvykle pouzivaji k ordlnim a topickym aplikacim, ve kterych slouzi
ke zvySeni rozpustnosti nerozpustnych nebo malo rozpustnych 1é¢iv a mohou také zlepsit
transdermalni penetraci terapeutika. Pfipravky obsahujici aktivni latky (vitaminy, enzymy,
peptidy), které pilisobi proti vraskdm nebo oSetiuji pokozku spélenou sluncem,
jsou oznacovany jako kosmeceutika. Krémy, piredev§im na bazi O/V, se pouzivaji k 1écbe

koznich onemocnéni (ekzémy, lupénka, akné), a jsou vhodné také pro vaginalni podani.
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Emulze V/O se také bézn¢ aplikuji ve formé& masti jako emolienty, které na povrchu tvori

okluzivni film, ¢imz dochazi ke sniZzovani transepidermalni ztraty vody [17], [27].

2.5 Myrhovy olej a myrha ve farmacii a kosmetice

V soucasnosti bylo provedeno né¢kolik studii, ve kterych byla snaha zakomponovat
myrhovy esencialni olej a extrakty z myrhy do rtiznych 1é¢iv a kosmetickych ptipravki.
Ptiklady aplikacnich moznosti myrhy a myrhového esencialniho oleje jsou uvedeny

v této kapitole.

2.5.1 Pevné lipidové nanocastice obsahujici esencialni oleje z kadidla a myrhy

Esencidlni oleje zkadidla a myrhy (FMO - frankincense and myrrh oil)
byly enkapsulovany do pevnych lipidovych nanocéstic (SLN) pro peroralni podavani
za ucelem zvySeni stability a protinddorové ucinnosti FMO. Kombinace oleje z kadidla
a myrhy (obvykle v poméru 1:1) vykazuje synergicky efekt, ale jako vétSina esencialnich
oleju jsou i tyto nestabilni (degradaci podporuje vzduch, svétlo a vysoka teplota) a Spatné
rozpustné ve vode. SLN je novy efektivni systém pro dodavani 1é¢iv, ktery ma fadu vyhod,
mezi které patfi ochrana uG¢innych latek, sniZzeni toxicity, zvySeni uCinnosti
a biokompatibility. Vysokotlakou homogenizaci byly pfipraveny sférické SLN s priimérem
castic 220 nm, do kterych byly enkapsulovany esencidlni oleje zkadidla a myrhy.
Testy prokazaly, ze SLN zna¢n€ snizuji odpafovani slozek FMO, ¢imZ zvySuji jejich
stabilitu. Ve srovnani s pocate¢nim mnozstvim FMO byly po 6 dnech skladovani zjistény
u FMO-SLN ztraty odpatfovanim nizs$i nez 50 %. In vivo testy na mySich s nddorovym
onemocnénim prokdzaly, ze antikarcinogenni ucinnost byla pii stejné davce vyznamné
vy$§i u FMO-SLN neZ u suspenze FMO. SLN jsou proto vhodnym feSenim pro zvySeni

stability a protinddorové ucinnosti esencidlnich olejt [28].

2.5.2 Myrhovy olej a myrha v pripravcich pro vnitini i topickou aplikaci

Jak jiz bylo zminéno vySe, esencidlni myrhovy olej vykazuje antischistosomalni Uc¢inky,
ale nevyhodou je jeho hotkd chut. K zamaskovani hotké chuti myrhového oleje
byly pfipraveny emulze O/V s rtiznymi dochucovadly. Pro ptipravu byly pouZity klasické
komponenty: emulgator (neionicky surfaktant PEG-40 hydrogenovany ricinovy olej),
xanthanovd guma, konzervanty (methyl- a propylparabeny), antioxidant (BHA —
butylhydroxyanisol), chelata¢ni cinidlo (EDTA) vodna faze s kyselinou citronovou,

rozpoustédla (ethanol, propylen glykol) a sladidla (sachar6za, aspartam). Déle byl ptidan



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

glycerol, anyzovy a matovy esencialni olej. Senzorickym hodnocenim bylo zjisténo,
ze sachar6za a aspartam nestaCily k zamaskovani hotké chuti. Emulze s pfidavkem
anyzového a matového oleje byla pro spotiebitele pfijatelnéjsi. Jako nejméné horka
byla hodnocena emulze obsahujici anyzovy i matovy olej a glycerol, ktera vSak vykazovala

nizs$i stabilitu [29].

Vhodnou alternativou k perordlnimu podani jsou rektdlni Cipky, protoze mohou snizit
vedlejsi gastrointestinalni ucinky, 1ze se vyhnout G¢inkim jidla na absorpci 1éCiva a zvlaste
u déti zajist'uji jednodussi aplikaci [29].

ucinky) byly pouzity na ptipravu gelu pro podptirnou 1écbu psoriazy. Tato antipsoriaticka
bylinn4 1é¢iva byla enkapsulovana do liposfér. Liposféry jsou systémy pro dodavani 1éciv,
které se skladaji z pevnych hydrofobnich triacylglycerolti sméfujicich dovnitt liposféry
a fosfolipidu tvoticich na vnégj$i strané liposféry monovrstvu. Diky amfipatické struktuie
jsou vhodné pro enkapsulaci lipofilnich latek, pfiCemz zajistuji vysokou enkapsulaéni

ucinnost, zabranuji tniku 1é¢iva z nosice, zvySuji jeho stabilitu a jsou biokompatibilni [30].

Dale bylo prokazano, ze extrakt z pravé myrhy Commiphora molmol 1ze pouZit jako ustni

vodu, kterd podporuje hojeni ran v ¢asnych stadiich po extrakci zubu [31].

Myrhovy olej ziskany z Commiphora myrrha mize byt pouzit jako ptfirodni UV filtr
do opalovacich krému obsahujicich syntetické UV filtry. Kombinace krému s myrhovym
olejem vykazovala vyznamné 0€inn&jsi ochranu pied UV zafenim neZ samotny opalovaci
krém. Pfidavek myrhového oleje v opalovacich krémech mulze zptlisobit snizeni obsahu

syntetickych UV filtrt [32].

Z vyse uvedeného piehledu aplikaci myrhového oleje je zfejmé, Ze se jedna o zajimavy

pfirodni produkt s Sirokou moznosti vyuziti v kosmetice a farmacii.
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3 CHARAKTERIZACE DISPERZNICH SYSTEMU

K charakterizaci disperznich systémi existuje Sirokd Skala technik, které umoznuji
podrobnou analyzu riznych soustav a poskytuji informace o jejich charakteristickych
vlastnostech. Charakterizace emulzi je primarné zaloZena na stanoveni velikosti emulznich
kapek, zeta potencidlu a reologickych vlastnosti, coz jsou parametry, které maji zasadni
vliv na stabilitu emulzi. Pro pfesnéjsi popis emulzi slouzi mikroskopické metody a fazové

studie, zahrnujici stanoveni enkapsula¢ni G¢innosti a indexu krémovani [33].

3.1 Metody pro charakterizaci emulzi

Znalost analytickych metod je dulezitd pro popis kvalitativnich parametrii emulzi.

Tato kapitola je zaméfena na popis metod, které se pouzivaji k jejich charakterizaci.

3.1.1 Stanoveni velikosti emulznich kapek metodou DLS

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) je zaloZena na meéfeni kolisani intenzity
rozptyleného svétla na pohyblivych ¢asticich disperzni fadze v urCitém case.
Meéii se tedy Brownliv pohyb ¢astic, ktery je uveden do vztahu s velikosti castic.
Pro DLS je dilezitym pfedpokladem, Ze malé Castice se pohybuji rychleji nez ty vétsi,
protoze ¢im rychleji se ¢astice pohybuji, tim rychleji se méni intenzita rozptyleného svétla

[33], [34].

Piistroj pouzivad jako zdroj monochromatického zafeni laser, ktery osvétluje vzorek
v kyveté. Intenzitu rozptyleného svétla meti obvykle pod thlem 90° detektor (zatfizeni fady
Zetasizer Nano umoziiuji méfeni 1 pod thlem 173°). Aby mohla byt detektorem zméfena
intenzita rozptyleného svétla, musi jeho hodnota leZzet v ur¢itém rozsahu.
Pokud je detekovano ptili§ mnoho svétla, dojde k piehlceni detektoru. Ke snizeni intenzity
svétla se pouziva tzv. tlumi¢, ktery umoziuje 1 zvySeni intenzity pronikajiciho laserového
svétla do vzorku. Signdl intenzity rozptylu svétla je z detektoru pienesen do koreldtoru,
ktery v po sobé& jdoucich casovych intervalech vzajemné porovnava intenzitu rozptyleného
svétla. Korelator pfedava informace pocitaci, ve kterém software provede analyzu dat
a ziskd udaje o velikosti ¢astic. Pro spravné meéfeni je nutné pouzit vhodné naredény
vzorek. Pii davkovani vzorku do kyvety je nutné dbat na absenci bublinek vzduchu,
prachovych ¢astic ¢i jinych necistot, které by mohly prekryt signdl méteného analytu [33],

[34]. Vysledkem méfeni je pak velikost emulznich kapek vyjadiend jako z-primeér
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jejich velikosti v nm, kterd pfedstavuje intenzitné vazeny prumér velikosti vSech kapek
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Obrazek 10 Schéma pristroje pro méreni DLS [34] (upraveno)

3.1.2 Stanoveni zeta potencialu

Zeta potencidl je elektricky nadboj na povrchu ¢astic, jehoZ velikost je dilezitym faktorem
poskytujicim udaj o potencidlni stabilité disperznich systémi. Pokud maji castice
v suspenzich anebo kapicky v emulzich dostatecné velky negativni nebo pozitivni zeta
potencidl, budou mit tendenci se vzajemné¢ odpuzovat a nebude dochazet
k jejich shlukovani. Mezni hodnoty zeta potencidlu rozd€lujici disperzni systémy
na stabilni a nestabilni jsou obvykle uddvany jako +30 mV nebo —30 mV. Nad témito
hodnotami jsou disperze povazovany za stabilni. Pokud je zeta potencial niZsi,
nebude dochazet k dostatenému odpuzovani a castice budou mit tendenci agregovat
do vétsich celkli. Pro méfeni zeta potencidlu mohou byt pouzity mikroelektroforetické

metody anebo elektroakusticka spektroskopie [33], [35], [36].
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Mikroelektroforetické méfeni pracuje na principu elektroforézy, pii které dochazi
k pohybu nabitych ¢astic mezi dvéma elektrodami. Pro méfeni zeta potencialu se pouziva
specialni kyveta (DTS1070) se zabudovanymi elektrodami, na které je veden elektricky
potencial. Pfistroj meéfi rychlost ¢astic pohybujicich se v elektrickém poli,

ktera je vyjadrena v jednotkové intenzité pole jako jejich pohyblivost [33], [35], [36].

Principem elektroakustické spektroskopie je kombinace psobeni ultrazvuku a elektrického
pole na disperzni Castice. Na rozdil od -elektroforetickych technik, které vyzaduji
dostate¢né fedéni vzorku, lze tuto metodu pouzit pro analyzu koncentrovanych vzorki
obsahujicich az 50 obj. % castic. Hodnota zeta potencialu se ziska pfevodem namétenych

dat pomoci vhodného matematického modelu [33].

3.1.3 Stanoveni reologickych vlastnosti

Reologické vlastnosti a snimi souvisejici viskozita jsou vyznamnou fyzikalni
charakteristikou ovliviiujici stabilitu disperznich soustav. Mezi faktory, které maji vliv
na reologické vlastnosti emulzi, patfi teplota, chemické slozeni kontinualni faze
(pH, koncentrace elektrolytll), objemovy podil dispergované faze, vlastnosti emulznich
kapicek (distribuce velikosti, koncentrace, vnitini viskozita, interakce a deformace)

a pruznost filmu emulgétoru [33], [36].

NejCastéji  pouzivanymi  pfistroji ke  stanoveni reologickych  charakteristik
jsou viskozimetry a reometry. Pouzivaji se napf. kulickové viskozimetry, u kterych
se sleduje rychlost padu kulovit¢ho télesa zkoumanym vzorkem anebo kapildrni
viskozimetry, u kterych se pozoruje doba pritoku definovaného objemu mezi dvéma
ryskami. Reometry pracuji na principu piisobeni smykové nebo kompresni deformacni sily
na méfeny vzorek, a mohou byt konstruovany pro kapaliny, pevné latky nebo jiné
viskoelastické materialy. Pro tekuté vzorky jsou vhodné rota¢ni reometry s riznymi typy
geometrii (valec-vélec, kuzel-deska, deska-deska, viz Obrdzek 11), kdy jeden z méficich
elementt se otaci (rotor), druhy je staticky (stator) a vzorek vyplituje Stérbinu mezi rotorem
a statorem. Pro pevné, plastické ¢i viskoelastické vzorky jsou vhodné;jsi kompresni zatizeni

[33].
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Obrazek 11 Typy rotacni reometru [37]

3.1.4 Mikroskopické metody

Morfologické vlastnosti disperznich systémi nelze obvykle sledovat pouhym okem.
K ziskani informaci o tvaru, distribuci a velikosti dispergované faze se proto vyuzivaji
ruzné typy mikroskopli. Mezi nevyhody mikroskopickych metod patii predevsim piiprava
mikroskopického preparatu s vhodnym fedénim vzorku, dale casova naro¢nost pozorovani
a subjektivni hodnoceni ziskanych vysledkt. U emulznich systému vSak mtizou poskytnout
informace o relativnim mnoZstvi oleje, vody a pevnych latek, 1ze pozorovat jejich interakce

a asociace, popft. ur€it rychlost koalescence rozptylenych kapicek [33], [38].

3.1.4.1 Opticka mikroskopie

Jedna se o pomérné levnou, jednoduchou a snadno dostupnou mikroskopickou metodu
pouzivanou pro charakterizaci emulznich mikrostruktur. Opticky mikroskop
muze byt prvnim ndstrojem pro ziskani informaci o tvaru a velikosti emulznich kapek.
Ve vétsiné pripadd je vybaven digitdlni kamerou umoznujici snimani mikrostruktur,
kdy ziskané¢ snimky lze nésledné pouzit pro pocitacovou analyzu. K pozorovani
mikrostruktur musi byt pfipraven dostatecné tenky a plochy vzorek, ve kterém
jsou vétsinou zobrazeny pouze sférické kapky. Dalsi nevyhodou miize byt obtizné rozliSeni
slozek emulzi, z divodu podobnych indexi lomu. Pro zvysSeni kontrastu mezi fdzemi
1ze pouZit rtizné typy hydrofilnich nebo lipofilnich barviv, které zvyrazni ty slozky emulze,
které¢ chceme pomoci mikroskopu pozorovat. Pii vybéru se musi davat pozor na to,
aby barvivo neinteragovalo s nékterou ze slozek, ¢imz by doslo ke zméné mikrostruktury.
Alternativnimi metodami zlepSujicimi kontrast mezi fdzemi jsou metoda fazového
kontrastu a diferencidlni kontrastni fazovad mikroskopie. Tyto techniky jsou vybaveny

specidlnim objektivem, ktery prevadi i malé rozdily v indexech lomu na vyznamné rozdily
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v intenzité svétla a tim dochdzi ke zlepSeni kontrastu a rozliSeni. DalSim uziteCnym
nastrojem pro zkoumani morfologickych vlastnosti je polarizacni svételna

mikroskopie[33], [38].

3.1.4.2 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Je dalsi technikou pro charakterizaci emulznich mikrostruktur, jejiz vyhodou je lepsi
optické rozliSeni a kontrast v porovnani se Sirokothlym fluorescenénim mikroskopem.
Tato metoda je vhodna pro konstruovani trojrozmérnych snimkii a profilu povrchu ¢astic
pomoci specidlni funkce trojrozmérného skenovéni. K ziskédni dostate¢né silné intenzity
signalu je vyzadovana del§i doba expozice, a proto metoda neni vhodnd pro vzorky,
jezjsou citlivé na svétlo anebo se v pribéhu casu méni. U latek, které pfirozené
nefluoreskuji je pro pozorovani nutné do vzorku predem zabudovat fluorescencni ¢inidlo,
aby bylo mozné pomoci konfokdlniho mikroskopu sledovat zkoumané struktury.

Nevyhodou je vsak toxicita pouzivanych fluorescencnich barviv [33], [39].

3.1.4.3 Elektronova mikroskopie

Jedna se o velmi efektivni techniku pouZivanou pro analyzu morfologie a mikrostruktury
emulzi. Existuji dva typy elektronovych mikroskopli, a to skenovaci elektronovy
mikroskop (SEM) a transmisni elektronovy mikroskop (TEM). Metoda SEM je zaloZena
na skenovani vzorku fokusovanym paprskem elektronti, které reaguji s atomy ve vzorku.
Vysledné snimky poskytuji informace o topografii povrchu disperznich soustav a sloZeni
vzorku. Pomoci TEM je moZné ziskat snimky s vysokym rozliSenim, kdy elektrony
prochdzi vzorkem a interaguji s obsazenymi molekulami. Pro 0U¢inngj$i propustnost
elektronli je doporucovéna ultratenka tloustka vzorku (obvykle < 200 nm). Elektronova
mikroskopie poskytuje trojrozmérnou povrchovou strukturu a podrobnou mikrostrukturu
emulzi, ale pfiprava vzorku je ¢asové naro¢nd a nedodrZzenim spravného postupu ptipravy

muze dojit ke zméné¢ struktury [33], [40].

3.1.5 Fazové studie — enkapsulac¢ni ucinnost a index krémovani

Pro kosmeticky a farmaceuticky priimysl je zddouci vyvijet bioaktivni latky s vysokou
¢innosti. Rada téchto latek je viak citliva na zmény prostiedi, kdy efektivni ochranou
muze byt jejich enkapsulace. Bylo zjisténo, ze enkapsulované aromatické latky, jako
napf. citral, jsou stabilngjsi a vykazuji dlouhodob¢jsi zadrzovani viné. Pro vyhodnoceni

ucinnosti emulznich soustav, které obsahuji enkapsulované bioaktivni latky,
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slouzi enkapsula¢ni ucinnost, sledovani stability v prubéhu skladovani a obsahu
uvolnénych latek. K vyhodnoceni téchto parametra je potieba kvantitativné urcit mnozstvi
latek zbyvajicich v emulzi okamzité po zpracovani a nasledné v urcitych c¢asovych

intervalech béhem skladovani a uzivani [33].

Utinnost enkapsulace (EE) lze stanovit pomoci vztahu (Rovnice 1) zahrnujiciho objemovy
podil enkapsulované latky (Venkaps) vztazeného k celkovému objemu pouzité latky (Viorar)

[41], [42].

EE = Yemkaps 10004 (1)

Vtotal

Pro  stanoveni enkapsulacni  uCinnosti  analytt s chromofory Ize  vyuzit
UV-VIS spektrofotometrii. Tato kvalitativni analyza je zaloZena na extrakci
enkapsulovanych sloucenin obsahujicich chromofory a auxochromy, nésleduje

jejich spektrofotometricka analyza a vyhodnoceni pomoci Lambert-Beerova zakona [33].

Dalsi u¢innou metodou umoziujici separaci Cistych slozek ze smési je chromatografie.
K separaci slozek ze smési dochazi na =zakladé déleni vzorku mezi mobilni
a staciondrni fazi. Vhodnou technikou pro kvalitativni a kvantitativni analyzu
enkapsulovanych sloucenin je vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC).
Plynovou chromatografii (GC) Ize pouZzit pro t€kavé nepolarni slouceniny s nizkym bodem
varu. Pro ziskani kvalitnich vysledkid se obvykle kombinuje chromatografie a hmotnostni

spektrometrie [33].

Stabilitu emulzi zhlediska krémovani nebo sedimentace lze hodnotit vizualnég,
pozorovanim emulzi uloZenych v uzavienych sklenénych tubach za konstantnich
podminek skladovéani. V pravidelnych casovych intervalech se méfi vySka krémové

popft. sérové vrstvy a index krémovani (CI) 1ze vypocitat pomoci Rovnice 2 [43]:

cl = 25 .100% )
Hg

Hs vysSka séra (prithledné vrstvy)

Hg celkova vyska emulze v tubé
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3.1.6 Vizualni popis

Vzhled a senzorické vlastnosti emulzi jsou dulezitymi aspekty nejen v potravinarstvi,
ale také v kosmetickém a farmaceutickém prtimyslu. Vzhled emulzi 1ze hodnotit pomoci
svételné propustnosti, zbarveni emulze, jeji konzistence anebo na zakladé ptitomnosti

¢i absence fazové separace, krémovani nebo sedimentace [33].

Vzhled emulzi zavisi na rtiznych interakcich, jako je napt. rozptyl, absorpce a pienos
svételného vinéni ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra. Transparentnost
emulze je charakterizovana mnozstvim rozptyleného svétla, kdy emulze miize byt vnimana
jako ¢ird, zakalend nebo neprihledna. Zbarveni emulze urcuji vinové délky svétla, které

jsou emulzi absorbovany [33].

Schopnost absorbovat a rozptylovat svétlo jsou dva zakladni faktory urcujici
turbiditu/zakal emulzi. K ziskani informaci o turbidité a absorbanci se nej€astéji pouziva
UV-VIS spektrofotometrie, kdy méfeny vzorek je davkovan do kiemenné kyvety a méteni
probiha pifi vinovych délkach, které odpovidaji viditelné oblasti elektromagnetického

zateni (obvykle 380 az 780 nm) [33].

Kolorimetry slouzi k urceni zbarveni emulze na zdkladé méfeni systému barevného
prostoru pomoci parametra L, a, b, kdy L reprezentuje intenzitu odrazené¢ho svétla (jas),
zatimco a a b charakterizuji barvu soufadnice. Zpravidla se hodnota L pohybuje v rozmezi
od 0 do 100, pficemz barva emulze je nejsvétlejsi, kdyz je hodnota L blizka 100.
Mezi faktory ovliviiujici barvu emulze patii velkost kapicek, koncentrace a index lomu

dispergované a kontinualni faze, typ pouzitého barviva a jeho koncentrace [33], [44].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

4 CILE PRACE

Cilem teoretické casti této diplomové prace bylo popsat zakladni charakteristiky
a aplikacni moznosti myrhové pryskyfice a myrhového esencialniho oleje. Vzhledem
k moznosti pouziti myrhového mydla jako emulgétoru jsou dale blize pfedstaveny emulze

a jejich charakterizace.

Ukolem praktické &asti bylo stanovit zakladni charakteristiky zmydelnéné myrhové
pryskyfice, predev§im méfenim povrchového napéti a mezifazového napéti, urenim
kritické micelarni koncentrace, méfenim velikosti disperznich Castic a zeta potencidlu
a sledovanim ptipadnych zmén v zéavislosti na pH a iontové sile. Dal§im dil¢im cilem
bylo pouzit myrhové mydlo pro piipravu a stabilizaci emulzi typu O/V a v této souvislosti
zjistit jeho emulgacni schopnosti pro vybrané kosmetické oleje na bazi triacylglycerolii
aesencialni oleji (silic). U pfipravenych emulznich systémt, myrhového mydla
amyrhového éterick¢ho oleje byla dale zkoumdna jejich potencidlni antimikrobidlni

aktivita.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy

Hlavnim studovanym materidlem byla horni vrstva myrhového mydla, ze které byly

pro experimenty pripravovany disperze o potfebné koncentraci. Pro dal§i méfeni a piipravu

emulzi byly pouzity nize uvedené latky:

Horni vrstva myrhového mydla (7 % myrhové pryskyfice);

Spodni vrstva myrhového mydla (pfevazné obsah sodnych soli pryskyfi¢nych

kyselin);

Demineralizovana voda;

Ethanol;

Olivovy olej (Nobilis Tilia);

Slune¢nicovy olej (komeréni znacka);

Konopny olej (Nobilis Tilia);

Jojobovy olej (Nobilis Tilia);

Olej trikaprin/trikaprylin (Saboderm TCC, SABO S.p.A);
Esencialni olej lemongras (Nobilis Tilia);

Esencialni olej limetka (Nobilis Tilia);

Esencidlni olej hiebicek plody (Nobilis Tilia);

Esencidlni olej skofice kiira (Nobilis Tilia);

Esencidlni olej myrha (Nobilis Tilia);

Esencialni olej mata peprna (Nobilis Tilia);

Eugenol (99%, M = 164,20 g-mol~!, CAS 97-53-0, Sigma Aldrich);

trans-cinnamaldehyd (99%, M = 132,16 g-mol!, CAS 14371-10-9, Sigma
Aldrich);

R-(+)-Limonene (97%, M = 136,26 g-mol-', CAS 5589-27-5, Sigma Aldrich);

Kyselina chlorovodikova (HCI, ¢ = 0,2 M);
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Roztok hydroxidu sodné¢ho (NaOH, ¢ = 0,5 M);

Chlorid sodny (NaCl, M = 58,44 g-mol™!);

Bromid draselny (KBr, M = 119,00 g-mol);

Xanthanova guma (KELTROL® CG-SFT, CP Kelco U. S., Inc.);
Agar (Agar Agar, Type I, CAS 9002-18-0, ES 232-658-1, HiMedia);
Mueller Hinton Agar (M173-500G, HiMedia);

Bakterie Staphylococcus aureus (CCM 3953);

Bakterie Micrococcus luteus (CCM 732);

Bakterie Escherichia coli (CCM 3954);

Bakterie Pseudomonas fluorescens (CCM 2798).

5.2 Pristroje

Kromé bézného laboratorniho vybaveni a pomticek, byly dale pouzity tyto pfistroje:

Automatickeé pipety (Discovery Comfort, Eppendorf);
Analytické laboratorni vahy;

Spektrofotometr (PhotoLab 6600 UV-VIS);
Tenziometr (K20, A .Kriiss Optronic, Némecko);
Opticky tenziometr (Attension Theta, Finsko);
Zetasizer (Nano ZS90, Malvern, UK);

pH metr (WTW InoLab 7110, elektrody Sen Tix HW);
Ultrazvukovy sonikator (Heilscher UP400S, Némecko);

Infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci (spektrometr Nicolet Summit,

nastavec Everest ATR, nastavec iD1);
Vortex (Labnet);
Denzimetr (Erbalachema);

Sterilni disky (HiMedia);
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e Plynovy chromatograf (DANI Master GC Fast Gas Chromatograph).
5.3 Metodika

5.3.1 Spektrofotometrické stanoveni

Touto metodou byl sledovan vznik zakalu, ktery detekoval tvorbu micel a ptibliznou
kritickou micelarni koncentraci (CMC). Do kyvety byly nadavkovany 2 ml
demineralizované vody a automatickou pipetou byly postupné pipetovany 5 pl pfidavky
myrhového mydla. Jako blank byl pfipraven roztok ethanolu ve vodé¢ (3,8 ml ethanolu
v 10 ml vody). Byl pouzit spektrofotometr PhotoLab 6600 UV-VIS a méfeni probihalo
v rozmezi vlnovych délek od 190-780 nm. Zakal byl patrny pti 10 pl myrhového mydla
ve2 ml vody (5 pl/ml), kdy namétend absorbance byla A =0,782 pfivinové délce
A =291 nm. Spektrofotometrick¢ stanoveni bylo provedeno také u spodni vrstvy MM.
S postupnymi piidavky této frakce dochdzelo ke zvySovani absorbance, avSak zdakal

se nevytvoril. S vodou zde vznikaly ¢iré roztoky.

5.3.2 Méreni povrchového napéti metodou Wilhelmyho desti¢ky

Dalsim krokem bylo stanoveni CMC méfenim povrchového napéti y [mN-m ~'].
Tato metoda je zaloZeno na snizovani povrchového napéti v zavislosti na zvySujici
se koncentraci PAL. Po pfekroceni CMC dochazi ke shlukovani molekul PAL do micel
a povrchové napéti systému se jiz dale nesnizuje, ale zlstava konstantni. Pro méteni
byl pouzit tenziometr typu K20 (Kriiss) s platinovou Wilhelmyho destickou.
Jedna se o odtrhavaci metodu, pii které se méfi sila potfebna k odtrZeni desticky od hladiny
métfeného roztoku, pficemz maximalni sily je dosaZeno tésné pred jejim odtrZenim.
K méfeni sily se vyuzivaji velmi citlivé vahy.

Pted samotnym stanovenim vzorktli bylo jako kontrola tfikrat zméteno y demineralizované
vody, aby se mohly vyloucit systematické chyby méfeni. Do 5Sml odmérnych banck
bylo nasledné pfipraveno osm vodnych roztoki myrhového mydla (MM) se zvySujici
se koncentraci tak, aby vznikla koncentra¢ni fada MM: 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,7
a 1,0 vol.% (Tabulka 3). Méteni probihalo postupné od nejnizsi koncentrace po nejvyssi,
pricemz kazda disperze o urcité koncentraci byla zmétena tiikrat. Do kadinky oplachnuté
demineralizovanou vodou a ethanolem byly nality cca 2 ml vzorku a na hacek, ktery
je soucasti vah, byla zavéSena Wilhelmyho desticka, ktera byla pfed kazdym pouzitim

dikladn¢ oplachnuta vodou aacetonem andasledné byla vyzihdna, aby se zamezilo
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pfitomnosti necistot, jez by mohly negativné ovlivnit métfeni. Poté byl pomoci Sroubu
posunut stolek se vzorkem tak, aby se dolni ¢ast desticky dotykala hladiny méfeného
vzorku. Po ustaleni desticky a nastaveni vSech potifebnych parametri bylo tenziometrem

pii teploté 27 °C zméteno povrchoveé napéti.

Tabulka 3 Koncentrace vzorkii a objem myrhového mydla (MM) vztazeny na Sml

¢ [%] VM [pl]
0,05 2,5
0,1 5
0,2 10
0,3 15
0,4 20
0,5 25
0,7 35
1,0 50

5.3.3 Méreni mezifazového napéti

Mezifazové napéti bylo stanoveno metodou ptisedlé kapky na optickém tenziometru
Attension Theta. Tenziometr za pomoci Cernobilé digitdlni kamery, kterd zaznamenava
obraz kapicky v disperznim prostedi testovaného vzorku. Kapi¢ku je nutné dostate¢né
priblizit a zaostfit. Pro méfeni mezifdzového napéti na rozhrani olej/voda je potfeba znat
hustotu a viskozitu oleje pfi 20 °C. Po nastaveni vSech potiebnych parametri
je pocitatovym softwarem vyhodnoceno mezipovrchové napéti z geometrickych parametrt

tvaru kapicky pomoci Young-Laplaceovy rovnice.

Pro méfeni byly pouzity 0,1; 0,3; 0,5 a 1,0% vodné disperze MM, rostlinné oleje konkrétné
olivovy, slunecnicovy, konopny olej a jojobovy vosk, dale esencidlni oleje — lemongras,
limetka, hiebicek plody, skofice klira, myrha a mata peprna. Do kyvety byl nadavkovan
cca 1 ml vzorku MM o pfislusné koncentraci, kyveta byla ociSténa a umisténa na posuvny
stolek tenziometru. Oleje byly dévkovany do mikrostiikaCky Hamilton, jejiz soucasti
je zahnutd jehla z nerezové oceli o priméru 0,718 mm. Mezi jednotlivymi oleji byla pipeta
1 jehla dikladné proplachnuta vodou a hexanem. Pipeta byla umisténa do drzéku a jehla
byla pomalym spousténim vpravena do kyvety s disperzi mydla. Nasledné byla pomoci
jehly vytvoiena kapka oleje (optimalni objem kapky cca 7 pl) a po ustaleni a kalibraci
bylo ptislusnym pocitacovym programem vyhodnoceno mezipovrchové napéti na rozhrani

disperze MM a oleje. Méfeni probihalo pfi teploté 25 °C.
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5.3.4 Charakterizace disperznich systémi s myrhovym mydlem

K méteni velikosti disperznich ¢astic MM a zeta potencidlu byl pouzit pfistroj
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern), ktery pracuje na principu dynamického rozptylu svétla.
Zetasizer umoznuje méfeni vzorkl s vysokou vodivosti a nizkou pohyblivosti Céstic

a to ve vodnych i1 bezvodych disperzich

5.3.4.1 Méreni velikosti disperznich cdastic myrhového mydla a ¢ potencialu

Do polystyrenové kyvety byl opatrné po sténé¢ napipetovan 1 ml prefiltrované
demineralizované vody (byl pouzit stfikackovy filtr Millipore o velikosti port 0,22 pm),
do které bylo nasledné nadavkovano 5 pl nefedéného MM. Kyveta byla ocisténa a vlozena
do pftistroje. Méfeni bylo provadéno pfti teploté 25 °C a byly pouzity nasledujici vstupni
udaje pottebné pro vypocet velikosti ¢astic: viskozita disperzniho média 0.887 cP, index
lomu disperzniho média 1.33 a index lomu dispergovaného podilu surfaktantu 1,46.
Po nastaveni parametri a spusténi meéfeni, pristroj Zetasizer a piislusny pocitacovy
program zpracoval a vyhodnotil naméfend data. Velikost Ccastic byla vyjadiena
jako ,,z-prumér*, ktery ptredstavuje intenzitné vazeny prumér velikosti vSech Castic

ve vzorku.

Pro méfeni  potencialu byl pfipraven vzorek tak, Ze do kadinky byly pipetou nadavkovany
4 ml prefiltrované demineralizované vody a 15 ul nefedéného MM. Takto piipravena
disperze byla pomoci stiikacky naddvkovana do specidlni kyvety s elektrodami (DTS1070)
a nasledné¢ bylo spuSténo meéfeni. Méfeni bylo provedeno pifi 25 °C a vysledky

vyhodnoceny pomoci Smoluchowskeho aproximace.

5.3.4.2 Mgéieni velikosti disperznich castic myrhového mydla a { potencidlu v zavislosti

na pH

Bylo pfipraveno 9 vodnych roztokii s pH v rozmezi 2 az 10. Roztoky byly pfipraveny
do 250 ml ban¢k postupnym piikapavanim HCl a NaOH do demineralizované vody,
kdy zména pH byla méfena pH elektrodou, jez byla kalibrovana na fosfatovy pufr (pH 7)
a boratovy pufr (pH 9). Pfed méfenim byly roztoky pfefiltrovany (pro kazdy roztok
o ur¢itém pH byl pouzit Cisty filtr Millipore o velikosti pora 0,22 pm). Pro méteni velikosti
Castic byl do kyvety pipetovan 1 ml prefiltrovaného roztoku o urcitém
pH a5 pl nefedéného MM. Pro méfeni ( potencidlu byly do kadinky pipetovany

4 ml prefiltrovaného roztoku o ur¢it¢ém pH a 15 pl nezfedéného MM. Poté byl vzorek
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stiikackou preveden do kyvety DTS1070. Pro méfeni i vyjadieni vysledki byly pouzity

parametry uvedené v ¢asti 5.3.4.1.

5.3.4.3 Mgéieni velikosti disperznich castic myrhového mydla a  potencidlu v zavislosti

na koncentraci elektrolytu

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 4 desetinnd mista navazeno 0,5844 g NaCl.
Pro ptipravu roztoku o koncentraci 100 mM NaCl bylo do 100 ml odmérmné baiky
kvantitativné pfevedeno navdzené mnozstvi NaCl a roztok byl doplnén po rysku.
Tento roztok byl postupné fedén tak, aby vznikla koncentra¢ni fada: 0,01; 0,05; 0,1; 0,25;
0,5; 1; 5; 10; 25; 50 a 75 mM NaCl. Roztoky byly ptefiltrovany (pro kazdou koncentraci
NaCl byl pouzit ¢isty filtr Millipore o velikosti porti 0,22 pm) a pro méfeni velikost ¢astic
byl do kyvety pipetovan 1 ml pfefiltrovaného roztoku o wurcité koncentraci NaCl
a5 pl netedéného MM. Proméfeni { potencialu byly do kadinky pipetovany
4 ml prefiltrovaného roztoku o ur¢ité ¢ NaCl a 15 pl nefedéného MM. Poté byl roztok
stiikackou nadavkovan do kyvety DTS1070. Pro méfeni i vyjadieni vysledka byly pouzity

parametry uvedené v ¢asti 5.3.4.1.

5.3.5 Infracervena spektroskopie myrhového mydla

Pro analyzu byl pouzit infracerveny spektrometr Nicolet Summit s nastavcem Everest ATR
a analyzovdna byla horni 1 spodni vrstva MM. Par kapek myrhového mydla
bylo Pasteurovou pipetou pifeneseno na nastavec, vzorek byl pfiklopen selen-zinkovym
krystalem a nésledn¢ probihalo samotné méfeni. Ob¢ vrstvy myrhového mydla

byly méteny na pozadi vzduch a etanol.

Pro ziskani kvalitnéjSich spekter byla nasledné provedena FTIR analyza bromido-draselné
tablety obsahujici vysuSenou horni vrstvu myrhového mydla. Na Petriho misku
bylo nadavkovano 10 ml MM a nasledné probéhlo suSeni pii 50 °C pfes noc.
Poté byla Petriho miska s vysuSenym MM ponechdna tyden v exikatoru. Nasledovala
ptiprava KBr tablety. Na lodicku byl navazen cca 1 mg vysusen¢ho MM, poté bylo
navazeno cca 0,175 g KBr. Smés byla pfevedena do tfeci misky, ve které byla dikladné
zhomogenizovana. Zhomogenizovand smés byla pfenesena do néstavce, ktery byl vlozen
do lisu a pfi tlaku ca 200 kPa byla zhotovena KBr tableta, kterd byla opatrné¢ vyjmuta
z nastavce. Analogicky byla pfipravena i druha tableta se vzorkem a tableta s ¢istym KBr,
ktera slouzila jako pozadi pro métfeni. Pro analyzu byl pouzit infraerveny spektrometr

Nicolet Summit s nastavcem iD1.
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5.3.6 Priprava emulzi

V préci byly pfipraveny emulze O/V, kdy jako vodna faze byla pouzita 1 % disperze MM
a jako olejova faze rostlinné oleje na bazi triacyglycerolit (TAG, olivovy, slunecnicovy,
konopny), jojobovy vosk a esencialni oleje (EO, lemongras, limetka, hiebi¢ek plody,
skofice kara, myrha, mata peprna). Dale byl pouzit trikaprin/trikaprylin a Cisté latky —
slozky esencialnich olejii eugenol, R-(+)—-Limonen a trans-cinnamaldehyd. Celkovy objem
emulze byl 10ml, kdy do vialky byla davkovadna olejovd a vodnd faze v poméru
10/90 a 5/95. Poté byla vialka uzaviena a smés byla po dobu jedné minuty michana
na vortexu. Nasledovala homogenizace sloZzek emulze sonikaci s pouzitim ultrazvukového
sonikatoru Heilscher UP400S. Sonikace probihala po dobu 2 minut pifi amplitudé 60 %.
Béhem sonikace byla vialka umisténa v ledové lazni, aby se ptedeslo piehiati smési mozné
degradaci oleji. Mezi jednotlivymi vzorky byla sonikacni sonda vzdy promyta

v demineralizované vodé a ethanolu.

5.3.6.1 Stabilizace emulzi xanthanovou gumou

Byly pfipraveny roztoky xanthanové gumy (XG) s koncentraci 0,1; 0,5 a 1 %.
Tyto roztoky XG byly dale pouzity pro ptipravu 1% roztoku MM, které nésledné slouzily
k ptipravé emulzi, ve kterych byl jako olejovd faze pouzit myrhovy esencidlni ole;j.
V tomto testu byla stanovena koncentrace XG, schopna zabranit krémovani/sedimentaci
emulznich kapek. Tato koncentrace XG (1 %) byla dale pouZita pro piipravu emulzi
obsahujicich oleje na bazi TAG, a to olivovy olej a trikaprin/trikaprylin, dale esencidlni
oleje (viz vySe 5.3.6) a slozky EO (viz vySe 5.3.6). Vodna faze (1% MM+1% XG)
a olejova faze byly michany v pomé&ru 95/5. Postup ptipravy dale probihal obdobné jako
v ¢asti 5.3.6.

5.3.7 Charakterizace emulzi

5.3.7.1 Méieni velikosti emulznich kapek a { potencidalu

Ihned po pfipravé emulzi byla na pfistroji Zetasizer ZS90 méfena velikost dispergovanych
kapek a { potencial. Pro méteni velikosti kapek byl do polystyrenové kyvety pipetovan
1 ml ptefiltrované vody a 5 pl emulze. Pro méteni { potencialu bylo do kadinky pipetovany
4 ml pfrefiltrované vody a 15 pl emulze, poté byl vzorek sttikackou nadavkovan do kyvety
DTS1070 a nasledovalo méfeni. Pro méfeni i vyjadieni vysledkt byly pouzity parametry

uvedené v Casti 5.3.4.1.
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5.3.7.2 Fazové studie — vizudlni popis emulzi

Stabilita emulzi byla sledovéana v niZze uvedenych ¢asovych intervalech. Prvni popis emulzi
byl proveden po jedné hodiné od jejich pfipravy, poté byly emulze sledovany
po 3 hodinach, nasledn¢ po 1, 3 a 7 dnech, a nakonec po mésici od pftipravy.
Emulze byly skladovany v chladni¢ce pii teploté 4 °C. Béhem odecitdni byla uréovéana
vyska v mm 1) vrstvy oddélené olejové faze, 2) vrstvy krémovani nebo sedimentace,

v zavislosti na procesu, ktery v dané emulzi probihal.

5.3.8 Mikrobiologicka analyza

Pted samotnou analyzou bylo pfipraveno 500 ml Mueller Hinton agaru, kdy 7,5 g agaru
a 10,5 g Mueller Hinton agaru bylo navdzeno do 500ml reagen¢ni lahve a odmérnym
valcem bylo pfiddno 500 ml demineralizované vody. Smés byla krouZivymi pohyby
promichéna a nasledn¢ vloZena do autokldvu. Po vychladnuti byl agar ptelit do Petriho

misek a nechal se zatuhnout.

Jednodenni bakterialni kultury Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia
coli a Pseudomonas fluorescens byly z bujonu natedény do 7 ml fyziologického roztoku
na zédkal s hodnotou 0,5 McFarlandovy stupnice. Tyto nafedéné bakteridlni kultury
byly pomoci automatické pipety zaoCkovany na Petriho misky s Mueller Hinton agarem

a byly ponechany v laminarni boxu.

Mezitim byly pfipraveny emulze. Jako vodna faze bylo pouzito 1% MM a jako olejova
faze esencidlni oleje myrha, hiebicek, skofice a sloZzky EO eugenol a frans-cinnamaldehyd,
které byly emulgovany v poméru O/V 10/90. Ptiprava probihala postupem popsanym
v ¢asti 5.3.6. Z divodu omezené stability téchto emulzi, a pro zajisténi dostatecné
homogenity systému, bylo ihned po pfipravé 25 ul kazdé emulze nadavkovano
automatickou pipetou na sterilni disky o priméru 9 mm, které se takto nechaly emulzi
nasytit. Dale bylo na sterilni disky pifeneseno 25 ul samotného myrhového mydla
a myrhového esenciadlniho oleje. Celkem bylo pouzito 7 ptipravenych, nefedénych vzorki.
Nasycené disky byly poté opatrn€ pieneseny pomoci sterilni pinzety na misky
se zaockovanymi bakteridlnimi kulturami. Inkubace probihala pii 30 °C po dobu 24 h

a nasledné byly odecitany velikosti inhibi¢nich zon.
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5.3.9 Plynova chromatografie myrhového éterického oleje

K analyze myrhového éterického oleje byla pouzita metoda plynové chromatografie.
Byl pouzit plynovy chromatograf DANI Master snepolarni kapilarni  kolonou
GC Zebron™  ZB-5ms  (dimethylsiloxan s5 % arylenu) o  rozmérech
30m x 0,25 mm x 0,5 um a s plameno-ioniza¢nim detektorem (FID). Jako mobilni faze
byl pouzit dusik. Do injektoru byl nastfikovan mikrostiikackou roztok o objemu 1 pl.
Nastiikovy roztok byl pfipraven fedénim 1 pl myrhového oleje v 1000 pl methanolu.
Teplota injektoru byla 220 °C a priitok mobilni faze 1 ml-min~!. Dé&li¢ toku byl nastaven
na pomér 1 : 20. Teplota FID detektoru byla 260 °C. Kolona byla vyhiivana gradientove.
Pocatecni teplota kolony 60 °C byla linedrn€ zvySovana rychlosti 3 °C/min aZ do teploty
250 °C. Celkovy c¢as analyzy cinil 63 min. Data byla vyhodnocena pomoci programu

Clarity, DataApex.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Priprava myrhového mydla

Vzorek myrhového mydla byl pfipraven procesem saponifikace myrhové pryskyfice.
Pti ptipravé byly izolovany dvé frakce, horni a spodni vrstva, které se liSily procentualnim
zastoupenim rozpusténé myrhové pryskyfice. Postup ptipravy, ktery byl vypracovan

ve vyvojovém oddéleni firmy Nobilis Tilia, je popsan v této kapitole.

6.1.1 Postup pripravy

Myrhova pryskyftice byla po dobu jednoho tydne louhovana ve smési vodného roztoku
hydroxidu sodné¢ho a ethanolu. Béhem této doby doslo k oddé€leni dvou vrstev, spodni
vrstvy s pfevaznym obsahem sodnych soli pryskyficnych kyselin a horni vrstvy, ktera
obsahovala rozpusténou myrhu s pryskyficnymi kyselinami. Nésledn¢ byla horni vrstva
oddélena a neutralizovana kyselinou mlécnou. U spodni vrstvy nebyla provedena

neutralizace a ddle se jiZ nepouzivala.

6.1.2 SloZeni myrhového mydla
SloZeni horni a spodni vrstvy myrhového mydla je uvedeno v nasledujicich tabulkéch.

Tabulka 4 SlozZeni horni vrstvy myrhového mydla

Latka Obsah [%]
Kyselina mlécna 1,0
NaOH 4,5
Myrhova pryskyftice 7,0
Mlécnan sodny 14,0
Voda 35,5
Ethanol 38,0

Tabulka 5 Slozeni spodni vrstvy myrhového mydla

Latka Obsah [%]
Ethanol 5,0
NaOH 11,5
Myrhova pryskyftice 20,0
Voda 63,5

Horni vrstva myrhového mydla byla pouZita pro experimentdlni ¢ast diplomové prace.
U spodni vrstvy bylo provedeno pouze spektrofotometrické méfeni absorbance (Cast 5.3.1)

a FTIR analyza (Cast 6.2.6).
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6.2 Charakterizace myrhového mydla

V této kapitole jsou shrnuty vysledky méieni povrchového napéti, mezifazového napéti,
méieni velikosti disperznich c¢astic a { potencidlu (v zavislosti na pH a koncentraci

elektrolytu). V zavéru této ¢asti jsou uvedeny spektra MM z FTIR analyzy.

6.2.1 Povrchové napéti

Ukolem méfeni povrchového napéti bylo zjistit koncentraci MM, pii které dochazi
k tvorbé micel. K méteni byl pouzit tenziometr typu K20 (Kriiss) s platinovou Wilhelmyho
destickou. Jedna se o odtrhavaci metodu, kdy se zvysujici se koncentraci MM dochazelo
ke snizovani povrchového napéti, coz je patrné na Obrazku 12. Z grafu zavislosti
v na koncentraci lze vy¢ist, Ze CMC MM je 0,18 % roztok MM, coz odpovida 180 pl MM

ve 100 ml demineralizované vody.

( ]
70 y =-132,29x + 67,567

R2=0,8776
60 °
50 L

— — @
y =-6,7432x + 45,734
R?=0,8722

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
c [%]

Obrazek 12 Graficka zavislost povrchového napéti na koncentraci MM

Tabulka 6 Namérené hodnoty povrchového napéti v zavislosti na koncentraci

cvm [%] v [mN-m™] oy [mN-m™]

0 71,5 72,2 72,8 72,24+0,7
0,05 56,2 56,9 57,1 56,7+0,5
0,1 51 51,9 51,5 51,5+0,5
0,2 43,1 437 439 43,6+0,4
0,3 45,4 4477 44,8 45,0+0,4
0,4 432 433 435 43,3+0,2
0,5 41,6 41,8 41,9 41,8+0,2
0,7 40,5 40,9 40,6 40,7+0,2
1,0 39,2 39,2 39,2 39,24+0,0




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

6.2.2 Mezifazové napéti

Mezifazové napéti na rozhrani vodné a olejové faze bylo stanoveno metodou piisedlé
kapky pomoci optického tenziometru Attension Theta. Jako vodna faze byly pouzity vodné
disperze MM s rostouci koncentraci, a to 0,1; 0,3; 0,5 a 1 %. Dale byly pouzity rostlinné
oleje, vosk a esencidlni oleje. Postup experimentu je uveden v casti 5.3.3.
Mg¢fteni bylo mozné provést pouze u rostlinnych olejti, konkrétné u olivového
a slunecnicového oleje, kde byly hodnoty mezipovrchového napéti stanoveny pro vSechny
koncentrace MM, viz Tabulka 7. U konopného oleje byla na jehle vytvorena stabilni
kdy byla odeétena hodnota y = 5,8 mN-m™'. Naproti tomu pro jojobovy vosk bylo mozné
vy métit pouze u nejvyssi 1% koncentrace MM. U dalSich koncentraci MM ve vodné fazi
sena jehle kapka nevytvofila, protoze dochazelo k jejimu rozplyvéani. K tomuto jevu
dochéazelo 1uesencidlnich olejii, kdy nebylo mozné mezifazové napéti y stanovit
ani pro jeden ze studovanych vzorkd. Divodem nestability kapky mlze byt v ptipadé
konopného oleje jeho vyrazné odlisné slozeni mastnych kyselin oproti olivovému
a slune¢nicovému oleji, jelikoz obsahuje pfevazné nenasycené dienové a trienové mastné
kyseliny. Obdobny divod, tedy chemické slozeni, 1ze najit i u jojobového vosku, ktery
je esterem jednosytnych alkoholi a mastnych kyselin svelmi dlouhym fetézcem.
Tento vosk mé rovnéz oproti ostatnim olejim niz$i hustotu. V piipadé esencialnich oleji
je pak nestabilita kapky na jehle zptisobena ptitomnosti ethanolu v samotném MM, ktery
jepro esencialni oleje rozpoustédlem. Vysledky vy rostlinnych oleji jsou shrnuty
v Tabulce 7, kdy znamétenych hodnot je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci MM

dochézi ke snizovani mezifdzového napéti.

Tabulka 7 Hodnoty mezifazového napéti v zavislosti na koncentraci MM

¢ [% viv] Olivovy olej Slunecnicovy olej Konopny olej Jojobovy vosk
y mN-m”! y mN-m™! y mN-m™! y mN-m~!
0,1 11,5 11,4 5,8 n
0,3 8,0 7,7 n n
0,5 7.1 6,0 0 n
1,0 6,6 5,7 n 1.6
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6.2.3 Velikost disperznich ¢astic MM a { potencidlu

K charakterizaci disperze MM slouzil pfistroj Zetasizer Nano ZS90  (Malvern),
ktery pracuje na principu dynamického rozptylu monochromatického zéfeni.
Velikost ¢astic, resp. micel MM, je vyjadiena jako ,,z-primér®, coz je hodnota vyjadiujici
intenzitné vazeny prumér velikosti vSech ¢astic ve vzorku. Hodnota PDI vyjadiuje stupen
polydisperzity systému a ( potencial udava informace o potencialni koloidni stabilité
disperze. Naméiené hodnoty pro vodnou disperzi MM jsou uvedeny v Tabulce 8,
kdy primérna velikost disperznich castic MM je 399,8+5,6 nm a priumérna hodnota
Cpotencidlu se rovnd -30,3£0,5 mV. Distribuéni kiivka MM (Obrdzek 13)
je monomodalni, coz dokumentuje ptitomnost jedné populace micel s relativné¢ malymi

rozdily ve velikosti. Relativné izkou distribuci potvrzuje i hodnota indexu polydisperzity
PDI=0,28+0,01.

Tabulka 8 Namérené hodnoty velikosti disperznich castic (micel) MM a { potencialu

Z-prumér Priamér oy { potencial | Primér
[nm] velikosti [nm] PDI LAl A 4V [mV] € potencialu
397,4 0,282 -29.9
406,2 399,8+5,6 0,275 0,28+0,01 -30,1 -30,3+0,5
395,7 0,271 -30,9
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Obrazek 13 Distribucni krivka disperznich castic (micel) MM
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6.2.4 Velikost disperznich ¢astic MM a { potencidlu v zavislosti na pH

Grafickd zavislost primérné velikosti disperznich ¢astic MM na pH je uvedena
na Obrazku 14. Nejvetsi primérnd velikost ¢astic MM a to 582,7+£5,0 nm (Tabulka 9)
byla naméiena pii pH 2, které je v tomto ptipad¢ blizké izoelektrickému bodu, pfi kterém
Castice ztraci naboj a dochazi kjejich agregaci, protoze se vzdjemné neodpuzuji.
Pii pH 2 byla také naméfena nejniz$i primérnd hodnota { potencidlu -5,2+0,1 mV
(Tabulka 9), ktera je charakteristickd pro vysoce nestabilni systémy. Pti pH 3 a 4 je ziejmy
mensi narist velikosti Castic zplisobeny vlivem agregace. Nejblize prumérné velikosti
¢astic ve vodné disperzi s neadjustovanym pH (399,8+5,6 nm, Tabulka 8) je velikost ¢astic
MM pfi pH 5. U neutralniho pH a pH 8 opét doslo k mirnému zvétSeni a pii vyssim pH
se velikost opét blizila primérmé velikosti ¢astic 399,8+5,6 nm. Primérné hodnoty
Cpotencidlu se pro pH vintervalu 3 az 10 pohybovaly vrozmezi 30+1,5 mV,
viz Tabulka 9. Ze ziskanych dat je mozné konstatovat, Ze myrhové mydlo je pomérné
odolné Sirokému rozmezi hodnot pH a ze ke znacné agregaci disperznich ¢astic dochazi

pii velmi nizké hodnoté pH 2.
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Obrazek 14 Graficka zavislost velikosti disperznich castic MM na pH



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Tabulka 9 Hodnoty velikosti disperznich castic MM a { potencialu v zavislosti na pH

pH Prﬁm(;:‘l I\Ifl(;likosti Pritmér PDI Prﬁmér[ZI;n [{;)]tenciﬁlu
2 583+5 0,29+0,03 -5,2+0,1
3 458+13 0,37+0,01 -30,7+0,6
4 444418 0,37+0,01 -29,5+1,0
5 397+14 0,28+0,10 -30,5+1,2
6 351+£15 0,33+0,05 -29,24+0,7
7 434412 0,27+0,04 -31,5+0,9
8 424+4 0,25+0,02 -30,9+1,5
9 364+3 0,36+0,03 -32,0+0,9
10 345+1 0,22+0,02 -31,7+0,9

6.2.5 Velikost disperznich ¢astic MM a  potencialu v zavislosti na koncentraci

elektrolytu

Grafickd zéavislost primérné velikosti disperznich ¢astic MM na koncentraci elektrolytu
je uvedena na Obrazku 15. Nizké koncentrace elektrolytu nemély zésadni vliv na agregaci
¢astic MM, kdy do koncentrace NaCl 5 mmol-I"! se hodnoty pohybuji v okoli primérné
velikosti ¢astic 399,8+5,6 nm odpovidajici nulové koncentraci NaCl. Mirné zvyseni
je sledovano pfi koncentraci 25 mmol-1!, aviak znatelny nartist je patrny az pii vys§ich
koncentracich NaCl, ato 50; 75 a 100 mmol-1"! (Tabulka 10). Zvétseni &astic MM
odpovidd poklesu primérnych hodnot { potencidlu srostouci koncentraci NaCl
(Obrdzek 16). Do koncentrace NaCl 25 mmol-1"!, se hodnoty { potencidlu pohybuji
vrozmezi —25,0£50mV a pfi vySSich koncentracich  dochazi  k poklesu
azna—12,1+1,6 mV, viz Tabulka 10. Z naméfenych dat lze konstatovat, Ze disperzni
systétm MM je odolny vici agregaci Castic, ke které dochéazi az pii vysSich koncentracich
NaCl (pro srovnéani, koncentrace NaCl ve fyziologickém roztoku je 154 mmol-17).
Srovnani distribucnich kiivek ¢astic (micel) MM v pfitomnosti NaCl je pro nejvyssi
studované koncentrace elektrolytu uvedeno na Obrazku 17.
Jedna se o bimodalni distribucni kiivky, kde je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci
dochazi k postupnému piibyvani aglomerati v oblasti vétsi nez 4 pum, coz je velikost,
kterou jiz pfistroj Zetasizer neni schopen detekovat. V pfitomnosti elektrolytii
s divalentnimi kationty lze vSak pfedpokladat, Ze k agregaci dojde pii nizSich

koncentracich.
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Obrazek 15 Graficka zavislost velikosti disperznich castic MM na koncentraci NaCl
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Obrazek 16 Graficka zavislost { potencialu MM na koncentraci NaCl
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Tabulka 10 Namérené hodnoty velikosti disperznich castic MM a { potencidlu v zavislosti
na koncentraci NaCl

exact [mmo-I1] Prﬁmé’[::'l ;SlikOSti Pritmér PDI Prﬁmér[i.:,n I{?]tendélu
0,01 354+6 0,27+0,03 -25,0+1,1
0,05 433+1 0,19+0,05 —28,7+0,6
0,1 40710 0,20+0,03 -27,2+0,8
0,25 416+13 0,37+0,04 -24,2+1.4
0,5 368+10 0,41+0,01 -23,8+1,1
1,0 446+15 0,40+0,02 -29,9+0,8
5,0 462+6 0,28+0,04 -25,3+0,8
25 485+4 0,33+0,05 -20,6%1,6
50 587+12 0,37+0,03 -14,4+0,1
75 647+54 0,48+0,03 -12,14+0,9
100 927+68 0,47+0,09 -12,1£1,6
20
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Obrazek 17 Distribucni krivky disperznich castic (micel) MM pro nejvyssi

koncentrace NaCl
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6.2.6 Infracervena spektroskopie

Infrac¢ervenou spektroskopii byla analyzovéana horni i spodni vrstva MM. Méfeni probihalo
na pozadi vzduch a ethanol, ale spektra na pozadi ethanol byla nekvalitni a nebylo mozné
je vyhodnotit. Spektra pro horni 1 spodni vrstvu na pozadi vzduch jsou zobrazena
na Obrazku 18 a Obrazku 19. Spektra obou vrstev jsou velmi podobnd, ale spektrum horni
vrstvy je sloZitéjsi, predevsim v oblasti 1650-870 cm™, viz Obrdzek 19. Nejvyraznéjsi
signal v oblasti 3500-3000 cm™! je patrny u obou spekter a ukazuje na piitomnost —OH
skupin, kdy v pfipadé MM se jednd jak o ethanol, ktery je jeho soucasti, tak i dalsi
sloueniny s —OH skupinou. Oblast 3000-2800 cm™' odpovida —CH stretching®

methylovych skupin. Oblast vlnodtu 1645 cm™

je pak mozné ptifadit C=C vazbam.
Ty predstavuji  exocyklické methylenové skupiny, které jsou charakteristické
pro pryskyfice [45]. Signaly v oblasti 1340 — 1450 cm™' je mozno piifadit alifatickym
uhlovodikim (CH» a CHs). Lze piedpokladat, Ze piky v oblasti 1440-1395 cm™

odpovidaji —COOH skupinam pryskyficnych kyselin.

Infrac¢ervené spektrum pro KBr tabletu s MM je zobrazeno na Obrdazku 20. Opét je patrny
Siroky signal v oblasti 3500-3000 cm™ charakteristicky pro —OH skupinu, Dal§im
vyraznym signalem je pik 1602 cm™' ziejmé& odpovidajici C=C vazbam. Silny zky signal
1448 cm™!' ukazuje bud’ na piitomnost -COOH skupin, anebo na piitomnost methylové
skupiny s dal$imi navazanymi substituenty. Vypis signalti z FTIR spekter je pro jednotlivé

vzorky uveden v Tabulce 11.

Pii diskusi spekter byly vyuZity publikace [45], [46]. V této souvislosti je moZno
konstatovat, Ze praci, které se zabyvaji FTIR spektroskopii myrhovych pryskyfic, je velmi
malo. Situace je dale komplikovana velkou variabilitou myrhovych pryskyfic.
Autofi se zde zabyvali klasifikaci n€kolika typl pryskyfic podle jejich charakteristickych
funkénich skupin. Myrha byla zatfazena mezi pryskyfice obsahujici esterové skupiny,

vzhledem k pfitomnosti signdldi s vlno¢ty v oblasti 1731-1738 cm™!

. Ve spektrech
predstavenych v této diplomové praci vSak signaly zuvedené oblasti chybély. Dalsi
typické signadly pro myrhovou pryskyfici zaznamenané v publikaci Martin-Ramos
a kol. [45] byly piky pfi 1658 cm™! (C=C) a 1242 cm~! (C—H a C—O-H). Podrobné&;jsi popis

a rozbor FTIR spekter vSak ptfesahuje ramec této diplomové prace.
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Obrazek 18 Infracervené spektrum pro spodni vrstvu MM (pozadi vzduch)
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Obrazek 19 Infracervené spektrum pro horni vrstvu MM (pozadi vzduch)
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Obrazek 20 Infracervené spektrum pro horni vrstvu MM (pozadi cista KBr tableta)

Tabulka 11 Souhrn signalit FTIR pro jednotlivé vzorky [47]

Vinoéet [em™] fl‘(‘l'l‘:)‘lcn‘: MM —spodni| MM — horni MM — KBr
3000-3500 _OH 3350 3357 3417
2500-3000 “CH 2897:2973 | 2977; 2937; 2902 2928
1600-1650 Cc=C 1646 1642 1603
1300-1450 | CH(EO-C 1410 1454; 1414 1448

CH;-(C=0)-O— ’
1395-1440 _COOH 1410; 1380 1454 1448
1000-1500 C_E’i’ CC_'g_H 104172‘ 11887; 1(1)461? }(3)?461 iéig 107;2;;’ 14
1383; 1414; 1452
1075-1225 Ar-CO 1047; 1089 | 1086; 1126; 1161 1078
500-1000 _CH Ar 879: 950 878; 948 635; 2%11; 257;
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6.3 Charakterizace emulznich systémiu

Tato kapitola je zaméfena na charakterizaci emulznich systéml méfenim velikosti
emulznich kapek a { potencidlu. Primérné velkosti jsou uvedeny ve sloupcovych grafech,
ve kterych jsou porovnany emulze piipravené z 1% MM a dané olejové faze s emulzemi,
jez byly stabilizovany xanthanovou gumou. U emulzi, které si zachovaly stabilitu,
jsou uvedeny prumérné velikosti kapek v pribéhu skladovani v chladnicce po dobu
I mésice. Primérné hodnoty ( potencidlu pro dané emulzni systémy jsou taktéz

zaznamenany pomoci sloupcovych grafti.

Tato Cast prace se dale zabyva fazovou studii emulznich systémi, kdy jsou sledované
parametry (vrstva oddélené olejové faze, vrstva krémovani a vrstva sedimentace) v danych
casovych intervalech uvedeny v tabulkdch. Pro stanoveni byly pouzity emulze

O/V v poméru 5/95.

Dale byly ptipraveny emulze O/V v poméru 5/95, kdy jako vodna faze byla pouzita vyssi,
2% koncentrace MM a jako olejova faze olivovy olej a myrhovy EO. Vyssi koncentrace
MM neméla zdsadni vliv na velikost emulznich kapek ani na { potenciil, ale m¢la
negativni vliv na stabilitu emulzi, kdy bylo sledovano vétsi mnozstvi volné olejové faze
a k oddéleni doslo dfive nez po hodin€ od piipravy. Timto testem byla potvrzena vhodnost

zvolené 1% koncentrace MM pro piipravu studovanych emulzi.
6.3.1 Emulze s oleji na bazi triacylglyceroli a vosku

Velikost emulznich kapek

U emulzi piipravenych z 1% roztoku MM s olejovou fazi sloZzenou z oleji na bazi TAG
nebo vosku v poméru O/V 5/95 neptesahla primérna velikost emulznich kapek 1 pm
snejmenSimi  kapkami stanovenymi pro emulzi s trikaprylinem (4714 nm),
viz Obrazek 21. Po mésici skladovani byla opétovné zmétena velikost emulznich kapek
a { potencialu pouze pro emulzi s trikaprinem/trikaprylinem, kterd vykazovala nejmensi
znamky rozpadu. Na Obrdzku 21 je patrné, Ze v prubéhu skladovani nedoslo u této emulze
k vyznamné zméné velikosti emulznich kapek. Z tohoto diivodu byl trikaprylin dale vybran
pro pfipravu emulze stabilizované xanthanovou gumou, spolu s olivovym olejem,

ktery vykazoval po mésici skladovani pouze tenkou vrstvu oddélené olejové faze.
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Obrazek 21 Prumeérna velikost kapek emulzi s obsahem olejii
na bazi TAG a jojobového vosku. S vyjimkou emulze
s trikaprylinem se ostatni vzorky rozpadly

Distribuéni kiivky emulzi s trikaprylinem a konopnym olejem, viz Obrazek 22,

byly monomodalni, coz potvrzuje pfitomnost jedné populace emulznich kapek s relativné

malymi rozdily ve velikosti. Pomémé tzka distribuce je sledovdna u emulze

s trikaprylinem s hodnotou indexu polydisperzity PDI = 0,24+0,01. Konopny olej ma $irsi

distribu¢ni kiivku, kterd miiZze ukazovat na pfitomnost mensi emulznich kapek, které

jsou vsak soucasti populace vétsich kapek.
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Obrazek 22 Distribucni krivky kapek emulzi s obsahem olejut na bazi TAG
(monomodalni distribuce)
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Distribu¢ni kiivky emulzi s olivovym a slune¢nicovym olejem spolu s jojobovym voskem
na Obrdzku 23 vykazuji bimodalni charakter. U emulze s olivovym a slune¢nicovym
olejem je patrna populace kapek s velikosti blizici se 1 um a druhd, samostatna mensi
populace s mensimi kapkami. U vSech vzorki 1ze sledovat pomérné vyznamnou populaci
emulznich kapek vétSich nez 5 pum, jejichz velikost jiz nelze pomoci DLS piesné stanovit,
protoze pii této velikosti ustdva Browntiv pohyb dispergovanych kapek, na kterém

je mefeni zalozeno.
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Obrazek 23 Distribucni krivky kapek emulzi s obsahem oleju na bazi TAG
a jojobového vosku (bimoddalni distribuce)

Pro =zlepSeni stability byly studované emulzni systémy, piipravené sMM
jako surfaktantem, déle stabilizovany 1% XG. Na Obrdzku 24 je zobrazeno zvétSeni
priameérné velikosti kapek takto stabilizovanych emulzi s trikaprylinem a olivovym olejem.
V ptipadé emulzi obsahujicich XG je vSak potieba ptfipomenout, Zze uvedené¢ hodnoty
predstavuji primérnou velikost vSech ¢astic v celém systému, tedy nejen emulznich kapek,
ale také velkych makromolekul polysacharidovych fetézci XG. U emulze s olivovym
olejem doslo v pfitomnosti XG k vyraznému ndartstu velikosti kapek, které jsou véEtsi
azo 1 ym. U emulzi s trikaprylinem bylo zvétSeni emulznich kapek mensi z 471+4 nm

u nestabilizované emulze na 910+128 nm u emulze s XG.
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Obrazek 24 Prumeérna velikost kapek emulzi myrhového mydla s obsahem
olejii na bazi TAG stabilizovanych XG. Srovnani s emulzemi bez XG.

Na Obrdzku 25 jsou zobrazeny distribu¢ni kiivky pro trikaprylinovou emulzi pfipravenou
v pritomnosti a nepfitomnosti XG. Distribu¢ni kfivka stabilizované emulze je monodalni
s Uzkou distribuci a velikosti emulznich kapek vétSich nez 1 um. Emulze nestabilizovana

XG pak vykazuje Sirsi distribuci s mensimi emulznimi kapkami.
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Obrazek 25 Distribucni krivky emulzi myrhového mydla s
trikaprinem/trikaprylinem. Srovnani emulzi stabilizovanych a nestabilizovanych XG
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Zeta potencial

Primérné hodnoty C potencidlu jsou u emulzi s myrhovym mydlem vyrazné niz$i nez
-30 mV, coz je hodnota uvadéna v odborné literatute jako mezni, nad kterou jsou disperzni
systémy nestabilni a dochazi k jejich rozpadu (Obrdazek 26). Hodnoty ( potencidlu
jsourovnéz vyrazn€¢ nizSi nez pro samotnou disperzi MM, jejiz potencial

byl =30,3+0,5 mV.
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Oleje na bazi TAG a jojobovy vosk

Obrazek 26 Priimeérné hodnoty { potencidlu pro emulze s obsahem oleji
na bazi TAG a jojobového vosku. S vyjimkou emulze s trikaprilinem se
ostatni vzorky rozpadly

Fazové studie emulzi obsahujicich oleje na bazi TAG nebo jojobovy vosk

U emulzi O/V obsahujicich oleje na bazi TAG nebo jojobovy vosk byly v pribéhu
skladovani v chladnicce sledovany riizné mechanismy rozpadu. Emulze, jeZ vykazovaly
nizkou stabilitu, obsahovaly konopny olej, slune¢nicovy olej a jojobovy vosk. S vyjimkou
slunec¢nicového oleje, dochazelo jiz po hodiné od piipravy k uvolnéni malych kapek oleje,
viz Tabulka 12. Po tfech hodindch byly patrné kapky volného oleje i na hladin€ emulze
se slune¢nicovym olejem. Po dnu skladovani byla u vzorkd s konopnym olejem
a jojobovym voskem sledovéana tenka vrstva volného oleje a u emulze se slunecnicovym
olejem 1 tenkd vrstva krémovani. V dalSich dnech od pfipravy dochazelo k postupnému
uvoliovani olejové faze, které bylo doprovazeno krémovanim. Sedmy den od piipravy

byl zna¢ny rozpad sledovan u emulze s jojobovym voskem, kdy na hladiné byla volna
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olejové faze, pod kterou byla vrstva krémovani a oproti dal$im emulzim je patrny i méné
intenzivni zakal, viz Obrdzek 27. Po mésici skladovani byl nejvétsi rozpad fazi pozorovan

u emulze se slunecnicovym olejem a jojobovym voskem (Obrdzek 28). K rozpadu fazi

doslo 1 u emulze s obsahem konopného oleje (Obrazek 28).

Tabulka 12 Sledovani stability emulzi s obsahem olejii na bazi TAG a jojobového vosku
(nestabilni emulze (E))

SLUNECNICOVY

das KONOPNY OLEJ e JOJOBOVY VOSK
malé kapky volného o malé kapky volného
1h oleje ng h}l]adiné E stabilni B oleje nI; h}lladiné E
3 malé kapky oleje malé kapky oleje malé kapky oleje
na hladiné E na hladiné¢ E na hladiné¢ E
1 den tenka vrstva veétsi kapky volného oleje, tenka vrstva
volného oleje tenkd vrstva krémovani volného oleje
3dny | ca 1 mm volného oleje vetsi kapky Vol’ného ’olreje, ca 1l mm VOlnf::hO olrej’e,
ca 1 mm krémovani cca 1 mm krémovani
7dni |2 3 mm volného oleje, | ca 1 mm volného oleje, | ca 1 mm volného oleje,
dochazi k oddéleni fazi ca 1 mm krémovani ca 1 mm krémovani
1 mésic MO¥*) rast, . MO rust, . MO rust,
rozpad fazi nejvetsi rozpad fazi Nejvetsi rozpad fazi

*) MO — mikroorganismy

Oproti vySe uvedenym byly emulze s obsahem olivového oleje a trikaprin/trikaprylinu
stabiln€j$i (Tabulka 13). Vzorek s olivovym olejem vykazoval o néco lepsi stabilitu

jako emulze diskutované v predchozim odstavci, avSak v pribéhu skladovani

bylo i zde pozorovano postupné uvolnovani volné olejové faze a dochazelo
ke krémovéani (Obrdzek 27). Po mésici skladovani byl u této emulze znatelny nejmensi
rozpad fazi, kdy emulze byla v celém objemu vialky s krémovou vrstvou a kapkami
volného oleje (Obrdzek 28). Nejvyssi stabilitu vykazovala emulze obsahujici
trikaprin/trikaprylin, triester glycerolu s navazanymi mastnymi kyselinami — kyselinou
kaprinovou (C10:0) a kyselinou kaprylovou (C8:0). V pribéhu tii dnl tato emulze
nevykazovala znamky rozpadu a po tydnu skladovani byla sledovana pouze tenka vrstva
volné olejové faze (Obrdazek 27). Mésic od ptipravy byla patrna volnd olejova faze

a krémova vrstva, viz Obradzek 28.
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Tabulka 13 Sledovani stability emulzi s obsahem olejii na bazi TAG (stabilni emulze, (E))

. , TRIKAPRIN/
cas OLIVOVY OLEJ TRIKAPRYLIN
1h stabilni E stabilni E
3h tenkd vrstva oleje na hladiné E stabilni E
1 den tenka Yrstva Voln’eho o’lejr e, stabilni E
tenka vrstva krémovani
ca 1 mm volného oleje, o
3 dny tenka vrstva krémovani stabilni E
7 dni ca 2 mm volného oleje, tenka vrstva volného oleje
" tenkd vrstva krémovani na hlading
MO¥*) rtist, nejmensi rozpad fazi —
1 mésic E v celém objemu vialky s vrstvou ca 1,5 mm volného oleje,

olejovych kapek na povrchu + vrstva
krémovani

ca 2 mm krémovani

*) MO — mikroorganismy

A ,f
OLIVOVY

OLIVOVY KONOPNY SLUNECNICOVY JOJOBOVY TRIKAPRYLIN
VOSK

Obrazek 27 Stabilita emulzi — 7. den od pripravy

e

JOJOBOVY

KONOPNY SLUNECNICOVY  yosK TRIKAPRYLIN

Obrazek 28 Stabilita emulzi — po mésici od pripravy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

U emulzi dodatecné stabilizovanych XG byla opét nejstabilnéjsi emulze s trikaprylinem
(Tabulka 14). Oproti nestabilizované emulzi byla sledovana krémova vrstva jiz po jednom
dni od pfipravy, ale nedoslo kuvolnéni olejové faze. U emulze s olivovym olejem
stabilizované XG doslo k uvolnéni kapek volného oleje a krémovani, stejné jako u emulze
bez XG, u které vSak bylo vétsi mnozstvi volného oleje. Na Obrazku 29 jsou zobrazeny

emulze s XG po tydnu skladovani, u kterych je patrna krémova vrstva.

Tabulka 14 Sledovani stability emulzi s obsahem olejit na bazi TAG stabilizovanych
myrhovym mydlem a XG (1 %)

cas OLIVOVY OLEJ TRIKAPRIN/ TRIKAPRYLIN
1h stabilni E stabilni E
malé kapky volného oleje o

3h na hlading E stabilni E

ca 5 mm krémovani,
1d malé kapky volného oleje tenkd vrstva krémovani

na hladiné¢ E
7 dni ca > mm kre’movan}, cca 7 mm krémovani
kapky volného oleje

OLIVOVY TRIKAPRYLIN

Obrazek 29 Emulze stabilizované kromeé myrhového

mydla i 1% roztokem XG — 7. den od pripravy
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6.3.2 Emulze s esencialnimi oleji

Velikost emulznich kapek

Emulze obsahujici esencidlni oleje jsou rozdéleny na dvé skupiny, a to na emulze,
které podléhaji sedimentaci a na emulze podléhajici krémovani v pribéhu skladovani.
Natyto mechanismy rozpadu mé vliv hustota pouzité olejové faze. Mezi emulze
podléhajici sedimentaci patii ty, které obsahuji esencidlni oleje myrhy, hiebicku (plody)
a skoficové kulry. Na Obrdzku 30 je znazornéna pramérna velikost emulznich kapek
v den pfipravy a po meésici skladovani v chladni¢ce. Nejmensi zmény emulznich kapek
jsou patrné u emulze s hiebickovym olejem, kdy doslo k jejich zmenSeni velikosti pfiblizné
na polovinu. Podobné je i chovani skoficové emulze, kde je vSak pokles velikosti kapek
oncco veétsi. Nejvetsi rozdil velikosti emulznich kapek v den pfipravy a po mésici

je sledovan u emulze s myrhou.

m V den pfipravy B Po mésici

800 741+14

700

600
E 500
£ 41543 42045
& 400 35614
g
3 300
o + 171+

500 1772 7147

0
HREBICEK SKORICE MYRHA

Esencidlni oleje

Obrazek 30 Prumerna velikost kapek emulzi s esencialnimi oleji

podléhajicimi sedimentaci

Uzka momodalni distribuéni kfivka je patrnd u emulze s obsahem hiebickové silice,
které odpovida 1 hodnota indexu polydisperzity PDI = 0,16+£0,02. Skoficovd emulze
vykazuje SirSi distribuci velikosti emulznich kapek, stejné jako emulze s myrhovym EO

(Obrazek 31).
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prameér-z [nm]

—— Hiebicek —— Skofice

Myrha

10000

Obrazek 31 Distribucni krivky kapek emulzi s esencialnimi oleji

podléhajicimi sedimentaci (ihned po pripraveé)

Dalsim krokem byla dodatecna stabilizace emulzi 1% roztokem XG, viz Obrazek 32.

Rovnéz zde, jako v pfipadé emulzi soleji na bazi TAG doslo ke zvétSeni primérné

velikosti

kapek oproti

emulzim, kde nebyla XG pfitomna.

Nejmensi

narust

byl zaznamenan u emulze s myrhou, naopak u vzorku s hiebickovym a skoficovym olejem

je patrny masivni narast prumérné velikosti emulznich kapek vlivem pilisobeni

stabiliza¢nich fetézcu XG.

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

pramér-z [nm]

B 1% MM 1% MM+1%XG
18014111
15162129 I
I 1382+18
741414
35614 41543
HREBICEK SKORICE MYRHA

Esencialni oleje

Obrazek 32 Prumérna velikost kapek emulzi s esencidalnimi oleji
stabilizovanych xanthanovou gumou. Srovnani s emulzemi bez XG
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U myrhové emulze pfipravené pouze MM lze sledovat Sir§i monomodalni distribuci
nez u emulze stabilizované MM a XG. U distribuéni kiivky emulze stabilizované
MM a XG je patrné raménko v oblasti velikosti blizicich se 10 pm, zfejmé odpovidajici

polysacharidovym fetézcim XG (Obrazek 33).

16
14
12
g 10
8
C
E 6
4
2
0
0,1 1 10 100 1000 10000
prdmér-z
——Myrha —— Myrha+XG

Obrazek 33 Distribucni krivky kapek emulzi pro myrhu a myrhu stabilizovanou XG

Emulze podléhajici krémovani, obsahovaly jako olejovou fazi esencidlni oleje maty
peprné, lemongras a limetky. Primérna velikost emulznich kapek byla méfena pouze v den
ptipravy, protoze po mésici skladovani v chladnic¢ce doslo u vSech emulznich systému

k rozpadu fazi. Primérné velikosti kapek jsou zobrazeny na Obrazku 34.

BV den pfipravy

800,0 727+10
700,0

D
o
o
o

’

45816
500,0 457422

400,0
300,0

prameér-z [nm]

N
o
=
o

100,0
0,0
MATA LEMONGRAS LIMETKA

Esencidlni oleje

Obrazek 34 Primeérna velikost kapek emulzi s obsahem esencialnich oleju
podléhajicich krémovani



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

Distribucni kiivka emulze s limetkovym olejem je tizkd a monomodalni, coz dokumentuje
pritomnost jedné populace emulznich kapek svelmi malymi rozdily ve velikosti.

Emulze obsahujici esencidlni oleje maty a lemongras vykazuji SirSi monomodalni

distribucni ktivky (Obrazek 35).

30
25
20

15

intenzita [%]

10

0,1 1 10 100 1000 10000
prdmér-z [nm]

——Mata ——Lemongras ——Limetka

Obrazek 35 Distribucni krivky kapek emulzi s obsahem esencidalnich olejii
podléhajicich krémovani

Tyto emulze byly taktéZ stabilizovany pomoci 1% roztoku XG, kdy bylo nejmensi zvétSeni
primé&rné velikosti kapek po pfidavku XG patrné u emulze s limetkovym olejem. Naopak
u emulze s matou, ktera ma nejmensi velikost kapek bez XG, je narhst primérné velikosti

kapek po jejim ptidavku nejveétsi (z 45722 na 18774119 nm), viz Obrazek 36.

m 1% MM 1% MM+1% XG

1877+119
2000,0
I 1672+73
—_ s
€ 1500,0
=
~ 104323
g 1000,0 730410
B 457+22 458+6
TN N
0,0
MATA LEMONGRAS LIMETKA

Esencidlni oleje

Obrazek 36 Primérna velikost kapek emulzi s esencialnimi oleji
stabilizovanych xanthanovou gumou. Srovnani s emulzemi bez XG
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Zeta potencial

Hodnoty { potenciadlu vSech emulzi s esencidlnimi oleji, které byly pfipraveny pouze
s MM, jsou uvedeny na Obrazku 37. S vyjimkou emulze s limetkovym olejem, pro kterou
byl stanoven ( potencial —46,5+0,3 mV se jeho primémé hodnoty u ostatnich emulzi
pohybovaly v rozmezi —35,0£5 mV, coz jsou hodnoty blizké hodnotam ( potencialu

stanovenym pro samotnou disperzi myrhového mydla.

BV den pfipravy H Po mésici

0,0

50 .

-10,0 ,58& o $ éoé 0@
-15,0 NJ

-20,0

-25,0

-30,0

-35,0

oo 352104 0 34,5415

zeta potencial [mV]

_3710i074 —37,5"_'0,8
-45,0 -39,2+0,6

-500 RV ~46,510,3
Esencialni oleje

Obrazek 37 Prumerné hodnoty { potencidlu pro emulze s esencidlnimi oleji.
Emulze pripravené s 1 % MM

6.3.3 Emulze se slozkami esencialnich oleju

Velikost emulznich kapek

Dalsimi latkami, které byly pouzity jako olejova faze pro ptipravu emulzi, byl eugenol,
trans-cinammaldehyd a R-(+)-Limonene. Eugenol je aromaticka latka, jez je ptevazné
obsaZzena v hiebickovém éterickém oleji. Cinnamaldehyd je béZznou soucésti skoticové
silice a limonen lze izolovat z citrusovych ploda. Primérna velikost emulznich kapek
vden pfipravy byla pro emulze s eugenolem a cinnamaldehydem velmi podobna,
ato 21244 nm a258+2 nm (Obrazek 38). Po mésici skladovani v chladni¢ce u téchto
emulzi nedoSlo k vyznamné zméné velikost kapek. Emulze s limonenem vykazovaly v den
pripravy primérnou velikost kapek vétsi nez 1um, coZ je nejveétsi prumérna velikost kapek
uemulze bez XG. Po mésici skladovani vSak doSlo k vyraznému zmenSeni primérné

velikosti kapek.
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BV den pfipravy H Po mésici
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>
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. . 209+1 . . 19545 367+3
0
EUGENOL CINNAMALDEHYD LIMONEN
Slozky EO

Obrazek 38 Velikost kapek emulzi s obsahem slozek esencidalnich olejii
pripravenych s 1 % MM

Distribu¢ni kiivky emulzi obsahujicich studované slozky EO jsou monomodalni. UZzsi
distribuce je patrna u emulze s cinnamaldehydem, pti¢emz velikosti emulznich kapek obou

emulzi jsou piiblizné stejné, viz Obrdzek 39.
25
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prdmér-z [nm]

——Eugenol Cinnamaldehyd

Obrazek 39 Distribucni krivky kapek emulzi s obsahem sloZek esencidlnich
oleju pripravené s 1 % MM

Stejn¢ jako u piedchozich emulzi byla provedena stabilizace emulzi 1% roztokem XG,
viz Obrazek 40. U emulzi eugenolu a cinnamaldehydu je zfejmé velmi podobné zvétSeni

primémé velikosti emulznich kapek stabilizovanych XG. Primeérna velikost kapek
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pro emulzi s limonenem se zvétSila o jeden mikron, kdy se jedna o nejvétsi primérnou

velikost emulznich kapek stabilizovanych fetézci XG.
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Obrazek 40 Prumeérna velikost kapek emulzi s obsahem sloZek esencidlnich

Zeta potencial

H 1% MM 1% MM+1%XG
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oleju stabilizovanych XG

Primérné hodnoty { potencidlu emulzi ptipravenych s MM byly nejniz§i u emulzi

s limonenenem (—43+3 mV), kdy po mésici skladovani doSlo pouze k jejich mirnému

poklesu (Obrazek 41). Obdobné jako v predchozich pripadech
a cinnamaldehyd témét totozné naméfené hodnoty, které jsou blizké

MM (-30,3%0,5 mV).
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Fazové studie emulzi obsahujici esencialni oleje a jejich slozky

Jak jiz bylo uvedeno vyse, na krémovani/sedimentaci ma zasadni vliv rozdil hustot mezi
vodnou a olejovou fazi. Hustoty a indexy lomu pouzitych esencialnich oleji byly ziskany
z technickych listG firmy Nobilis Tilia. Emulze podléhajici sedimentaci obsahovaly
jako olejovou fazi hiebicek, skotici a myrhu, EO jejichz hustoty jsou vyssi nez je hustota
vody, viz Tabulka 15. Krémujici emulze obsahovaly EO s hustotou niz§i nez 1,0 g-cm™,

a to matu, lemongras a limetku (Tabulka 15).

Tabulka 15 Fyzikalni viastnosti EO [48], [49], [50], [51], [52], [53]

Esencialni olej Hustota [g-cm 7] Index lomu
HREBICEK 1,030 — 1,065 1,528 — 1,538
SKORICE 1,000 — 1,050 1,550 — 1,595
MYRHA 0,970 — 1,030 1,510 — 1,530
MATA 0,900 — 0,916 1,457 — 0,467
LEMONGRAS 0,880 — 0,920 1,480 — 1,490
LIMETKA 0,850 — 0,880 1,475 — 1,485

Po hodiné od ptfipravy byly u emulzi s EO myrha, hiebi¢ek a skofice sledovany
sedimentujici kapky volného oleje na dné vialky, viz Tabulka 16. Béhem dalSich dnli
skladovani dochdzelo k postupnému uvolfiovani a sedimentaci volného oleje. Po tydnu
skladovani byla u vSech emulzi pozorovana vrstva kapek volného oleje zcela pokryvajici
dno vialky. Mirné rozdily hustot EO vSak zpusobily, Ze u emulzi byly sledovany 1 dalsi
jevy. Emulze s obsahem hiebickového EO, u néhoz je uvedena nejvysSi hodnota
hustoty 1,065 g-cm™, méla na dné vialky sediment volnych kapek oleje spolu s emulzni
fazi, viz Obrazek 42. U emulze obsahujici skotficovy EO, jehoZ rozmezi hustot je o néco
niz8i nez u hiebickové silice (Tabulka 15), byla na dné vialky usazena souvisla vrstva
drobnych kapek volného oleje. U emulze s myrhovym EO, je uvadénad hustota 0,970 —
1,030 g-cm™ blizka hustoté vody (Tabulka 15), byl pozorovan souvisly sediment volnych
kapek oleje a tenka vrstva volné olejové faze na hladin€ emulze (Obrdzek 42). Po mésici
skladovani vykazovala hiebiCkovd emulze nejpatrnéjsSi vrstvu sedimentujicich kapek
volného oleje spolu s usazenou emulzi, viz Obrdzek 43. Skotficovad emulze vykazovala
podobné chovani jako hiebickova, ale s intenzivné&jsim zdkalem emulze v objemu vialky
(Obrazek 43). NejmenSi rozpad byl zaznamenam u emulze s obsahem myrhové silice,
u které byla na dn¢ patrné souvisla vrstva kapek volného oleje a tenkd vrstva volné olejové

faze na hladin€ emulze, viz Obrazek 43.
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Tabulka 16 Sledovani stability sedimentujicich emulzi s obsahem esencidlnich olejii

das MYRHA HREBiICEK SKORICE

Lh sedimentace kapek sedimentace kapek kapky volného oleje na
volného oleje volného oleje dné vialky 1 hladin¢ E*)

3h sedimentace kapek kapky volného oleje na | kapky volného oleje na
volného oleje dné vialky 1 hladin¢ E | dné¢ vialky i hladin€ E

kapky volného oleje zcela

pokryvaji dno vialky, volng kapky volného oleje kapky volného oleje

1 den olej na hlading E i sténéch zcela po}(ryvaji dno zcela qur;’waji dno

: vialky vialky
vialky

sedimentace kapek volného | kapky volného oleje kapky volného oleje

7 dni oleje, tenka vrstva volné | s E zcela pokryvaji dno |  zcela pokryvaji dno
olejové faze na hladin¢ E vialky vialky

sedimentace kapek volného | kapky volného oleje kapky volného oleje

1 mésic | oleje, tenka vrstva volné | s E zcela pokryvaji dno | s E zcela pokryvaji dno

olejové faze na hladin¢ E vialky vialky

*) E — emulze

Emulze s eugenolem, ktery je az z 95 % obsazen v hiebickovém EO, vykazovala
v pribéhu skladovani obdobné chovani jako hiebickovda emulze (Tabulka 17).
Taktéz zde dochazelo k postupnému uvoliiovani kapek olejové faze, které sedimentovaly
spolu s emulzni fazi (Obrazek 42). Po mésici skladovani byla u emulze s obsahem
eugenolu také pozorovana nejpatrnéj$i sedimentace, viz Obrazek 43. U emulze obsahujici
trans-cinnamaldehyd, ktery je az ze 70 % soucasti skoficového EO, podobné
jako u emulze stimto EO dochazelo k postupné sedimentaci kapek volné olejové faze,
viz Obrazek 42. Déle byla v pribéhu skladovani pozorovana koalescence, pfi které dochazi
ke spojovani malych kapek olejové faze za vzniku kapek vétSich. Po mésici od ptipravy
byla u této emulze na dné vialky patrna souvisla vrstva kapek volné olejové faze spolu

s usazenou emulzi, viz Obrazek 43.

Tabulka 17 Sledovani stability sedimentujicich emulzi s obsahem sloZzek EO

cas EUGENOL CINNAMALDEHYD
1h sedimentace malych kapek sedimentace malych kapek
volné olejové faze volné olejove faze
3h sedimentace malych kapek volné sedimentace malych kapek
olejové faze volné olejove
malé kapky volné olejové faze zcela | malé kapky volné olejové faze zcela
1 den . . . X
pokryvaji dno vialky pokryvaji dno vialky
7 dni malé kapky volné olejové faze s emulzi | véEtsi kapky volné olejové faze zcela
zcela pokryvaji dno vialky pokryvaji dno vialky
1 mésic malé kapky volné olejové faze s emulzi | zvétSeni kapek volné olejove faze
zcela pokryvaji dno vialky (koalescence), sedimentace E
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MYRHA HREBICEK  SKORICE EUGENOL CINNAMALDEHYD

Obrazek 42 Stabilita sedimentujicich emulzi — 7. den od pripravy

MYRHA HREBICEK SKORICE EUGENOL CINNAMALDEHYD

Obrazek 43 Stabilita sedimentujicich emulzi — po mésici od pripravy

Fazové chovani emulzi s esencidlnimi oleji déle stabilizovanych 1 % XG je shrnuto
v Tabulce 18. Po hodin€ od piipravy nedoslo u téchto emulzi k sedimentaci volného oleje.
U stabilizované hiebickové emulze byla mirna sedimentace patrnd po tfech hodinéach
od ptipravy (Tabulka 18). Nésledujici den byla sedimentace sledovdna i u emulzi
s myrhovym a skoficovym EO. Po tydnu byla nejstabiln¢jsi myrhova emulze s tenkou
vrstvou sedimentu a bez volné olejové faze, kterd nebyla sledovdna ani u hiebickové

a skoficové emulze, které vSak zcela sedimentovaly, viz Obrazek 44.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

Tabulka 18 Sledovani stability sedimentujicich emulzi (E) s obsahem EO po — stabilizaci

1% XG

cas MYRHA HREBICEK SKORICE

1h stabilni E stabilni E stabilni E

3h stabilni E mirna sedimentace E stabilni E
1 den tgnka Vrs.t,v? ca 3 mm sedimentace E ca 4 mm sedimentace E

sedimentujici E
. stabilni E s tenkou sedimentace E, bez volné | sedimentace E, bez volné
7 dnii . ., . .o
vrstvou sedimentujici E olejové faze olejové faze

Stabilizované emulze obsahujici eugenol a trans-cinnamaldehyd vykazovaly totoZzné
chovani jako stabilizované emulze s EO, ve kterych jsou tyto slozky obsazeny (Tabulka 18

a Tabulka 19). Po tydnu doslo taktéz k uplné sedimentaci emulzi, viz Obrazek 44.

Tabulka 19 Sledovani stability sedimentujicich emulzi (E) s obsahem slozek EO
po stabilizaci 1% XG

cas EUGENOL CINNAMALDEHYD
1h stabilni E stabilni E
3h mirna sedimentace E stabilni E
1 den ca 4 mm sedimentace E ca 5 mm sedimentace E
7 dnii sedimentace E sedimentace E
bez volné olejové faze bez volné olejové faze

MYRHA EUGENOL  HREBICEK CINNAMALDEHYD SKORICE

Obrazek 44 Stabilita sedimentujicich emulzi stabilizovanych XG
— 7. den od pripravy

Hodinu od ptipravy doslo u emulzi s EO mata, lemongras a limetka, jejichz emulzni kapky

krémovaly, k odd€leni volného oleje, ktery byl patrny na hladin€é emulzi (Tabulka 20).
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Nasledujici den mély emulze pod volnou olejovou fazi také vrstvu krémovou. Po tydnu
skladovani byla u téchto emulzi sledovéna ca 2 — 3 mm vrstva volného oleje s ca I mm
vrstvou krémovani, viz Obrazek 45. Po mésici doslo k rozpadu fazi s viditelnou vrstvou
volného oleje a tenkou krémovou vrstvou, viz Obrazek 46. Emulze s limonenem,
ktery je obsazen v limetkovém EO, byla stabilni i po tfech hodinidch od pfipravy.
Nasledujici den byla u této emulze sledovana tenkd krémova vrstva a po tydnu doslo
k odd¢leni volné olejové faze, pod kterou byla ca 3 mm vrstva krémovani (Obrazek 45).
Po mésici intenzivni

emulze vykazovala ale mécla méne

viz Obrazek 46.

stejné chovani, zakal,

Tabulka 20 Sledovani stability krémujicich emulzi (E) s obsahem EO a limonenem

¢as MATA LIMONEN LEMONGRAS LIMETKA
. . tenka vrstva volné | tenka vrstva volné
malé kapky volného o S e S e
1h oleie na hlading E stabilni E olejové faze olejové faze
J na hladin€¢ E na hladiné E
, ) tenka vrstva volné tenka vrstva volné
malé kapky volného o e e
3h o Hlading E stabilni E olejové faze olejové faze
olcje na hiadine na hladin€ E na hladiné E
) vrstva volné , e,
kapky volného oleje . e vrstva volné olejové
. : tenka vrstva olejové faze na , .
1 den | na hladiné E, tenka , g, - . faze na hladin¢ E,
AR krémovani hladiné E, tenka , , .,
vrstva krémovani X ., | tenka vrstva krémovani
vrstva krémovani
tenka vrstva
5 Iné olejové Inéh , )
7 | ez i | son okiows | 2m SO | 3 vt ol
dnu oleje, ca I mm ’ Je . ca 1 mm krémovani
krémovéani vrstva krémovani
krémovani
L tenka vrstva L L
1 rozpad fazi, vrstva R rozpad fazi, rozpad fazi, vrstva
., g L, volné olejové . - : ;s
meésic krémovani , . ., | vrstva krémovani krémovani
faze, krémovani

MATA

LIMONEN

LEMONGRAS

LIMETKA

Obrazek 45 Stabilita krémujicich emulzi — 7. den od pripravy
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MATA LIMONEN LEMONGRAS LIMETKA

Obrazek 46 Stabilita krémujicich emulzi — po mésici od pripravy
Pokud byly posledné jmenované emulze stabilizovany 1% XG nedochazelo po hodiné
od ptipravy ke krémovani. Po tfech hodinach bylo mirné krémovani sledovano u matové
emulze (Tabulka 21). Nésledujici den byla ca 4 — 6 mm krémova vrstva u vSech
stabilizovanych emulzi s obsahem EO maéta, lemongras a limetka. Krémova vrstva byla
patrnd i po tydnu skladovani, viz Obrdzek 47. Stabilizovana emulze obsahujici limonen
krémovala jiz hodinu po pfipravé a po tydnu doslo k Gplnému oddéleni krémové vrstvy

a vodné faze emulze (Obrazek 47).

Tabulka 21 Sledovani stability kréemujicich emulzi (E) s obsahem EQO po stabilizaci 1% XG

éas MATA LEMONGRAS LIMETKA LIMONEN
1h stabilni E stabilni E stabilni E ca > mm
krémovani E
mirné ca 5 mm
3h , ., stabilni E stabilni E krémovani E bez
krémovani E , s
volné olejove faze
1 den ce} 4 mm ca 6 mm krémovani ce} > mm krémovani
krémovani krémovani
7 dnu krémovani krémovani krémovani krémovani

MATA

LEMONGRAS

LIMETEKA LIMONEN

Obrazek 47 Stabilita kréemujicich emulzi se XG — 7. den od pripravy
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6.4 Mikrobiologicka analyza

V této kapitole je shrnuto vyhodnoceni mikrobiologického diftizniho testu emulzi
s vybranymi esencialnimi oleji, myrhovym mydlem a myrhovym esencidlnim olejem.
Emulze pro mikrobiologické testovani byly pfipraveny v poméru O/V 10/90. Jelikoz
nevykazovaly dobrou stabilitu, byly pouZity k nasyceni sterilnich diskii pro difuzni metodu

bezprostifedné po priprave.

K analyze antimikrobialni ucinnosti pomoci diskové difuzni metody byly vybrany
emulze O/V obsahujici esencidlni oleje hiebicku (H), skofice (S), myrhy a slozky
esencialnich oleji eugenol (EU) a trans-cinnamaldehyd (CA). Déle bylo pouzito samotné
myrhové mydlo a myrhovy olej. Zkousenymi mikroorganismy byly grampozitivni bakterie
Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus a gramnegativni bakterie Pseudomonas
fluorescens a Escherichia coli. Vysledky vzorki emulzi obsahujicich jako olejovou fazi
hiebicek, skofici a slozky EO jsou uvedeny v Tabulce 22. Naméfené hodnoty inhibi¢nich

z6n nezahrnuji pramér disku 9 mm.

Emulze obsahujicich skofici a cinnamalaldehyd nejlépe inhibovaly rist E. coli,
kde jsou patrné nejvétsi inhibicni zény, a to u skoficové emulze 16 mm aemulze
s cinnamaldehydem 20 mm (Obrdazek 48). Rovnéz na dal§i gramnegativni bakterii
P. fluorescens plsobily tyto emulze antimikrobidlné, ale inhibi¢ni zény jsou v tomto
ptipadé mensi (Obrdzek 48). Grampozitivni bakterie S. aureus a M. luteus také vykazovaly
citlivost na emulze se skofici a cinnamaldehydem, viz Tabulka 22. Emulze s obsahem
hiebickové silice a eugenolu vykazuji antimikrobidlni pasobeni u vSech zkousenych
mikroorganismi. Nejvétsi inhibi¢ni zony jsou opét sledovany u E. coli (Obrazek 49),
daleu M. luteus (Obrazek 50) a P. fluorescens (Obrazek 49). Nejmensi antimikrobidlni
aktivita je patrna u S. aureus, viz Obrdzek 50. Ve studii Zhang [54] bylo zjiSténo,
ze skoticovy EO vykazoval U¢innou antimikrobidlni aktivitu proti patogennim bakteriim
S. aureus a E. coli, pro které byla zjisténa MIC a to 1,0 mg/ml. Dalsi prace [55], [56]
potvrzuji antimikrobialni aktivitu hiebi€¢kového EO proti testovanym mikroorganismim

S. aureus a E. coli.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

Tabulka 22 Inhibicni zony vzniklé po piisobeni emulzi se studovanymi esencialnimi oleji,
eugenolem a cinnamaldehydem

Inhibi¢ni zéna [mm]
Emulze Staphylococcus | Micrococcus | Pseudomonas | Escherichia
aureus luteus fluorescens coli
HREBICEK 2 5 4 7
EUGENOL 3 7 5 9
SKORICE 8 6 6 16
CINNAMALDEHYD 10 8 9 20

Obrazek 48 Inhibicni zony emulzi s obsahem skoricového EO
a cinnamaldehydu pro gramnegativni bakterie

Obrazek 49 Inhibicni zony emulzi s obsahem hiebickového EO a eugenolu
pro gramnegativni bakterie
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S. aureus

Obrazek 50 Inhibicni zony emulzi s obsahem hrebickového EO a eugenolu
pro grampozitivni bakterie

Dale byly analyzovany vzorky s obsahem myrhy, konkrétné myrhové mydlo (MM),
esencidlni myrhovy olej (EO) a emulze obsahujici jako olejovou fazi myrhovy EO (E).
Inhibi¢ni zény pro tyto vzorky jsou uvedeny v Tabulce 23. Nejmensi antimikrobidlni
ucinnost byla pozorovana u gramnegativnich bakterii E. coli a P. fluorescens (Obrazek 51),
kde je inhibi¢ni zona znatelna pouze u myrhového mydla. Myrhovy esencidlni olej Zadnou
antibakterialni aktivitu nevykazoval, coz bylo vzhledem k poznatkim z literatury
prekvapivé. Nejvetsi citlivost viici vsem zkousenym vzorkim s obsahem myrhy vykazoval
S. aureus (Obrazek 52). U bakterie M. luteus byly sledovany malé inhibi¢ni zony
pro myrhovy EO a emulzi stimto EO, umyrhového mydla je patrnd vétsi zona

(Obrazek 52).

Tabulka 23 Inhibicni zony vzniklé po pusobeni vzorkii obsahujicich myrhu

Inhibi¢ni zéna [mm]
Myrha Staphylococcus | Micrococcus | Pseudomonas| Escherichia
aureus luteus fluorescens coli
MYDLO 3 4 1 1
ESENCIALNi OLEJ 4 2 n n
EMULZE 2 1 n n
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P. fluorescens

Obrdazek 51 Inhibicni zony vzorkii s obsahem myrhy pro gramnegativni bakterie:
MM myrhové mydlo, EO esencialni myrhovy olej, E emulze s myrhovym olejem

S. aureus i

Obrazek 52 Inhibicni zony vzorkit s obsahem myrhy pro grampozitivni bakterie:
MM myrhové mydlo, EO esencialni myrhovy olej, E emulze s myrhovym olejem

6.5 Plynova chromatografie myrhového esencialniho oleje

Jak jiz bylo uvedeno v prvni kapitole této préace, slozeni myrhového EO se mize vyrazné
lisit v zavislosti na lokalit¢ péstovani myrhovniku, zdroji pryskyfice a zpuasobu
extrakce EO. Esencidlni olej myrha znacky Nobilis Tilia byl extrahovan parni destilaci
z pryskyfice myrhovniku druhu C. abyssinica rostouciho v oblasti Maroka a Etiopie.
Slozeni tohoto oleje uvedené v analytickém certifikdtu [50] je shrnuto v Tabulce 24.
Chromatogram GC analyzy je zobrazen na Obrdzku 53. Z namétenych dat (Tabulka 24)
je patrné, ze procentudlni obsah sloucenin, ktery je dany plochou pfislusného piku
vzhledem k celkové plose vSech pikii v chromatogramu, pouze s malymi odchylkami

odpovida obsahu slozek, jez deklaruje certifikat analyzy firmy Nobilis Tilia. GC analyza
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potvrdila nejvyssi mnozstvi furanoeudesma-1,3-dienu a pfitomnost lindestrenu,
dvou zdkladnich slozek zodpovidajicich za typické myrhové aroma. V souvislosti s touto
analyzou je tfeba konstatovat, ze se jednalo pouze o ovéreni slozeni oleje a doplnéni

informace pro diplomovou praci.

Tabulka 24 Slozeni éterickeho oleje myrha (Nobilis Tilia) uvedené v analytickém
certifikatu a zjistené chromatografickou analyzou

Deklarovany obsah | ZjiStény obsah Rt
Slozka [%] [%] [min]
Furanoeudesma-1,3-diene 32,0 -40,0 43 33,9
Furanodiene 16,0 — 20,0 22 39,1
Lindestrene 10,0 - 13,0 9 29,6
B-Elemene 5,0-10,0 8 39,5
Germacrene B 3,0-5,0 5%) 312
Germacrene D 3,0-5,0
*) nerozliSeny izomer
(V]
140
120
100+ ﬁ
E‘ 80-
60+ 5
40+ =]
&~ X
~ - o LN
20 N A =3
R ! MMJ N

10 20 30 40

_— [min.]

Obrazek 53 Chromatograficka analyza myrhového esencidalniho oleje Nobilis Tilia
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ZAVER

Diplomova prace se zabyva studiem vlastnosti a zakladni charakterizaci myrhového mydla
vyrobeného procesem zmydelnéni myrhové pryskyfice. Zamérem vyvojového oddéleni
firmy Nobilis Tilia bylo pfipravit latku vykazujici kombinaci emulgacnich
a antimikrobialnich vlastnosti. Cilem prace bylo zjistit, zda tyto vlastnosti myrhové mydlo
spliuje a zda je vhodné pro piipravu emulzi s obsahem oleji a esencidlnich oleji

pouzivanych v kosmetice.

Prvnim krokem bylo stanoveni kritické micelarni koncentrace tohoto anionického tenzidu.
Orienta¢ni hodnota CMC pro MM byla urcena spektrofotometrickym métenim absorbance,
kdy tvorba micel byla detekovana vznikem zdkalu. Toto stanoveni vSak bylo pouze
orienta¢ni. Z tohoto divodu bylo provedeno stanoveni CMC tenziometricky, méfenim
povrchového napéti (y), kdy srostouci koncentraci MM dochazelo ke sniZovani
povrchového napéti az do koncentrace 0,18 % MM (180 pl MM ve 100 ml vody),
kterd byla urcena jako hodnota CMC MM. S dalSim zvySovanim koncentrace MM

Jiz k vyraznému snizovani povrchové napéti nedochazelo.

Nasledovalo méfeni mezifazového napéti (y) na rozhrani olej/voda metodou ptisedlé kapky
pomoci optického tenziometru. K tomuto stanoveni byly pouZity vodné disperze MM
s rostouci koncentraci (0,1; 0,3, 0,5 a 1%), rostlinné oleje na bazi TAG (olivovy,
slune¢nicovy, konopny), jojobovy vosk a esencialni oleje (lemongras, limetka, hiebicek
plody, skofice klira, myrha a mata peprna). Pro olivovy a slune¢nicovy olej byly hodnoty
mezifazoveého napéti stanoveny u vSech koncentraci MM, kdy se zvySujici se koncentraci
dochédzelo k jeho snizovani. U konopného oleje byla stanovena hodnota y pouze
koncentrace MM. U dalSich koncentraci MM se nevytvortila stabilni kapka olejové faze
na jehle, protoze dochazelo k jejimu rozplyvani. Tento jev byl pozorovan i u EO, pro které
nebylo mozné stanovit y ani u jednoho ze zkoumanych vzork. Divodem miZze byt
pfitomnost ethanolu v samotném MM, ktery je pro esencidlni oleje rozpousStédlem.
U konopného oleje a jojobového vosku mize byt divodem vyrazné odlisné chemické

sloZeni oproti olivovému a slune¢nicovému oleji.

Primérna velikost disperznich c¢astic (micel) MM a ( potencidlu byla stanovena
v demineralizované vod¢ a nasledné v zavislosti na zménach pH a koncentrace elektrolytu

v disperznim mediu pouzitém pro méfeni. Primérné velikost disperznich ¢astic ve vodné
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disperzi MM byla 399,8+5,6 nm a primérna hodnota ( potencidlu —30,3+0,5 mV.
Distribu¢ni ktivka byla monomodalni s hodnotou indexu polydisperzity PDI = 0,28+0,01,
coz potvrzuje relativné tizkou distribuci s malymi rozdily ve velikosti ¢astic. V zavislosti
na pH byla nejvétsi primérna velikost ¢astic MM a to 582,7+5,0 nm namétena pii pH 2,
které¢ je blizké izoelektrickému bodu, ¢emuz odpovidd i nizkd hodnota ( potencidlu
—=5,2+0,1 mV. Z dalSich namétenych dat Ize konstatovat, ze myrhové mydlo je odolné vici
zménam v Sirokém rozmezi hodnot pH. Bylo rovnéz zjisténo, Zze nizké koncentrace
elektrolytu (NaCl) nemély zésadni vliv na agregaci ¢astic MM. Aglomerace castic byla
pozorovana az pii vyssich koncentracich NaCl, a to 50; 75 a 100 mmol-1"!, kdy vznik

aglomeratii odpovidal poklesu primérnych hodnot { potenciélu.

Pomoci myrhového mydla byly pfipraveny emulze typu olej ve vodé, kdy nejvhodnéjsi
byla koncentrace 1% MM, kterd byla michana s olejovou fazi v poméru O/V 5/95.
Mydlo v tomto ptipad¢ slouzilo jako emulgator, kdy za emulga¢ni ucinnost jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti zodpoveédné zmydelnéné pryskyfti¢né kyseliny spolu
s polysacharidovymi slouc¢eninami, které se mohly do horni vrstvy MM uvolnit béhem
louhovéni ve vodno-ethanolickém roztoku s NaOH. Navic MM obsahuje 38 % ethanolu,
ktery se podili na snizovani y, ¢imZ zvySuje stabilitu systému a tim plni funkci
koemulgétoru. Pro pfipravu emulzi bylo testovano Siroké spektrum béznych oleji,
esencidlnich oleji 1 sloZzek EO, konkrétné eugenol, trans-cinnamaldehyd a limonen. Pro
vSechny vzorky emulzi byla méfena primérna velikost emulznich kapek a pramérna
hodnota { potencialu v den ptipravy. U oleji na bazi TAG vykazovala nejlepsi stabilitu
emulze s obsahem trikaprin/trikaprylinu, triesteru glycerolu s navazanymi alifatickymi
mastnymi kyselinami s délkou uhlikatého fetézce C8 a C10, ktery se b&zné€ pouziva
v kosmetickém 1 farmaceutickém primyslu jako emolient a nosi¢ léc¢iv. Po mésici
skladovani v chladni¢ce doslo u této emulze pouze k oddéleni tenké vrstvy volného oleje
a mirnému krémovani. Z emulzi s obsahem esencialnich oleji byla nejstabilnéjsi emulze
s myrhovym EO, kterd po mésici skladovani vykazovala nejmens$i znamky rozpadu.
Aby se rozpad emulzi potlacil, byl pro jejich dodate¢nou stabilizaci pouzit 1% roztok
xantanové gumy v kombinaci s 1% roztokem MM. S vyjimkou emulzi s myrhovym
olejem, byla po tydnu od pfipravy u vSech emulzi sledovana Uplna sedimentace anebo

krémovani emulzni faze, v zavislosti na hustoté pouzité olejové faze.

Antimikrobidlni aktivita byla stanovena diskovou difuzni metodou, kdy byly pouzity

emulze obsahujici EO skofice a trans-cinnamaldehyd a emulze obsahujici EO hiebicek
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a eugenol, coz jsou latky, u kterych byla jiz v dfivejsich studiich prokézana antimikrobidlni
aktivita. V tomto piipadé byly pouzity emulze O/V 10/90, ¢imz bylo zvySeno mnoZzstvi
aktivnich antimikrobnich latek. Testovanymi mikroorganismy byly E. coli, P. fluorescens,
S. aureus a M. lutes. Nejvétsi inhibi¢ni zony, tedy nejlepsSi antibakterialni aktivita, byly
patrné u gramnegativni bakterie E. coli, ato v pfitomnosti vSech testovanych emulzi
(skofice, cinnamaldehyd, hiebi¢ek a eugenol), viz Obrazek 48 a 49. Dale byly testovany
vzorky s obsahem myrhy, a to samotné MM, myrhovy EO a emulze s obsahem myrhového
EO. Nejvetsi inhibicni zony téchto vzorki byly patrné u grampozitivni bakterie S. aureus
(Obrazek 52). 1 kdyz se antimikrobidlni aktivita myrhovych sloucenin potvrdila, nebyla
rozhodné tak velikd, jak by se mohlo ocekéavat na zéklad¢ informaci z literatury shrnutych

v teoretické Casti této prace.

Z nam¢tenych dat a ziskanych vysledkil 1ze konstatovat, ze myrhové mydlo je zajimavou
povrchové aktivni latkou, kterou lze jiz pfi nizkych koncentracich (1%) pouzit
pro emulgaci vodné a olejové faze, za vzniku relativné stabilnich emulzi. Dalsi vyhodou
je odolnost MM vii¢i Sirokému rozmezi hodnot pH a jeho odolnost vici agregaci Castic
vlivem pisobeni elektrolytu, kdy ke wvzniku aglomerati dochdzi az pii vysSich
koncentracich NaCl. Nelze rovnéZ opomenout ani jeho antimikrobidlni aktivitu,

ktera byla potvrzena piedevs§im u grampozitivnich bakterii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A Absorbance

BHA Butylhydroxyanisol

CMM Koncentrace myrhového mydla
CNaCl Koncentrace chloridu sodného
CI Index krémovani

CMC Kritick4 micelarni koncentrace
°C Stupen Celsia

Y Povrchové napéti

DLS Dynamicky rozptyl svétla

E Emulze

EE Enkapsula¢ni u¢innost

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina
FMO Frankincense and myrrh oil

FMO-SLN  Frankincense and myrrh oil solid lipid nanoparticles

FID Plamenoionizaéni detektor

FTIR Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
GC Plynova chromatografie

GC/MS Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

GC/FTIR Plynova chromatografie s infracervenou spektroskopii

Hs Vyska séra (prithledné vrstvy)

Hg Celkova vyska emulze v tubé

HCI Kyselina chlorovodikova

HD Hydrodestilace

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

KBr Bromid draselny
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MIC
MM
MO
NaCl
NaOH
o/v
O/V/O
PAL
PDI
PEG
PIC
PIT

Oy

SEM
SFE
SD
SLN
TAG
TEM
™
uv
UV-VIS
Venkaps
Viotal

V/O

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Myrhové mydlo
Mikroorganismus

Chlorid sodny

Hydroxid sodny

Olej ve vodé

Olej ve vode v oleji

Povrchové aktivni latka

Index polydisperzity
Polyethylenglykol

Phase inversion composition

Phase inversion temperature, teplota fazové inverze

Primérné povrchové napéti
Registrovana ochrannd znamka
Skenovaci elektronovy mikroskop
Extrakce superkritickym CO»
Destilace vodni parou

Pevné lipidové nanocéstice
Triacylglycerol

Transmisni elektronovy mikroskop
Ochranné znamka

Ultrafialové

Ultrafialovo-viditelna

Objemovy podil enkapsulované latky
Celkovy objem latky

Voda v oleji
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V/O/V

A

XG

Voda v oleji ve vodé
Vlnova délka
Xanthanova guma

Zeta
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I: Slouceniny obsazené v myrhovém esencialnim oleji



PRILOHA P I: SLOUCENINY OBSAZENE V MYRHOVEM
ESENCILANIM OLEJI [1]

Sloucenina % Chemicka struktura
Curzeren 11,9
Furanoeudesma-1,3-dien 12,5
1,10(15)-furanodien-6-one 1,2 |
Lindestren 3,5
Curzerenon 11,7
Furanodien-6-one 0,4




Sloudenina % Chemicka struktura
Dihydropyrocurzerenon 1,1
ydropyr P 5
3-methoxy-10(15)- 15
dihydrofuranodien-6-one ’
CH;0 -
OCH,4
3-methoxyfuranoguaia-9-
0,1 o
en-8-one /
0
CH,0
2-methoxy-4,5- 0.2
dihydrofuranodien-6-one ’
3-methoxy-10-
methylenefuranogermacra- 0,9 CH;0

1- en-6-one

S
o
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