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ABSTRAKT

Bakalatskd prace se zabyvd moznostmi vyuziti pfirodnich latek v roli UV protektort
v prostfedcich na opalovani. Sté€Zejni Cast prace je vénovana ligninu. V teoretické Casti je
popisovan vliv UV zéafeni na kizi a jsou specifikovany pouzivané syntetick¢ UV filtry.
Literarni reSerSe je zakoncena podrobnou charakteristikou ligninu. V praktické casti byly
roztoky ligninu hodnoceny z hlediska schopnosti pohlcovat zateni v UV-VIS oblasti a
jejich fotostabilita po expozici UV paprskiim. Dale byla vyzkouSena piiprava ligninovych
nanocastic v riiznych rozpoustédlech, jejich nasledné vyhodnoceni analyzatorem castic,

meéfeni absorbance a mikroskopicka analyza.

Klic¢ova slova: lignin, UV zéfeni, nanocastice

ABSTRACT

The bachelor's thesis deals with the possibilities of using natural substances in the role of
UV protectors in sunscreen products. The main part of the work is devoted to lignin. The
theoretical part describes the effects of UV radiation on the skin and specifies the synthetic
UV filters used. The literature review ends with a detailed description of lignin. In the
practical part, lignin solutions were evaluated in terms of their ability to absorb radiation in
the UV-VIS region and their photostability after exposure to UV rays. Furthermore, the
preparation of lignin nanoparticles in various solvents, their subsequent evaluation by a

particle analyzer, measurement of absorbance and microscopic analysis were tested.

Keywords: lignin, UV radiation, nanoparticles
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UvVOD

Z4dny organismus na planetd nemiZe dlouhodobé existovat bez puisobeni sluneéniho
zafeni. Pro rostliny je nezbytnym zdrojem energie v procesu fotosyntézy a vétSina
zivocichl, mezi néz patii i ¢lovek, vytvari pasobenim UV spektra v kizi provitamin Ds.
Slunecni paprsky maji pozitivni vliv na psychiku a poméhaji i s 1é¢bou tady koznich
onemocnéni. Avsak, tak jak kazda mince ma dvé¢ strany, tak i slunecni zaieni, zejména jeho
slozka UV, ma na organismy také negativni dopad. Od akutnich spalenin ktize, ptes tvorbu
vrasek az po zavazna kozni onkologickd onemocnéni. NejucinngjSim prostredkem je
preventivni ochrana kize. Kromé zahalovani pokozky odévem se od ranych dob lidé
chrénili nanasenim oleju ¢i jinych piirodnich latek. Zacatkem minulého stoleti se mdédnim
trendem stala opdlena pokozka jako znak mladi a fyzické krasy. Do popfedi zajmu

kosmetického primyslu se tak dostavaji opalovaci prostfedky k ochrané kize.

V komerc¢nich opalovacich prostfedcich se pouzivaji predevs§im dva typy UV filtrd,
chemické a fyzikalni. Chemické (organické) UV filtry fotony absorbuji, rozkladaji a
pfeméiuji na tepelnou energii. Fyzikalni filtry UV paprsky odraZeji zpét do okolniho
prostfedi. Kromé pozadované ochrany mohou byt syntetické UV filtry pficinou

fotoalergickych kontaktnich dermatitid.

V disledku znec€isténi Zivotniho prostfedi a postupného snizovani zasob neobnovitelnych
zdrojl se zajem obraci k vyzkumu a vyvoji produktii z obnovitelnych a biodegradabilnich
surovin. V oblasti kosmetiky se v poslednich letech velkym hitem stava tzv. zelena
kosmetika. K ochrané pfed negativy UV zafeni jsou zkoumany piirodni latky, které mohou
vykazovat fotoprotektivni u€inky. Jako jeden z vhodnych kandidatii s potencidlem nahradit
nebo alesponl sniZit mnozstvi pouZivanych syntetickych UV filtrli, pfedstavuje piirodni
polymer lignin. Zvlasté papirensky primysl produkuje obrovskd mnozstvi ligninu, ktera se
obvykle spaluji jako odpadni produkt. Pfitom tato dosud opomijena latka ma diky svému
sloZzeni a vlastnostem velky potencial vyuziti v mnoha oblastech primyslu. Vyzkumy
prokazaly jeho schopnost absorbovat UV zafeni v Sirokém spektru. Disponuje rovnéz
antioxida¢nimi a protizanétlivymi vlastnostmi, je fotostabilni a nevykazuje cytotoxicitu
v béznych koncentracich. V podobé nanocéstic je schopen stabilizovat emulze a byt
nosi¢em aktivnich latek v kosmetice i1 farmacii. V praktické casti proto bude ovéren

fotoprotektivni u¢inek ligninu v jeho alkalické formé a déale v podob& nanocastic.
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I. TEORETICKA CAST
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1 UV ZARENI A JEHO VLIV NA KUZI

Pfirozenym zdrojem elektromagnetického zafeni je slunce. Vyzaiuje Siroké spektrum
vlnovych délek od nejkratSich a nejtvrdSich (gama zafeni) pres rentgenové, ultrafialoveé,
viditelné a infracervené. Zareni, které dopada na zemsky povrch (terestridlni), je filtrovano
prichodem atmosférou a na rozdil od extraterestridlniho zafeni neobsahuje vlnové délky
kratsi 290 nm. Na lidskou kizi dopada ultrafialové zatreni, viditelné (400-760 nm) a
infraervené zareni (760—-3000 nm). Fotodermatologie se zabyva predevsim ultrafialovym

zatenim, které je rozdéleno podle vinovych délek do 3 pasem — UVA, UVB a UVC [1].

1.1 UV zareni — rozdéleni

Némecky fyzik Johann Wilhelm Ritter objevil vroce 1801 neviditelné zafeni pomoci
experimentll, které navazovaly na predchozi experimenty $§védského chemika némeckého
ptvodu Carla Wilhelma Scheeleho. Scheele provedl pomoci optického hranolu rozklad
svétla a na riizné mista pokladal prouzky papiru namocené do roztoku chloridu sttibrného.
Zjistil, ze papirky Cernaly vyraznéji smérem od cerveného k modrému svétlu. Ritter
zaznamenal, Ze papirové prouzky byly jest€¢ tmavsi, kdyz byly vystaveny neviditelnym
vlnovym délkam krat§im nez viditelné modré svétlo, a tak objevil UV spektrum [2].

Ackoli byl objev UV paprskil dileZitym krokem pro budouci rozvoj fotodermatologie,
trvalo mnoho let, nez byl vyznam UV zafeni skute¢né objasnén. Dlouhou dobu panovalo
presvédceni, ze spaleni kiize vystavené sluneénim paprskim je zpiisobeno tepelnym
poSkozenim. Az béhem 1. svétové valky bylo prokdzano, Ze poSkozeni kiize zavisi na
vlnovych délkach UV zéfeni, a to pfedevsim zéfeni kratSiho nez 320 nm [2].

Na druhém mezindrodnim kongresu o svétle (Congress Internationale de la Lumiere), ktery
se konal v Kodani v srpnu 1932 navrhl William Coblentz rozd¢lit ultrafialové spektrum na

3 spektralni oblasti:

1) UVA zafeni — vinova délka 315400 nm

2) UVB zareni — vlnova délka 280-315 nm

3) UVC zafeni — vinova délka 100-280 nm [2].

Pasmo UVC se béZné v terestridlnim zafeni nevyskytuje. Nékdy je nazyvano germicidni,
protoze se pouzivd k prostorové dezinfekci operacnich sali a laboratofi. Pasmo UVB

predstavuje cca 1 % celkového energetického objemu slunecniho zatfeni dopadajiciho na



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

zemsky povrch. Pdsmo UVA je zastoupeno v terestridlnim slune¢nim zafeni vice nez 4 %
[1].

Na zemsky povrch dopadéd z celkového mnozstvi jen velmi malé procento UV zéfeni,
nebot’ vétSina je pohlcena ve stratosféfe ozonovou vrstvou. Pokud je v nékterych mistech
ozonova vrstva naruSena, dochdzi ke zvySeni dopadu UV zafeni. V 70. letech byly v
Australii a v USA zfizeny méfici stanice a na pocatku 80. let 20. stoleti byla objevena
antarktickd ozonova dira, ktera vedla k intenzivnéjSimu védeckému zkouméni moznych
priCin ztraty ozénu. Jednim z prvnich dusledkt bylo podepsani tzv. Montrealského
protokolu o latkach, které poskozuji ozénovou vrstvu s cilem omezit emise téchto latek.
Nicmén¢ védecké predpovédi nepredpokladaji plné zotaveni ozonové vrstvy pied rokem

2060 [3].

1.2 UVA a UVB zaifreni a jeho vliv na lidsky organismus

Slunecni paprsky dopadajici na kozni povrch jsou tvofeny ultrafialovym zarenim UVB
(280315 nm) a UVA (315-400 nm), viditelnymi paprsky (400-760 nm) a infraervenym
zafenim (760 nm a vySe). Pii dopadu na kazi je ¢ast paprskii pfimo odrazena, zbytek
pronikd do kiize, kde se v jednotlivych jejich vrstvach cast paprskti déale odrézi nebo

absorbuje. Prinik paprsku je zavisly na jeho vinové délce (Obr. 1) [4].

200 320 320 400 400 800 A (nm)
o] | | | | | E——
e ™ — e — i s

str. corneum
e ¥ — e ———

str. germinativum

AN VY I e

dermis

subcutis

Obr. 1 Vliv vlnové délky na penetraci paprskt kizi [5].
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Kvalita a kvantita zéfeni dopadajiciho a plisobiciho na kizi mize byt ovlivnéna fadou

okolnich faktori [4].
Zékladnimi faktory jsou:

e denni obdobi,

e ro¢ni sezdna,

e zemepisna Sitka,

e pfitomnost mraki a znecisténi ovzdusi,
e odraz UV paprskt od povrchi,

e nadmoftska vyska [5].

Z celkoveé denni davky UV energie spada az 50 % vydeje na obdobi mezi 11. a 13.
hodinou. Ro¢ni obdobi je také velmi vyznamny faktor. Erytemogenni pisobeni UV radiace
je vice nez stokrat vyssi uprostred 1éta nez na vrcholu zimy. Rovnéz stoupajici nadmotska
vyska o kazdych 300 m vede k nartstu efektu UV zafeni o 4 %. Vliv na intenzitu odrazu

UV paprski maji také n€které povrchy — napt. snih odrazi az 80 %, pisek asi 25 % [5].

UV paprsky maji také schopnost pronikat pod vodni hladinu. V hloubce 1,5 m pod vodou
1ze stale detekovat 40 % UVB a 70 % UVA zafeni [6].

1.2.1 Vliv UVA zafeni na kuzi

Jelikoz maji UVA paprsky delsi vinovou délku, jsou absorbovany buiikami az do oblasti
dermis. Paprsky UVA zplsobuji pouze kratkodobou pigmentaci, ktera prakticky
neposkytuje ochranu. Ke ztmavnuti dochazi disledkem oxidace prekurzori melaninu, ale

protoze je reakce reverzibilni, dochdzi béhem nékolika dni k opétovnému vyblednuti [6].

Paprsky UVA =zasahujici v oblasti dermis az do fibroblasti zde spoustéji degradaci
kolagenu, coz zvySuje syntézu elastickych vldken. Tato vldkna vsSak po kratké dobée
degeneruji a shlukuji se dohromady. Dochdzi k elastoze snizujici elasticitu pokozky, ktera
vede k tvorbé hlubokych vrasek a vzhledu nepfirozené opéalené pokozky. Vrasky vytvorené
timto procesem (tzv. photoaging) jsou vyraznéj$i neZz vrasky vznikajici normalnim
procesem starnuti v ¢ase dle genetické dispozice. UVA zafeni v dermis zasahuje také
krevni cévy a pokud jsou v krevnim feciSti pfitomny fotosenzibilni latky (nékteré léky,
endogenni latky), mohou pod vlivem zafeni zménit své vlastnosti a vyvolat tak fototoxické

reakce [6].
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Tyto reakce jsou neimunologické, ptimo zavislé na davce, ve své podstaté¢ abnormalné
nadsazené reakce na slunecni expozici. Kize reaguje erytémem, otokem az puchyfi.
Klinicky nastup reakce po 12 az 72 hodinach je individudlné casové omezeny. K Castym
fototoxickym obtizim dochazi pii kontaktu s rostlinami nebo kosmetikou obsahujici

substance odpovédné za vznik fototoxické reakce, jedna se nejcastéji o furokumariny [1].

Dalsi typ fotosenzitivity piedstavuji tzv. fotoalergické reakce, které vznikaji jako
imunologické akutni nebo chronicka reakce z ptecitlivélosti, jez mé sviij ptivod v aktivaci
chemické substance fotony (hlavné UVA zafeni) a jeji nasledné vazbé ve formé tohoto
fotoproduktu na bilkovinu rozpustnou nebo vazanou na membranu, a tim ke vzniku
antigenu. Po uvodni fazi dojde pifi dalSi nejbliz§i expozici s chemickou substanci
k vytvoteni typické kontaktni dermatitidy. Senzibilizace na danou latku (kontaktni

fotoalergen) je jiZ trvald a je nutné se ji vyvarovat v kombinaci s UV ozéafenim [1].

1.2.2 Vliv UVB zifeni na kiizi

UVB zéfeni pronika oproti UVA zatfeni méné hluboko do ktize, ale je G€innéjsi pii vzniku
slunecniho spaleni a tvorb¢ vitaminu D [4].

Ktze také hraje vyznamnou Ulohu v tvorb& cholesterolu. Derivatem cholesterolu je 7-
dehydrocholesterol, ktery se po absorpci UVB zafeni kiizi méni v provitamin D3. Poté se

po dekarboxylaci a izomerizaci metabolizuje ve vitamin D3 a je nésledné vazan na

specifické proteiny a transportovan do ob¢hu [5].

Castecné je vitamin D ziskavan také z potravy, avSak tento zdroj je nedostacujici. Vitamin
D hraje velkou roli v organismu, od jeho podilu na spravném vyvoji kosti v kojeneckém a
détském véku, dale v prevenci vzniku osteoporozy ve vysSim véku aZz po jeho vliv na

spravnou funkci imunitniho systému [7].

UVB zéfeni stimuluje rovnéZ syntézu melaninu. Melanin je heteropolymerni pigment,
produkovany v epidermdlnich melanocytech. Z nich se dendritickymi vybézky dostava do
keratinocytl. Mnozstvi melaninu v kizi podminuje rlizny stupenn pigmentace u

jednotlivych lidskych ras, projevujicich se jako jejich fototyp (Tab. 1) [5].
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Tab. 1 Reakce na oslunéni v zavislosti na fototypu kiize [5].

Fototyp kiize Reakce na oslunéni
I vzdy se spali, nikdy se neopali
II obvykle se spali, nékdy se opali
11 nekdy se spali, vzdy se opali
v hnéda rasa
v cerna rasa

Melanin ptisobi jako urcity ochranny faktor pfed spalenim kiize, ale tato pfirozena ochrana
je, zvlasteé u lidi se svétlejsim typem kuze, pfi delSim pobytu na slunci velmi rychle
pirekondna. Absorpce UVB zéafeni poskozuje nebo dokonce zabiji nékteré buiky
v epidermis [6].

Po zvySené expozici UVB zafeni vznika pozdni erytémova odpovéd’ vétSinou za nckolik
hodin a dosahuje vrcholu mezi 12-24 hod. Vétsi expozicni davky zpusobi rychlejsi a
a Casto je doprovazen viditelnymi zménami, jako je olupovani a ztmavnuti. U méné
pigmentovanych jedinci miiZe erytém trvat fadu tydnt [1].

Pti dlouhotrvajicim nebo bezprostfedné opakovaném ozafeni se mohou vyvinout na kiizi
puchyfte a také se mize objevit celkova malatnost, totozna s popaleninami. Nékolik hodin
po nadmérném slunéni se erytém vyviji. Pokud k zaCervenani dochazi jiz pti opalovani, je

tteba ocekavat silné popaleni [6].

Nadmérna expozice UVB zafeni zplsobuje abnormalni ztlusténi epidermis, ¢imz se
pokozka snazi zvySit odolnost vic¢i nésledujicim ozafenim. Tato odpoveéd’ je vysledkem
zvySené mitotické aktivity v epidermis [1].

UVB i1 UVA zéfeni vyvolavaji na kizi 1 pfi nizkych davkéach radiace poskozeni
Langerhansovych buné¢k a tim je negativné ovlivnéna jejich funkce. Misto nich se indukuji
jiné bunky kiize prezentujici antigen a T-lymfocyty, ¢imz se zvySuje mira imunosuprese

[5].
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Jak UVB, tak vmen$i mife i UVA zéfeni, vyvolavaji vznik aktinickych keratéz a
nemelanomovych zhoubnych koznich nadort, napt. bazaliomu a spinaliomu. Toto ¢aste¢né
plati 1 pro maligni melanom. Za vznik melanomu patrn¢ zodpovidaji zmény DNA, které
jsou zpusobeny chybnou opravou poskozeni ktuze, vyvolané UV zafenim. Dale také

dochazi k poruse imunitnich funkei a tim naslednému vzniku koznich nadort [5].
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2 DRUHY UV FILTRU

Zacatek mody slunéni se vétSinou datuje do 20. let 20. stoleti. V disledku
socioekonomickych zmén se zaCala opalend kuze, spojend s fyzickou zdatnosti, stavat
obecnym idealem. I v tomto trendu se pieslo z extrému do extrému, takze ptivodné zadané
opaleni bylo casto jiz spojeno se spalenim kiize s nevitanymi nasledky. Ukazala se tak
potifeba fotoprotektivnich prostfedkl, umoziujicich pobyvat déle na slunci bez rizika
vzniku nezadoucich reakci. Cesta se ubirala jednak smérem k vyvoji chemickych, jednak

fyzikalnich UV filtr [5].

Tyto fotoprotektivni ptipravky, tzv. sunscreeny, jsou v Evropé povazovany za kosmetiku a
vztahuji se na né predpisy tykajici se kosmetickych ptipravkli. Konkrétni seznam filtrii
ultrafialového zéatfeni povolenych v kosmetickych ptipravcich je uveden v ptiloze ¢. VI
Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych ptipravcich.
Seznam obsahuje 27 povolenych latek, z toho je 1 fyzikalniho charakteru [8].

K objektivnimu posouzeni fotoprotektivni ucinnosti téchto preparatii se pouziva stanoveni
tzv. fotoprotektivniho faktoru (SPF). Faktor je uveden d&islem a vyjadfuje kvocient
minimalnich erytémovych davek (MED) na kiizi s nanesenym preparatem a bez néj.
Fotoprotektivni faktor udava, kolikrat déle lze vystavit klizi s nanesenym ochrannym
prostiedkem slunci, aniz by doSlo ke vzniku erytému. Stanoveni SPF je upraveno

v riznych zemich fadou norem [5].

Metodiky stanoveni SPF pfedpisuji 1 pfesnd mnozstvi fotoprotektivniho prostfedku, ktera

se nanaseji na kiizi. Ta ¢ini vétSinou 2 mg/cm? [5].

2.1 Chemické UV filtry

Chemické sunscreeny (absorbéry) jsou latky, které pohlcuji UV zaieni. Absorbovanou
energii preménuji na teplo nebo ptedavaji do svych vazebnych chemickych struktur, ¢imz
méni svou molekulu. To vétSinou vede k poklesu jejich absorpcnich vlastnosti a ztraté
fotoprotekce. Je tedy nutné, aby pouzité chemické slouceniny byly co nejvice fotostabilni.
Zménéna struktura mize navic napomahat ke zvySeni fotoalergizujicich vlastnosti UV
filtrh, které jsou nejcastejsi pri¢inou fotoalergické kontaktni dermatitidy [1].

Chemické UV filtry absorbuji specifické fotony UV zéfeni a pfeménuji je na teplo. K
absorpci by mélo primarné dochazet v rohové vrstvé kiize, kde jiZ nejsou pfitomny Zivé

buniky a pfislusné chemické filtry tak mohou piisobit fotoprotektivné. V zavislosti na
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molekularnim usporadani vykazuji filtry aktivitu bud’ v oblasti UVA ¢i UVB spektra nebo
jsou Sirokospektralni. Kazda latka mé svlij charakteristicky pik v absorpcnim spektru. Aby
bylo mozné pokryt celé UV spektrum mezi 280 a 400 nm, mé¢l by opalovaci krém
s chemickymi filtry obsahovat kombinaci n¢kolika latek pro uplnou ochranu UVA a UVB.
Pii zvySeném dopadu ultrafialovych paprskit mohou organické slouceniny podléhat
dekompozi¢nim reakcim. Zejména UVA filtry mohou byt fotosenzitivni a je proto nutné,
aby byly stabilizovany = vhodnymi  UVB  filtry.  Né&které  filtry, jako
ethylhexylmethoxycinnamat, se za silného slunecniho svétla rozpadaji a piitomnost

slouc¢eniny miize byt detekovana i v moci [5; 6].

Ackoli je pusobeni chemickych filtri cileno na rohovou vrstvu kuze, v nékterych
ptipadech byla dokumentovana jejich penetrace do nizsich vrstvev epidermélnich bunck. V
aktudlni studii Hillerové et al. (2019), byla testovana systémova odezva chemickych filtri
aplikovanych dobrovolnikiim pfimo na ktzi. Vzorky plazmy a moci testovanych byly
analyzovany na obsah komer¢né oblibenych UV filtri oktokrylenu a avobenzonu. Pii
pouziti doporu¢enych davek opalovacich prostfedkli, koncentrace avobenzonu a
oktokrylenu piekrocily v plazmé prahové hodnoty. Také byla popsdna zvysSend exkrece
specifickych metaboliti oktokrylenu v moci. Vysledek studie tedy naznacuje, ze
v soucasnosti ¢asto pouzivané sunscreeny s obsahem avobenzonu a oktokrylenu se mohou
dostat do obcéhového systému po expozici slunecniho zateni. Tyto UV filtry byly také

detekovany v sedimentech, povrchové a motské vode, v rybach a muslich [5; 9].

Nejpouzivangj§imi chemickymi filtry jsou slouceniny z fad aminobenzoatl, benzofenond,

cinnamatd, salicylat a dibenzoylmetanti [10].

2.2 Fyzikalni UV filtry

Opalovaci krémy na fyzikéalni bazi dodavaji na povrch pokozky Castice, které¢ blokuji a
rozptyluji UV zéfeni. Hlavnimi aktivnimi sloZkami jsou chemicky inertni mineraly — oxid

titani€ity (Ti02) a oxid zinecnaty (ZnO) [11].

Fyzikalni UV filtry jsou pozoruhodné svou bezpecnosti a Sirokym ochrannym spektrem.
Jejich pouziti, 1 pies jejich uCinnost, bylo ovSem dlouhou dobu omezené, zvlasté kvili
tvorbé bilého filmu na povrchu kize pti vysSich koncentracich. To se zménilo s nastupem
nov¢jSich vyrobnich postupt, které docilily zmensSeni ¢astic na mikro — azZ nanorozméry,

coz zvySuje komfort pii aplikaci. Zaroven s tim se ovSem dostdva do poptedi diskutované
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téma vlivu nanoCastic na zdravi a bezpecnost. Stanoveni, zda nanoc¢éstice pronikaji do
Stratum corneum, mé zéasadni vyznam pro vyhodnoceni toho, zda nanocastice zptisobuji
bunécny stres. In vitro studie prokazaly zvySeni poSkozeni DNA v bunkach vystavenych
nanocasticim ZnO v zavislosti na ¢ase expozice. Také bunky oSetfené TiO» nanoc¢asticemi
vykazovaly nizsi zivotaschopnost bunck v zavislosti na pouzitych rozmérech. Je ovSem
nutné podotknout, Ze byla zkoumana pouze jednovrstevna linie lidské kiize a tak vysledky
nemohou byt extrapolovany pro chovani TiO», a ZnO nanocastic v trojrozmérném

homogennim prostfedi koznich bun¢k [1; 10].

Ptirodni kosmetika povoluje pouze ¢astice s primérem nad 100 nm. V komer¢ni kosmetice

je nutné pii pouziti ¢astic mensich nez 100 nm oznaceni ,,nano* v seznamu ingredienci [6].

2.3 Rostlinné UV filtry

Ptirodni produkty jsou sekundarni metabolity produkované zijicimi organismy v piirodé.
Produkce téchto metabolitli je Casto specifickd odezva organismu na prostiedi, coz ptispélo
k jejich uspéSnému ristu a prezivani druhu. Mnohé pfirodni organismy, obzvlasté ty
vystavované intenzivnhimu zéfeni, vyvinuly rtiznorodé fotoadaptivni mechanismy, véetné
produkce antioxidantti a UV pohlcujicich sekundarnich metabolitti. Jako UV blokatory se
chovaji naptiklad fenolické kyseliny, ne-flavonoidy, liSejnikové polyfenoly, terpenoidy a
aminokyseliny podobné mykosporinu. Tyto slou¢eniny mohou branit proniknuti zafeni do

bunék, coZ vede ke snizeni zanétu, oxida¢niho stresu a poSkozeni bunéénych DNA [12].
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3 ROSTLINNE UV FILTRY

Mezi ucinné UV filtry se fadi také mnohé pfirodni latky, které se pouzivaji nejcastéji
v kombinaci s fyzikdlnimi nebo chemickymi filtry s cilem sniZeni mnoZzstvi syntetickych
latek v opalovacich krémech. Jedna se o sekundarni metabolity rostlin, které maji
schopnost absorbovat UV zéfeni. Kromé toho vétSina téchto latek plsobi také jako

proti Skodlivym ucinkiim UV zateni [12].

Jednim z mechanismi, kterymi mohou rostliny piisobit jako fotoprotektivni ¢inidlo je
absorpce fotontt UV energie a naslednd emise méné Skodlivé energie. Bylinné extrakty
predstavuji smés molekul, které jsou schopny absorbovat viditelné 1 UV zéfeni rliznych
délek. Ve vice studiich bylo prokdzano, Ze polyfenolické latky — flavony, flavonoidy,

taniny a lipidové frakce z rostlin jsou schopny této absorpce [13].

3.1 Vybér nékterych prirodnich latek s fotoprotektivnimi vlastnostmi
Propolis

K tvorbé propolisu sbiraji v€ely z rostlin pryskyfi¢né latky, které misi se svymi sekrety.
Propolis byl jiz od starovéku vyuzivdn pro své antioxidacni, antimikrobidlni a
brazilsky propolis, mj. i z ditvodu jeho fotoprotektivity. Provedené testy prokazaly synergii
mezi pouzitymi chemickymi UV filtry a extrakty z cerven¢ho brazilského propolisu.
Hodnota SPF ve vzorku bez ptidaného propolisu ¢inila 10,22 + 3,16 a po dodani
propolisového extraktu se SPF zvysil na 18,75 + 5,77. Rovnéz bylo také prokéazano, ze tyto
extrakty zvysSily vyslednou antioxidacni aktivitu. Test fotostability byl proveden pomoci
UV lampy pfi vinové délce 365 nm. Vzorky vykazovaly fotostabilitu i po dvouhodinovém
UV ozatovani. Predpoklada se, ze za fotoprotekci byly v ¢erveném propolisu zodpovédné
predevSsim fenolové kyseliny a flavonoidy. Fenolické slouceniny jsou také dulezitymi

antioxidanty, které napomahaji eliminaci Skodlivych volnych radikalt [14].

Fonseca et al. (2011) zkoumali chemické slozky a pfipadné potencialni vyuziti extraktt ze
zeleného a hnédého brazilského propolisu v ochrané proti oxidacnimu stresu v pokozce
vyvolanému UV zafenim. Vyzkum prokézal, Zze extrakt ze zeleného propolisu obsahoval
vétsi mnozstvi aktivnich slozek, jako naptiklad kyselinu kumarovou, drupanin, baccharin a

artepillin C, které vykazuji vyssi antioxida¢ni aktivitu [12].
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Spirulina platensis

Jednd se o jednobunécnou cyanobakterii, kterd je ¢lovékem bézné konzumovana jako
dietni latka nebo potravinovy doplnék z diivodu jeji vysoké nutricni hodnoty. Kromé toho
se 8. platensis vyznacuje také vysokym obsahem aminokyselin, mastnych kyselin,
polysacharidi a mineralti. Rovnéz obsahuje Sirokou Skéalu fytochemickych sloucenin, jako
jsou fenolové kyseliny, tokoferoly a betakaroten, o kterych je zndmo, ze maji silné

antioxidacni vlastnosti [15].

Ve védecké studii Sariya Mapoung et al. (2020) byl ze suroviny Spirulina platensis ziskan
extrakt, ktery obsahoval derivaty flavonoidu - katechin a kvercetin. SPF byl stanoven in
vitro pro extrakt S. platensis spektrofotometrickou metodou v oblasti UVB. Absorp¢ni
spektra riznych koncentraci extraktu S. platensis byla ziskdna v rozmezi 290-450 nm. SPF
byl vypocitan pomoci Mansurovy rovnice. Ziskana data odhalila, Ze nejvyssi SPF extraktu
S. platensis byl zaznamenan pti koncentraci 3 mg/ml, a to v hodnot¢ 30,39 + 3,37. Zaroven
extrakt S. platensis v riznych koncentracich nevykazoval Zadné cytotoxické ucinky a byl
biokompatibilni s lidskou pokozkou. Ve vysledcich studie bylo rovnéz zahrnuto zkoumani
antioxidacni aktivity extraktu. Pritomnost extraktu S. platensis inhibovala tvorbu

reaktivnich forem kysliku ve fibroblastech, ozafenych UVB zéatenim [15].

Biologické ucinky extraktu S. platensis mohou souviset také s pfitomnosti urcitych
fenolovych sloucenin, pfedev§im kyseliny chlorogenové, kyseliny kavové a kyseliny
ellagové. Podobné Kwak et al. (2018) uvadi, Ze extrakty z broskvovych kvétl, které maji
vysoké mnozstvi kyseliny chlorogenové, zeslabily ucinky photoagingu na kiizi pomoci

svych antioxidacnich schopnosti [15].
Extrakty z olivovniku

Olivové listy obsahuji vétsi mnozstvi polyfenolil neZ olivovy olej a zarovein jsou odpadnim

produktem pii sklizni oliv nebo po profezavani olivovnikl. Nejhojnéjs$i slozkou v

olivovych listech je oleuropein [16].

V provedené studii (Anne da Silva et al., 2019) byl zkouman fotoprotektivni potenciél
extraktu z olivovych listli standardizovany pro oleuropein. Vysledky testli, které byly
provedeny in vitro, vykazuji potencidl vyuziti extraktu z olivovych listi jako uc¢inného
fotoprotektivniho, antimutagenniho a antioxida¢niho ¢inidla, které mé synergicky ucinek

ve spojeni s organickymi UV filtry. Byly pfipraveny formulace opalovacich krémt za
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pouziti  diethylamino  hydroxybenzoyl  hexylbenzoatu = (DHHB), ethylhexyl
methoxycinnamatu (OMC) a oktokrylenu jako organickych UV filtri. Do formulace byly
pridany rizné koncentrace extraktu z olivovych listi. Opalovaci krém obsahujici pouze
organické UV filtry vykazoval SPF 22 + 1. Pfi 1% koncentraci ptidaného extraktu nebylo
zaznamenano zvysSeni hodnoty SPF. AvSak jiz pti 3% koncentraci extraktu z olivovych
listd se hodnota SPF skokové zvysila na 42 + 5 a pti 5% koncentraci dokonce dosahl SPF

hodnoty 56 + 3 [16].

Ptiznivé Gc¢inky lokalni aplikace oleuropeinu byly jiz diive spojovany se snizenim erytému

a zanétu klze pfi klinickych studiich [16].
Extrakt z vinnych hroznu

Réva vinnd (Vitis vinifera) je prastara kulturni plodina, pochazejici pravdépodobné ze
Stfedni Asie a Blizkého vychodu. V soucasnosti se réva vinna péstuje v subtropickych a

mirnych oblastech celého svéta a existuje celd fada odrid [17].

Pti vyrobé vina ziistavaji jako druhotna surovina vylisky ze slupek hrozni a semena, ve
kterych se nachazi jesté cca 70 % puvodnich uc¢innych latek, predevsim fenolt (20-30 %
ve slupkéach a 60-70 % v semenech). Nejbéznéj$imi fenolovymi slouc¢eninami ziskanymi
z hroznll jsou flavonoidy, jako jsou antokyany, flavanoly a flavonoly. Existuje velka
variabilita fenolického obsahu v hroznech, kterd je ddna odridou, zpiisobem péstovani,
péstebnimi a klimatickymi podminkami a také druhem a délkou macerace, lisovani a
kvaseni pfi zpracovani hroznt [18].

rrrrr

antitrombotickymi a jinymi ucinky ptisobi proti poskozeni bun¢k a tkani. Tato jedinecna
kombinace bioaktivity a zaroven absence cytotoxicity ¢ini flavonoidy z hrozni, ale 1 jinych
rostlin, potencidl k vyuZziti v kosmetickych prostfedcich proti starnuti kGze a proti

poskozeni UV zarenim [18].

Ve studii Hubner et al. (2019) byly pfipraveny vzorky opalovacich krémt s pouzitim
organickych UV filtrii — ethylhexyl methoxy cinnamatu, ethylhexyl dimethylu (PABA) a
butylmethoxy dibenzoylmethanu, pficemz k nékterym formulacim byl pfidan ethanolovy
10% extrakt z hroznovych vyliskii. Kazdy vzorek byl jesté upraven na 2 hodnoty pH — 5 a
7. Fotoprotektivni faktor byl stanoven in vifro pomoci difuzniho spektrofotometru.

Vysledky ukézaly, ze formulace, kterda kombinovala organické UV filtry a extrakt
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z hroznovych vyliskli, byla ucinnéjsi proti zafeni UVA a UVB nez ostatni vzorky. Tato
formulace dosahla pfi kritické vinové délce 380 nm a pH 5 hodnoty SPF nad 76. Také neni
bez zajimavosti, ze nejvyssi hodnoty SPF bylo dosazeno pti pH 5, pficemz pii pH 7 SPF
klesl na hodnotu cca 39. Ve vzorku, ktery obsahoval pouze extrakt z hroznovych vyliskii,
ale zadné organické UV filtry, byl SPF pouze na hodnoté 2. Standardni vzorek, s obsahem
vyluéné UV filtra vykazal cca SPF 15 [18].

Kvajava (Psidium guajava)
Kvajava je vétsi stilezeleny kef nebo maly stromek doristajici vysky az 10 m, ktery
pochazi z tropickych oblasti Stfedni a Jizni Ameriky a Karibské oblasti [19].

Ovoce stromu Psidium guajava vykazuje vyznamné mnozstvi fotoprotektivnich a
antioxidacnich fenolickych latek, jako jsou flavonoidy a taniny. Toto ovoce navic

neobsahuje fotosenzibilni metabolity — kumariny [20].

Studie provedena tymem Milleno Dantas Mota et al. (2019) se zaméfila na zhodnoceni
potencidlu pouziti extraktu z kvajavy jako fotoprotektivniho aditiva pti formulaci krémti na

opalovani [20].

Tab. 2 SPF stanoveny spektrofotometricky in vitro u vzorki [20].

Vzorek Ct | C| St | S S3 S4
Extrakt z kvajavy
0 0 | 75| 10| 50 | 7,5
¢ = % hm./hm.
EHM
7500 | 0 | 75| 75 | 75
¢ =% hm./hm.
HMS
0 80| O 0 0 0
¢ = % hm./hm.
SPF 81 |40 | 1,0 | 91 | 16,2 | 18,9
pozn. EHM = 2-ethylhexylmethoxycinnamat, HMS =

homomethyl salicylat
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Zakladni testovany krém byl doplnény organickym UV filtrem 2-ethyl-
hexylmethoxycinnamatem (EHM) ve tfech formulacich s riznymi procentudlnimi ptidavky
extraktu z kvajavy. Dalsi vzorek obsahoval pouze extrakt, ale z&dné organické UV filtry.
Kontrolni vzorky mély vzdy pouze jeden druh organického UV filtru, a to EHM a
homomethyl salicylat (HMS) [20].

Vzorek krému obsahujici pouze extrakt z kvajavy mél nejnizsi hodnotu SPF, a prokazal
tedy nizkou schopnost absorbovat UV zafeni. Zaznamenané zvySeni fotoprotektivniho
faktoru u kombinaci organického UV filtru a extraktu je pravdépodobné zpiisobeno
interakci EHM s fenolovymi slouceninami (katechin, kvercetin a myricetin) pfitomnymi
v extraktu z kvajavy. Vzhledem k pfitomnosti konjugovanych vazeb v chemické strukture
téchto latek jsou fenolové slouceniny schopné absorbovat elektromagnetické zaieni na

ruznych vinovych délkach, v¢. UV zareni.
Bambus

Bambusy jsou z botanického hlediska fazeny do Celedi lipnicovitych (Poaceae) a ackoli se

jedna vlastné o travy, je pro vétSinu bambust typické dievnateéni stonki [21].

O bambusech je znamo, Ze vykazuji antioxidacni a antibakteridlni u¢inky. Rovnéz latky
obsazené v bambusech potlacuji tvorbu volnych radikdld a plsobi v prevenci
kardiovaskularnich chorob. Biologické ucinky souvisi s pfitomnosti riznych fenolovych
sloucenin, jako jsou flavonoidy, cinnamaty, antokyany, polysacharidy, katechiny, derivaty

lignofenolil a rizné t€kavé slouceniny [22].

Ve studii provadéné Wroblevska et al. (2019) byla prostudovana biologickd aktivita a
chemické slozeni ptivodnich brazilskych druhti bambusti. Metodou in vitro byl hodnocen
antioxida¢ni a fotoprotektivni potencial ethanolovych extrakt z listd a stébel péti druht
brazilskych bambusi. Celkem bylo pfipraveno 11 vzorkd. Do vSech byly zaclenény
organické UVA a UVB filtry a do 10 z nich také 10% extrakty z bambusi, od kazdého
botanického druhu vzdy jeden z listl a jeden ze stébel. Jedenacty vzorek byl ponechan jako
kontrolni pouze sorganickymi UV filtry. VSechny vzorky byly vyhodnoceny na
fotoprotekei a antioxida¢ni aktivitu. Kontrolni vzorek obsahujici pouze organické UV filtry
vykazal SPF 13, zatimco u vSech ostatnich formulaci s pfidanymi extrakty z bambust

doslo ke skokovému zvyseni SPF, a to od hodnoty 34,52 az po 86,15 [22].
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Antioxidacni aktivita extraktli z bambusu je spojovana s vysokym obsahem polyfenold,
které maji potencidl vychytavat Skodlivé volné radikaly. Obecné, vSechny ptivodni
brazilské bambusy vykazuji pfiblizné 10x vysSi antioxidac¢ni potencial nez zkoumané

asijské bambusy (Park a Jhon, 2010) [22].

Ptirodni extrakty také pfispivaji ke zvySeni fotostability opalovacich krémt, zejména téch,
které obsahuji polyfenolické slouceniny kvali jejich schopnosti reagovat s volnymi
radikaly. Pozitivni korelace byla nalezena zejména u flavonoidl, které kromé své UV
absorpce pfispivaji ke stabilizaci organickych UV filtri pomoci mnoha mechanismt, jako
je naptiklad zachycovani kyslikovych radikald, inhibice peroxidace lipidi a chelatace

kovovych iontt [22].
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4 LIGNIN

Jednim z ptirodnich zdrojt, ktery se ukazuje jako perspektivni Sirokospektralni blokator

UV zéfeni je lignin [23].

4.1 Chemicka struktura a vlastnosti ligninu

Biomasa, kterd je stavebnim prvkem rigidnich stén rostlinnych buné¢k, obsahuje tii
zakladni biopolymery — celuldézu, hemicelulézu a lignin. Celuléza je ve form¢ svazka
fibril, které jsou spojeny hemicelulézou a ligninem, coz déava bunééné sténé rostlin
celkovou tuhost (Obr. 2). Lignin je druhou nejrozsifenéjsi makromolekulou po celuldze.
Tvoti 10-30 % rostlinné biomasy. Tvrdé dievo obsahuje 27-33 % ligninu, m¢kké dievo 18-
25 % a travni rostliny 17-24 % ligninu. V rostlinach hraje lignin nékolik dualezitych roli.
Mezi nejvyznamnéjsi patii strukturdlni opora, ochrana pied chemickymi a biologickymi

utoky a slouzi také jako ucinny transport vody ve vaskularnich tkanich [23; 24; 28].

Cellulose
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Obr. 2 Schématické znadzornéni struktury lignocelulézy [25].

Z chemického hlediska je lignin trojrozmérnd amorfni  struktura sloZena
z fenylpropanovych jednotek odvozenych z oxidaéné kondenzacénich reakci zahrnujicich
aromatické alkoholy. Patet ligninu je sloZena ze tii riznych fenylpropanovych monomert,
oznacovanych jako sinapylalkohol, koniferylalkohol a p- kumarylalkohol. Poméry téchto

tii derivati v ligninu urcuji typ konfigurace v molekule. Tyto prekurzory ligninu jsou
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ptevedeny do tii podjednotek, a to syriugylu (S), guaiacylu (G) a p — hydroxyfenylu (H)
(Obr. 3). Slozeni a poméry téchto podjednotek se v riznych rostlinnych druzich lisi.
M¢kka dieva, jako je borovice nebo smrk, se skladaji pfevazné z guaiacylovych jednotek.
Zatimco tvrdd drfeva, jako je bfiza nebo eukalyptus, obsahuji guaiacylové jednotky
v menSim mnozstvi a ve vétSim mnozstvi syriugylové jednotky. Travni lignin obsahuje
vSechny tfi podjednotky. Krom¢ rozdilii ve slozeni ligninu mezi taxony a druhy dochazi
k rozdilim 1 mezi jednotlivymi typy bun¢k. Ligniny mohou byt dokonce odlisné na trovni
jednotlivych vrstev bunécnych stén. VysSe uvedené substruktury obsahuji mnoho riznych
funkénich skupin, jako jsou hydroxyly, karboxyly, karbonyly a methoxyly, které jsou
aktivnimi misty pro dal$i chemickou modifikaci a vyuziti ligninu. Vzhledem ke slozitosti,
heterogenité a rozmanitosti, kterd je ptfitomnd v ligninu riznych rostlinnych druhti, neni

objasnéni jeho struktury a souvisejicich vlastnosti snadnym tkolem [23; 24; 26; 27].

OH OH OH
OCHjy4 H5CO OCH,
OH OH OH
G S H

Obr. 3 Substruktury monomera ligninu [27].

Rozpousténi ligninu je ¢asto poZzadovany prvni krok vyrobnich procest pii zpracovani, coz
je vzhledem ke sloZitosti jeho makromolekularni stavby obtizny tkol. Zplsoby extrakce
ligninu ze dfevni hmoty vedou k riznym typtim technickych lignind, které se 1iSi svou
chemickou stavbou (Obr. 4). Tyto rizné typy technickych ligninti vedou k pouziti riznych
rozpoustédel. Lignosulfonat je rozpustny ve vodé, sulfatové ligniny jsou rozpustné
v alkalicko-vodnych roztocich a organosolv lignin se rozpousti v Sirokém spektru

organickych rozpoustédel [28].
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Obr. 4 Schematické zndzornéni bunécné stény dievni hmoty se tfemi hlavnimi slozkami a

ruzné typy technickych lignint ziskanych odliSnymi zpiisoby extrakce [28].
4.2 Zpisoby extrakce ligninu

Struktura ligninu se liS§i v zavislosti na procesu extrakce a na piitomnosti rtiznych
funkénich skupin. K ziskani poZadovaného produktu je nutné provést fizenou degradaci,
aby se vytvoftil jednotny strukturni lignin. Degradace ligninu je moZna chemickou cestou,
tepeln€ nebo enzymaticky. Pro dalsi vyuziti ligninu je zadouci, aby pfi jeho ziskavani byly
ve struktufe a vlastnostech provedeny co nejmensi zmény tak, aby se co nejvice podobal
nativnimu ligninu. K tomu je tfeba lignin izolovat takovym zpiisobem, kde pfi procesu
nejsou pouzity reaktivni chemikalie a vysoké teploty. Metody izolace ligninu lze rozdélit
do dvou hlavnich tfid v zavislosti na tom, zda je lignin pfedmétem separace nebo

odpadnim produktem [29; 30; 31].
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Pouziti organickych rozpoustédel

Nejznaméjsi metodou izolace ligninu ze dieva je tzv. organosolvni proces pomoci
organickych rozpoustédel. Lignin je extrahovany piimo zdfevni biomasy smési
organickych rozpoustédel a nékterych aditiv nebo katalyzatort. Lze pouzit rozpoustédla
s nizkou teplotou varu, jako je ethanol, methanol nebo aceton, nebo rozpoustédla
s vysokou teplotou varu, napt. glykoly. Alkoholy nebo dioxan jsou nejcastéji pouzivanymi
organickymi rozpoustédly pro tento proces a Casto se kombinuji s vodou. K usnadnéni
delignifikace se vyuzivaji jako katalyzatory karboxylové kyseliny (octova a mravenci)
nebo anorganické kyseliny (H>SO4, HCl). Lawther et al. (1996) zjistili, Zze smés
ethanol/voda je neju¢innéj$im extrakénim rozpoustédlem a studovali jak koncentrace, tak

¢as ovliviwyjici vytézek extrakce [24; 31].

Sulfatova metoda

V soucasnosti predstavuje hlavni zdroj ligninu produkt, vznikly jako odpad pti vyrobé
buni€iny, papiru a nanocelulézy alkalickou hydrolyzou dfevité masy pfi sulfatovém (kraft)
procesu. Lignin odseparovany timto zptisobem byva oznacovan jako sulfatovy ¢i kraft
lignin. V pribéhu procesu se nastépkované dievo pii teploté 155-175 °C oSetiuje roztokem
sulfidu sodného a hydroxidu sodné¢ho. Tato metoda je schopna rozpustit asi 90-95 %
veskerého ligninu pfitomného ve vychozi latce. Celuloza se oddéli jako pevnd latka od tzv.
¢erné¢ho louhu, tekutiny bohaté na lignin. Kraft lignin se z ni izoluje sraZenim a neutralizaci
kyselym roztokem (kyselina octova, kyselina chlorovodikova aj.) a ndslednym vysuSenim
na pevnou formu. Timto postupem se ziska polymer s niz§i molekulovou hmotnosti, ktery

je ale zna¢né€ modifikovan od ptivodniho pfirodniho ligninu [30; 31].

Sulfitova metoda

Obvykle se sulfitovy proces provadi pii teplotdch 140-170 °C s vodnym roztokem oxidu
sifi¢itého spolu s hofe¢natymi nebo véapenatymi solemi. Béhem procesu rozvlaknovani
dfeva dochazi ke Stépeni vazeb mezi ligninem a celulézou. Lignin zlstava ve formé
sulfonovych kyselin rozpustnych ve vodé. Z tohoto louhu je nutné lignin vysrazet a
odstranit vzniklé cukry. Ziskany lignosulfonat je ale s ohledem na chemické slozeni

heterogenni [31].
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Alkalicka hydrolyza

Tato metoda se pouziva pro zpracovani surovin jako je sldma, cukrova titina nebo len,
které slouzi jako zdroj pro vyrobu papiru v mnoha rozvojovych zemich. Biomasa se §tépi

ve vodném roztoku s hydroxidem sodnym pfi teplotach do 160 °C [31].

Enzymaticka metoda

Enzymatickd hydrolyza pfedem upravené biomasy vyuzivd enzymu celulazy a
hemicelulazy k degradaci polysacharidii na rozpustné monosacharidy a zbytky obohacené
ligninem. Piimé enzymatické hydrolyze brani rigidni struktura lignocelulézy, a proto je
obvykle nutna fyzikalni nebo chemicka ptrediprava. Béznymi metodami predipravy je
mleti suroviny, oSetieni horkou vodou nebo ¢aste¢na hydrolyza zfedénou kyselinou ¢i
zasadou. Enzymaticka hydrolyza se obvykle provadi za mirnych podminek a vysledna

Cistota a strukturni modifikace ligninu zavisi hlavné na metod¢ predupravy [32].

4.3 Moznosti vyuziti ligninu

Vramci snahy kdosazeni udrzitelného rozvoje spolecnosti je tfeba pokrocit
v biorafina¢nich procesech, které vyuzivaji nestravitelnou biomasu pro vyrobu potiebnych
produkt. V tomto ohledu je lignoceluloza slibnou surovinou pro vyrobu biopaliv a
biochemikalii. ProtoZe lignin obsahuje fenolické skupiny a mé nékteré dalSi zajimavé
vlastnosti, jako je termoplasticita, jevi se jako slibny produkt s pfidanou hodnotou
v ruznych oborech. Vyvoj probiha piedevsim v oblasti paliv, chemikalii, uhlikovych
vldken, elektromateridlech, stavebnich materidlech, nahradé plastd, vyroby wvanilinu,

farmaceutickych vyrobki a kosmetiky [32, 33].
4.3.1 Lignin jako UV protektor

Lignin obsahuje funk¢ni fenolické a ketonové skupiny a dal§i chromofory absorbujici UV
zafeni. Skupiny, které maji dvojné vazby mezi uhliky o a B, nebo atomy s volnymi pary

elektrond, vytvareji rezonan¢ni struktury, které umoziuji absorpci UV zafeni [34, 35].

Studie Yong Qian et al. (2014) zkoumala moznosti vyuziti ligninu pfi vyvoji vysoce
vykonnych Sirokospektralnich krémii na opalovani. Velikost ¢astic pouzitého alkalického
ligninu se pohybovala od nanometrii po mikrometry. Byly pouzity Cisté krémy a dale
opalovaci krémy s organickymi UV filtry s SPF 15, 30 a 50. Za pouziti spektrofotometru
byla zmétena absorbance jednotlivych vzorkl v oblastech UVB a UVA (290-400 nm),
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poté byly vzorky vystaveny UV zéfeni po dobu dvou hodin a nésledné probéhlo nové
méfeni absorbance. Nejvyssi hodnoty absorbance dosahl vzorek s organickymi filtry a
ptidavkem 10 % extraktu z ligninu (Tab. 3). Dal§im krokem byl vypocet fotoprotektivniho
faktoru z naméfenych hodnot. Tak jako u jinych pfirodnich latek je zndm tucinek zesileni
aktivity komer¢nich opalovacich krémi s organickymi UV filtry, miize i lignin svym
synergickym plsobenim zlepsit vykon syntetickych opalovacich krémi. Bylo zkouméno
posileni komer¢niho krému na opalovani SPF 15 s pfidanym ligninem o rAznych
hmotnostnich koncentracich a porovnavano s vykonem komercnich krémiti na opalovani

s SPF 30 a 50 [34].

Tab. 3 Hodnoty SPF komer¢niho krému s riznymi ptidavky ligninu a porovnani

s SPF krém bez ligninu s organickymi UV filtry SPF 30 a 50 [34].

Lignin (hm. %)
Vzorky krémi
0 2 10
¢. 1 SPF 15 (SPF) 18,22+0,92 | 3532+1,85 | 89,58 +12,15
¢. 2 SPF 30 (SPF) 36,67 £ 1,36 - -
¢. 3 SPF 50 (SPF) 58,95 £ 5,09 - -

Pii hodnoceni fotostability ligninem modifikovanych kréml na opalovani doslo k
piekvapujicimu jevu. Po vystaveni UV zafeni po dobu dvou hodin se absorbance
v oblastech UVA a UVB né&kolikrat zvysila. Vysvétlenim radikalniho nartistu absorbance u
krémi, ve kterych byla kombinace UV filtrti a ligninu, by mohl byt urcity synergicky
efekt. Béhem UV zéfeni miiZe lignin interagovat s nékterymi aktivnimi slozkami a vytvaret

tak vysoce ucinné UV blokatory [34].
4.3.2 Lignin jako antioxidant

Ultrafialové zafeni iniciuje fotooxidacni reakci a zvySuje hladinu volnych kyslikovych
radikald v ktizi. Aby se tomu zabranilo, je pokozka vybavena U¢innymi antioxidacnimi
obrannymi mechanismy. Nadmérné vystaveni UV zafeni muize naruSit schopnost kiize

chranit se pred vytvarenim oxida¢niho stresu volnymi radikaly, ktery v kone¢ném disledku
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vede k poskozeni DNA, lipidi a proteini. Fotochemickou prevenci k posileni funkce
ochrany pokozky mize byt lokdlni nebo perordlni podavani externich antioxidantt.
Rostlinné fenoly a polyfenoly jsou ¢asto zkoumany pro své antioxida¢ni vlastnosti, jako je
vychytavani volnych kyslikovych radikala. Nejbéznéjsi funkéni skupiny ptitomné
v ligninu jsou hydroxylové skupiny a methoxyskupiny. Cim vice aktivaénich skupin ma
fenolova podjednotka, tim je reaktivnéjsi a antioxidantnéjsi. Z toho vyplyva, ze ligniny
bohatsi na syriugyl jsou reaktivnéjsi nez ligniny obsahujici spiSe ostatni podjednotky G a
H. Dle studie Tatiana Dizhbite et al. (2004) se ukdzalo, ze o-methoxylova substituce
zvysila ucinnost zachyceni radikal, zatimco vysokd molekulovda hmotnost, zvySena
heterogenita a polydisperzita patii mezi faktory snizujici aktivitu vychytavani volnych
radikal. Také sacharidové pifimeésy mohou snizit antioxidacni aktivitu diky moznosti

vodikové vazby jejich polarnich skupin s ligninovymi fenolovymi skupinami [36; 37; 38].
4.4 Nezadouci zbarveni ligninu

Prestoze bylo prokazano, Ze ptidavek ligninu muize vyrazné zvysSit vykon komerénich
opalovacich krémi, ma jeho vétsi vyuziti pomérné zasadni piekdzku, a tou je nezadouci
tmava barva. Byl proveden pokus o redukci zbarveni ligninu, ale proces molekuly ligninu
nicil, coZ nevyhnuteln¢ vedlo ke snizeni absorpce UV zafeni. Zajimavosti je, Ze lignin
biosyntetizovany v rostlinach, je téméf bezbarvy. AvSak bé¢hem technického zpracovani
ligninu dochézi k tvorbé tmavé barvy. Odstin je zavisly na zplsobu extrakce. Pokud je
proces provadén za Setrné nizké teploty s neutrdlnimi rozpoustédly, je zbarveni svétlejsi
nez pii pouziti vysokych teplot. Mechanismus tvorby barev neni Gipln€é znam, ale technické

ligniny maji velké mnoZstvi chromofort a auxochromd, které zesiluji barvu [39].

Tradi¢ni chemické béleni ligninu neni vhodné pro pouziti v opalovacich krémech, protoze
cilem takového procesu je co nejvice narusit strukturu ligninu, aby se dala vyrobit buni¢ina
s vysokym stupném bélosti. Takto degradovany lignin neni schopen absorbovat UV zafeni.
Ve studii (Hui Zhang, 2019) prokazali, Ze neni vhodné redukovat barvu ligninu sulfonaci,
nebot’ sulfonovany lignin vykazuje silnou molekularni polaritu, kterd muize narusit
rovnovahu systému opalovaciho krému a vést k deemulgaci. Vhodnéj$i metodou se jevi
acetylace. Ptivodni kraftovy lignin byl nejprve frakcionovan pomoci smési 80% methanolu
s vodou, ¢imz byly ziskdny svétle zbarvené frakce. Poté byl acetylovan anhydridem

kyseliny octové pro dalsi redukci barvy (Obr. 5) [40].
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Kraft lignin Frakcionovany Acetylovany
lignin lignin

Obr. 5 Fotografické porovnani ligninu po

chemickych upravach [40].

Ptidavkem 2 hm. % acetylovaného ligninu byl krém lehce zbarven, avSak stile vykazoval
pfijatelné zbarveni pro spotiebitele. Pfi niz§im 1% ptidavku je ligninovy opalovaci krém

jeste svétlejsi, ale soucasné je jeho hodnota SPF témér 25 (Obr. 6) [40].

= d_,.f"

0 % ligninu 1 % acetylovaného 2 % acetylovanéhe 2 o, sulfitevaného
ligninu ligninu ligninu

Obr. 6 Fotografie opalovaciho krému s ptidavkem ligninu [40].

4.5 Cytotoxicita ligninu

Potencialni aplikace ligninii v kosmetickém a farmaceutickém primyslu vyzaduje, aby
dané slouceniny byly co nejvice biokompatibilni. Testy bunécné cytotoxicity patii mezi
nejbéznéjsi metody biologickych zkousek in vitro k predikci toxicity a nasledné moznosti
aplikace. V soucasné dobé existuje jen malo udaji o moznych cytotoxickych ucincich
lignint. Cytotoxicita ligninu byla zkouména (Vanessa Ugartondo et al., 2007) za pouZiti
integrity bunééné membrany lidskych keratinocyti a mySich fibroblasti. Byla pouzita

kolorimetricka zkouska, kterd méti schopnost zivych bunck absorbovat neutralni ¢ervené
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barvivo. Ligniny vykazovaly se zvySujici se expozi¢ni dobou cytotoxické ucinky, avSak
pouze pii velmi vysokych koncentracich. Nejnizsi cytotoxickou aktivitu mél zkoumany
lignosulfonat. Rovnéz byl vyhodnocen vztah mezi potencialnimi cytotoxickymi
vlastnostmi a antioxidacni kapacitou ligninti. Nejsilnéjs$i antioxidacni produkty byly
obecné také nejvice cytotoxické. Nicméné ucinné koncentrace antioxidantt jsou 5—10krat
niz§i nez ptipadnd cytotoxickd koncentrace. Tato data ukazuji, Ze ligniny mohou byt
pouzity v u¢inném koncentratnim rozmezi, které je bezpecné pro normalni bunécné linie

[41].
4.6 Ligninové nanocastice

Lignin je stale nedostatecné vyuzivanym ptirodnim zdrojem navzdory jeho dostupnosti a
vynikajicim vlastnostem. Jeho $ir$i vyuziti je ¢asto omezeno slozitou makromolekularni
strukturou, kterd je zavisla na jeho zdroji a zplsobu extrakce. Kromé toho Spatna
dispergovatelnost v kompozitnim materidlu je dalsi prekdzkou pro SirSi vyuziti
v prumyslové vyrob¢. Jednim ze zpiisobi, jak piekonat tato omezeni, je pfeména surového
ligninu na nanocéstice jednotné velikosti a tvaru. Ligninové nanocastice zlepsSuji vlastnosti
polymernich smési a maji vyssi antioxidacni aktivitu v disledku vysSich pomérii
povrchové plochy k objemu. Jednu z dalSich moznosti vyuziti zkoumal tym Velev et al.
(2015), ktery ptipravil nanocastice ligninu obohacené stiibrem a tento material vykazoval
vy$si antibiotickou aktivitu a byl SetrnéjSi k Zivotnimu prostiedi neZ samotné nanocastice
stiibra. K vyrobé ligninovych nanocastic se pouzivaji rtizné postupy, jako je srdzeni
antirozpoustédlem, mezifazové zesitovani nebo polymerizace. Nanocastice ligninu jsou
biodegradabilni a tak vhodnd vyroba miiZze produkovat jednoduché, levné a netoxické
komponenty vyuzitelné v mnoha oblastech. Jeden ze zplisobil vyroby je zalozen na sraZeni
slabé sulfonovaného ligninu z roztoku ethylenglykolu za pouziti vodou zfedénych kyselin.
Takto vyrobené ligninové nanocastice jsou vysoce porézni a maji dobrou stabilitu 1 pfi
vysokych hodnotich pH. Environmentdlné¢ kompatibilni ligninové nanocastice skytaji
moznost pouziti jako vehikula pro dodavani IéCiv, stabilizatory kosmetickych a
farmaceutickych formulaci ¢i1 jako ndhrada draz§ich a potencionalné toxickych
nanomateridlli. Nanocastice ligninu maji také obrovsky potencidl v ptipravcich na
opalovéni nejen diky své UV absorpci, neoxidovatelnosti a netoxicité, ale také pro lepsi

dispergovatelnost a svétlejsi barvu, ktera ¢ini vyrobek uzivatelsky pfijatelnéjsi [42; 43; 31].
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Mezi dal§i moznosti vyuziti ligninovych nanocéstic patii stabilizace emulzi v tzv.
Pickeringovych emulzich. Diky vysoké adsorpcni energii ¢astic na rozhrani olej/voda

zvysuji nanocastice kinetickou stabilitu emulzi [23].
4.7 Shrnuti vyhod vyuziti ligninu v kosmetice

Lignin se tedy jevi jako velmi vhodna alternativa k alespon castecnému nahrazeni
syntetickych UV filtrti v opalovacich krémech. Vykazuje Sirokospektralni absorbovatelnost
na rozdil od klasickych UV filtrt, které se aktivuji jen pii urcitych vinovych délkach. Dale
ma vynikajici synergii s organickymi UV filtry a tim mnohonasobné zvySuje hodnotu
fotoprotektivniho  faktoru. Disponuje také skveélymi antioxidaénimi vlastnostmi
spocivajicimi predevsim v redukci volnych radikalii a zabranovani jejich dalsi tvorbé. Jeho
velkou vyhodou je také fotostabilita v Case, kdy se absorbance UV zateni naopak zvySuje.
V poslednich letech nékteré¢ vyzkumy prokazaly, ze lignin z riznych zdrojt je pro buiky
bezpec¢ny a netoxicky. Vzhledem k tomu, Ze doposud byl predevsim odpadnim produktem
pii vyrobé bunifiny a papiru, kde se pfedevsim spaluje, ma velky potencial vyuziti jako

obnovitelny zdroj v mnoha oblastech primyslu [24; 40].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 POUZITA METODIKA

V experimentalni ¢asti si  prace klade za «cil provéfeni schopnosti roztoki
alkalického ligninu absorbovat UV zéfeni. Dale byla zkoumana moznost tvorby nanocastic

pomoci riznych rozpoustédel a nasledné ptistrojové vyhodnoceni vzniklych nanocastic.

5.1 Testovana surovina

Jako vychozi surovina byl pouzit alkalicky lignin, izolovany sulfitovou metodou (kraft),

s nizkym obsahem siry, od vyrobce Sigma-Aldrich spol. s r.0.

5.2 Pouzité pomiicky a chemikalie

¢ (Odmérné banky o objemu 10 ml, 25 ml a 250 ml

e Kadinky

e Odmérné zkumavky

e Mikrosttikacky Hamilton o objemu 250 pl a 500 pl
e Pipety o objemu 10 pl a 1000 pl

e Pasteurovy pipety

e Kyvety z kiemenného skla a z plastu

e Membranové sttikackové mikrofiltry PTFE s velikosti porta 0,45 pm
e Injekeni stiikacky

e Alobal

e Analytické vahy

e NaOH, granule, Penta chemicals

e Aceton od firmy Honeywell

e Ethanol 96% od firmy VWR Chemicals

e Dimethyl sulphoxide od firmy VWR Chemicals

e Ethylene Glycol od firmy Lach-Ner

e Ultra ¢ista demineralizovana voda

5.3 Pouzité pristroje

K méfeni absorbance byl pouzit spektrofotometr UV — Visible Cary 300 Conc (Obr. 7).
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Obr. 7 Spektrofotometr UV — Visible Cary 300 Conc

Dale byla k simulaci vystaveni vzorkti UV zafeni pouzita lampa Dymax ECE.

Odmérné baiiky s roztoky byly pro vytvofeni nanocastic centrifugovany v centrifuze

Multifuge X1R od firmy TRIGON PLUS s.r.o. (Obr. 8).

1500 0

2 5 1500

Obr. 8 Centrifuga Multifuge X1R

Roztoky byly podrobeny méteni v analyzatoru Castic Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern

Pananalytic Ltd. (Obr. 9).
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Obr. 9 Analyzator Castic Zetasizer Nano ZS

Morfologie pfipravenych ¢astic byla studovdna vysokorozliSovacim transmisnim

elektronovym mikroskopem JEOL JEM 2100.
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6 LABORATORNI POSTUPY

6.1 Spektrofotometricka charakteristika ligninu

Spektrofotometrie je zaloZena na interakci elektromagnetického zafeni s analyzovanym
roztokem, kdy je ¢ast zafeni absorbovana Casticemi vzorku. U nékterych latek se absorpci
fotonu méni energie molekuly a vznika excitovany atom (piechod elektronu do orbitalu
s vy$§i potencialni energii). Cast zafeni projde roztokem a je naslednd detekovana
pfistrojem. Mnozstvi svétla propusténého, odrazeného nebo pohlceného jistou latkou je
zavislé na vinové délce zafeni a na koncentraci zkoumané latky.

Schopnost molekul latky pohlcovat elektromagnetické zateni urcité vinové délky se
vyjadiuje bezrozmérnou fyzikalni veli¢inou zvanou absorbance. Pokud absorbované zareni
lezi ve viditelné ¢asti spektra, jevi se latka jako barevna.

Vysledkem spektrofotometrického méfeni je tzv. absorpcni spektrum, které vyjadiuje

zavislost absorbance na vinové délce.
Ptiprava kalibracnich roztokt
Nejdtive byl pfipraven zasobni roztok NaOH o koncentraci 0,035 mol/l do odmérné banky

o objemu 250 ml. Nésledovala ptiprava standardu roztoku ligninu o koncentraci 0,5 mg/ml

navazenim 12,5 mg alkalického ligninu do odmérné banky o objemu 25 ml.

Dale byly pfipraveny jednotlivé kalibraéni roztoky ligninu o rtiznych koncentracich do

odmérnych bané€k o objemu 10 ml (Tab. 4).

Tab. 4 Koncentrace kalibra¢nich roztokt ligninu

Kalibracéni roztok €. | Koncentrace (mg/ml)
1 0,001
2 0,002
3 0,003
4 0,004
5 0,005

Do 10 ml odmérnych banék bylo odpipetovano vypoctené mnozstvi standardniho roztoku

ligninu a doplnéno po rysku zasobnim roztokem NaOH.
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Vsechny odmérné banky s kalibra¢nimi roztoky byly obaleny alobalem, aby bylo

zabranéno degradaci roztokt ligninu piisobenim svétla.

Vlastni méfeni absorbance

Z odmérnych ban¢k jednotlivych kalibracnich roztokti bylo odlito do kyvet z kiemenného
skla pfiméfené mnozstvi. Kazda kyveta, pokud s ni nebylo pravé manipulovéno za ucelem
experimentu, byla opatfena ochrannou vrstvou z alobalu. Pomoci spektrofotometru byla
promé&iena absorbance kazdého kalibracniho vzorku v oblasti UV a VIS spektra od

800-200 nm.

Nasledovalo vystaveni vzorkit UV zafeni pod UV lampou po dobu 30 minut. A opét

probéhlo nové prométeni absorbance.

Dalsi ozatovani vzorkl trvalo dal$ich 30 minut, poté bylo provedeno nové méteni

absorbance. Nasledujici interval ozafovani ¢inil jiz 60 minut.

Do druhého dne byly kyvety opatfené alobalem uloZeny v uzaviratelné krabici a uschovany
ve skiiiice, aby se zabranilo pfistupu svétla. Dalsi den se vystavovani pasobeni UV
paprskiim pomoci laboratorni UV lampy zopakovalo dvakrat po 60 minutidch. Po kazdé

expozici probéhlo promé&feni absorbance.

Kazdé konkrétni méteni absorbance urcitého vzorku probéhlo z divodu statistické chyby

trikrat.
6.2 Priprava ligninovych nanodéastic

Pouziti materiali s nanocasticemi umoznilo vyvoj kosmetickych vyrobkt lepsi kvality
s riznymi vlastnostmi a lepSim vykonem diky malé velikosti jejich ¢astic. Nanokosmetika
predstavuje vyhody ve srovndni s tradicni kosmetikou, jako je lepSi penetrace aktivnich
latek do pokozky, moznost transdermalniho fizeného uvoliiovéani, ochranu ptfed degradaci

labilnich G¢innych latek, lepsi senzorické vlastnosti a lepsi stabilizaci formulace [44].

Ptiprava roztokl ligninu v organickych rozpoustédlech

Pro piipravu roztokii byla pouzita rizna rozpoustédla. Na analytickych vahach bylo
navazeno 100 mg alkalického ligninu s pfesnosti + 0,5 mg (Tab. 5), rozmichdno v malém

mnozstvi zvoleného rozpoustédla, kvantitativné prevedeno do odmérné baiiky o objemu 10
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ml, pipetou ptfidan 1 ml ultra Cisté demineralizované vody a doplnéno rozpoustédlem po

rysku. Vznikly pomér voda : rozpoustédlo €inil 1:9.

Tab. 5 Skute¢né navazky ligninu v rozpoustédlech

Cislo roztoku | Rozpoustédlo | Skute¢na navazka ligninu (mg)
1 Aceton 100,0
2 Ethanol 96% 100,3
3 Dimethylsulfoxid 99,7
4 Ethylenglykol 99,5

Roztoky ligninu v rozpoustédlech byly pro odstranéni nerozpustnych ¢astic ptefiltrovany
pies membranové stiikackové mikrofiltry PTFE 0,45 um. Z piefiltrovanych roztokt bylo
odlito 5 ml do odmérnych zkumavek. Do ctyt kddinek bylo napipetovano po 10 ml ultra
Cisté demineralizované vody. Kéadinka s vodou byla postavena na michadlo. Za pouziti
mikrostiikacky Hamilton o objemu 250 pl byl roztok ligninu pfidavan po kapkach do vody
za neustalého michani. Pfidani celého obsahu z odmérné zkumavky trvalo cca 10 — 15
minut. Roztok byl na michadle michan dalSich 10 minut. Takto byly pfeneseny vSechny
roztoky ligninu v rozpoustédlech do dvojnidsobného mnozstvi demi vody. Pouze u
ethylenglykolu byla pouZita mikrostfikacka Hamilton o objemu 500 pl z divodu vysoké

hustoty roztoku.

Nasledné byly tyto ziedéné roztoky pielity do Cistych odmérnych zkumavek a posléze
centrifugovany na centrifuze Multifuge X1R po dobu 10 minut pro odstranéni agregatu.

Poté byl supernatant pielit do zatmavenych odmérnych zkumavek.

6.3 Charakterizace vzorku a méreni

Jednotlivé roztoky ligninu pfipravené v riznych organickych rozpoustédlech byly
vyhodnoceny pomoci n¢kolika analytickych metod. Detekce a stanoveni velikosti Castic

bylo provedeno pomoci fotonové korelacni spektroskopie. Dale byla proméiena
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absorbance v oblasti UV-VIS zafeni a charakterizace Castic byla vyhodnocena pomoci

transmisni elektronové mikroskopie.

6.3.1 Fotonova korela¢ni spektroskopie

Pro detekci Castic v jednotlivych vzorcich a zhodnoceni jejich homogenity byl pouzit

analyzator Castic Zetasizer Nano ZS.

Fotonova korelac¢ni spektroskopie (PCS) nebo téz dynamicky rozptyl svétla (DLS) je
technika, ktera pouzivd rozptylené svétlo k méfeni difize Castic pohybujicich se
Brownovym pohybem (neustaly ndhodny pohyb) a pomoci Stokes — Einsteinova vztahu

odvozuje jejich velikost a distribuci [45; 46].
Stokes — Einsteinova rovnice:

kT

d(H) = 3mnD

kde d (H) je hydrodynamicky primér Ccastice, kje Bolzmannova konstanta, 7 je

termodynamicka teplota, n je viskozita a D je translacni difuzni koeficient [47].

Hydrodynamicky polomér zavisi na hmotnosti a tvaru ¢astice. Metoda DLS je schopna
analyzovat vzorky obsahujici znacné odlisné velikosti ¢astic a agregatli, dokaze detekovat
velmi mald mnozstvi druhll ¢astic s vyS$S§i hmotnosti a neni potieba provadéet kalibraci.
Technika DLS méti opticky pohyb suspendovanych ¢astic v tekutiné o znadmé teploté a
viskozité. Casové zavisla poloha nebo rychlost suspendovanych &astic zptisobuje posuny
frekvence v disledku rozptylu svétla od suspendovanych ¢astic. Na zaklad€ zpracovanych

dat je vyhodnocena distribuce velikosti ¢astic ve vzorku [46].

Ze zatmavenych odmérnych zkumavek byl odpipetovan 1 ml pfipravenych suspenzi
ligninu v konkrétnim rozpoustédle do pfislusné kyvety. Kyvety byly zakryty vickem pro
zachovani termostability a postupné vlozeny do pfistroje. Roztok v ethylenglykolu musel
byt pro svou zna¢nou hustotu nafedén v poméru 1:4 s destilovanou vodou. Kazdy vzorek
byl proméften tiikrat a vysledky byly zprimérovany.

Software pfistroje umoziluje nastavit prub¢h méfeni s pfedem zadanymi parametry, které
byly nasledujici: disperzni médium = H;O, index lomu = 1,330; teplota = 25 °C, cas

ustaleni (ekvilibrace) = 120 s, méfici tthel = 173°.
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6.3.2 Spektrofotometricka analyza ligninovych nanocastic

Vzorky nanocastic v rozpoustédlech byly vzhledem k jejich vysoké koncentraci nafedény.
Roztoky s acetonem, ethylenem a ethylglykolem byly fedény s destilovanou vodou v
poméru 1:100, roztok s dimethylsulfoxidem v poméru 1:1 000. Natfedéné vzorky byly
napipetovany do kyvet z kiemenného skla, vlozeny do spektrofotometru a v oblasti UV-

VIS proméiena jejich absorbance.

6.3.3 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Morfologie pfipravenych ¢astic v acetonu byla studovana pomoci vysokorozliSovaciho
transmisniho elektronového mikroskopu JEOL JEM 2100 se zdrojem z hexaboridu
lanthalu (LaB6). Postup méteni byl nasledujici. Kapka nefedéné suspenze castic byla
v prvnim kroku nanesena na stfed rotujici podlozni médéné miizky. Timto zpisobem
pfipraveny vzorek byl vysuSen pii laboratorni teploté. Nasledné byl vzorek umistén do

drzaku pfistroje a pozorovan pii urychlovacim napéti 200 kV.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Méreni absorbance kalibraénich roztoka

Spektrofotometrie predstavuje jednoduchou metodu, kterd umoznuje zaznamenani UV-VIS
spekter a jejich pfipadnou absorbanci. Na pfistroji UV—Visible Cary 300 Conc bylo
zjistovano, do jaké miry jsou jednotlivé koncentrace roztoka ligninu schopny absorbovat

UV zéfeni na riznych vinovych délkach.

7.1.1 Zavislost absorbance na vinové délce kalibra¢nich roztoki ligninu

Pro grafické zobrazeni zavislosti absorbance na vlnové délce v Case byl vybran

reprezentativni vzorek s koncentraci ligninu 0,004 mg/ml.
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Obr. 10 Grafické zn4dzornéni zavislosti absorbance na vinové délce v Case u koncentrace
0,004 mg/ml
Jak je zmiflovéano v teoretické Casti, lignin diky svym funkénim skupinam a struktufe

disponuje schopnosti pohlcovat UV zafeni.
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Z grafu (Obr. 10) je ziejmé, ze pied simulovanou expozici UV svétlem dosahoval roztok
s koncentraci 0,004 mg/ml nejvyssich hodnot absorbance v celém spektru, nebot’ nejspise
jeste nedoslo k zaddné vyznamné degradaci jeho struktury. V nasledujicich dvou hodinach
pravidelného ozafovani UV lampou se schopnost pohlcovani UV zafeni postupné
snizovala, nicméné neklesla pod hodnotu 2,3 pfi vinové délce 200 nm. Po tfech hodinach
systematického vystavovani UV paprskiim v ¢asovych intervalech 30, 60, 120 a 180 minut
doslo k prekvapivému jevu. Absorbance se zvysila jiz od vinové délky 235 nm na rozdil od
predchozich méfeni a exponencidlné rostla az na hodnotu 3,2 pii vlnové délce 200 nm.
Tato jedine¢na vlastnost ligninu byla popsana ve studii provedené Yong Qian et al. (2014),
ktera zkoumala UV protekci ligninu a jeho fotostabilitu ve spojeni s organickymi UV filtry
v opalovacich prostiedcich — viz kap. 4.3.1 [34].

Po uplynuti 240 minut od pocatku proméfovani a opakovanych expozic UV zéfeni se
hodnota absorbance jesté zvysila v rozmezi vinovych délek 230-800 nm. Dokonce mezi
vlnovymi délkami 406-800 nm byla namétena absorbance v nejvyssSich hodnotach ze vSech
meéfenych casti. Od 230-200 nm absorbance exponencidlné rostla, ale jiz v nizSich

hodnotach nez v ¢ase 180 minut.

7.1.2 Kalibraéni kiivky

Pro nékteré vinové délky byly v Case nula, tj. pfed ozafovanim UV lampou, vytvoieny
kalibrac¢ni kiivky pro koncentrace roztokt 0,002; 0,003; 0,004 a 0,005 mg/ml. Poskytnuté
hodnoty z jednotlivych kalibracnich kiivek deklaruji linedrni zavislost jednotlivych

koncentraci ligninu na odezv¢ absorbance (Obr. 11).
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Obr. 11 Kalibraéni kiivky roztokl ligninu riznych koncentraci pti vinové délce 220, 225 a

280 nm
7.2 Analyza ligninovych nanocastic

7.2.1 Velikost a distribuce velikosti ¢astic
Méteni velikosti a distribuce velikosti ¢astic (Tab. 6, Obr. 12-15) bylo provadéno u
nanocastic ligninu pfipravenych v riznych rozpoustédlech — acetonu, ethylenglykolu,

dimethylsulfoxidu a ethanolu.
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Tab. 6 Shrnuti velikosti a distribuce velikosti naméfenych nanocastic

vzorek | Pk1 Pk2 | Pk3 | @ PkvSechéastic | Pk1 | Pk2 | Pk3 | pdI
(nm) | (nm) | (nm) (nm) (%) | (%) | ()
1 133,5| 5139 0 115,7 98,23 1,77 01 0,244
2 140,7 | 4617 | 5116 310,8 72,03 | 20,07 | 6,35 0,445
3 3695,1 79,3 | 1747 117,5 46,8 | 35,63 | 17,53 | 0,431
4 311,8 0 0 2382 100,0 0 01 0,226
Pouzita rozpoustédla:
e vzorek 1 —aceton
e vzorek 2 — ethylenglykol
e vzorek 3 — dimethylsulfoxid
e vzorek 4 — ethanol
Pk = velikost ¢astic a jejich procentualni zastoupeni v suspenzich
PdI = hodnota polydisperzity
Size Distribution by Intensity
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Record 182: Lignin particles acetone 1

Record 184: Lignin particles acetone 3

Record 183: Lignin particles acetone 2

Obr. 12 Rozlozeni distribuce ¢astic v roztoku s acetonem
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Size Distribution by Intensity
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Obr. 13 Rozlozeni distribuce ¢astic v roztoku s ethylenglykolem
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Obr. 14 Rozlozeni distribuce ¢astic v roztoku s dimethylsulfoxidem
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Obr. 15 Rozlozeni distribuce ¢astic v roztoku s ethanolem
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Castice detekované v acetonu (vzorek ¢. 1) prokéazaly vysokou homogenitu, nebot’ byly
shodného charakteru o pramérné velikosti 133,5 nm z98,23 %. Mensi mnoZzstvi
detekovanych castic (1,77 % zcelkového objemu) bylo na hranici meéfitelnosti
s primérnymi rozméry 5 139 nm. Celkové tato suspenze byla velmi homogenni s nizkym
indexem polydisperzity z divodu vysokého procentudlniho zastoupeni castic jednoho

druhu.

Vzorky €. 2 a 3 (v ethylenglykolu a dimethylsulfoxidu) byly naopak velmi polydisperzni.
Castice mély velmi rozdilné charakteristiky a rozméry. Detekovany byly tii druhy &éstic ve
vysokém zastoupeni. Hodnota polydisperzity byla vyznamné vyssi nez udavané indexy pro

homogenni roztoky.

V suspenzi s ethanolem byly zastoupeny castice jen jednoho druhu s primérnou velikosti

311,8 nm. Tento vzorek byl nejvice homogenni.

Nejmensi Castice oscilujici v pdsmu nanorozmért byly ve velkém mnozstvi vytvotfeny

pomoci acetonu.

Ve studii Srinivasa Rao Yearla & Kollipara Padmasree (2016) byla pro vyrobu nanocastic
ligninu pouZita metoda nanoprecipitace, kterd spociva v rychlém piidavani rozpusSténého
polymeru v organickém rozpoustédle do vodné fdze za mirného michani. Tato metoda byla
také pouzita pii vyrobé nanocastic zde analyzovanych. VySe uvedena studie popisuje
ziskavani polymernich nanocastic jako kompetitivni proces, pifi kterém se aceton
obsahujici ligninovy polymer §ifi do okolniho vodného média a mé tendenci vytvéaiet

sférické nanocastice [48].

7.2.2 Spektrofotometricka charakteristika

Ligninové nanocastice v raznych typech rozpoustédel byly také podrobeny méteni
absorbance pii vlnovych délkdch 200-800 nm. Vzorky vzhledem k jejich vysoké
koncentraci musely byt nafedény. Dimethylsulfoxid byl natfedén s destilovanou vodou
vpomeru 1:1 000, ostatni vzorky byly nafedény v poméru 1:100. Dle vysledkli méfeni
absorbance se jevi ligninové nanocastice rozpusténé v ethylenglykolu a dimethylsulfoxidu

stale vysoce koncentrované na to, aby byl vysledek relevantni.
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Obr. 16 Zavislost absorbance na vinové délce u riiznych rozpoustédel

EG — ethanolglykol s vodou vfedéni 1:100, EtOH — ethanol s vodou v fedéni 1:100,
DMSO - dimethylsulfoxid s vodou v fedéni 1:1000, Aceton s vodou v fedéni 1:100

Kitivka absorbance ligninovych nanocastic v acetonu se projevila dvéma piky. Prvni byl na
vlnové délce 278 nm a druhy pii 200 nm. Tato zavislostni kiivka absorbance na vlnové
délce se shoduje s méfenim uvedenym v literatufe. Ve studii Srinivasa Rao Yearla &
Kollipara Padmasree (2016) se ukazala absorpéni spektra alkalického ligninu a ligninu
extrahovaného v dioxanu pifi 281 nm. Absorbance alkalického ligninu byla vysSi nez
dioxanovaného ligninu z diivodu vyssiho obsahu guaiacylovych podjednotek (Obr. 17)

[48].
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Obr. 17 Zavislost absorbance na vinové délce 2 typt ligninovych nanocastic [48].

DLNP - lignin extrahovany v dioxanu, ALNP — alkalicky lignin

Také studie Colin Awungacha Lekelefac a Peter Czermak (2016) ukazuje ¢asové zavisla
spektra s absorpénimi piky pii 203 a 280 nm. Absorpéni piky se postupné snizuji, coz
naznacuje rozklad ligninu a degradaci jeho chromoforovych skupin podilejicich se na
absorpci UV-VIS zareni. Vrcholy kolem 203 nm odpovidaji ¢astem nenasycenych fetézct,

zatimco hodnoty kolem 280 nm nekonjugovanym fenolickym hydroxyskupinam [49].

V této praci se absorp¢ni pik alkalickych ligninovych nanocéstic v acetonu projevil pouze

v oblasti 278 nm, coZ odpovida pfitomnosti fenolovych hydroxyskupin.

7.2.3 Mikroskopicka analyza pomoci TEM

Morfologie pfipravenych nanocastic byla studovana pomoci transmisni elektronové
mikroskopie. Na zakladé provedenych experimentli byl jako nejvhodnéjsi pro tento typ
analyzy vyhodnocen vzorek nanocastic piipravenych v acetonu. Jak je zjevné z obrazk,
pomoci TEM byla potvrzena pfitomnost ¢astic sférického tvaru v pfipraveném vzorku.
Velikost ¢astic byla metodou TEM vyhodnocena v rozmezi 59 az 270 nm, coz se lisi
v porovnani s vysledky ziskané PCS. Nicméné je tfeba podotknout, Ze PCS vyuzZiva

k hodnoceni velikosti jiny princip.
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ZAVER
Cilem bakalaiské prace bylo posoudit moznost vyuziti ligninu coby pfirodniho UV

protektoru s piipadnym uplatnénim v opalovacich prostiedcich.

Ptipravené roztoky ligninu o riznych koncentracich byly vystavovany v Case expozici
laboratornim UV paprskim a zaroven byla pribézné proméfovana jejich schopnost
pohlcovat UV-VIS zafeni. Dale byla zkoumana jejich fotostabilita v zavislosti na délce

ozarovani.

Lignin se ukazal jako velmi stabilni polymerni latka, kterd nepodléhd po UV expozici
rychlé degradaci. Méfenim bylo naopak prokézano, Ze jeho absorbance po 3 az 4 hodinach
ozatovani vzrostla, coz z néj €ini dobrého kandidata na podporu komerénich UV filtrii
v opalovacich formulacich. V literatue je také uvadeén jeho pravdépodobny synergicky
efekt ve spojeni s chemickymi UV filtry, ktery vede k vyraznému navyseni UV protekce
[34]. Za nejpravdépodobnéjsi pii¢inu schopnosti fotoprotekce ligninu je povazovana

ptitomnost chromofort fenolickych a ketonovych skupin.

V dalsi casti prace byl lignin rozpustén ve Ctyfech riiznych organickych rozpoustédlech a
po centrifugaci byly v suspenzich pomoci fotonové korelac¢ni spektroskopie detekovany
nanocastice. NejucinnéjSim solventem pii tvorbé sférickych ¢astic nano rozméru byl
vyhodnocen aceton. Nanocéstice v acetonu také vykazovaly nejvy$§i homogenitu ze
zkoumanych vzorkl. Sféricky tvar ¢astic byl posléze potvrzen prostiednictvim transmisni

elektronové mikroskopie.

Vzhledem ke sloZitosti a komplexnosti molekuly ligninu a jeho modifikaci v zavislosti na
zpusobu extrakce ze surové latky se miiZze jeho schopnost rozpoustét znacné lisit podle
pouzitého rozpoustédla, od ¢ehoz se nasledné odviji 1 GspéSnost piipravy Castic. V této
praci bylo potvrzeno, Ze alkalicky lignin je vhodnym materidlem pro pfipravu castic
metodou precipitace pomoci ruznych rozpoustédel. Vysledky prace naznacuji, ze této
problematice bude tfeba vénovat dal§i pozornost, zejména z hlediska mozné aplikace
pfipravenych ¢astic do opalovacich formulaci, at' uz samostatné¢ nebo ve spojeni

s chemickymi UV filtry.

Budoucnost vyuziti ligninu diky jeho snadné dostupnosti, levné vyrobé a biodegradabilité
zn¢j ¢ini kandidata zajmu védeckych studii k prozkoumani dal§ich moZnosti uplatnéni v

riznych oblastech pramyslu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ALNP

D(H)
DHHB
DLNP
DLS
DMSO
EG
EHM

EtOH

H>SO4
HCI

HMS

MED
NaOH
nm
OMC
PABA
PCS

Pdl

alkalicky lignin

koncentrace

translacni difuzni koeficient
hydrodynamicky pramér castice
diethylaminohydroxybenzoyl hexylbenzoat
lignin extrahovany v dioxanu

dynamicky rozptyl svétla
dimethylsulfoxid

ethylenglykol
2-ethylhexylmethoxycinnamat

ethanol

guaiacyl — subjednotka prekurzori ligninu
p-hydroxyfenyl — subjednotka prekurzort ligninu
kyselina sirova

kyselina chlorovodikova

homomethyl salicylat

Boltzmannova konstanta

minimalni erytémova davka

hydroxid sodny

nanometr

ethylhexylmethoxycinnamat

ethylhexyl dimethyl

fotonova korela¢ni spektroskopie

hodnota polydisperzity
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Pk
S

SPF

TEM
TiO2
Uv

UVA
UVB
uvC

Zn0O

velikost ¢astic

syriugyl — subjednotka prekurzort ligninu
fotoprotektivni faktor

termodynamicka teplota

transmisni elektronova mikroskopie

oxid titani¢ity

ultrafialové zareni

ultrafialové zareni v rozmezi 315-400 nm
ultrafialové zafeni v rozmezi 280-315 nm
ultrafialové zafeni v rozmezi 100-280 nm
oxid zine¢naty

viskozita

mikrolitr
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