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ABSTRAKT

Teoretickda cast bakalarské prace je zaméfena na surfaktanty, jejich smési a chovani
v roztocich. Dalsi ¢ast se zabyva polysacharidy, pfedevSim vlastnostmi a vyuzitim
chitosanu, ktery byl vyuzit v experimentalni ¢asti. V neposledni fad€ jsou zde popsany

vzajemné interakce mezi surfaktanty a polymery a jejich praktické vyuziti.

V praktické ¢asti byly nejprve zkoumdny miceliza¢ni parametry vybraného anionického
lauroylsarkosinatu sodného, a jeho smési s neionickym Poloxamerem P407, v zavislosti na
pH prostfedi, a to pomoci meéfeni povrchového napéti a vodivosti. Tenziometrie
a konduktometrie, spolu s méfenim viskozity a zeta potencialu, byly vyuzity i pro hodnoceni
vzajemnych interakci mezi surfaktanty a chitosanovymi polymerem. Zavér praktické ¢asti
je vénovan studiu chovani smési surfaktantli a chitosanu s obsahem thymolu jako modelové

aktivni latky, za ii¢elem vyhodnoceni jejich potencidlu pro ptipravu funkénich nosicu.

Kli¢ova slova: chitosan, kritickd micelarni koncentrace, lauroylsarkosinat sodny, pH,

poloxamer, smési surfaktanti, surfaktant, thymol

ABSTRACT

The theoretical part of the bachelor thesis is focused on surfactants, their mixtures and
behavior in solutions. The next part deals with polysaccharides, especially the properties and
use of chitosan, which was used in the experimental part. Finally, the interactions between

surfactants and polymers and their practical use are described here.

In the practical part, micelization parameters of selected anionic sodium lauroyl sarcosinate,
and its mixtures with nonionic Poloxamer P407, were first investigated, depending on pH,
by measuring surface tension and conductivity. Tensiometry and conductometry, together
with viscosity and zeta potential measurements, have also been used to evaluate the
interactions between surfactants and chitosan polymers. The conclusion of the practical part
is devoted to the study of the behavior of a mixture of surfactants and chitosan containing
thymol as a model active substance, in order to evaluate their potential for the preparation of

functional carriers.

Keywords: chitosan, critical micellar concentration, odium lauroyl sarcosinate, pH,

poloxamer, surfactant mixture, surfactant, thymol
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UvVOD

Diky své vlastnosti snizovat povrchové napéti nachéazeji surfaktanty Siroké uplatnéni
v mnoha odvétvich, mezi které patii vyroba prostiedkli spotiebni chemie, potravinaisky,
kosmeticky ¢i farmaceuticky primysl. Vzhledem k jejich rozmanitému vyuziti se s témito
latkami a jejich smésmi lidé setkavaji prakticky kazdy den. I z tohoto diivodu je kladen diraz
na jejich netoxicitu, biodegradabilitu a sniZeni iritacniho ucinku, a to aplikaci mirnéjSich
typl, sniZzenim jejich koncentraci v systémech nebo vyuzitim synergického tc¢inku smési
surfaktantti. Pro hodnoceni charakteristickych vlastnosti povrchové aktivnich latek a jejich
nasledné praktické aplikace je klicové studium jejich micelarnich parametrti, zejména

stanoveni kritické micelarni koncentrace.

V posledni dobé se zvySuje zdjem o vyuziti méné béznych surfaktantii, naptiklad ze skupiny
polymernich, nebo tzv. miistkovych typa, které vykazuji optimalni micelarni charakteristiky
a nizky iritacni potencidl. Mezi jejich zastupce patii neionicky kopolymer P407, ktery
nachdzi uplatnéni také ve farmacii pii fizeném uvoliiovani 1é¢iv. Z mustkovych tenzidi Ize
zminit anionicky lauroylsarkosinat sodny, ktery se fadi mezi mirné, biologicky odbouratelné
slouceniny s vyuzitim v produktech osobni pécfe, v Samponech proti luptim, ale také

v potravinafském pramyslu.

Vlastnosti surfaktantl 1ze ovlivnit pfitomnosti polymeru, pfi¢emz tato kombinace byva
béZnou soucasti mnoha komercnich produkti. V poslednich letech bylo problematice
interakci mezi surfaktanty a polymery vénovano mnoho studii. Pfevazné se jedna
o kombinace anionického surfaktantu sopacné nabitym polymerem, u nichZz lze
pfedpokladat vyznamné elektrostatické interakce. Mezi kladné nabité polymery patii také
chitosan, ktery se stal velmi oblibenym, a to zejména ditvodu jeho netoxicity, pfirodniho
puvodu a biodegradability. Chitosan je schopen tvofit komplexy a anionickymi tenzidy,
které 1ze nasledné vyuzit naptiklad pro enkapsulaci aktivnich latek a jejich ptipadné uvolnéni

na pozadovaném misté urceni.

Cilem bakalaiské prace bylo pfipravit a charakterizovat roztoky ionickych a neionickych
surfaktanttl, resp. jejich smeési. K t€émto roztokim byl nasledné pfidan polysacharid chitosan
za u€elem hodnoceni vzajemnych interakci typu surfaktant/polymer a potencidlniho vyuZziti

jako nosného systému pro aktivni latky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SURFAKTANTY

Tenzidy, povrchové aktivni latky (zkracen¢ PAL) ¢i surfaktanty, jsou amfifilni
slouceniny, coz znamena, ze ve své struktute obsahuji dveé casti — hydrofilni a hydrofobni.
Hydrofilni ¢ast je tvofena polarnimi skupinami a je pro ni typické, Ze je rozpustna ve vodé
¢i polarnich rozpoustédlech, naopak ¢ést hydrofobni je tvofena uhlovodikovymi zbytky
s po¢tem uhlikovych atomti 12-20 a je rozpustnd v oleji. Diky této struktuie jsou
povrchove aktivni latky jiz pti nizkych koncentracich schopny soustiedit se na fazovém
rozhrani a sniZzovat tak povrchové nebo mezifazové napéti. Zjednodusend obecna

struktura tenzidu je patrnd z Obr. 1 [1, s. 6].

Poldrni (hydrofilni) Nepalérni (hydrofobni) East
skupina

Obr. 1: Obecna struktura surfaktantu [2, s. 9]

1.1 Déleni surfaktantu

Surfaktanty lze klasifikovat dle n€kolika kritérii, jako naptiklad podle typu hydrofobni ¢i
hydrofilni ¢asti, aplikace, biologické rozloZzitelnosti, HLB hodnoty (hydrofilné-lipofilni
rovnovaha) nebo dle pivodu na syntetické a ptirodni. Naptiklad podle aplikace l1ze PAL
rozdélit na emulgatory, smacedla, pénidla apod., tato klasifikace v§ak neposkytuje informace
o specifické chemické povaze molekuly [1, s. 7] [3, s. 11]. Jednim z nejvyznamnéjSich
kritérii je typ hydrofilni ¢asti, podle které 1ze tenzidy délit na ionické a neionické. Pro ionické
povrchove aktivni latky je typickd disociace ve vodném prostiedi na ionty, jezZ nesou
povrchovou aktivitu. Pravé podle typu iontu Ize dale ionické tenzidy dé€lit na anionické,
kationické a amfoterni, které budou strucné charakterizovany na nasledujicich stranach

[1,s.7].
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O Neionické
@ Anionické
@ Kationické

®/\®/\/\N\/\ Amfoterni

Obr. 2: Rozdeéleni surfaktantii podle hydrofilni skupiny [1, s. 7]

1.1.1 Anionické surfaktanty

Jedna se o nejstarSi povrchove aktivni latky, které stale tvoii vyznamny podil celosvétové
spotieby tenzidii. Jejich typickym rysem je, Ze nositelem povrchové aktivity je anion.
Protiiontem byvaji nejéastéji sodné, draselné, piipadné amonné kationty [1, s. 7] [3, s. 12].
Anionické tenzidy maji vyborné detergencni (Cistici) ucinky, a to predevSim v mirné
alkalickém prostfedi. Anionické tenzidy lze dale dé€lit na PAL s karboxylovou skupinou
(klasicka mydla), sulfaty, sulfonaty ¢i fosfaty (v posledni dobé méné vyuzivany

z environmentalnich divoda) [1, s. 7].

1.1.2 Kationické surfaktanty

U kationickych tenzidl je, na rozdil od pfedchozi skupiny, nositelem povrchové aktivity
kation. Tyto slouceniny obsahuji ve své molekule jednu nebo vice funkénich skupin a ¢asto
se v nich vyskytuje dusik jako centralni prvek. Dle chemickeé struktury je 1ze klasifikovat na
alkylaminy, ethoxylované aminy a kvartérni amoniové soli. Oproti anionickym tenzidiim
maji kationické PAL slabsi detergencni G€inky a jsou hiie biologicky odbouratelné. AvSak
diky své vazbé na vétSinu povrchi (zdporné nabit€) jsou vybornymi antimikrobialnimi,
antistatickymi ¢i dezinfek¢nimi prostiedky, proto hraji velmi dtleZitou roli také ve farmacii
a kosmetice. Dal§i vyznamnou vlastnosti kationickych surfaktanti je schopnost
hydrofobizovat povrchy, proto jsou Casto vyuzivany jako slozky kondicionért ¢i avivazi.
V kombinaci s anionickymi tenzidy tvofi nerozpustné komplexy, proto se v této formé
objevuji v produktech velmi zfidka. V porovnani s anionickymi a neionickymi skupinami

predstavuji malou ¢ast celosveétové produkce povrchove aktivnich latek [1, s. 10] [3, s. 13].
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1.1.3 Neionické surfaktanty

Jedna se o tenzidy, které jsou v posledni dob¢ hojn€ vyuzivany a stavaji se stale oblibenéjsi.
Tyto PAL, na rozdil od ionickych tenzida, ve vod¢ nedisociuji na ionty. Jejich rozpustnost
je ovSem zajiSténa prostfednictvim funkcnich skupin, nachazejicich se v jejich molekule,
jako naptiklad amino, hydroxy ¢i etherickych skupin. Nejstar§imi zastupci jsou
ethoxylované typy pripravené z mastnych alkohold. Neionické tenzidy lze vyuzit nejen
v kosmetice, ale také v potravinafstvi jako emulgatory ¢i v textilnim primyslu jako
smacedla. Jsou netoxické a (aZ na vyjimky) dobfe biologicky odbouratelné, coz je divodem

jejich rostouct atraktivity v poslednich letech [1,s. 11].

1.1.4 Amfoterni surfaktanty

Amfoterni PAL obsahuji ve své molekule dvé hydrofilni skupiny, a to kyselou (sulfo nebo
karboxylovou skupinu) a zdsaditou (amino skupinu), diky ¢emuZz jsou jejich vlastnosti
zavislé na hodnoté pH prosttedi [1, s. 10]. Tyto tenzidy jsou dobfe snaseny pokozkou
i sliznicemi, proto se velmi Casto objevuji v ptipravcich pro osobni péci a v piipravcich pro
déti. Vykazuji znacnou synergii pfi pouZiti s jinymi typy tenzidl, ¢ehoZ se v praxi velmi
vyuziva. Amfoterni tenzidy lze dale d€lit na klasické amfoterni a zwitterionické [1, s. 11]
[3,s. 14].

Prvni zminénd podskupina tenzidl zavisi pln€ na hodnoté pH. V kyselém prostiedi vykazuji
vlastnosti kationickych tenzidl, naopak v zdsaditém prostiedi vlastnosti tenzidi
anionickych. V neutralnim pH jsou hiife rozpustné a maji horsi pénici a detergen¢ni u€inky
[1,s. 11].

Zwitterionické PAL si udrzuji kladny naboj v celém rozsahu pH, ovSem pii velmi nizké

hodnoté pH funkéni skupina jiZ nedisociuje [1, s. 11].

1.2 Charakteristika vybranych surfaktanti

V této kapitole budou bliZze rozepsany vlastnosti a vyuziti surfaktantd, které byly pouZity
v praktické casti bakalatské prace. Jedna se o anionicky surfaktant lauroylsarkosinat sodny

a Poloxamer P407.

1.2.1 Lauroylsarkosinat sodny

Lauroylsarkosinat sodny, podle INCI ndzvoslovi Sodium Lauroyl Sarcosinate (dale jen
SDSa), patfi mezi anionické surfaktanty na bazi aminokyselin. Jeho struktura je patrna

z Obrazku 3. Hydrofobni ¢ast tvofi 12ti uhlikovy fetézec, hydrofilni pak karboxylatovy
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zbytek. Diky hodnoté karboxylatu, ktera je 3,6, ma lauroylsarkosinat ve fyziologickém
roztoku negativni naboj. Jednd se o mirny a biologicky odbouratelny tenzid s Sirokym

vyuzitim v raznych pramyslovych odvétvich [4] [5].

(|3H3 O
CHS(CHz)QCHQYN\)kONa
O

Obr. 3: Struktura lauroylsarkosinatu sodného [6]

Lauroylsarkosinat sodny je pfipravovan zlauroyl chloridu a sarcosinu v pfitomnosti
hydroxidu sodného. Sarcosin je N-methyl derivat glycinu, jedna se o pfirozené se vyskytujici
aminokyselinu, kterou lze nalézt ve svalech a jinych lidskych tkanich. Meziprodukt je dale
Cistén rekrystalizaci z alkoholu nebo okyselenim mineralni kyselinou. Vzniklad volna
kyselina je separovana a dale neutralizovana [5] [7].

Diky své dermatologické kompatibilité je SDSa Siroce vyuZivan v kosmetickych produktech
osobni péce. V Samponech a télovych mydlech se objevuje v koncentraci 3—13 %. Je také
pouzivan v ustnich vodach a zubnich pastach, kde poskytuje ochranu proti tvorbé zubniho
plaku. Byla také prokédzana jeho antimikrobialni aktivita proti n€kterym typiim bakterii,
napt. Staphylococcus aureus nebo Lactobacillus acidophilus [5].

Déle je schvaleno vyuzivat lauroylsarkosinat sodny v potravinarstvi, a to pro vyrobu, baleni
nebo pifepravu potravin a v lepidlech uzivanych v potravinaistvi. Diky své dobré
rozpustnosti ve vodé, vyborné stabilit¢ pény a silné sorpci k proteinim je také hojné
aplikovan v laboratorni praxi. V neposledni fad¢ je pro své antikorozni vlastnosti vyuzivan

pfi konecném zpracovani kovi [5].

1.2.2 Poloxamer P407

Poloxamery, zndmé i pod pojmem Pluronicy, jsou amfifilni tfiblokové kopolymery. Jedna
se o neionické povrchové aktivni latky, jejichz struktura je tvofena hydrofilnimi
polyethylenoxidovymi (PEO) a hydrofobnimi polypropylenoxidovymi (PPO) jednotkami
(Obr. 4).
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Obr. 4: Obecna struktura P407 [8]

Jsou studovany kvili jejich Sirokému pouziti pifi dodavani 1éCiv, v detergentech, pfi
emulgaci, pénéni, Cisténi Ci stabilizaci disperzi. Vzhledem k jejich amfifilni struktute vytvari
ve vodném roztoku micely, a to nad kritickou micelarni koncentraci (CMC). Ve srovnani
s nizkomolekularnimi surfaktanty poloxamery tvoii micely jiz pfi mnohem nizSich
koncentracich. Pravé struktura micel je velmi dillezitd v mnoha aplikacich. Velikost micel
ve vodném roztoku je fadové 10-20 nm. Bylo dokézdno, Ze micely nemaji

kulovity — sféricky tvar, ale spise elipsoidni [9] [10].

Poloxamery jsou komeréné dostupné v Sirokém rozsahu molekulovych hmotnosti a poméru
PPO/PEO. Jsou pfipravovany aniontovou polymeraci alkoxidu v pfitomnosti hydroxidu
sodného nebo draselného. Pti polymeraci je nejprve piidan propylenoxid a nasledné je
pfidavan ethylenoxid. Katalyzator je po reakci neutralizovan a odstranén. Touto metodou

jsou vyrabény poloxamery o riiznych molekulovych hmotnostech [9].

V nanomediciné jsou poloxamery pouzivany v nanosystémech, jako jsou lipozomy,
nanogely ¢1 micely. Diky hydrofobnimu jadru jsou schopny solubilizovat nerozpustné latky,

proto patii mezi potencionalni materialy pro dodavani riznych l1é€iv [9].

V praktické Casti této bakalarské prace pouZit Poloxamer P407, ktery lze nalézt také pod
jinymi  komerénimi ndzvy, jako jsou napfiklad Lutrol F127, Pluronic® F127,
Kolliphor® P407.

Molekulova hmotnost P407 je 12,6 kg-mol™!, ve své molekule obsahuje bloky o piiblizné
délce x =101, y = 56. Na mnozstvi a uspotadani PEO a PPO skupin v molekule jsou zavislé
aplikace tohoto surfaktantu, rozpustnost ve vodé¢ ¢i agregace. P407 tvoii klasické sférické
micely, jejichz jadro sestdva z hydrofobni PPO ¢asti a obal je tvofen bloky PEO. Tento
surfaktant ma dobrou solubiliza¢ni kapacitu, nizkou toxicitu, vykazuje dobrou kompatibilitu
s bunkami, chemikaliemi, ale 1 télesnymi tekutinami. Diky témto vlastnostem je velmi
vyuzivan pti vyvoji farmaceutickych formulaci a pro rizné aplikace — od podéavani 1ékt, pies

tkanové inZzenyrstvi az po genovou terapii [10] [11].
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2 SURFAKTANTY V ROZTOCICH

Jak jiz bylo zminéno v prvni kapitole pii obecné charakterizaci surfaktantl, tyto latky maji
amfifilni strukturu. Diky ni jsou schopny sorbovat se na rozhrani jiz pfi nizkych
koncentracich, na fAzovém rozhrani je tedy jejich koncentrace vétsi nez v objemové fazi.
Hydrofobni ¢asti pfitom sméfuji ven z roztoku, a to ztoho divodu, aby dochazelo k co
nejmensimu kontaktu s polarnim prostfedim. Pfi zvySujici se koncentraci vSak po Case
dochazi k tomu, ze je celé¢ fazové rozhrani obsazeno molekulami surfaktantu [12, s. 22].
Mezi jednotlivymi ¢astmi surfaktanti a mezi t€émito ¢astmi s roztokem se uplatituji prevazné
Van der Waalsovy interakce, coz ma za nasledek, ze pti vysSich koncentracich dochézi ke

vzniku ¢astic koloidnich rozméru tzv. micel.

VZDUCH
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Obr. 5: Proces micelizace ve vodném prostiedi [13]

Tato urcita koncentrace roztoku, pfi které dochazi praveé ke vzniku micel je oznaovana jako
kritickd micelarni koncentrace (CMC). Riizné surfaktanty vykazuji rozdilné hodnoty CMC,
u anionickych a amfoternich surfaktantii se koncentrace pohybuje v rozmezi 1-10 mmol-1"!,
u kationickych 10-50 mmol-1"". U neionickych surfaktantii se prvni micely zacinaji tvofit jiz
vrozmezi 0,01-0,1 mmolI'. Vy$§i CMC u ionickych surfaktantii je zplisobena
odpuzovanim souhlasnych néaboji. V oblasti tvorby micel se vlastnosti roztoku méni
skokem, to se vyuziva pro experimentalni stanoveni hodnot CMC. Jedna se napftiklad
o méteni povrchového napéti, vodivosti (u ionickych surfaktantll) ¢i solubilizaci barviv.
Zmény nékterych vlastnosti roztoku jsou patrné z Obr. 6 [1,s. 41][12,s.43] [14][15, s. 186,
187].
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Obr. 6: Zavislost fyzikalnich viastnosti na koncentraci surfaktantu [15, s. 187]

Tvorbu micel ovliviiuje velké mnozstvi faktori, jako je struktura molekuly, teplota, nebo
pfitomnost riznych aditiv. Vyznamnou roli hraje délka a typ hydrofobniho fetézce
(surfaktanty s nerozvétvenymi fetézci vykazuji nizs§i hodnoty CMC), nebo umisténi
hydrofilni ¢asti (molekuly s hydrofilni ¢asti na konci molekuly tvofi micelarni agregaty
snaze). U ionickych PAL se na procesu micelizace pozitivné projevi piidavek elektrolytu.
Mezi faktory zvySujici hodnotu CMC patii dvojné vazby mezi atomy uhliku uhlovodikového
fetézce, pritomnost polarnich skupin ¢i zvySeni poc¢tu hydrofilnich skupin [16, s. 33, 34].
Vliv teploty je odlisny v zavislosti na typu surfaktantu. Zatimco u ionickych surfaktantt se
s rostouci teplotou zvySuje CMC, naopak u neionickych PAL CMC s rostouci teplotou klesa.
Pii nizkych teplotach byva koncentrace nasyceného roztoku niZsi, nez je hodnota CMC,
z tohoto diivodu se nemohou tvofit micely. Ke zméné¢ dochdzi, jakmile teplota dosahne
hodnoty, kdy rozpustnost odpovida CMC. Teplota, pti které dochdzi k vyc€eteni roztoku, se
nazyva Krafftova teplota Tx. Z dGvodu tvorby micel od této teploty rozpustnost surfaktantli
velmi rychle stoupa [15, s. 189].

Molekuly jsou v klasické micele uspotfadany tak, aby byly minimalizovany interakce mezi
polarnim prostfedim a hydrofobnim fetézcem. Z tohoto divodu jsou hydrofilni hlavicky
rozmistény na vnéj§im povrchu molekuly, smétuji tedy do polarniho prostredi a hydrofobni
fetézce jsou orientovany dovnitf, do stiedu micely. Pokud je vSak pouzito nepolarni
rozpoustédlo, dochazi k opacnému uspotfadani, kdy hydrofobni fetézce sméfuji ven
a hydrofilni hlavi¢ky dovnitf. Takovéto micely nesou oznaceni inverzni, resp. reverzni.

Struktura micel je patrna z Obr. 7 [1, s. 41] [15, s. 189, 190].
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Obr. 7: Struktura micel a) klasicka b) inverzni [1, s. 41]

Co se tyce velikosti a struktury micel, bylo dokazano, ze u zfedénych vodnych roztoku
dochazi ke vzniku malych micel (tzv. Hartleyovy micely), coz jsou kulovité ttvary, jejichz
uhlovodikové fetézce tvofi jadro a polarni hlavicky tvofi obal, jez piichdzi do styku
s vodnym prostfedim. Pfi zvySujici se koncentraci roztoku dochédzi ke zvétSeni micel
a fetézce jsou orientovany rovnobeézné. Mohou vznikat vélcovité agregaty, anebo laminérni
dvojvrstvy, vnichz jsou molekuly PAL k sobé otoCeny hydrofobnimi fetézci,

tzv. McBainovy micely [15, s. 189, 190].

Obr. 9: Laminarni (McBainova) micela

Obr. 8: Vélcové micely [15, s. 190] [15, 5. 190]

2.1 Smésné micely

Komeréni produkty jsou vétSinou komplexni smési organickych a anorganickych latek
obsahujici kombinace rtiznych surfaktanti. Mohou tak vznikat smésné micely, jejichZ
pritomnost s sebou nese fadu vyhod. Primarné se jednd o moznost snizeni hodnoty CMC
u surfaktantu s piivodné vyssi hodnotou z diivodu synergického uc¢inku smési PAL, coz se
vyznamné projevi i z ekonomického hlediska, jelikoZ jsou surfaktanty pouzivany v niz§ich
koncentracich. U kosmetickych ptipravkil hraje diilezitou roli i snizovani iritacniho G¢inku
primarnich surfaktantli, a to pfidinim mirnéjSiho sekundarniho surfaktantu, a také snizeni
hodnoty CMC u surfaktantu. Mezi dalsi vyhody lze fadit také vyssi povrchovou aktivitu,
lepsi pénivost, emulgacni schopnost ¢i zlepSeni reologickych vlastnosti. Je ovSem dilezité
vzit v potaz typ jednotlivych surfaktantli, naptiklad u smési anionickych a kationickych PAL

muze dochazet ke vzniku nerozpustnych srazenin [17] [18].
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Smési surfaktantl tvoii tzv. smésné micely, které ve vétSiné ptipadi zahrnuji vSechny
ptitomné surfaktanty v roztoku [19, s. 251]. Schéma tvorby smésnych micel je patrné na

Obr. 10.
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Obr. 10: Schéma tvorby smésné micely [20]

Existuji dva zakladni pfistupy ke studiu procesu micelizace, a to model fdzové separace
a model aktivniho plisobeni hmoty. V modelu fazové separace jsou micely povazovany za
oddé€lenou pseudo fazi, pficemz nasledné ptidani povrchové aktivni latky do roztoku
ovlivituje koncentraci micel, nikoliv samotnych molekul surfaktantu. V druhém zminéném
modelu se pfedpokladd rovnovaha mezi micelami a volnymi monomery surfaktantu [21,
s. 86, 87]. Pro vypocet volné micelizacni energie, kdy se pfedpokladd, Zze koncentrace
volného surfaktantu v pfitomnosti micel je konstantni a rovna se hodnoté CMC, se vyuziva

vztah (1) [3, s. 124]:
AG,, = RTInCMC (1)
kde:
R — univerzalni plynové konstanta
T — termodynamicka teplota
CMC — kriticka micelarni koncentrace

Pii tvorbé smésnych micel mize dochdzet jak kidealnimu, tak neidedlnimu miseni

pfitomnych surfaktantti, u kterych dochéazi k ¢isté pfitazlivym nebo cist¢ odpudivym
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interakcim. Tyto interakce jsou charakterizovany interakénim parametrem [3, jenz je mirou
neidedlnosti smési. V pifipadé idedlniho miseni je hodnota  rovna nebo blizkd nule.
Ptikladem idealniho roztoku je smés dvou PAL se stejnou hydrofilni ¢asti, resp. patficich do
stejné skupiny (neionicka-neionicka, anionicka-anionickd). U siln€ pfitazlivych interakei je

hodnota 3 vyrazné zaporna, coz se tyka dvou opacné nabitych PAL [19, s. 252].

Pro vypocet parametru B je dulezité znat hodnotu CMC smési. V piipad¢ miseni dvou PAL
se stejnou hodnotou CMC lze ocekavat, ze kritickd micelarni koncentrace bude stejné pti
vSech sméSovacich pomérech. V piipadé smési s obsahem surfaktantii s riznou hodnotou
CMC lze v idedlnim piipadé ocekavat, ze vyslednd CMC se bude nachdzet mezi témito
dvéma hodnotami. Pro idealni smés dvou surfaktantii plati vztah (2):

1 0xq + X2
CMC CMC,; CMC,

2)
kde:

CMC - vysledna hodnota CMC sm¢si

CMC; — hodnota CMC surfaktantu 1

CMC:; — hodnota CMC surfaktantu 2

x12 — molarni zlomky obou surfaktantl

Hodnotu CMC jakékoli smési 1ze vypocitat piimo z hodnot CMC jednotlivych surfaktant
ve smési [19, s. 252].

Z rovnice (3) lze vypocitat molarni zlomek jednoho ze surfaktantid ve smési, za tcelem
stanoveni slozeni smésné micely.
CMC-x

CMC1'XM) . [ CMC(l—x) ] _
(1—2xpy)2 CMCy-(1—-xp)"

In(
x5 -

3)
kde:

xm — molarni zlomek surfaktantu 1 ve smésné micele

CMC — kritickd micelarni koncentrace smési

CMCi, CMC:; — kriticka micelarni koncentrace jednotlivych surfaktantt

X —molarni zlomek surfaktantu 1 ve smési
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Diky zjisténym proménnym ve vztahu 3 Ize pomoci rovnice (4) vypocitat parametr 3 [22]:

x-CMC
_ (e,

(1-xm)? “)
kde:

xm — molarni zlomek surfaktantu 1 ve smésné micele

CMC — kriticka micelarni koncentrace smési

CMC; — kriticka micelarni koncentrace surfaktantu 1

x —molarni zlomek surfaktantu 1 ve smeési

Vyznam vyuziti smésnych micel bude diskutovan v kapitole 5.
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3 POLYSACHARIDY

Polymery obecné¢ jsou makromolekuldrni latky vznikajici mnohonasobnym spojovanim
merd, coz jsou zbytky piivodni nizkomolekularni latky — monomeru. Jednotlivé mery jsou
spojovany chemickou, nejcastéji kovalentni vazbou [23, s. 24, 25]. Pokud monomery
obsahuji dvé reaktivni funk¢ni skupiny, tvoii linedrni fetézce, pokud vSak obsahuji vice

funkc¢nich skupin, mohou tvofit rozvétvené nebo zesiténé polymerni struktury (Obr. 11) [24].
ﬁ L
r—— )

linedrni rozvétvend sitovand

Obr. 11: Konstituce makromolekul [25]

Velké mnozstvi polymert je v dnesni dobé vyrabéno synteticky v laboratofich, existuji vSak
typy syntetizované zivymi organismy, oznacujici se jako biopolymery. Tyto polymery
zajiStuji v zivych organismech fadu funkci — stavebni, signalni, vyZivnou nebo zasobni.
Mezi jejich dulezité vlastnosti patii dobra kompatibilita a biologicka rozloZitelnost. Do této
skupiny se fadi naptiklad polysacharidy ¢i proteiny [26].

Polysacharidy tedy patfi mezi pfirodni polymery, jejichz zdkladnimi jednotkami jsou
monosacharidy neboli jednoduché cukry, které jsou navzajem spojeny (1<>4) glykosidickou
vazbou. Monosacharidy, na rozdil od polysacharidi, jiz nelze dale §tépit na mensi jednotky.
Asi nejvyznamnéjSimi jednoduchymi cukry jsou D-glukosa, D-mannosa, D-galaktosa, od
nichz jsou odvozeny napftiklad celuléza a skrob [23, s. 58].

Polysacharidy v Zivych systémech zastupuji rizné funkce, mezi které patii pievazné
stavebni a zasobni funkce. Polysacharidy ovSem nejsou pouze dulezitou soucasti rostlin,
zivo¢ichii a hub, ale jsou také vyuzivany v potravinafstvi, farmacii, kosmetice a jinych
primyslovych odvétvich. Stavebni polysacharidy byvaji pfevazné linearni, ale obecné

mohou byt polysacharidy rizné vétvené [27].

Mezi velmi vyuzivané polysacharidy ve zminénych aplikacich patii také chitosan a chitin.
Chitin (Obr. 12) je druhym nejvice se vyskytujicim biopolymerem (polysacharidem) hned
po celuléze. Ve své struktufe obsahuje derivat glukosy N-acetylglukosamin, zatimco
celuloza obsahuje glukézu. V piirode se vyskytuje jako hlavni sloZzka bunécnych stén hub,

v exoskeletu bezobratlych ¢i krovek hmyzu [27].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

CH,OH CH,OH
O 0]
N OH @) OH 9)
N
O NH O NH
| CHs CHs

Obr. 12: Struktura chitinu [28]

3.1 Chitosan

3.1.1 Charakterizace chitosanu

Chitosan (Obr. 13), neboli (1 —4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan, je deacetylovanou formou
chitinu a jedna se o kationicky biopolymer. V porovnani s chitinem ma vétsi jak chemickou,
tak biochemickou reaktivitu. Pro své vlastnosti je vyuzivan v potravinarském pramyslu,
Casto je soucasti doplitki stravy pro snizeni hmotnosti. Jsou zndmy 4 krystalické polymorty
chitosanu, a to tfi hydratované, které jsou schopny ve vodé vytvafet rozpustné soli
s organickymi 1 anorganickymi kyselinami. Dale je znama jedna nehydratovanid forma

vznikajici pfi zahtivani hydratovaného chitosanu na teplotu 200 °C [29].

Ehitosan

Obr. 13: Struktura chitosanu [30]

3.1.2 Vlastnosti chitosanu

Samotny chitosan vykazuje antibakterialni ucinnost vii¢i grampozitivnim 1 gramnegativnim
bakteriim, a dale nékterym houbam. Spole¢né s jeho derivaty je ti€inny také proti rostlinnym
patogennim bakteriim. Pfesny mechanismus ucinku zatim neni zcela znam. Jednim
z ptfedpokladi je, Ze kladné aminoskupiny glukosaminovych jednotek interaguji s negativné

nabitymi komponenty bunénych membran bakterii, ¢imz zptsobuji intracelularni zmény
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arozpad bunck. Dal§i moznosti mize byt navdzani chitosanu na DNA a blokace
proteosyntézy [29] [31, s. 233].

Samotna biologicka aktivita chitosanu se méni v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti,
na stupni deacetylace, rozpustnosti nebo hodnoté pH. Pii studiu ti¢inku chitosanu na bakterii
Escherichia  coli  bylo  zjisténo, Ze  chitosan s molekulovou  hmotnosti
v rozmezi 2-200 kg.mol! ma optimalni antibakterialni efekt. Antimikrobialni u¢innost
chitosanu také zavisi na pH a bylo zjisténo, Zze je nejvyssi pii pH <6, kde prevazuje
protonovana forma a chitosan je rozpustnéjsi [29] [31, s. 234].

Chitosan je také schopen, diky reaktivnim amino a hydroxy skupindm, zachytavat mnoho
iontli ptrechodnych kovl. Povaha kationtu je velmi dualezitd v mechanismu samotné
interakce, ktera mize probihat jak procesem cheletace, tak adsorpci, ¢i vyménou ionti [31,
s. 229].

Polyelektrolytovd povaha chitosanu a pfitomnost reaktivnich funkénich skupin jsou
zodpovédné za schopnost tvofit gely. Pro komeréni aplikace ma kromé& zminénych
antimikrobidlnich vlastnosti vyznam také jeho vysokad adsorpcni kapacita a biologicka
odbouratelnost [31, s. 238]. Chitosan a jeho derivaty jsou znamé také pro svou silnou
antioxidac¢ni aktivitu, které by se dala pfipsat jejich schopnosti chelatovat kovy. AvS§ak také
antioxidacni G€inky zavisi na molekulové hmotnosti, stupni deacetylace a viskozité. Velmi
vyuzivanou vlastnosti chitosanu je jeho schopnost vychytavat neutralni lipidy v travicim

traktu, diky ¢emuZ podporuje ubytek télesné hmotnosti [31, s. 235-238].

3.1.3 Aplikace chitosanu

Diky vysSe zminénym vlastnostem ma chitosan velmi Siroké pole aplikaci. Je vyuZivan
v zemeédé@lstvi, v potravinaiském pramyslu, v biotechnologiich, chemii, kosmetice,
stomatologii, 1ékafstvi, textilnim primyslu ¢i v environmentalnich védnich odvétvich [31,

s. 238].

V medicin€ je aplikovan v procesech tkdnového inzenyrstvi, pti vyrobé systémi slouzicich

pro transport 1é¢iv nebo jako ¢inidlo pro zastavu krvéaceni [31, s. 238-241].

V ptipadé nosicii pro fizené uvolinovani je chitosan s vyhodou vyuzivan diky schopnosti
tvofit kovalentni i iontové vazby s riznymi sitovacimi ¢inidly. Timto zpisobem vznik4 sit,,
do niZ je mozno ukotvit G€innou latku, jeZ se bude nasledné uvoliiovat fizenym zpisobem,
v zavislosti na typu vazby. Chitosan je povazovan za nosi¢ 1éCiv jednadvacatého stoleti. Pro

ucinné dodavani 1éciv se pouziva v riznych formach — mikrocastic, nanocastic, granuli, gelt
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¢i filma. Je schopen uvolilovat protilatky, protirakovinna ¢inidla, proteinova ¢i peptidova

1éciva [31, s. 238-241].

Déle je mozné chitosan vyuzit v riznych krémech podporujici hojeni ran. Implantace do
tkdn¢ ve formé biokompatibilnich obvazli podporuje hojeni ran a zastavuje krvaceni.
Usp&sné je aplikovan také pii apravé vody, naptiklad pii odstranéni olova, médi ¢i kadmia
z pitnych vod. Toho lze dosdhnout diky tvorbé komplexti mezi aminoskupinou chitosanu

a ionty tézkych kovli obsazenych ve vodé [31, s. 238-241].

V neposledni fadé je chitosan vyuzivéan také v zemédélstvi, a to konkrétné jako prevence
ruznych rostlinnych chorob, jelikoz je aktivni proti houbam, bakteriim i viram [31, s. 238-

241].
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4 INTERAKCE MEZI SURFAKTANTY A POLYMERY

Interakce mezi tenzidy a polymery hraji vyznamnou roli v mnoha praktickych aplikacich
a mohou probihat v homogenni 1 heterogenni fazi.

Prvni pozorovani vzajemného plisobeni mezi polymerem a surfaktantem bylo zalozeno na
meéfeni povrchového napéti. V nepfitomnosti polymeru se pii zvysujici se koncentraci
tenzidu snizuje povrchové napéti, a to az do CMC, kde dojde k jeho ustaleni, jelikoz micely
jiz nejsou povrchove aktivni [2, s. 224, 225].

Po piidani polymeru lze vSak sledovat odliSné chovéni. Pii nizkych koncentracich
surfaktantu povrchové napéti klesa stejné jako v ptipadé neptitomnosti polymeru. Pti urcité
koncentraci surfaktantu, v bod¢ T ¢i CAC (Obr. 14), dochazi k agregaci mezi polymerem
a surfaktantem, coz ma za nasledek ustaleni hodnoty povrchového napéti. Pidani vétsiho
mnozstvi surfaktantu vede ke zvySeni agregace, tedy navazani surfaktantu na polymer.
V uréitém bodé T> (Obr. 14) vsak dochézi k nasyceni polymeru surfaktantem a povrchové
napéti zacne opét klesat az k bodu T2, kdy dojde k vytvoteni micel (CMC). Od této chvile

se jiz povrchové napéti neméni a ziistava tedy viceméné konstantni [2, s. 224, 225].

povrchové napéti

cMmC T2

Y

In c (celkova koncentrace surfaktantu)

Obr. 14: Zavislost povrchové napéti na koncentraci surfaktantu bez a v pritomnosti
polymeru [upraveno dle 32, s. 10]

4.1 Komplexy surfaktant — polymer

Po ptidani surfaktantu do roztoku polymeru lze tedy pozorovat proces podobny micelizaci,

tj. dochazi pii urcit¢é koncentraci PAL k tvorbé komplexnich agregovanych struktur
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s polymerem, tzv. hemimicel. Této koncentraci se fikd kritickd agrega¢ni koncentrace
(CAC), kterd je nizsi nez kritickd micelarni koncentrace (CMC) a méni se podle povahy PAL
a polymeru [3, s. 232].

V ptipad¢ ionickych polymert se pfedpokladé interakce s opac¢né nabitymi PAL, a to do té
doby, dokud nejsou vSechna mista s naboji na polymernim fetézci obsazena molekulami
tenzidu. V dalsi fazi pak muaze dochazet k tvorbé hemimicel. Je ziejmé, ze kazdy typ
polymeru bude vykazovat jiné specifické interakce s kazdou tfidou tenzidl, v zavislosti na

struktufe molekuly, ionicité apod. [3, s. 232-234].

4.2 Interakce nenabitych polymeri s ionickymi surfaktanty

V ptipad€ nenabitych polymerti 1ze pfedpokladat, Ze zdkladem jsou hydrofobni interakce
surfaktantu s polymernim fetézcem. Struktura vzniklého agregatu by mohla byt v tomto
ptipadé ptirovnana k fetézci perel [3, s. 232-235].

Mezi nejCastéji  vyuzivané nenabité polymery patii polyethylenoxid (PEO),
polyethylenglykol (PEG) a pro samotné interakce se nejvice vyuziva anionickd povrchoveé
aktivni latka dodecyl sulfat sodny (SDS) [33, s. 160].

Mezi bézné studované systémy patii PEO/SDS. Prostiednictvim méteni povrchového napéti
bylo zjisténo, Ze k vyznamnéjsi vzajemné interakci dochazelo se zvySujici se molekulovou

hmotnosti polymeru [33, s. 160].

4.3 Interakce nabitych polymeru s ionickymi surfaktanty

Hlavni podstatou interakci mezi nabitym polymerem a opa¢né nabitym surfaktantem jsou
elektrostatické sily. Pii téchto interakcich dochazi k asociaci jiz pfi velmi nizkych
koncentracich, 1 o n¢kolik fadi niZSich, nez je CMC samotné povrchové aktivni latky.
Surfaktant velmi ochotné reaguje s polymerem, na polymeru piitom dochazi k tvorbé

agregatl povrchové aktivni latky, jiZ zminénym hemimiceldm [33,s. 161].

Hlavni rozdil u tohoto typu interakci oproti interakcim mezi surfaktantem s nenabitym
polymerem je celkovy naboj vytvofeného komplexu surfaktant-nabity polymer. Pii vysSich
koncentracich surfaktantu dochézi ke srazeni komplexu, a praveé z tohoto divodu byly studie

provadény jen pii nizkych koncentracich surfaktantu [33, s. 161].
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5 PRAKTICKY VYZNAM VYUZIVANI KOMBINACI POLYMERU
A SURFAKTANTU

Kombinace surfaktantd a polymera je vyuzivana v mnoha praktickych aplikacich, jako je
kosmeticky, potravinaisky, ¢i zdravotnicky pramysl. Je zndmo, Ze v komercnich produktech
umoziuji kontrolu reologickych vlastnosti, maji vliv na stabilitu a povrchovou adsorpci.
V neposledni fad¢ hraji vyznamnou roli v systémech pro fizené uvoliiovani 1é¢iv a jinych

aktivnich latek, kterym je v poslednich letech vénovana velké pozornost [34] [35].

Ze studii vyplyva, Ze az 40 % 1ékl nenajde cestu na poZadované misto urceni. Diivodem je
jejich Spatnd rozpustnost ve vodném prostiedi, kterd pak piimo ovliviiuje adsorpci

a distribuci 1€kt pfi transportu krevnim fecistém [36].

Z tohoto diivodu se fada studii zabyva moznosti enkapsulace téchto ve vodé nerozpustnych
aktivnich latek do rznych typi nosicd. Pro tyto Ucely lze aplikovat pfirodni polymer
chitosan, ktery byl vyuzit také v praktické ¢asti této bakalatské prace. Elsayed a kol. [37]
studovali moznost pfipravy nanoCastic na bazi komplexu tvotfeného interakci mezi
chitosanem a anionickym surfaktantem laurylsulfatem sodnym (SLS) pro peroralni podavani
inzulinu. Interakce mezi polymerem a surfaktantem byla potvrzena prostiednictvim
spektroskopie. V disledku pouZiti chitosanu v piebytku lze predpokladat vznik komplext
jak mezi chitosanem s SLS, tak mezi chitosanem a inzulinem. Pfidavek SLS zjistil siln&jsi
interakci s polymerem, a tim vét§i ochranu inzulinu proti vnéj$im vlivim. Velikost
pripravenych cCastic se pohybovala okolo 250 nm. Stabilita byla ovétfena 1 prostfednictvim
méfeni zeta potencialu. Vysledky ukézaly, Ze nanoc¢éstice obsahujici inzulin, jsou schopny

snizovat hladinu glukézy v krvi.

Dals$i moZznosti je vyuziti solubilizace aktivnich latek do micelarnich agregati. Jako
perspektivni se v posledni dobé€ jevi vyuziti smésnych micel, diky nimzZ Ize optimalizovat

proces micelizace i podminky nasledného uvoliiovani.

Jindal a kol. [36] ve své praci pfipravili smésné micely na bazi kopolymernich surfaktantt
P407 a P123 pro zapouzdieni antiretrovirového 1éCiva Nevirapinu, ktery je vyuzivan pro
1écbu AIDS. Poloxamery obecné se pii podobnych studiich Casto aplikuji z diivodu jejich
biologické kompatibility. Pfipravené smeésné micely byly charakterizovany pomoci
tenziometrie, statické fluorescence a velikosti ¢astic. Vzajemna interakce mezi latkami byla
v tomto ptipad¢ zkoumana pomoci infra¢ervené spektroskopie, diferencialniho skenovaciho

kalorimetru a pomoci rentgenové difrakce a dialyzy. Vysledky této studie prokazaly
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dostate¢nou kompatibilitu 1é¢iva s pomocnymi latkami a jeho uspéSnou inkorporaci do

smésné micely, z niz byl postupné uvoliiovan i pii niz§ich koncentracich.

Formulace na bazi poloxamert byly studovény i v praci autort Sahu a kol. [38], kde byl
enkapsulovan kurkumin do micel na bazi kopolymera Pluronic F127 (odpovida Poloxameru
P407) a F68 metodou hydratace tenkého filmu. Kurkumin je pfirodni polyfenolicka
sloucenina, ziskdvana z oddenku vytrvalé byliny, kurkumy, kterd ma velky terapeuticky
potencial pii 1é€bé mnoha nemoci vcetn¢ rakoviny, cukrovky kardiovaskularnich
onemocnéni apod. Déle byly hojné zkoumdny jeho antioxidacni, protizanétlivé
a protinadorové vlastnosti. Aplikaci kurkuminu vyznamné limituje jeho $patna rozpustnost
ve vodé. Fyzikalni interakce kurkuminu s polymernimi micelami byly v dané studii
pozorovany pomoci UV, fluorescenéni a FT-IR spektroskopie. Pluronic F127 vykazoval
obecné lepsi ucinnost zapouzdieni nez Pluronic F68 a uc¢innost enkapsulace 1éCiva se

zvySovala s rostoucim pomérem 1é¢iva vici polymeru.

Boruah a spol. [39] se ve své studii zabyvali u¢inkem chitosanu v pfitomnosti kationické
povrchové aktivni latky — cetyltrimethylpyridinium bromidu (CTAB) a neionické povrchové
aktivni latky — Tweenu 80 na rozpustnost a spektroskopické vlastnosti aktivni latky
kurkuminu v prostiedi o pH 7,4. Fluorescen¢ni méfeni prokézalo nerovnomérnou distribuci
kurkuminu v roztoku chitosanu, pfiCemz prevazna cast byla inkorporovana uvnitf
hydrofobni ¢asti chitosanu, zatimco mensi podil zlstal na kationickych ¢astech molekuly.
Jodidem draselnym a akrylamidem roztokt kurkuminu vdzaného na chitosan bylo zjisténo,
ze kurkumin se na chitosan vaZe nerovnomérné. Prevazné se vaze uvniti hydrofobni ¢asti
chitosanu, zatimco mala Cast byla na kationickych ¢astech molekuly. Spektrofotometrickou
analyzou bylo zjisténo, ze stabilita systémt se snizovala v potadi chitosan/Tween 80 >
chitosan/CTAB > chitosan. Vysledky studie potvrdily vyrazné interakce kurkuminu

s chitosanem, které jesté zesilily s pfidavkem povrchové aktivni latky.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE

Cile bakalaiské prace Ize shrnout nasledovné:

piiprava roztok ionickych a neionickych surfaktantl a jejich smeési v riizném pH
studium jejich povrchové aktivity a miceldrnich parametrii

piiprava roztoka surfaktanta s chitosanem

vyhodnoceni vzajemnych interakci pomoci dostupnych metod

diskuze dosazenych vysledkt
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7 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A POSTUPY

7.1 Pouzité chemikalie

Octan sodny bezvody, Penta

Kyselina octova cCista, Penta

Chitosan (nizk4d molekulova hmotnost), Aldrich
N-Lauroylsarkosinat sodny, Sigma

Poloxamer 407, Sigma

Thymol, Sigma Aldrich

7.2 Pouzité pristroje a pomtcky

Analytické vahy VWR

Bateriovy pH metr CPH 51 s kombinovanou pH elektrodou HC 103

Konduktometr InoLab Cond7110 + elektroda TetraCon 325

Laboratorni sklo (pipety, odmérné banky, odmérné vélce, kadinky, ndlevky, misky)
Magnetické michadlo Heidolph Instruments MR 1000

Mikropipety Eppendorf research plus

Reometr BROOKFIELD DV — III ULTRA se spindlem SC4-18

Spektrometr Nikolet 6700

Tenziometr EasyDyne Kriis

Zetasizer Nano series piistroj pro méfeni intenzity rozptylu svétla

7.3 Priprava pufri o pH4 a 5,5

Pro jednotliva méfeni byly pfipraveny acetatové pufry o pH 4 a pH 5,5 smichanim octanu
sodného a kyseliny octové. Potfebné navazky a pipetované objemy jsou uvedeny
v Tabulce 1. U piipravenych roztokii bylo pH kontrolovano pomoci bateriového pH metru

(Obr. 15).
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Tab. 1: Potrebna mnozstvi latek pro pripravu 1 | pufru

Octan sodny [g] | Kyselina octova [ml]
Pt Mw 82,03 g/mol Mw 60,05 g/mol
4 1,9 4,4
5,5 7,4 0,6

Obr. 15: Kontrola pH pripraveného pufru pomoct bateriového pH-metru

7.4 Priprava zisobniho roztoku SDSa

Pro méfeni bylo piipraveno 100 ml zasobniho roztoku SDSa o koncentraci 100 mmol - 171
v pufrech o pH 5,5 a 4 navdzenim ptislusného mnozstvi surfaktantu s ptesnosti na 0,0001 g

vypocitaného podle rovnice (5).

m=M-c-V (5)
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kde:
m — navazovana hmotnost SDSa [g]
M — molarni hmotnost SDSa [g - mol™!]
¢ — koncentrace roztoku [mol - 171]
V — objem roztoku [1]

Navazka byla vzdy rozpusténa v pufrech o daném pH, kvantitativné pievedena do 100 ml

odmérné banky a roztok byl doplnén po rysku destilovanou vodou ¢i pufrem.

7.5 Priprava pracovnich roztokia SDSa

Pracovni roztoky SDSa o koncentracich od 0,2 do 20 mmol - 171 byly piipraveny ziedénim
ze zasobniho roztoku, pfiemz pipetované mnozstvi bylo vypocitano pomoci zied'ovaci

rovnice (6).

Vi =V, (6)

kde:
c1 — koncentrace zasobniho roztoku [mmol - 171]

V1 — pipetovany objem zasobniho roztoku [ml]
c2— koncentrace pracovniho roztoku [mmol - 171]

V> — objem pracovniho roztoku [50 ml]

Nasledné byl vypocitany objem SDSa napipetovan do 50 ml odmérné baiiky a doplnén pufry

o daném pH.

7.6 Priprava zasobniho roztoku P407

Do odmérnych 100 ml ban€k byly pfipraveny zasobni roztoky P407 v pufrech o pH 4 a 5,5
o koncentraci 1 % (w/v). Vypocitané mnozstvi P407 bylo navazeno s pfesnosti na 0,0001 g,
navazka byla nasledné rozpusténa v pufru o daném pH a kvantitativné ptevedena do 100 ml

odmérné banky a doplnéna po rysku pufrem o daném pH.
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7.7 Priprava pracovnich roztoki P407

Pracovni roztoky P407 byly pfipraveny v koncentraénim rozmezi od 0,01 % do 0,5 % (w/v).
Pomoci zied'ovaci rovnice (6) byl vypocitan ptisluSny objem, ktery byl odpipetovan do

50 ml odmérnych ban¢k a doplnén po rysku pufrem o daném pH.

7.8 Priprava zasobniho roztoku smési surfaktanti SDSa/P407

Pro ptipravu zdsobnich roztoki smési surfaktanti SDSa a P407 (koncentrace poloxameru
piepocitina na mmol-1!, My, = 12600 g.mol!) byly pouzity zdsobni roztoky jednotlivych
surfaktantl v pufrech o pH 4 a 5,5 a smichany do celkového objemu 20 ml tak, aby vysledna

koncentrace byla 50 mmol - 171, dle smé&Sovaci rovnice (7) v poméru 1:1.

Vi + ¢V, =3V (7
kde:
c1 — koncentrace zasobniho roztoku surfaktantu 1 [mmol - 171]
V1 — pipetovany objem zasobniho roztoku surfaktantu 1 [10 ml]
c2— koncentrace zdsobniho roztoku surfaktantu 1 [mmol - 171]
V> — pipetovany objem zasobniho roztoku surfaktantu 2 [10 ml]
c3 — vysledna koncentrace zasobniho roztoku smési surfaktantd [S0 mmol - 171]

V3 — vysledny objem zésobniho roztoku smési surfaktantti [20 ml]

7.9 Priprava pracovnich roztokia smési SDSa/P407

Pracovni roztoky smési SDSa:P407 v poméru 1:1 o koncentracich od 0,05 do 5 mmol - 171
byly pfipraveny zfedénim ze zéasobniho roztoku, pfi€emz pipetované mnoZzstvi bylo
vypocitano pomoci zied’'ovaci rovnice (6).

Poté byl vypocitany objem zasobniho roztoku napipetovan do 50 ml odmérnych banék a po

rysku byl dopInén pufrem o pH 4 nebo 5,5.
7.10 Micelarni parametry jednotlivych surfaktanta a jejich smési

7.10.1 Méreni povrchového napéti

Povrchové napéti bylo méfeno na tenziometru EasyDyne Kriis (Obr. 16) metodou

Wilhelmyho desti¢ky. Piipravend smés byla pfevedena do misky tenziometru a po ustéleni
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hladiny a Wilhelmyho desticky bylo méfeno povrchové napéti pii teploté 25 + 3 °C.

Vysledky jsou primérem ze dvou méteni.

| —

Obr. 16: Tenziometr EasyDyne Kriis

7.10.2 Méreni vodivosti

U pracovnich roztokti anionického SDSa i jeho smési s Poloxamerem P407 byla méfena

vodivost na ptistroji InoLab Cond7110 pomoci elektrody TetraCon 325 (Obr. 17). Méteni

bylo provadéno pfi teplote 25 £+ 3 °C, ve dvou opakovénich.

Obr. 17: Konduktometr InoLab Cond7110
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7.11 Studium interakeci ve smési surfaktant/chitosan

Pro studium interakci mezi surfaktantem a chitosanem byly pfipraveny roztoky
SDSa/chitosan a smés SDSa s P407/chitosan pti pH 4 a 5,5. Interakce byly studovany

pomoci méfeni povrchového napéti, konduktometrie, viskozity a zeta potencialu.

7.11.1 Priprava zasobniho roztoku chitosanu

Pro dand méfeni bylo pfipraveno 500 ml roztoku 0,01% (w/v) chitosanu (dale jen CH)
v pufrech o pH 4 a5.,5. Dle vztahu (5) bylo navdzeno vypocitané mnozstvi chitosanu
s presnosti na 0,0001 g. Navazka byla kvantitativné ptevedena do kéddinky o objemu 500 ml
a roztok byl michdn na magnetické michacce po dobu 24 hodin. Nasledné¢ byl roztok

kvantitativné pfeveden do 500 ml odmérné baiiky a doplnén pufrem o daném pH po rysku.

7.11.2 Priprava pracovnich roztoki SDSa s chitosanem

Pracovni roztoky SDSa s chitosanem (CH/SDSa) byly pfipraveny v koncentraénim rozmezi
od 0,0024 do 1 mmol-1" v pufrech o pH 4 i pH 5,5, a to smichanim 45 ml zasobniho roztoku
chitosanu (viz kapitola 7.11.1) o daném pH s pfisluSnym mnoZstvim zésobniho roztoku
SDSa (viz kapitola 7.4), které bylo vypocitano podle zied’ovaci rovnice (6), a doplnénim po

rysku v odmérné 50 ml baiice pufrem o daném pH.

7.11.3 Priprava pracovnich roztokii smési SDSa/P407 s chitosanem

Pracovni roztoky smési SDSa/P407 s chitosanem (CH/SDSa/P407) byly pfipraveny
v koncentra¢nim rozmezi od 0,0024 do 3 mmol-I"! v pufrech o pH 4 i pH 5,5, a to smichdnim
45 ml zasobniho roztoku chitosanu (viz kapitola 7.11.1) odaném pH s ptisluSnym
mnozstvim zasobniho roztoku SDSa/P407 (viz kapitola 7.8), které bylo vypocitano podle

zied’'ovaci rovnice (6), a doplnénim po rysku v odmérné 50 ml baiice pufrem o daném pH.
7.11.4 Méreni povrchového napéti a vodivosti

Povrchové napéti a vodivost byla méfena na pracovnich roztocich surfaktantii v pfitomnosti
polymeru chitosanu stejnym zpiisobem jako v kapitolach 7.10.1 a 7.10.2.

7.11.5 Méfeni viskozity

Meéfieni viskozity pracovnich roztokti s obsahem chitosanu bylo provadéno na viskozimetru
Brookfield (Obr. 18) pti 200 rpm za pouziti spindlu SC4-18. 8 ml daného vzorku bylo nalito

do nadobky viskozimetru, nddobka byla vlozena do kalibracniho pouzdra, k némuz bylo
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ptipojeno teplotni ¢idlo. Méfeni probihalo pii teploté 25 + 3°C. Pfistroj naméfil vzdy 10

hodnot a méfeni bylo provadéno ve dvou opakovéanich.

Obr. 18: Viskozimetr Brookfield

7.11.6 Méreni zeta potencialu

Zeta potencial byl méten pii teploté 25 £ 3 °C na pfistroji Zetasizer Nano series. Do kyvety
bylo napipetovano 12 ul vzorku a 3 ml dvakrat filtrované destilované vody, kterad byla
pripravena pomoci stiikackového filtru VWR o velikosti port 0,2 pl. Vysledné hodnoty byly

pramérem ze tii métfeni ve dvou sériich vzorkd.

7.12 Systémy chitosan/surfaktant/thymol

Za ucelem vyhodnoceni stability pfipravenych systémii a moznosti jejich vyuziti pro
enkapsulaci aktivni latky byl vyuzit thymol, ktery patii mezi znamé fenolické slouceniny

pifirozené se vyskytujici v n€kterych rostlinach.

7.12.1 Priprava pracovnich roztoki surfaktanti s thymolem

Pro pracovni roztoky smési surfaktantii s thymolem v pufru o pH 5,5 byly vyuzity jiz
piipravené vzorky v diplomové praci [40], které byly nasledné smichany s vybranou smési
CH/SDSa o koncentraci 1 mmolI! a homogenizovany na laboratornim michadle pfi
500 rpm a teploté 40 °C po dobu 24 hodin. Koncentrace thymolu ¢inila 0,5 % w/v. Pro

srovnani byl testovan vzorek s poloxamerni ¢astici bez thymolu.
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7.12.2 Velikost ¢astic a méieni zeta potencialu

U systémiti obsahujicich thymol byl méfen zeta potencidl a velikost ¢astic pomoci pfistroje
Zetasizer Nano series. Pro méfeni velikosti Castic byla kyveta naplnéna 0,5 ml vzorku a 1 ml
dvakrat filtrované destilované vody, ktera byla pfipravena pomoci stiikackového filtru VWR
o velikosti port 0,2 ul. Do kyvety pro méfeni zeta potencialu bylo napipetovano 12 pl vzorku
a 3 ml dvakrat filtrované destilované vody (viz vyse). V ramci stabilitni studie byly tyto

parametry pfemétfeny znova po 35 dnech od prvniho méteni.

7.12.3 Antibakterialni uéinek — diskova difuzni metoda

Za ucelem vyhodnoceni antibakteridlni ucinnosti pfipravenych systéml byla vyuzita
deskova difuzni metoda. Test byl proveden na Petriho miskach s Mueller-Hinton agarem, na
které byl naockovan 1 ml bakteridlni suspenze (testované organismy — Escherichia coli
a Staphylococcus aureus) o koncentraci 0,5 McF. Po zaschnuti této vrstvy byly na povrch
kazdé misky sterilni jehlou poloZeny dva disky o priméru 6 mm, na které bylo naneseno
pomoci mikropipety 10 pl zkouSeného roztoku sthymolem. Misky byly nasledné
kultivovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po uplynuti této doby byly vyhodnocovany

ptipadné inhibi¢ni zony okolo vzorkt, kde nebyl zaznamenan bakterialni rust.

7.12.4 FTIR-ATR spektroskopie

Chemické sloZzeni pfipravenych vzorkli bylo charakterizovano pomoci infraervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) s vyuzitim spektrometru Nikolet 6700,
ktery byl nastaven na rezim ATR v rozmezi 4000-400 cm™ a rozligeni 2 cm™'. Tato metoda
slouzi ke stanoveni funk¢nich skupin, které jsou pfitomny v analyzovaném vzorku. Vzorek
byl vzdy vloZen do pfistroje a pomoci software OMNIC Paradigm bylo vyhodnoceno

spektrum.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Micelarni parametry jednotlivych surfaktanti a jejich smési

8.1.1 Meéfeni povrchového napéti

Kritické micelarni koncentrace anionického surfaktantu SDSa, neionického surfaktantu
P407 a jejich smési byly stanoveny pomoci méfeni povrchového napéti metodou
Wilhelmyho desticky. Namétené hodnoty povrchového napéti byly vyneseny do grafu
v zévislosti na koncentraci daného surfaktantu. Hodnoty CMC byly odecteny jako pruseciky
smérnic jednotlivych grafii. Vysledné hodnoty CMC byly pocitany vzdy jako primér ze
dvou méfeni. Vybrany graf s priseciky smérnic se vzorovym vypoctem kritické micelarni

koncentrace je uveden na Obr. 19.

60
55 — 26,388x + 52,944 = 0,2129x + 25,887
50 27,057 = 26,6009x
. x = 1,02 mmol - 171
P y =-26,388x + 52,944
= 40
£
> 35
y =0,2129x + 25,887
30
25
20
0 5 10 15 20 25
¢ [mmol-I1]

Obr. 19: Zavislost povrchového napéti na koncentraci SDSa v pH 5,5

V Tabulkéch 2 a 3 jsou uvedeny hodnoty CMC, minimélniho povrchového napéti ¥min,
Gibbsovy micelizaéni energie AGu, koncentrace surfaktanti na rozhrani /7 a plochy
pfipadajici na molekulu surfaktantu a pro oba tenzidy a jejich smési v pufrech o pH 4 a 5,5.

cvwr

neionicky P407, a to 0,06 a 0,04 mM pro pH 4 a 5,5. Nejniz§i hodnota minimalniho
povrchového napéti 24,8 mN-m™! byla naméfen u anionického SDSa, a to pifi pH 5,5.
U Gibbsovy miceliza¢ni energie plati, ze ¢im vice je zdporna jeji hodnota, tim snadnéji

dochdzi ktvorbé micel. Nejniz§i hodnota Gibbsovy micelizacni energie, a to
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-25027 kJ-mol!, byla stanovena u P407 v pufru o pH 5,5. Nejvétsi koncentrace surfaktantti
na rozhrani bylo dosazeno taktéz u Poloxameru P407 v pH 5,5 a nejvétsi plocha piipadajici
na jednu molekulu surfaktantu byla nejvétsi u smési surfaktanti v pH 5,5. Micelarni
a termodynamické parametry vybranych ionickych tenzidi byly studovany autory
Chatteriee a kol. [41]. V pripad¢ klasického zastupce anionickych surfaktanti dodecyl
sulfatu sodného (SDS) dosahli vice zaporné hodnoty Gibbsovy miceliza¢ni energie,

konkrétné —35 kJ-mol™.

Co se tyka srovnani chovani jednotlivych surfaktantt a jejich smési v pufrech o odlisnych
hodnotéach pH lze fici, ze zména pH se nijak vyznamné neprojevila u neionického P407. Na
druhou stranu, zvySeni pH mélo negativni vliv na micelarni parametry u ionického SDSa,
resp. jeho smési s poloxamerem. Tento jev je patrny ze zvySeni hodnot kritické micelarni
koncentrace (o jeden tad), pokles povrchové adsorpce, a naopak zvyseni plochy, kterou na
rozhrani zaujiméa hydrofilni ¢ast. Obecné 1ze tedy konstatovat, Zze nizs$i pH se ptiznivé
projevilo na tvorbé micel studovanych tenzidovych systéma. V ptipadé synergického ucinku
smési surfaktantll 1ze ocekavat pokles hodnoty CMC oproti roztoku obsahujiciho pouze
jeden typ povrchové aktivni latky [17] [18]. Tento jev byl pozorovan i ve studii [42] u smé&si
na zéklad¢ anionického SDS, neionického Tween 20 a amfoterniho Lauryl sulfobetainu.
Podobny trend se ovSem v ptipadé naSich vzorkd, tj. smési anionického SDSa a neionického
P407 vyrazné nepotvrdil. U vzorku v pH 5,5 dokonce doSlo k mirnému zvySeni hodnoty

CMC.

U P407 nebyly micelarni parametry vyznamnéji ovlivnény hodnotou pH pouZitého pufru.
Co se tyka smési téchto surfaktantii, byl trend podobny chovani samotného anionického
SDSa, tedy nizsi hodnota CMC, stejné jako niZs§i hodnota minimélniho povrchového napéti,
byla zaznamenana v prostfedi niz§itho pH. Pfiznivy vliv niz§iho pH potvrzuje i téméf
5ti ndsobna hodnota adsorpce molekul na rozhrani a nasledné vyznamné nizsi plocha, kterou
zaujima jedna molekula v pfipadé smési SDSa/P407. Chovani neionického Poloxameru
P407 v riiznych prostfedich bylo studovano také v praci Pepice a kol. [11], kde hodnota
kritické micelarni koncentrace v pufru o pH 6 ¢inila 0,13 mmollI"!, tedy o fad vice
v porovnani s ndmi dosazenym vysledkem v pH 5,5 (0,04 mmol-I"!). Na druhou stranu,
plocha piipadajici na jednu molekulu surfaktantu byla v této studii stanovena na 2,32 nm?,

tj. 3,5krat nizsi ve srovnani s nasim méfenim.
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Tab. 2: Micelarni parametry surfaktantii a jejich smési v pH 4

CMC YVenin AGm r-10” a
[mmol-1'] | [mN-m"'] [kJ-mol'] [mol-m?] [nm?]
SDSa 0,32+0,05 | 255404 | —19,95+043 | 2,87+0,49 | 5,88+1,00
P407 0,06+ 0,00 | 38,1+0,3 | —24,10+0,00 | 227+0,61 | 7,58 + 2,04
SDSa/P407 | 0,26 +0,00 | 255+0,0 | —20,51 £0,01 | 3.46+0,61 | 4,88+0,86

vzorek

Tab. 3: Micelarni parametry surfaktantii a jejich smeési v pH 5,5

CMC Yonin AGm T-10° 2
[mmol-I'] | [mN-m'] [kJ-mol ] [mol-m™] [nm?]

SDSa 1,03+0,02 | 249+0,1 | —-17,05+0,04 | 1,06 0,00 | 15,60+ 0,00

P407 0,04 £0,02 | 388+0,2 | —25,03+1,11 | 3,68 +£3,47 8,13 +7,66
SDSa/P407 | 1,15+£0,10 | 275+02 | —-16,79+£0,22 | 0,69 +0,10 | 24,36 + 3,54

vzorek

Mira idealnosti miseni pii tvorbé smésnych micel nami vybranych surfaktanti byla
hodnocena pomoci parametru 3 (Tab. 4). Negativni hodnoty parametru f indikuje pfitazlivé
sily mezi slozkami ve smésné micele, coz znamena, ze smésné micely se tvoii snadnéji nez
agregaty na bazi jednoho tenzidu [43]. Tento trend se ovSem u naSich vzorkl nepotvrdil.
Hodnoty parametru xm byly niZ8i ve srovnani s pivodnim teoretickym slozenim smési, bez
ohledu na pH roztoku. Vybrana dvojice surfaktantl predstavuje ne zcela tradicni kombinaci,
jejiz chovani jako smési v roztoku by mohlo byt optimalizovdno, napiiklad upravou

koncentraci jednotlivych surfaktantii, nebo zménou vlastnosti roztoku.

Tab. 4: Parametr interakce f a chovani smési SDSa/P407 pro moladrni zlomek 0,5

pH 4 pHS
XM 0,27 0,41
B 0,78 0,90

8.1.2 Méreni vodivosti

Metoda stanoveni kritické micelarni koncentrace pomoci méfeni vodivosti je pouzitelna
pouze pro ionické surfaktanty nebo jejich smési. Na grafu zavislosti vodivosti na koncentraci
(Obr. 20) 1ze pozorovat dve ptimky, pficemz prvni odpovida koncentracim pod CMC, kdy
jsou v roztoku ptitomny pouze jednotlivé molekuly. Pti zvySovani koncentraci dochazi ke

vzniku micel a taktéz zméné smérnice. Prisecik téchto ptimek udadva hodnotu CMC [14].
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Také naSe vysledky jasn€ ukazovaly, Ze se zvySujici se koncentraci ionického SDSa rostla
1 vodivost roztoku. Hodnoty CMC byly vyhodnoceny opét z praseciki smérnic (viz Obr. 20
a 21). Bohuzel u nékterych méteni byl odhad kritické micelarni koncentrace obtizny, jelikoz
zlom na kiivkach byl mén¢ zietelny. Je znamo, ze konduktometricka méfeni jsou vyznamné
ovlivnéna charakterem prostfedi, jako je pH nebo iontova sila, které mohou ovlivnit
vysledky [44]. Navic je znamo, ze rizné experimentalni metody mohou poskytovat odlisné
hodnoty kritickych micelarnich koncentraci. To se potvrdilo i v naSem pfipadé pii
srovnavani hodnot CMC ziskanych pomoci méfeni povrchového napéti (Tab. 2 a 3.) a CMC

stanovenych konduktometrickou titraci (Tab. 5).
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Obr. 20: Zavislost vodivosti na koncentraci SDSa v pH 4
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Obr. 21: Zavislost vodivosti na koncentraci smési SDSa/P407
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Tab. 5: Odhadované hodnoty CMC surfaktantii a jejich smési z méreni vodivosti

pH 4 pH 5.5

SDSa SDS/P407 SDSa SDSa/P407
0,28 0,17 - 1,40

- — nelze stanovit

8.2 Interakce surfaktant/chitosan

8.2.1 Meéfeni povrchového napéti systému CH/SDSa a CH/SDSa/P407

Jak jiz bylo vySe zminéno, v roztocich polymert s povrchové aktivnimi latkami dochazi
nejdiive k vzniku hemimicel pii tzv. kritické agregacni koncentraci (CAC), a nasledné
k tvorbé micel v oblasti CMC. Tyto jevy se na kiivce povrchového napéti smési polymeru

se surfaktantem v zavislosti na jejich koncentraci projevi dvéma charakteristickymi zlomy
[2].

Za Ucelem studie vlivu pfidavku polymeru chitosanu na micelarni parametry vzorki
surfaktantu SDS a jeho smési s P407 bylo vyuzito tenziometrické méteni. Kromé kritické
micelarni koncentrace byly stanoveny hodnoty Gibbsovy miceliza¢ni energie, koncentrace
surfaktantu na rozhrani a plocha, pfipadajici na jednu molekulu povrchové aktivni latky
(Tab. 6). VSechna méteni byla provadéna jak v prostiedi o pH 4, tak pH 5,5. Hodnoty CMC
byly stanoveny ze smérnic zavislosti povrchového napéti na koncentraci vzorktl. Z graf
ziskanych tenziometrickym meéfenim bylo bohuzel velmi obtizné detekovat dva zlomy,
tj. definovat kritickou agregacni a micelarni koncentraci (viz ptiklad Obr. 22). Ptesto bylo
zfejmé, Ze ktvorb& prvnich agregati doSlo pifi niZSich koncentracich nez u vzorkl
surfaktantli bez chitosanu (viz Obr. 23). Tyto hodnoty jsou také uvedeny ve vysledcich
v Tab.6a7.
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Obr. 22: Zavislost povrchového napéti na koncentraci SDSa/P407 s chitosanem v pH 4
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Obr. 23: Zavislost povrchového napéti na koncentraci SDSa bez a s chitosanem v pH 4

Tab. 6: Micelarni parametry SDSa a SDSa/P407 s chitosanem v pH 4

[mmol "] | [mNm'] | [Wmol] | [molm? | 2™

vzorek

CH/SDSa 0,08+0,04 | 303+04 | -23,50+1,23 | 438+3,93 | 1,68 £0,91

CH/SDSa/P407 | 0,08 +0,00 | 26,2+0,1 | —23,26+0,28 | 10,81+ 1,72 | 1,56 + 0,25

Tab. 7: Micelarni parametry SDSa a SDSa/P407 s chitosanem v pH 5,5

vzorek [mm 01.1—1] [mN-m'l] [kJ-mol'l] [mOl-m-Z] [an]

CH/SDSa 0,11+0,02 | 332+£0,6 | —22,72+040 | 7,72+0,12 | 2,15+0,03

CH/SDSa/P407 | 0,12+0,00 | 30,0+0,1 | —-22,42+0,08 | 7,54+0,19 | 2,20+0,06
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Z Tab. 6 a 7 je patrné, ze pii vySSim testovaném pH byly hodnoty odpovidajici tvorbé
agregati vyssi nez pii pH 4. Lze tedy potvrdit podobny trend jako v pfipadé méfeni bez
pritomnosti polymeru. Hodnoty Gibbsovy micelizacni energie se mezi jednotlivymi vzorky
s chitosanem pfilis nelisily a dosahovaly v priméru—23,20 a —22,50 kJ-mol™! pro pufr pH 4.
Nejniz§i povrchové napéti 26,2 mN-m™' bylo naméfeno u vzorku smési surfaktantl
s chitosanem pii pH 4. Zaroven bylo u této smési potvrzeno nejvyssi mnozstvi surfaktantu

adsorbovaného na rozhrani, a to 10,8-10° mol-m?

. Plocha pfipadajici na molekulu
surfaktantu se pfili$ neliSila, bez ohledu na to, zda vzorek obsahoval jeden typ tenzidu nebo

SMES.

Kombinaci chitosanu o koncentraci 0,01% (w/v) a anionického dodecyl sulfatu sodného se
zabyvali autoti studie [45], ktefi méfili povrchové napéti dané smési v pH 4, 5 a 6. Na rozdil
od naSich vysledkli doséhli lepsi povrchové aktivity, tedy nizSich hodnot povrchového

napéti, pii vyssim pH.
8.2.2 Méieni vodivosti systémi CH/SDSa a CH/SDSa/P407

Méfteni vodivosti je dal§i z moznosti, jak sledovat interakce mezi tenzidy a polymery. Na
grafu zavislosti specifické vodivosti na koncentraci roztoku vétSinou dochdzi
k charakteristickym zménam. V disledki interakci mezi surfaktantem a polymerem se méni

sttedni ¢ast kiivky, ktera prestava byt linearni [46, s. 127].

Hodnoty vodivosti méfenych roztoki se pohybovaly v rozmezi 1,8 az 2 mS-cm™ v piipadé
pufru pH 4 a 5,6 az 6,5 mS-cm™ v pH 5,5. Z vysledk® nebylo mozno piesné uréit viechny
faze ktivky. Navic, u vzorkt v pufru o pH 5,5 dochazelo spise ke kolisani hodnot vodivosti,
zvySeni bylo zaznamenéno aZ od koncentrace 1 mM. Vyssi pH mélo prokazatelné neptiznivy
vliv na vodivostni méfeni, které se v tomto piipadé ukazalo pro sledovéni interakci jako
mén¢ vhodnd technika. Na druhou stranu, v ptipadé pufru o pH 4 bylo zcela ziejmé, Ze
k prvnimu zlomu doslo v oblasti, kterd odpovidala tenziometrickym métenim (tj. okolo 0,08

az 0,1 mM v ptipadé€ pufru o pH 4), jak 1ze vidét na Obr. 24.
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Obr. 24: Zavislost povrchového napéti a vodivosti na koncentraci SDSa/P407 bez a s
chitosanem v pH 4

8.2.3 Méreni viskozity systémi CH/SDSa a CH/SDSa/P407

Sledovani zéavislosti viskozity na koncentraci surfaktantu mutze hrat dilezitou roli pro
pochopeni interakci mezi surfaktantem a polymerem. Lze predpokladat, ze se zvySujici se
koncentraci surfaktantu se bude zvySovat také viskozita roztoku s polymerem, a to z diivodu
vzniku komplexii. Mnoho studii vSak ukazuje, ze chovani smeési se odviji od vybéru

kombinace surfaktantu a polymeru.

Petrovi¢ a kol. [45] studovali zavislost viskozity na koncentraci SDS v pfitomnosti chitosanu
o riiznych koncentracich v pufru o pH 4. Z jejich zavéri Ize vyhodnotit, Ze niz$i koncentrace
SDS viskozitu zasadné neovliviuji, jelikoZ nedochézi k interakcim mezi SDS a chitosanem.
Minimalnich hodnot viskozity bylo dosazeno pii urcitych koncentraci SDS z diivodu
uplného vysrazeni komplexi SDS/chitosan. K naslednému riistu viskozity doslo pfi vySsich

koncentraci SDS, a to diky vyssi rozpustnosti vytvorenych komplexti.

Viskozita nami pfipravenych roztoki surfaktantl bez a s chitosanem byla métena pfi teploté
25+3 °C a vramci testovanych rozmezi koncentraci, ani ve srovnani se samotnym
0,01% (w/v) roztokem chitosanu (na grafu Obr. 25 zndzornéno vodorovnou ¢arou), se nijak
vyznamné neménila. Hodnoty se pohybovaly okolo 1 c¢P bez ohledu na pouzity pufr (viz

Tab. 9). Lze tedy konstatovat, ze viskozimetrické méfeni prokazalo nizkou citlivost na
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zmény chitosan/surfaktant systému pti danych koncentracich. Hodnoty odpovidajici prvnim

zlomtim na kfivkach viskozitnich méfeni jsou zaznamenany v Tabulce 8.

Tab. 8: Hodnoty odpovidajici prvnim zlomum z viskozitnich méreni

pH 4 pH 5,5
vzorek ¢ [mmolI"'] | viskozita [cP] | ¢ [mmol-1'] | viskozita [cP]
CH/SDSa 0,008 + 0,001 1,12+ 0,03 | 0,008 +£0,001 1,12 +0,01
CH/SDSa/P407| 0,010+ 0,000 | 1,09+0,06 | 0,010+ 0,000 1,09 £ 0,00

1,200

pH4 pH 5,5
1,180
1,160

1,140

viskozita [cP]

1,120
1,100
1,080

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
¢ [mmol-|-1]

Obr. 25: Zavislost viskozity na koncentraci SDSa ve smési s chitosanem

Tab. 9: Priimérné hodnoty viskozity

pH 4 pH 5,5
viskozita [cP] | CH/SDSa |CH/SDSa/P407| CH/SDSa |CH/SDSa/P407
1,13 £0,02 1,14 £0,08 1,09 £ 0,02 1,10 £ 0,01

8.2.4 Méreni zeta potencialu systémi CH/SDSa a CH/SDSa/P407

Pro dal$i pochopeni interakci ve smésich SDSa/chitosan a SDSa/P407/chitosan bylo
provedeno také méteni zeta potencidlu. Picone a Cunha [47] ve své studii stanovili hodnotu
zeta potencialu pro 0,01% (w/v) chitosan 51,3 mV. U naSich vzorki bylo ov§em dosaZzeno
vyrazn¢ nizsich hodnot, a to 17,6 mV pro pH 4 a 6,19 mV pro pH 5,5. Divodem mohou byt
jiné podminky méfeni, ptipadné odliSné fedéni vzorki.

Z namétenych dat (Obr. 26) je patrné, ze hodnoty zeta potencialli vzorkl chitosanu se
surfaktanty nedosahovaly vysokych hodnot, které by zajistily dostatecnou elektrostatickou

stabilizaci. Z grafu lze pozorovat dva trendy, a to pokles zeta potencidlu v ptitomnosti
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poloxameru, a dale vyssi naboj v prostredi nizsiho pH 4 pfi srovnani obou testovanych pufti,
kdy pokles hodnot ¢inil az 64 % v ptipadé vzorki CH/SDSa (koncentrace 0,005 mmol-1")
meétfenych pfi niz§Sim a vyssim pH (Obr. 26). Vyznam pH prostiedi na zeta potencial byl
prokéazan i ve studii Elsayed a kol. [37], ktefi se zabyvali interakci laurylsulfatu sodného
(SDS) s chitosanem, za ucelem piipravy nanocastic pro inkorporaci inzulinem. Zeta
potencial byl hodnocen v prostfedi o rizném pH, a to vody (39 mV), simulované Zalude¢ni
(29 mV) a simulované stievni tekutiny (14 mV). Lze tedy konstatovat, ze hodnota pH muze

vyznamn¢ ovlivnit méteni, v diisledku distribuce naboje na povrchu studovaného systému.

Z Obr. 26 je také patrné, Ze kromé vzorku CH/SDSa/P407 v pH 4 nebyl spolehlivé potvrzen
teoreticky predpoklad poklesu naboje srostouci koncentraci SDSa v roztoku. Lze se
domnivat, 7e pfi testovanych koncentracich sarkosinatu (do 0,5 mmolI') dochazelo
primarn¢ k elektrostatickym interakcim, kdy hydrofilni c¢ast anionického surfaktantu
smétovala ke kladné nabitému fetézci polymeru. Vyznamnéjsi zmény zeta potencialu by
mohly byt vyvolany pii vysSich pfidavcich SDSa, v disledku hydrofobnich interakci

jednotlivych fetézcl, kdy negativné nabité ¢asti smétuji do prostiedi.

30,00
B CH/SDSa pH 4
25,00
B CH/SDSa pH 5
Z 20,00 I CH/SDSa/P407 pH 4
jr_Go I I CH/SDSa/P407 pH 5,5
§ 15,00
o
o
£ 10,00
g I I
I I = I
5,00
0,00

0,0024 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5

koncentrace [mmol-I1]

Obr. 26: Zeta potencial systemii CH/SDSa a CH/SDSa/P407
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8.3 Systémy chitosan/surfaktant/thymol

8.3.1 Méreni velikosti ¢astic systému

Za ucelem zhodnoceni potencialu piipravenych polymer/surfaktant systémii jako nosict
aktivnich latek byly pfipraveny vzorky s obsahem thymolu, jako vyznamnym zastupcem
fenolii s biologickou aktivitou. Pfipravené smési byly charakterizovany prostiednictvim
méieni velikosti ¢astic a zeta potencialu, a to po 2 (1. métfeni) a 37 dnech (2. méfeni) od

ptipravy, za ielem ovéteni stability vzorkd.

Jak je patrné z Obr. 27, vzorek bez thymolu vykazoval pii 1. méfeni pouze jemny zékal,
zatimco roztok obsahujici poloxamer s enkapsulovanym thymolem byl mléény a témér

nepruhledny.

Obr. 27: Vzorek a) CH/SDSa/P407 a b) CH/SDSa/P407/THY v pH 5,5 pri 1. méreni

Vzorky monitorované pii 2. méfeni nevykazovaly Za4dnou vyraznou zménu, ani pfipadné
agregacni, €i sedimentacni procesy (srovndni Obr. 27 a 28). Na zdklad¢ vizualniho
hodnoceni lze tedy potvrdit stabilitu pfipravenych smési béhem sledovaného casového

intervalu.
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Obr. 28: Vzorek a) CH/SDSa/P407 a b) CH/SDSa/P407/THY v pH 5,5 pri 2. méreni

Jak je patrné z Obr. 29, velikost ¢astic v systému CH/SDSa/P407 bez a s obsahem thymolu
se znacné lisila. Zatimco smés bez aktivni latky vykazovala pomérné vysoké hodnoty
dosahujici az f4dt mikrometrd, u vzorkd s enkapsulovanym thymolem doslo k posunu
do niz8ich hodnot (v priméru okolo 100 nm). Rozdil mezi vzorky je patrny i z méteni indexu
polydisperzity (PDI). Zatimco u smési bez aktivni latky doslo k dramatickému néarustu PDI,

u formulace s thymolem bylo dosazeno hodnoty v pruméru okolo 0,4 (Obr. 29).

1,2
6000 H velikost ¢astic 1. méreni
_ 5000 m velikost ¢astic 2. méreni
€ PDI
= 0,8
'S 4000
o _
z 06 O
; 3000 o
S 0,4
< 2000 ’
>
1000 0,2
0 0
CH/SDSa/P407 CH/SDSa/P407/THY

Obr. 29: Velikost castic a prumérny index polydisperzity pro systémy bez a s obsahem
thymolu

Tento vysledek dokladaji 1 kiivky distribuce velikosti ¢astic, kdy systém CH/SDSa/P407
obsahoval ¢astice rliznych velikosti (doloZeno tfemi vyraznymi piky), na rozdil od vzorku

CH/SDSa/P407/THY s pievazujicim jednim Sirokym pikem (viz Obr. 30).
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Obr. 30: Distribuce velikosti castic CH/SDSa/P407 bez a s obsahem thymolu

Po 2. méfeni velikosti ¢astic vzorki CH/SDSa/P407 a CH/SDSa/P407/THY lze z vysledka
na Obr. 29 konstatovat, ze u systému CH/SDSa/P407 doslo ke dvojndsobnému zvySeni
velikosti ¢astic oproti prvnimu méteni. Co se ty¢e smési s obsahem thymolu, je patrné, ze
nedoSlo k zadné vyrazné zméné ve velikosti ¢astic béhem sledované doby. Podobné nebyly
zaznamenany zadné zasadni rozdily v distribuci velikosti (Obr. 31), coz potvrzuje pomérné

dobrou kinetickou stabilitu pfipravenych systémd.

Intenzita [%4]

Velikost [d.nm]

1. méfeni

2. méfeni

Obr. 31: Distribuce velikosti ¢astic CH/SDSa/P407 s obsahem thymolu pro 1. a 2. méreni

Z téchto zjisténi lze vyvodit zavér, Ze pritomnost thymolu znacné ovlivituje velikost ¢astic
v roztoku. Podobny trend byl pozorovan autory studie [48], ktefi méfili velikost Castic

vzorkll na bazi chitosanu v zavislosti na zvySujici se koncentraci tymidnového oleje, jehoz
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jednou ze zakladnich slozek je pravé thymol. Z uvadénych hodnot je patrné, Ze se zvysujici
se koncentraci se vyrazné snizovala velikost Castic systému. Na druhou stranu, Piri-
Gharaghie a kol. [49], ktefi studovali chitosanové nanogely s obsahem thymolu,
zaznamenali zvySeni velikosti v porovnani s ,,prazdnymi* ¢asticemi bez aktivni latky (ze
180 na 260 nm).

8.3.2 Meéfeni zeta potenciilu systémii

Je znamo, 7e zeta potencidl mé znacnou vypovidaci hodnotu o stabilité ¢astic. Obecné plati,
ze pokud maji Castice dostatecné kladnou ¢i zdpornou hodnotu zeta potencidlu, dochéazi
k jejich vyznamnému odpuzovani, ¢imz se také zvysuje stabilita systému. Pokud se vSak
zeta potencial pohybuje okolo 0 mV, stabilita systémi klesa a mize dochazet k agregaci

&astic [48].

Co se tyka méfeni zeta potencialu (Obr. 32), vykazovaly roztoky pomérné nizké hodnoty,
pficemz piitomnost thymolu vedla k dalsimu mirnému snizeni néboje. Podobny trend,
tj. pokles naboje s inkorporaci aktivni latky, byl potvrzen ve studii [50] u chitosanovych

¢astic s obsahem esencidlniho oleje ze saturejky.

Pti 2. méfeni po 37 dnech doslo ke zvySeni zeta potencialu (Obr. 32), a to jak u formulace
CH/SDSa/P407, tak smési CH/SDSa/P407/THY. Piesto nelze u pfipravenych systému
spoléhat na elektrostatickou stabilizaci ¢astic, z divodu nedostateéné vysokého néboje. Na

zaklad¢é méteni velikosti Ize predpokladat stabilizaci stérickou.

M zeta potencial 1. méreni

M zeta potencial 2. méreni

[9)]

(€]

w

zeta potencial [mV]
D

N

=

CH/SDSa/P407 CH/SDSa/P407/THY

Obr. 32: Hodnoty zeta potencialu pro systéemy bez a s obsahem thymolu
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8.3.3 Diskova difuzni metoda — stanoveni antibakterialniho uéinku roztoka

Pomoci deskové difuzni metody (viz kapitola 7.12) byla hodnocena antibakterialni ucinnost
roztokli vii¢i vybranym mikroorganismim Staphylococcus aureus (SA) a Escherichia coli
(EC). Cilem stanoveni bylo zjistit, zda ma enkapsulovany thymol v roztoku smési
anionického SDSa, neionického P407 a chitosanu antibakteridlni ucinky. Na zdkladé
vysledkt Ize fici, Ze inhibi¢ni zony, kterymi je prokazovana antibakteridlni aktivita, nebyly
pozorovany vi€i zddnému z testovanych mikroorganismii (Obr. 33). Vzhledem k tomu, ze
volny thymol o stejné koncentraci inhiboval bakterie EC 1 SA [40], lze konstatovat, Ze
enkapsulace do poloxamerni ¢astice a naslednd inkorporace do polymer/surfaktant systému

zamezila jeho difuzi do prostredi.

Obr. 33: Diskova difuzni metoda vzorkic CH/SDSa/P407/THY

8.3.4 FTIR-ATR spektroskopie

Infrac¢ervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) je spektroskopickd metoda,
ktera slouzi k identifikaci hlavnich funk¢nich skupin charakteristickych pro dany vzorek.
Pomoci této techniky byly analyzovany jak jednotlivé latky, tedy P407 (Obr. 34a) a thymol
(Obr. 34b), tak smési CH/SDSa (Obr. 34c) a CH/SDSa/P407/THY (Obr. 34d) v pH 5,5.
Spektra poloxamerniho prasku P407 obsahovala charakteristické piky pfi 1098,3 cm!
odpovidajici O-H vazbam, a 1145,8 a 1341,9 cm™ odpovidajici C—O vazbam [51][52]. Také
spektrum thymolu prokazalo charakteristické signdly, a to pii 1380, 1458,7, 1621 cm™ coz
odpovida benzenovému jadru (konjugované dvojné vazbé cyklu) odpovidajici thymolu [49]
[53]. Vzdjemné interakce mezi polymerem a poloxamerem, resp. thymolem lze dolozit
srovnanim spekter smési CH/SDSa (c¢) a CH/SDSa/P407/THY (d), kdy na druhém
zminéném spektru jsou patrné nové piky pti 1454,9; 1145,7; 1098,5; 841,5 a 575,7 cm’!

odpovidajici praveé signalim ziskanym u P407 a thymolu.
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Piky okolo 1241 cm™ byly zaznamenany u vzork® P407 i thymolu, nelze tedy s urditosti fict,
které latce je lze prifadit. Vzhledem k tomu, Ze nejsou patrné u spektra CH/SDSa, je

evidentni, Ze k interakci mezi chitosanem a thymolem, resp. poloxamerem doslo.
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Obr. 34: FTIR-ATR spektra, a) P407 prasek, b) thymol prasek, c) CH/SDSa,
d) CH/SDSa/P407/THY
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ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo pfipravit a charakterizovat roztoky ionickych a neionickych
surfaktanti, resp. jejich smési. V prvni casti byly studovany micelizaCni parametry
anionického lauroylsarkosinatu sodné¢ho (SDSa) a jeho smési s neionickym Poloxamerem
P407 v prosttedich o riznych hodnotach pH. Druha ¢ast se vénovala interakcim mezi SDSa
a biopolymerem chitosanem (CH) a v zavéru bylo hodnoceno chovani smési CH/SDSa/P407
s enkapsulovanou aktivni latkou thymolem (THY). V experimentéalni ¢asti byly vyuzity
metody méfeni povrchového napéti, vodivosti, viskozity a zeta potenciadlu. Smés s obsahem
thymolu byla navic charakterizovdana pomoci meéfeni velikosti c¢astic FTIR-ATR

spektroskopie a diskové difizni metody.
Vysledky méfeni surfaktantii a jejich smési (SDSa/P407):

- Nejnizsi hodnoty CMC byly podle piedpokladu naméfeny u P407, a to
0,06 mmol-1"' pro pH 4 a 0,04 mmol-I"! pro pH 5,5. U anionického SDSa byl zjistén
opaény trend, tedy niz$i hodnota CMC (0,32 mmol-I"") byla naméfena v pH 4,
zatimco u pH 5,5 byla stanovena kritickd micelarni koncentrace pti 1,03 mmol-1™.
Z tenziometrického meéfeni byla také vypocitdna Gibbsova miceliza¢ni energie,
hodnota adsorpce molekul na rozhrani a plocha, kterou zaujima jedna molekula
surfaktantu. Na zéklad¢ naSich vysledkd lze potvrdit fakt, Ze micelarni agregaty
byly nejsndze tvofeny Poloxamerem P407. Hodnoty adsorpce surfaktantli na
rozhrani se pohybovaly v rozmezi od 0,7 do 3,7-10° mol-m?, pfi¢emZ nejnizsi
vysledek byl zaznamendn u smési SDSa/P407 v pH 5,5. V souladu s tim byla
u stejného vzorku prokézana nejvétsi plocha, kterou zaujiméd jedna molekula

surfaktantu na rozhrani agregatu (24 nm?).
Vysledky méfeni interakci mezi surfaktanty a chitosanem (CH/SDSa/P407):

- Tenziometrick¢é méfeni prokazalo niz§i hodnoty CMC v niz§im pH. Hodnota
Gibbsovy miceliza¢ni energie byla u vSech méfenych roztokd velmi podobna
(=23 kJ-mol"). Nejvétsi adsorpce na rozhrani byla zaznamenidna u smési
surfaktantl s chitosanem v pH 4. Plocha, kterou zaujima jedna molekula

surfaktantu, se pohybovala v rozmezi od 1,6 (pH 4) do 2,2 (pH 5,5) nm?.

- Na zikladé¢ méfeni viskozity byly zaznamenany hodnoty odpovidajici prvnim

zlomUm v grafu zavislosti povrchového napéti na koncentraci, které se pohybovaly
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v pruméru okolo 1 cP bez ohledu na pH roztoku. Z vodivostniho méteni nebylo
mozné stanovit ptesné¢ hodnotu CMC roztokl, tato metoda se tedy pro ptipravené

systémy neprokdzala jako optimalni.

Z méfeni zeta potencialu lze konstatovat, ze vzorky s obsahem chitosanu
nedosahovaly vysokych hodnot, které by zajistily dostate¢nou elektrostatickou

stabilizaci. Vy$$i ndboj byl monitorovan v prostiedi s nizSim pH.

Vysledky méfeni smési s thymolem (CH/SDSa/P407/THY):

Me¢ftenim velikosti ¢astic vzorkl bez a s obsahem thymolu byly zjistény vyznamné
rozdily. U formulace bez obsahu thymolu dosahovaly castice velikosti
mikrometrti, zatimco inkorporace aktivni latky zpusobila pokles velikosti hodnot
s prumérnou velikosti do 100 nm. V rdmci stabilitni studie byla velikost pfeméiena
po 37 dnech, kdy v ptipad€ smési bez thymolu doslo k vyznamnému naristu (na
hodnotu témét 5 pum), zatimeo u systému s thymolem se hodnoty témét nezmenily.
Lze tedy konstatovat, ze ptfidana aktivni latka méla pozitivni vliv na stabilitu

systému.

Zeta potencial ptipravenych smési dosahoval pomérné nizkych hodnot (okolo
3 mV), které byly srovnatelné, bez ohledu na to, zda se jednalo o referen¢ni vzorek
(bez aktivni latky) nebo formulaci sthymolem. Po definovaném case byl
pozorovan mirny nartst naboje ¢astic, a to na hodnotu 7 mV (bez thymolu) a cca

5 mV (s thymolem).
Agar difuzni metodou nebyly prokazany inhibi¢ni zoény vzorki vici testovanym
bakteriim Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

FTIR-ATR spektroskopii byly prokdzany vzajemné interakce mezi polymerem

a poloxamerem, resp. thymolem.

Na zakladé vysledkt bakalarské prace lze konstatovat, Ze kombinaci rliznych surfaktant

ajejich interakcemi s biopolymery lze dosdhnout zmén fyzikalné-chemickych vlastnosti

systémt, které mohou byt uzitecné pro praktické vyuziti. Studované systémy by mohly

slouzit jako potencidlni nosice pro aktivni latky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

a

CAC

CH

CMC

plocha piipadajici na jednu molekulu surfaktantu
koncentrace

kritick4 agregacni koncentrace

chitosan

kriticka micelarni koncentrace

CTAB cetyltrimethylpyridinium bromid

DNA
FTIR
HLB
LMW
McF
mM
P407
PAL
PEG
PEO
PPO
SDS
SDSa

THY

Vmin

AGp

deoxyribonukleova kyselina
infraervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
hydrofilné-lipofilni rovnovéha
low molecular weight
McFarland

mmol-I"!

Poloxamer 407

povrchové aktivni latka
polyethylenglykol
polyethylenoxid
polypropylenoxid
dodecylsulfat sodny

Lauroyl sarkosinat sodny
thymol

povrchové napéti

minimalni povrchové napéti
Gibbsova miceliza¢ni energie

koncentrace surfaktantd na rozhrani
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