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ABSTRAKT

Bakalai'ska prace se zabyva srovnanim ¢asticovych stabilizatora pro Pickeringovy emulze.
Teoreticka Cast je zaméfena na Pickeringovy emulze, konkrétn¢ jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti a pouziti. Tato ¢ast také poskytuje informace o riznych typech ¢astic, které mohou
byt pouzity ke stabilizaci. Prakticka ¢ast je vénovana charakterizaci ¢astic vhodnych pro
stabilizaci emulzi pomoci stanoveni velikosti ¢astic a zeta-potencialu. V této ¢asti jsou také
popséany zpusoby piipravy Pickeringovych emulzi a jejich naslednd charakterizace vhod-

nymi fyzikalné-chemickymi metodami.

Kli¢ova slova: Pickeringovy emulze, nanokrystalicka celul6za, oxid titani¢ity, Saccharomy-

ces cerevisiae, Lactobacillus, mysi fibroblasty

ABSTRACT

The bachelor thesis covers the comparison of particle stabilizers for Pickering emulsions.
The theoretical part is focused on Pickering emulsions, specifically their physicochemical
properties and applications. This section also provides information about the different types
of particles that could be used for stabilization. The practical part is devoted to the charac-
terization of particles suitable for the stabilization of emulsions by determining the particle
size and zeta-potential. This section also describes the preparation of Pickering emulsions

and their further characterization by suitable physicochemical methods.

Keywords: Pickering emulsions, nanocrystalline cellulose, titanium dioxide, Saccharomyces

cerevisiae, Lactobacillus, mouse fibroblasts
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UvVOoD

Emulze jsou dulezitou soucasti védy a primyslu, jako naptiklad farmaceutického, chemic-
kého nebo kosmetického. Jsou to disperze nejméné dvou navzajem nemisitelnych kapalin,
které je zapotiebi stabilizovat. Nejcasteji Se jako stabilizator pouzivaji povrchové aktivni
latky, které snizuji mezipovrchové napéti adsorpci na fazové rozhrani, a tim pfispivaji ke
stabilizaci emulze. Nicmén¢, kosmeticky pramysl se snazi najit alternativni stabilizatory,
které nebudou mit iritani potencidl jako povrchové aktivni latky, a budou Setrnéjsi k po-
kozce. Mezi takové lze zaradit pevné Castice, které jsou schopny se shromazd’ovat na roz-
hrani olejové a vodné faze, a v disledku toho poskytnout stabilni emulze. Stabilizace emulzi
pevnymi Casticemi je znama jiz od roku 1907, ale v dne$ni dobé zajem o dany typ emulze
vyznamné roste. Charakterizace Castic pro stabilizaci Pickeringovych emulzi je pfedmétem

prace.

Tato prace se zaméfuje na Castice jak organického (nanokrystalicka celuldza), anorganic-
kého (TiO2), tak biologického piivodu. Mezi posledni patii Saccharomyces cerevisiae, bak-

terie rodu Lactobacillus a mysi fibroblasty.

Saccharomyces cerevisiae je nejvice studovanou jednobuné¢nou houbou. Buiky S. cerevi-
siae jsou schopny se adsorbovat na mezifazové rozhrani a stabilizovat emulze diky vlastnos-
tem jejich bunécné stény, coz mize vést k vétsi kinetické a termodynamickeé stabilit€ emulzi.

Ze stejného divodu byly zkoumany bakterie rodu Lactobacillus a mysi fibroblasty.

Bakalatska prace se zabyva problematikou Pickeringovych emulzi, konkrétné jejich ptipra-

vou, stabilizaci a charakterizaci, a zamétuje se pfedevsim na srovnani ¢asticovych stabiliza-

o

toru.
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1 EMULZE

Emulze jsou typem disperznich systému, které se skladaji ze dvou vzajemné nemisitelnych
kapalin. Dispergovana kapalina je v emulzi ve form¢ kapek a oznacuje se jako dispergovana
faze, zatimco okolni kapalina se oznacuje jako kontinudlni faze. Podle toho, jaky druh kapa-
liny tvoii kontinualni a dispergovanou fazi, se bézné emulze déli na emulze piimé, a to olej
ve vodg¢, které se oznacuji jako O/V, aemulze obracené —voda v oleji, které se znaci zkratkou
V/O. Oba typy emulzi jsou schematicky znazornény na Obr. 1. Termin olejova faze je ¢asto
pouzivany pro organické kapaliny, obvykle uhlovodiky nebo triacylglyceroly, a termin voda
se pouziva pro oznaceni vodné faze. Velikost kapek téchto emulzi se nachazi v rozmezi od
100 nm do 100 pum. Dale existuji emulze typu olej v oleji (O/O), kde polarni olej (napf.
propylenglykol) je dispergovan v nepolarnim oleji (napt. parafinovy olej) a naopak. DalSim
typem mén¢ obvyklych emulzi mohou byt emulze dvou vodnych fazi, tj. voda ve vode
(VIV). Dany typ emulze muze vznikat pfi smiSeni roztoku dvou hydrofilnich makromolekul,
které jsou v roztoku termodynamicky neslucitelné. Emulze typu V/V ma velky potencial v

biomedicinskych a potravinaiskych formulacich. [1][2][6]

Emulze typu (O/V) Emulze typu (V/O)

\Y

%

V
V

Obrazek 1: Struktura emulzi typu olej ve vodé (O/V) a voda v oleji (V/O). [3]

L

1.1 Klasifikace emulzi

Typy emulzi lze klasifikovat na zakladé velikosti emulznich kapek anebo koncentrace dis-

perzniho podilu. Jednotliva rozdéleni jsou uvedena nize.

Podle velikosti emulznich kapek 1ze emulze rozdélit nasledujicim zptisobem. Prvnim typem

jsou nanoemulze, které maji velikost v rozmezi 20-100 nm a jsou kineticky stabilni. V
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zavislosti na velikosti kapek, objemovém podilu disperzni faze a rozdilu indexu lomu mezi
obéma fazemi mohou byt prithledné, prisvitné nebo neprihledné. Dal§im typem emulzi jsou
mikroemulze, které maji velikost kapek obvykle v rozmezi 5 az 50 nm, tyto systémy jsou
termodynamicky stabilni. Poslednim typem emulzi jsou makroemulze, velikost téchto
emulzi se nachazi v rozmezi od 0,1 um do 5 pum a jsou pouze kineticky stabilni stejné jako
nanoemulze. V dasledku vyznamného rozdilu indexu lomu vodné a olejové faze a velké

velikosti kapek jsou tyto systémy nejéastéji neprithledné nebo mlécné. [4]

Emulze se také déli podle koncentrace disperzniho podilu na ziedéné, ve kterych disperzni
faze zaujima maximalné 2 % celkového objemu. Dale jsou emulze koncentrované, kde kon-
centrace disperzniho podilu miize dosdhnout az 74 obj. %. A v posledni fad¢ jsou emulze
vysoce koncentrované nebo gelovité, v nichz se kapky disperzniho podilu nachazi tak blizko

K sobg, ze se vzajemné deformuji [5], jak 1ze vidét na Obr. 2.

0

)

pé'

o

8l

(
zfedéné koncentrované vysoce koncentrované
emulze emulze emulze

Obrazek 2: Zfedéna, koncentrovana a vysoce koncentrovana emulze. [5]

1.2 Stabilita emulzi a mechanismy jejich rozpadu

Stabilita emulzi je schopnost systému odolat zmé€nam vlastnosti v prub¢hu ¢asu. Emulze
jsou nestabilni systémy, jejich stabilita ovSem zalezi na riznych okolnostech. Rozpad emulzi
muZe nastat, pokud je systém ponechan v klidu nebo vystaven otfesiim, odstfed’ovani, zmé-
nam teploty nebo jinym vliviim. Nejcastéji je nestabilita zplisobena gravitaénimi silami,
které ve vysledku vedou k procesu separace, kdy se oddé€luje leh¢i olejova faze od vodné
faze, nastava tzv. separace na makroskopické fazi. Tento proces je spontanni a spojen s po-
klesem Gibbsovy energie. Ptiklady fyzikalni nestability jsou krémovani, sedimentace, flo-
kulace neboli vlockovani, Ostwaldovo zrani (disproporcionace), koalescence a fazova in-

verze. VSechny tyto mechanismy jsou znazornény na Obr. 3. [1]
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LY
8%

Obrazek 3: Schematické znazornéni riznych mechanismi rozpadu emulzi. [1]

Krémovani a sedimentace jsou vysledkem ptisobeni gravitacnich nebo odstiedivych sil v
disledku toho, ze dispergovana fdze ma rozdilnou hustotu oproti kontinualni fazi. Pokud je
hustota dispergované faze nizsi, neZ je hustota kontinuélni faze, kapky se shromazd’uji ve
vrchni ¢asti systému, nastava tzv. krémovani. Pokud je hustota dispergované faze vySsi nez

kontinualni, dochazi k sedimentaci emulznich kapek. [4]

Flokulace neboli vlockovani je vysledkem van der Waalsovych pfitazlivych sil. K tomuto
jevu dochazi pii nedostatecném odpuzovanim, které udrzuje kapky od sebe ve vzdalenosti,
kde je van der Waalsova ptitazlivost slaba. U flokulace dochazi k agregaci dvou a vice kapek
pti zachovani jejich individualni identity. [1]

Jev disproporcionace ¢i Ostwaldovo zrani je disledkem rozdilné rozpustnosti mezi kapkami.
U polydisperznich emulzi mensi kapky budou mit vétsi rozpustnost ve srovnani s vétSimi
kapkami. Takze pti tomto procesu mensi kapky mizi, jejich molekuly se rozptyli a nasledné

splynou do kapek vétsich. [1]

Pokud nastane proces zten¢ovani a naruseni kapalného filmu mezi kapkami, hovofime o jevu
koalescence. Dochazi totiz k prasknuti filmu mezi kapkami, v disledku ¢ehoz dochazi ke
spojeni dvou nebo vice kapek za vzniku vétSich kapek. Meznim piipadem koalescence je

uplné rozdéleni emulze na dvé odlisné kapalné faze. [4]
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Poslednim typem nestability je inverze fazi neboli vyména mezi dispergovanou fazi a dis-

perznim prostfedim. Naptiklad zména typu emulze za urcitych podminek z O/V na V/O.

[1][6]

1.3 Stabilizace emulzi

VétsSina emulznich systémi neni termodynamicky stabilnich diky pozitivni volné energii
spojené s kontaktem vodné a olejové faze. Dosazeni termodynamické stability je relativné
slozity proces, mnohem jednodussi je emulzi stabilizovat kineticky, naptiklad intenzivnim
michanim nebo pfiddnim emulgatoru ¢i surfaktantu. Tyto latky maji schopnost snizovat me-
zifazové povrchové napéti, zpomalovat rozpad emulzi tim, ze mohou na tomto rozhrani vy-

tvofit film nebo bariéru. [7]

Podle povahy pouzité¢ho emulgétoru Ize emulze stabilizovat riznymi mechanismy, a to po-
moci:
e jednoduchych molekul a iontd (napt. OHY);
e neiontovych povrchové aktivnich latek (napt. ethoxylaty alkoholu), které stabilizuji
emulze proti flokulaci a koalescenci;
e jontovych povrchové aktivnich latek (napt. dodecylsulfat sodny)
e smési povrchové aktivnich latek (napf. smés neiontovych PAL), které jsou ucinngjsi
pfi emulgaci a stabilizaci emulze;
e neiontovych polymeri (napft. pluroniky), které jsou G¢innéjsi pfti stabilizaci emulze,
ale pfi nizké energii mohou vytvaret malé kapicky;
e polyelektrolytt (napt. poly(methakrylova kyselina));
e smési polymert a povrchove aktivnich latek;
e kapalné krystalické faze;

e pevnych ¢astic, pro vytvoreni Pickeringovy emulze. [4]
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2 PICKERINGOVY EMULZE

Pickeringovy emulze jsou znamy od roku 1907, kdy S. U. Pickering rozpoznal tlohu pev-

nych ¢astic smacenych vodou pii stabilizaci O/V emulzi. [7][9]

Emulze Pickeringova typu je podobnd klasické emulzi az na vyjimku, Ze je stabilizovana
pevnymi Casticemi namisto povrchové aktivnich latek. Rozdil mezi klasickou emulzi a Pic-
keringovou je znazornén na Obr. 4. Pickeringovy emulze mohou byt bud’ pfimé, neptimé

nebo dokonce i vicenasobné. [7][10]

...‘ Pevné Castice
e %N

Klasicka emulze O/V Pickeringova emulze O/V

Obrazek 4: Rozdil mezi klasickou a Pickeringovou emulzi. [7]

Pevné Castice pro stabilizaci emulzi musi byt mensi nez pozadovana velikost emulznich ka-
pek. Stabilizace pevnymi ¢asticemi pfinasi témto emulzim specifické vlastnosti. Hlavni vy-
hodou stabilizace pevnymi ¢asticemi je vysoka odolnost proti koalescenci. Na rozdil od po-
vrchové aktivnich latek, jsou vhodné pro kosmetické a farmaceutické aplikace, protoze ne-

vykazuji nepfiznivé ucinky jako napt. drazdivost atd. [7][11]

Proces stabilizace emulznich kapek probiha stejné jako v ptipad€ povrchové aktivnich latek
pomoci adsorpce pevnych ¢astic na povrchu emulznich kapek. Mechanismus adsorpce se
vSak li8i, protoZe pevné ¢astice nemusi byt amfifilni. K pevnému ukotveni ¢astic na mezifa-

zovém rozhrani dochazi diky ¢aste¢nému smaceni ¢astic vodnou i olejovou fazi [7][12]

2.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti Pickeringovych emulzi

P1i Pickeringoveé stabilizaci pevné ¢astice chrani kapicky emulze pied koalescenci, a to tak,
ze vytvareji sférickou bariéru na mezifazovém rozhrani. Tento mechanismus je zalozen na
prichyceni pevnych castic na mezifazové rozhrani. Nicméné musi byt splnéna podminka, ze
hustota ¢astic na rozhrani musi byt dostate¢né vysoka, aby byla vytvofena uc¢inna mecha-
nicka bariéra. U Pickeringovych emulzi zavisi pfesna poloha kazdé ¢astice na rozhrani na

jeji interakci se sousednimi Casticemi a také na kontaktnim thlu 6. [13]
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sorpce pevnych ¢astic na rozhrani. Volna energie adsorpce Castic je vSak o mnohokrat vyssi
nez tepelna adsorpce a na rozdil od adsorpce molekul PAL je fakticky nevratna. Zména volné
energie, ktera je potfebna pro tvorbu emulzi, je zavisla na mezifazovém napéti rozhrani olej-
voda, smacivosti ¢astic, praiméru Castic a kapek emulze. Adsorpce je nejvyssi, pokud je kon-

taktni uhel 90°, a to znamena, ze emulze je stabilni. [7][14]

Z tohoto vyplyva, ze dal§im klicovym parametrem, ktery je ekvivalentni hodnoté HLB pro
povrchové aktivni latky, je kontaktni uhel Castic. Tento tihel je v pfimé zavislosti na typu
stabilizované emulze. Napf. pokud je kontaktni uhel vétsi nez 90°, tak ¢astice maji hydro-
fobni charakter a jsou schopny stabilizovat emulze typu V/O. Naopak kdyz thel je mensi
nez 90°, ¢astice jsou vic hydrofilni a mohou stabilizovat emulze typu O/V. Jako posledni
ptipad, kdyZ uhel je bud’ roven nebo je blizko hodnoté 90°, tak castice s takovym tthlem

umoziuji tvorbu dvojitych emulzi. [15]

Castice mohou reagovat na riizné stimuly, jako je pH, koncentrace CO,, teplota, svétlo, mag-
netické pole, iontova sila, pfitomnost specifického iontu nebo chemické latky, a dokonce 1

elektrochemické stimuly. [16]

Pickeringovy emulze jsou vysoce kineticky stabilni. Existuji dvé hlavni kritéria pro ptipravu
stabilnich emulzi. Zaprvé emulze musi byt dlouhodobé stabilni vii¢i jakémukoliv destabili-
za¢nimu jevu, jako napt. koagulaci nebo koalescenci, a zadruhé je mozny proces emulgace.
Pro dlouhodobou stabilitu je dilezity také vhodny navrh formulace a zvoleny proces emul-

gace, které ovliviuji velikost kapek. [7]

Pti ptipravé emulzi, nezaleZi jen na procesu emulgace, ale také na pouzitém stabilizatoru.
Fyzikalni vlastnosti kazdé emulze (nejen Pickeringovy) jsou ovlivnény riznymi jevy, jako
je adsorpce Ccastic, stabilizace kapek adsorbovanymi casticemi, Kinetika adsorpce, ktera
ovlivituje proces emulgace, a nakonec i reologické vlastnosti, které mohou ovlivnit procesy

krémovani a sedimentace. [7]

2.2 Vyuziti Pickeringovych emulzi

Pickeringovy emulze lze vyuzit v fadé primyslovych odvétvi, napt. v potravinarstvi nebo
ropném pramyslu. V ramci bakaléiské prace se budu zabyvat prfedevsim aplikaci Pickerin-

govych emulzi v kosmetickém, biomedicinském a farmaceutickém pramyslu.
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Pickeringovy emulze mohou byt v kosmetickém primyslu vhodnou alternativou k emulzim
stabilizovanymi klasickymi surfaktanty. Aplikace Pickeringovych emulzi mtize najit uplat-
néni pii pfipravé mnoha kosmetickych ptipravkl a vyrobkii osobni péce, jako napt. hydra-
ta¢ni ptipravky na plet’, bélici ptipravky, piipravky proti starnuti, antiperspiranty, deodo-
ranty. Pickeringovy emulze pouzivané v kosmetickych vyrobcich pro osobni péci mohou
zvysit stabilitu a trvanlivost produktu a zéroveil umoznit rychlé a fizené uvoliiovani aktiv-
nich slozek v ptipadé potieby v reakci na spoustéci faktory, jako je teplota, pH a svétlo.
Emulze, které jsou stabilizované pevnymi ¢asticemi, jsou také ti¢inné pii vyrobé opalovacich
ptipravki. Tyto produkty mohou obsahovat ve svém slozeni fyzikalni filtry, napft. oxid tita-
nicity nebo oxid zine¢naty, které chrani nasi pokozku proti slune¢nimu zéafeni. A zaroven

vySe uvedené ¢astice mohou stabilizovat dalsi slozky, které jsou ptitomné v emulzi. [17][18]

Prostiedky na bazi Pickeringovych emulzi se mohou pouzivat k omezeni iritace pokozky,
kterou mohou vyvolat emulze stabilizované klasickymi surfaktanty. Zaroven bylo proka-
zano, ze se po aplikaci téchto prostfedkii pronikani mikroorganismi a cizorodych latek z
vnéjsiho prostiedi do pokozky snizilo. [19] Takze Pickeringovy emulze mohou fungovat
jako podpora bariérové vrstvy kiize. Tento koloidni systém se aplikuje pfimo na kizi, ktera
je postizena bud’ ekzémem anebo psoriazou a vytvoiena bariéra po aplikaci Pickeringovy
emulze omezi transepidermalni ztratu vody. [19] Na trhu se vyskytuje bariérovy krém od
znacky 2Derm (Obrazek 5). Tento prostfedek funguje na principu docasné nahrady kozni
bariéry. Aktivni latka Medilan s mikro¢asticemi talku a zinku brani pronikani znec¢ist'ujicich
latek do hlubSich vrstev pokozky a brani ztraté¢ vody. Mechanismus fungovani bariérového
krému Ize vidét na Obr. 5. To vse je zakladem pro podporu a urychlené hojeni poskozené

pokozky. [19]

REHAspeciala,
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Pro fyziologickou dpravu a r
Itis suitable for physiological
Fiir die Behandlung und Rehabilitaticng
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Obrazek 5: 2Derm RENA special — Bariérovy krém. [19]

Pickeringovy emulze jsou také znamé v biomedicinském a farmaceutickém primyslu. Sta-

bilizace Pickeringovych emulzi nanokrystalickou celulozou dovoluje pouzivat tento typ
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emulzi v aplikacich pro podavani 1é¢iv. Pokud pfi stabilizaci Pickeringovych emulzi pouzi-
jeme piirodni stabilizatory, jako jsou zein nebo chitosan, tak ziskany ptipravek bude mit
antioxidacni ucinky. Takové emulze byly pouzité pro enkapsulaci vitaminu D3, coz umoz-
nilo ochranu daného vitaminu. [20] V moderni medicing Ize Pickeringovy emulze vyuzit pti

vyvoji vakein a zlepSeni jejich u€innosti. [20]
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3 TYPY A VLASTNOSTI CASTIC PRO PICKERINGOVY EMULZE

Pro stabilizaci Pickeringovych emulzi je dulezité vybrat spravné Castice. Protoze vlastnosti

vvvvvv

patii jejich tvar a velikost.

Velikost ¢astic ma piimy vliv na velikost emulznich kapek a na stabilitu emulze. S rostouci
velikosti ¢astic se zvySuje doba adsorpce na rozhrani, a to vede ke zvétSeni vysledné velikosti
kapek emulzi. Pokud se velikost emulznich kapek zvétsi, dojde k jevu zvanému krémovani.
Pravidlem je, Ze velikost Castic by mé¢la byt mensi, neZ je ocekavana velikost emulznich

kapek. [21]

Dalsimi faktory, které ovliviiuji stabilitu emulze, jsou tvar, mékkost, zptisob adsorpce a
uspofadani &astic na povrchu. Castice podle tvaru lze rozdélit do dvou skupin: sférické a
nesférické. Do nesférickych castic mtizeme zatadit ¢astice ve tvaru ty¢inek, elipsoidni ¢as-
tice, vlakna, krychli¢ky, Janusovy ¢astice, mikrocastice, a dokonce i deformovatelné nano-
gely. Pomoci nesférickych ¢astic mohou byt stabilizovany emulze typu O/V, V/O a vicena-
sobné emulze. Mechanismy stabilizace témito ¢asticemi se 1i8i od ¢astic sférickych. Pfi sta-
bilizaci nesférickymi ¢asticemi vzniké problém Vv uréeni volné adsorpéni energie, a proto je
nutno zohlednit orientaci ¢astic a alespon dvé charakteristické velikosti. U nesférickych ¢as-
tic je také pozorovana vyssi polydisperzita velikosti kapek nezZ u sférickych. Co se ty¢e mek-
kosti ¢astic, tak ¢im jsou me&kEi Castice, tim je snadnéjsi proces emulgace a lepsi stabilita

emulzi. [21]

Pevné ¢astice mohou byt bud’ organického nebo anorganického ptivodu, ale mohou se pou-

zivat i mikroorganismy jako jsou kvasinky a bakterie.

Biopolymery jsou polymery syntetizované zivymi organismy. Jejich vyuziti je pomérné Si-
roké, a to diky jejich vysoké biokompatibilité. Lze se s nimi setkat v biomedicinském, po-
travinaiském, obalovém nebo kosmetickém primyslu. Pfi bézném pouziti se vyskytuji v
rozpustné formé jako zahust'ovadla nebo polymerni stabilizatory a jejich pouziti ve formé
¢astic umoznuje rozsifeni jejich vyuziti. Biopolymery zahrnuji polysacharidy, komplexni
polyfenolicky lignin a proteiny. [22]

Ptirodni organické ¢astice mohou stabilizovat emulze v jejich pavodni podobé¢ a maji fadu

velmi vyznamnych vlastnosti, mezi né€ patti biologicka rozlozitelnost, biokompatibilita a ob-

novitelnost. Tyto vlastnosti mohou byt vyhodou pro vyuziti organickych ¢astic ptirodniho
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ptuvodu, vyrobenych z biopolymert, mikroorganismt nebo molekulovych shlukt. Hlavnim
problémem, se kterym se mizeme setkat pfi stabilizaci emulzi témito ¢asticemi, je homoge-
nita samotného materialu. U piirodnich zdrojt existuje variabilita. Projevuje se tak, ze stejny
materidl mize pochazet z riznych zdrojii nebo dokonce z riiznych Casovych useki, a tim

muze mit material rizné vlastnosti. [16]

3.1 Celuloza

Celuléza je jeden z nejrozsifenéjsi biopolymert na Zemi. Je to polysacharid, ktery je pfito-
rozpustnych formach, které mohou byt dale pouzity ke stabilizaci Pickeringovych emulzi.

[16]

3.1.1 Zdroje celulézy

Celuloza se ziskava jak z rostlin, tak i z zivo¢ichti a mikroorganismi. Existuje jak ve formé
vlaken, tak ¢astic. Rozmanitost typl celulozy zalezi na dvou hlavnich faktorech. Prvni je
biosyntéza celul6zovych mikrovlaken, ktera zavisi na zdroji celuldzy. Lze ji ziskavat ze
dieva, rostlin, riiznych druhti fas a bakterii rodu Gluconacetobacter xylinus. Biosyntéza ce-
lul6zovych mikrovlaken je nékolikastupiiovy proces, ktery je vysoce specificky pro organis-
mus produkujici celulézu. Rozdily v tomto procesu urcuji morfologii, pomér stran, krystali-
nitu a krystalickou strukturu vysledné mikrofibrily. Za druhé se lisi podle procesu extrakce

celulozovych ¢Eastic z celulozovych mikrovlaken. [23]

3.1.2 Typy castic celulozy

Existuje nékolik typu celulézovych ¢Eastic, které se od sebe obvykle 1isi na zakladé zdroje
celulozy a metody extrakce. Kazdy druh téchto ¢astic je odlisny, ma vlastni charakteristickou

velikost, pomér stran, morfologii, krystalinitu, krystalovou strukturu a vlastnosti. [23]

Prvnim typem jsou vlakna ze dieva (Wood Fiber; WF) a rostlinna vlakna (Plant Fiber; PF).
Maji nejvétsi velikost ze vSech typu Castic a lze se s nimi setkat v papirenském, textilnim a
biokompozitnim primyslu. Skladaji se z jednotlivych dievnich nebo rostlinnych bunék,

které maji pramér v fadu desitek mikrometrii, vysoké procento celuldzy a relativné nizkou

krystalinitu (43-65 %). [23]
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Dal8im typem Castic je mikrokrystalické celuldza, kterd je komeréné dostupnym materialem.
Lze ji najit ve farmaceutickém pramyslu, jako napf. pojivo pro tablety, a v potravinaiském
pramyslu. Piipravuje se kyselou hydrolyzou dievnich vladken, zpétnou neutralizaci alkalii a
sprejovym suSenim. Tyto ¢astice jsou porézni, maji primér 10-50 pm, vysoky obsah celu-
16zy, vyssi krystalinitu a jsou slozeny z agregovanych svazki vicerozmérnych celulézovych
mikrofibril. [23]

Tretim typem je mikrofibrilarni celuléza (MFC), ktera se vyrabi mechanickou rafinaci diev-
nich a rostlinnych vlaken. Pouziva se jako zahustovadlo v potravinafském a kosmetickém
primyslu. Castice MFC obsahuji n&kolik elementarnich fibril, maji vysoky pomér stran, jsou
ze 100 % tvoteny celuldézou a obsahuji jak amorfni, tak krystalické oblasti. [23]

Také existuje nanofibrilarni celuléza (NFC), ktera obsahuje jemnéjsi celulozové fibrily.
Vznika mechanickou rafinaci dievnich a rostlinnych vlaken za pouziti specifické techniky
usnadnujici fibrilaci. Tyto ¢astice maji ¢tvercovy priifez, vysoky pomér stran, jsou ze 100 %
tvofeny celuldézou a obsahuji jak amorfni, tak krystalické oblasti. Rozdil mezi NFC a MFC

je zalozen na procesu fibrilace, ktery vytvari jemné&jsi priméry Castic. [23]

Dal$im typem ¢astic jsou celulézové nanokrystaly neboli nanokrystalicka celuloza (CNC).
Tyto ¢astice jsou Ve tvaru jehlicek. Ziskavame je kyselou hydrolyzou WF, PF, MCC, MFC
nebo NFC, kdy jsou odstranény amorfni ¢asti vlaken. CNC ma vysoky pomér stran, obsahuje
100 % celuldzy, je vysoce krystalicka (54-88 %) a obsahuje vysoky podil krystalové struk-
tury (68-94 %). [23] Jak jiz bylo feceno, nanokrystalickou celuldzu lze ziskat kyselou hyd-
rolyzou s vyuzitim kyseliny sirové, ¢im se odstrani amorfni ¢asti celulozy. Tak vzniknou
nejprve nabité Castice mikrokrystalické celuldzy ve tvaru jehlicek a po delsi hydrolyze na-
nokrystalické ¢astice celuldzy. V poslednich letech Ize také pouzit metodu mikrofluidizace
vhodného meziproduktu, jako je MCC, tzv. mikrokrystalicka celuldza. Nevyhodou této me-
tody je, Ze se zmensSim velikosti ¢astic a pf1 homogenizaci CNC, dochdzi ke zvySeni povr-
chové energie nanokrystalické celulozy, to vede ke flokulaci, agregaci nebo k ristu krystala

a nasledné ke snizeni volné adsorpcni energie. [13][24][25]

Sestym typem jsou tunikatové nanokrystaly celulozy (t-CNC). Tento typ &astice vznika ky-
selou hydrolyzou plasténct, coz je podkmen moiskych strunatcti. Od ostatnich ¢astic se t-
CNC lisi morfologii ¢astic, krystalovou strukturou a mechanickymi vlastnostmi. Paskovité

tvarované t-CNC obsahuji 100 % celuldzy, jsou vysoce krystalické (85—-100 %) a obsahuji
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vysoky podil (76-90 %) krystalové struktury. Hlavni vyhodou t-CNC je jejich vysoce krys-

talicka struktura a také nejvétsi pomér stran ze vSech CNC. [23]

Jako predposledni budou uvedeny ¢astice celuldzy z fas (AC), které jsou tvoreny mikrofib-
rilami extrahovanymi z bunééné stény riznych fas kyselou hydrolyzou a mechanickou rafi-
naci. Vzniklé ¢astice jsou relativné dlouhé, maji velky pomér stran (vétsi nez 40) s morfolo-

gii zavislou na typu fasy. [23]

Poslednim typem jsou ¢astice bakterialni celulozy (BC). Tento druh ¢astic je vylu¢ovan riz-
nymi bakteriemi pomoci jejich oddé€leni od bakteridlnich t€l a ristového média. Vzniklé mi-
krofibrily maji délku mikrometrt, velky pomér stran (vice nez 50) s morfologii z4vislou na
konkrétni bakterii a podminkach kultivace. Je také mozné ménit Sitku mikrovldken zménou

kultiva¢nich podminek (michani, teplota a ptisady). [23]

3.1.3 Emulze stabilizované nanokrystalickou celulézou

Nanokrystalicka celuldza je idealnim biomateridlem ke stabilizaci Pickeringovych emulzi.
Ziskala popularitu diky svym zvlaStnim vlastnostem, zejména nizké hustot€, dobré chemické

odolnosti, nizké cen¢ a ekologické udrzitelnosti. [26]

Jednim ze zplsobt pouziti nanokrystalické celulozy jako stabilizatoru emulzi je jeji modifi-
kace. Vyuziva se naptiklad modifikace CNC sodnou soli karboxymethylcelulozy, diky
¢emuz vznikd ve vodé rozpustny celulézovy derivat, kterym je mozné rovnéz stabilizovat
Pickeringovy emulze. Castice nanokrystalické celulozy ptisobi piedevsim jako stabilizatory
proti koalescenci, nikoli proti krémovani nebo flokulaci. [27][28] Pickeringovy emulze lze
také pfipravit pomoci celul6zovych nanokrystalt roubovanych termoreaktivnimi polymery.

[29]

Dalsi moznost stabilizace emulzi je zminéna ve studii Wena, Yuana, Lianga, a Vriesekoopa.
Zabyvali se stabilizaci sonikovanych emulzi D-limonenu pomoci nabitych koloidnich krys-
talt o velikosti cca 360 nm, vyrobenych z celuldzy, konkrétné z kukuti¢ného Srotu hydroly-
zou persiranem amonnym. Béhem experimentu bylo pozorovano sniZeni stability v diisledku

krémovani, které vznikalo pfi nizkém pH nebo vysoké koncentraci soli. [30]

Posledni metoda, ktera zde bude uvedena, je stabilizace emulzi S palmovym olejem nano-
krystaly celulozy. Tato nanokrystalicka celul6za byla vyrabéna hydrolyzou stonka chiestu
kyselinou sirovou. V prub&hu prace Wang a jeho kolegové zjistily, ze ¢im je velikost nano-

castic mensi, tim je vyssi stabilita emulzi. [31]
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3.2 Oxid titanicity

Oxid titaniCity (Ti02) je ptirodni, polovodiCovy material, ktery nereaguje s jinymi prvky,
nevytvaii mnoho chemickych slou€enin, je nereaktivni. V ptfitomnosti svétla vykazuje foto-
katalytickou aktivitu. Diky zminénym vlastnostem, relativné nizké cené a jeho zpracovani
je v poslednich letech stale popularnéjsim. Oxid titani¢ity se vétSinou vyrabi ¢isténim mine-
ralu rutilu nebo podrobenim ilmenitu (FeTiO3) bud’ tzv. chloridovym, nebo sulfatovym pro-

cestiim, které v obou piipadech nakonec poskytuji Cisty titan. [32][33]

3.2.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti oxidu titanicitého

Oxid titani¢ity se podle velikosti déli na ¢astice mikronovych rozmérti a nanocastice. Tyto
¢astice se chemicky od sebe néjak vyrazné€ nelisi a nejde stanovit jasnou hranici mezi nimi,
ale vzhledem Kk jejich specifickému povrchu, nanocastice vykazuji fyzikalni a chemické

vlastnosti odlisné od vlastnosti ¢astic s vétsim rozmérem. [32]

Mikrocastice oxidu titaniCitého vzdy obsahuji néjaky urcity podil nanocastic a zaroven i na-
nocastice se mohou sdruzovat do siln¢ vazanych agregati ¢i mékkych aglomerati. Mohou
se snadno dispergovat v kapalné fazi a jejich dispergace je zavisla na zeta-potencialu, ktery
se muze lisit podle hodnoty pH. [32][33]

Krystalicky oxid titaniity existuje ve tfech polymorfnich forméch, a to jsou rutil, anatas a
brookit. Rutil je nejstabilnéj$i modifikaci TiOz. Pfi tepelném zpracovani se amorfni TiO2
muze pfeménit na anatas nebo brookit v procesu zvaném kalcinace, ktery probiha pfi teploté
kolem 400°C. Tyto se dal pii zahtati na teplotu vyssi nez 600°C pfeméni na rutil. Zménou
povrchovych vlastnosti 1ze ovlivnit fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic, hlavné jejich akti-
vitu. Anatas je jednou z krystalovych forem oxidu titani¢it¢ho. Je chemicky nejreaktivnéjsi

a ma vyssi potencial toxicity na rozdil od rutilu. [26][32][33]

Modifikace Castic oxidu titani¢itého zlepsuje jeho vlastnosti a kompatibilitu [26]. Nejcaste-
j8imi Gpravami oxidu titani¢itého v nanorozmérech je lipofilni povrchova uprava za ticelem
zlepSeni disperze nanocastic v olejové fazi emulze, napf. prostiednictvim dimetikonu nebo

kyseliny stearové. [34]

3.2.2 Pouziti oxidu titani¢itého

Oxid titanicity se pouziva v kazdodennim Zzivoté v riznych vyrobcich. V potravinarském

pramyslu lze oxid titanicity nalézt jako pridatnou latku, ktera se oznacuje jako E171, pro
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béleni a texturu vyrobku. Mtzeme jej najit v nékterych syrech (Mozzarella), oméackach, ci-
tronovém tvarohu a zmrzling. Utad FDA tvrdi, Ze TiOz lze bezpe&né pouZivat jako barvivo

k barveni potravin v mnozstvi do 1 % hmotnosti potraviny. [32]

Co se tyce kosmetiky, tak oxid titaniCity je vice nez ¢tvrt stoleti béZnou slozkou opalovacich
krémd, a to diky své bezpecnosti, efektivnosti a nizkému iritacnimu faktoru. Také se pouziva

jako stabilizator Pickeringovych emulzi a dodava ptipravku vlastnosti SPF. [26]

Ve farmaceutické oblasti byl TiO2 pouzit jako pomocna latka pfi vyrobé tablet a také jako
katalyticky systém schopny eliminovat nebezpecné chemické a farmaceutické skodliviny. V
kombinaci s protinadorovymi latkami umoznuje G¢innéjsi podavani chemoterapeutik. Diky
ur¢itym mechanismiim je uvoliiovani 1é¢iva v nadorovych buitkkdch mnohem vyssi nez ve
zdravych burikach a z tohoto vyplyva, Ze mnozstvi 1éCiva, které je potiebné pii 1éCbé, je
vyrazné niz$i, ale farmakologicky G¢inek ziistava zachovan a vyskytuje se méné potencial-

nich nezadoucich t¢inku. [33]

Fotochemicka aktivita oxidu titani¢itého nasla uplatnéni i v zubnim l€kaftstvi, a to zejména
pro zlepSeni osobni péce o zuby a jejich béleni. Jeden z dalSich zptsobu vyuZiti tohoto oxidu
jsou scaffoldy z oxidu titani¢itého, véetné ptipravy implantati pro chirurgické zakroky v

kostnim tkanovém inzenyrstvi. [33]

3.2.3 Toxicita oxidu titani¢itého

Oxid titani¢ity je béznou soucasti mnoha kosmetickych piipravka diky své nizké toxicite.
Piestoze je popularni, jeho velikost a krystalové formy, jako jsou anatas a rutil, mohou ovliv-

novat bezpecnost jeho pouziti.

Lidska ktize a o¢ni tkané jsou nejvice ovlivnény okolnim zatenim. Ve studii Sanders a kol.
testy in vitro ukazaly, Ze pfi ozafeni je nejmensi forma oxidu titani¢itého, anatas (25 nm),

fototoxicka pro bunky lidské sitnice. [35]

Jako dalsi studii zde uvedu studie Yin a kol. Védci analyzovali fototoxicitu nanoc¢astic oxidu
titani¢itého s riznou velikosti molekul a krystalovou formou (anatas a rutil) v keratinocytech
lidské kize HaCaT. HaCaT je samovolné transformovand aneuploidni nesmrtelna keratino-
cytova bunécéna linie z dospélé lidské kize, ktera je Siroce pouzivana ve védeckém vyzkumu.
V pribéhu experimentu bylo zjisténo, ze nanocéstice dané¢ho oxidu jsou fototoxické pro lid-
ské kozni keratinocyty v disledku vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) vznikajicich pti

ozafovani UVA. Mensi ¢astice zpiisobily vyssi fototoxicitu nez ¢astice vétsi. Rutilova forma
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nanocastic oxidu titanicitého prokazala mensi fototoxicitu nez anatasova forma. A smés ana-
tasovych/rutilovych nanocastic TiO2 vykézala nejvyssi fototoxicitu, coz odpovida precho-

zimu tvrzeni. [36]

Ve studii Wu a kol. hodnotili penetraci a potencialni toxicitu nanoc¢astic oxidu titanicitého
In vitro a in vivo kozni cestou U mysi bez srsti a veprové kizi po subchronické dermalni
expozici. Vysledky ukazaly, Ze nano oxid titani¢ity o rizné velikosti mtize pronikat kuzi,
vstupovat do riiznych organii a vyvolavat riizna poSkozeni tkani, a to v kizi i jatrech. Takze
po subchronické dermalni expozici po relativné dlouhou dobu piedstavuje zdravotni riziko

pro ¢lovéka v disledku hlubsi tkanové distribuce. [37]

V dalsi studii Crosera a kol. studovali penetraci nanocastic oxidu titani¢itého a cytotoxicitu
na keratinocytech HaCaT po dobu 24 hodin na neporusené a poSkozené kizi. Tato studie
prokazala, Ze pfitomnost téchto nanocastic byla omezena na epidermalni vrstvu, zatimco v
dermalni vrstvé byla jejich koncentrace pod mezi detekce. Z tohoto vyplyva, ze kozni po-
Skozeni nezménila propustnost nanocastic oxidu titani¢itého. Takze byl zaznamenan mirny
cytotoxicky ucinek na lidské HaCaT keratinocyty, coZ naznacuje potencialni riziko spojené

s nanocasticemi oxidu titani¢itého pouze po dlouhodobé expozici. [38]

3.2.4 FEmulze stabilizované TiO>

Z publikovanych studii je zfejmé, Zze pro stabilizaci emulzi pomoci Castic TiO2, je zasadni
hydrofobicita ¢astic. Ve studii Stillera a kol. byl zkouman vliv smécivosti riznych povr-
chové modifikovanych oxidul titani¢itych na typ a stabilitu Pickeringovych emulzi. RGzné
pigmenty TiOz o velikosti nanometrl byly setazeny podle jejich hydrofobicity pomoci me-
feni kontaktnich thlii. Z naméfenych hodnot vychazi, Ze jenom cCastice se stiedni hydrofob-
nosti jsou schopny vytvaret stabilni emulze. Také béhem experimentu dospéli k vysledkim,
ze dlouhodoba stabilita emulzi typu olej ve vodé€ klesa, zatimco stabilita emulzi typu voda v

oleji se zvysuje s rostoucimi hodnotami zdanlivého kontaktniho uhlu viici vodé. [39]

V dalsi studii Silva a kol. bylo prokazano, ze povrchové modifikovana nanofibrilarni celu-
16za stabilizuje nanocastice oxidu titani¢itého v Sirokém rozsahu pH (4-8), véetné izoelek-
trické oblasti (kolem pH 6,7). Tato smés vytvarela stabilni emulze typu O/V po dobu 2 mé-
sicti bez jakékoliv makroskopické separace fazi. Kromé dobré makroskopické stability, kte-

rou zajist'uje celuldza, emulze vykazovaly ochranné vlastnosti proti UVB zaieni. [40]
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3.3 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je jednobuné¢na houba. Jedna se o zdaleka nejstudovanéjsi a nej-
1épe poznany druh z oblasti kvasinek a dalezity modelovy systém pro zakladni vyzkum bi-
ologie eukaryotické buniky. Ma jadernou genomovou DNA o velikosti 12068 kilobazi (kb),
usporadanou do 16 chromozomu. S. cerevisiae se rozmnozuji vegetativn¢ mnohostrannym

pucenim a pohlavné pomoci askospor. [41]

S timto kmenem se muzeme setkat bud’ v laboratofi nebo ve vnéjsim okoli. Nicméné envi-
romentalni kmeny jsou vystaveny mnohem drsnéjsi podminkdm nez laboratorni. Environ-
mentalni kmeny jsou schopny piezimovat v pudé¢, kde mohou sporulovat. Z tohoto vyplyva,
Ze je muzeme najit v listech a v riznych druzich rostlin. [41] Ve studii Taylor a kol. dokazali
pomoci metagenomického piistupu detekovat ptiblizné jednu buiiku S. cerevisiae mezi pii-
blizn¢ 20 000 bunkami patficimi k riznym jinym rodim/druhtim hub. Zjistili, ze kmen S.
cerevisiae se Castéji vyskytuje v poskozenych plodech (napt. hroznech) nez v neporusenych.
Vysvétleni je takové, Ze S. cerevisiae obsadi hmyz, ktery se zivi mimo jiné také poskozenymi

hrozny, a tak dojde k ptenosu S. cerevisia. [42]

3.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae je modelovy organismus, cenny nastroj pro vSechny aspekty zakladniho vy-
zkumu ve srovnani s ostatnimi modelovymi organismy. Hlavnim diivodem je, Ze se jedna
¢ast zivotniho stylu S. cerevisiae oznacuje jako "make-accumulate-consume”. Spociva v
tom, ze S. cerevisiae ani za aerobnich podminek nevyuziva dychaci aparat k metabolismu
sacharidii a podpofe ristu biomasy. Misto toho S. cerevisiae produkuje ethanol a dalsi
dvouuhlikaté slouceniny prostfednictvim pyruvatu. Ethanol a jeho zvySujici se koncentrace
se stava toxickym pro vétSinu ostatnich mikrobidlnich druhd, a tim probiha eliminace kon-
kurence. Pak uz S. cerevisiae jen pokracuje ve spotiebé vyrobeného ethanolu, ¢imz podpo-

ruje svuj vlastni rust. [41]

S. cerevisiae je také schopen fermentovat monosacharidy se 6 uhliky (D-glukozu, D-fruk-
tozu a D-manozu), sachardzu, maltézu, maltotriozu a D-galaktézu, zatimco dextriny a Skrob
fermentuji pouze specializované druhy (Saccharomyces diastaticus). Laktozu, L-sacharidy
a vSechny pentdzy neumi fermentovat s vyjimkou xyluldzy. Navic tento kmen snadno me-
tabolizuje nefermentované slouceniny jako je kyselina mlécnd, jiné organické kyseliny a

polyhydroxyalkoholy. [43]
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Nejcharakteristictéjsi vlastnost druh Saccharomyces je jejich tolerance k vysokym koncen-
tracim ethanolu. Obecné¢ plati, ze vétSina kmenti je schopna rist v ndpojich obsahujicich
kolem 15 % ethanolu. Jinak pii kvaSeni muze koncentrace ethanolu dosahnout az 20 %,
pokud pfitomnost nenasycenych mastnych kyselin podporuje toleranci alkoholu. Citlivost

druhu na ethanol se vSak zvySuje pfi teplotach vyssich nez 30 °C nebo nizsich nez 10 °C.
[43]

Saccharomyces cerevisiae, stejné jako ostatni kvasinky, preferuje mirné kyselé prostiedi s
pH mezi 4,5 a 6,5 a vykazuje toleranci k pH i v kyselé oblasti. Také vykazuje maximalni

toleranci vuci kyseliné benzoové a kyseling sorbové. [43]

Jako posledni vlastnost zde uvedu selektivni vyhodu oproti striktné¢ aerobnim kvasinkam,
protoze ji vyhovuje prostiedi i pfi nizkém obsahu kysliku v napojich a ve vnitinich vrstvach
potravin. Kyslik je zdkladni zivinou pro vSechny kvasinky a je nezbytny pro zachovéni Zi-
votaschopnosti bunék, a piestoze S. cerevisiae mize rast v mikroaerofilnich podminkach.
Za anaerobnich podminek se zastavi syntéza nekterych bunécnych slozek (napt. mastnych

kyselin a sterolll) a nasledn¢ kvasinkové bunky ptestanou rust. [43]

3.3.2 Pouziti Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, znama také jako pekaiské kvasnice nebo prosté "kvasnice", je
nejbeéznéj$im druhem kvasinek v chlebu a v kvasku. Kvaseni cukrti v pecivu vede ke zvétSeni
objemu chlebového tésta z kvasnych plynt, tedy ke zménam struktury vyrobku a k syntéze

organickych kyselin a té¢kavych produktt, které ptispivaji k chuti a viini chleba. [44]

Uz po mnoho let se S. cerevisiae pouzivaji pro rizné biotechnologické aplikace. Jejich uzi-
te¢nost spociva v jedinecnych biologickych vlastnostech, tj. v jeji schopnosti fermentace
doprovazené produkei alkoholu a CO2 a v jeji odolnosti vii€i neptiznivym podminkdm os-

molarity a nizkého pH. [44]

S. cerevisiae lze také pouzit jako genetické referencni materialy, které jsou dilezitym ¢lan-
kem kontroly kvality molekularni diagnostiky a jsou Siroce vyuzivany v rtznych platfor-

mach detekce genu, jako je detekce mutaci, kvantifikace gent a sekvencovani. [45]

V kosmetice se také muzeme setkat se Saccharomyces cerevisiae, protoze mohou piisobit
pfi oxidacnim stresu a zlepSovat stav pokozky. Gaspar a kol. zkouSeli dermatologické u€inky
u kosmetickych piipravki, které ve svém slozeni obsahovaly extrakt Saccharomyces cere-

visiae nebo vitaminy A, C a E. Béhem experimentu byly sledovany transepidermalni ztrata
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vody, vlhkost kiize, mikroreliéf klize a ochrana proti volnym radikalim. Jejich vysledky na-
znacuji, ze prostiedek, obsahujici kvasinkové bunky, zvySoval vlhkost kiize predlokti, vy-
kazoval dlouhodobé ucinky ve zlepSeni mikroreliéfu kiize. VSechny tyto charakteristiky jsou

velmi dulezité pii vyvoji kosmetiky pro vyhodnoceni nejlepSiho poméru rizika a vyhod. [46]

3.3.3 Emulze stabilizované Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae mohou ovlivnit stabilitu emulzi olej ve vode€. Tyto buitky mohou vytvofit bari-

éru okolo olejovych kapek, a tak zvysit stabilitu emulze. [47]

Ve studii Heeres a kol. byla zkoumana stabilizace emulze pomoci kvasinek. Byl pouZzit mo-
delovy systém, ktery se skladal z hexadekanu dispergovaného ve vodé¢ obsahujici glukézu,
chlorid draselny, ethanol, kyselinu octovou, vanilin a 5-hydroxymethylfurfural, pficemz
emulgacni slozkou byly mannoproteiny. Béhem experimentu autoti dospéli k vysledkim, ze
sloZky obsazené v hydrolyzované celulézové biomase a mannoproteiny z bunééné stény

kvasinek snizovaly koalescenci kapi¢ek hexadekanu, a tim zvySovaly stabilitu emulze. [48]

V praci Furtado a kol. byl pro pfipravu emulze pouzity hexadekan a disperze S. cerevisiae
ve vodé. Emulze byly pfipraveny smichanim hexadekanu a vodné suspenze kvasinek (o kon-
centracich 10, 20 a 30 %) v poméru 30:70 pomoci hiidelové michacky RW20 (900 rpm/30
min). Vysledna velikost emulznich kapek stabilizovanych kvasinkami byla 60 um. V pru-
béhu experimentu byly jesté zkoumany faktory stability Pickeringovych emulzi. Ke stabili-
zaci emulzi ptispé€lo elektrostatické odpuzovani mezi kapickami oleje, viskoelastické vlast-

nosti emulze a Pickeringova stabilizace. [49]

Pozdé¢ji byla provedena studie Moreira a kol., ve které byly zkoumdny stejné modelové
emulze obsahujici hexadekan, vodu a S. cerevisiae. Bylo pozorovano, ze se stabilita emulzi
sniZila, kdyZ jako disperze byly pouZité Cerstvé buiky pekatskych kvasnic promytych vo-
dou. Z tohoto vyplyva, ze promyvanim vodou kvasinkovych bunék byly odstranény slouce-
niny, které prispivaly ke stabilit¢ emulzi. Po provedeni experimentu tito autofi dosli k vy-
sledkiim, Ze adheze kvasinkovych bun¢k zvySuje stabilitu emulze. Dospéli k zavéru, ze
hlavni sloZky pfispivajici ke stabilité jsou ve skutecnosti pfitomny vné bunck, a ze jiné
slozky nez buniky nebo slozky ptipojené k obalu kvasinkovych bun¢k maji vétsi vliv na sta-

bilitu emulze nez samotné kvasinkové buinky nebo viskozita emulze. [50]
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3.4 Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, katalaza-negativni, nesporulujici bakteric. Rod Lacto-
bacillus patii do ¢eledi Lactobacillaceae, fadu Lactobacillales a kmenu Firmicutes. Maji
ty¢inkovity tvar a produkuji kyselinu mlécnou, ktera je hlavnim kone¢nym produktem fer-
mentace. Laktobacily jsou povazovany za nepatogenni. Ve vztahu ke kysliku jsou aerotole-
rantni nebo anaerobni s fermentativnim metabolismem. Ke své existenci potiebuji dostatek

sacharidi, mastnych kyselin nebo jejich estert, soli, derivati nukleovych kyselin a vitamin.

[51]

Zkoumani laktobacilti pomoci genetickych metod vedlo ke klasifikovani fady laktobacilt do
nasledujicich skupin: Lb. Buchneri, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Lb. plantarum, Lb. reuteri,
Lb. sakei a Lb. salivarius atd. [52]

Dalsim zptusobem rozdéleni daného rodu na tii odli$né skupiny bylo provedeno na zaklad¢
zpusobu fermentace sacharidl. Jako prvni jsou obligatné homofermentativni laktobacily.
Fermentuji hexdzy témét vyhradné na kyselinu mléc¢nou, zatimco pentdzy nebo glukonat
nefermentuji. Do této skupiny fadime napt. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus del-
bruckei subsp. delbruckeii, Lactobacillus delbruckei subsp. bulgaricus, Lactobacillus del-
bruckei subsp. lactis. Druhou skupinou jsou fakultativné heterofermentativni laktobacily. Ty
fermentuji bud’ vSechny hexdzy na kyselinu mlécnou nebo vSechny hexdzy kromé glukozy
na kyselinu mlé¢nou, octovou, ethanol a kyselinu mravenci. Také jsou schopny fermentovat
pentozy na kyselinu mlécnou a octovou. Tato skupina zahrnuje druhy Lactobacillus rham-
nosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus. Posledni sku-
pina se nazyva obligatné heterofermentativni laktobacily, které fermentuji hex6zy na kyse-
linu mlé¢nou, oxid uhlicity, kyselinu octovou a/nebo ethanol a pentdzy na kyselinu mlé¢nou

a kyselinu octovou. Do této skupiny patii napt. Lactobacillus fermentum. [52]

Laktobacily miizeme najit v lidském téle. Lactobacillus patii mezi nejéastéji pouzivana pro-
biotika a tvofi cca 6 % vSech bakterii dvanactniku a 0,3 % bakterii tlustého stfeva ¢loveka.
Nékolik kmenti Lactobacillus se zapojuje do mnoha biologickych procestl, véetné odstrano-
vani patogennich bakterii, zlepSovani funkei stfevni bariéry, imunoregulace, protinadorové
aktivity a regulace metabolismu v jejich hostiteli. Kromé toho podavani specifickych druht
Lactobacillus zmiriuje klinické ptiznaky a/nebo zabranuje recidive nékterych stievnich one-
mocnéni, véetné infekce Helicobacter pylori, prijmu, zanétlivych stfevnich onemocnéni a

syndromu drazdivého tra¢niku. [53]
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3.5 Fibroblasty NIH/3T3

V roce 1858 Rudolf Virchowen poprvé zminil pojem fibroblasty. Piipona "-blast" oznacuje
morfologické znaky aktivni syntézy proteind. Tyto buiky se nachazeji ve vSech hustych i

volnych vlaknitych pojivovych tkanich. [54]

Fibroblasty jsou mezenchymalni buniky pojivové tkan€é. V normdlnich dospélych tkanich
maji fibroblasty vietenovity nebo hvézdicovity tvar, ovalné jadro a zietelné endoplazmatické
retikulum. Jsou odolné a snadno se mnozi na umélych substratech, jako je sklo a plast. Pro-
dukuji slozky tvorici extracelularni matrix, predevsim kolageny, a tim urcuji architekturu
tkani podporou organti. Na zakladé morfologickych i molekularnich kritérii bylo zjisténo, ze

fibroblasty z riznych anatomickych lokalit se 1isi. [54][55]

Fibroblasty jsou skute¢né¢ heterogenni buiiky, a i v ramci jedné tkané existuji rozmanité pod-
typy fibroblastt. Jejich organotypova heterogenita je hluboka, i kdyz urcité kombinace mar-
kertit mohou ukazovat na subtypy fibroblastu, které ptekracuji hranice organt. Jako uzite¢né
markery pro identifikaci fibroblasti pomoci imunohistochemickych technik slouzi nékteré

proteiny, jako je vimentin a fibroblastovy specificky protein 1. [54][55]

V sedmdesatych a osmdesatych letech minulého stoleti se fibroblasty pouZivaly k identifi-
kaci bunécnych onkogenti a také k novéjSimu zavedeni technik pro indukovanou pluripo-
tenci. Kromé toho se bézné pouzivaji v kultivacnich experimentech, aby poskytovaly bu-
né&cné interakce, extracelularni matrix a rastové faktory potfebné pro rozvoj jinych bunék,
jako jsou embryonalni kmenové bunky. Fibroblasty hraji také vyznamnou roli pfi hojeni ran.
Proces hojeni rany zahrnuje tfi faze: zanétlivou, proliferacni a regeneracni fazi, v nichZ se
fibroblasty aktivuji a pfeméiiuji na myofibroblasty. Myofibroblasty jsou vysoce kontraktilni
typy bunék a klasicky se vyznacuji expresi alfa-hladkosvalového aktinu (a-SMA), ale vyka-
zuji také zvySenou regulaci fibronektinu a kolagenu a tvorbu stresovych vlaken. Myofibrob-
lasty maji navic rozsahlé drsné endoplazmatické retikulum a jsou vétsi nez fibroblasty. Fib-
roblasty jsou mnohostrannymi hraci v fizeni zdravi a nemoci, jako naptiklad fibrozy, artri-

tidy a rakoviny. [54][55]
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V dnesni dobé se zajem o Pickeringovy emulze neustdle zvySuje. Dlivodem je, Ze pevné
Castice, které stabilizuji emulze, jsou biokompatibilni a netoxické, a poskytuji dobrou stabi-
litu emulzim. Céstice, které maji organicky, anorganicky a biologicky ptivod, jsou Setrné k

zivotnimu prostfedi ve srovnani s povrchovée aktivnimi latkami.

Pickeringovy emulze piedstavuji zajimavy vyzkumny obor v oblasti koloidni chemie, kos-
metického a farmaceutického primyslu. Studuje se vybér vhodnych stabilizacnich ¢astic pro
Pickeringovy emulze. Jednim z nich je nanokrystalicka celuldza, ktera je idedlnim stabiliza-
torem pfi pripravé Pickeringovych emulzi diky svym vlastnostem, napf. nizké hustoté a eko-
logické udrzitelnosti. [26] Ve studiich bylo prokazano, ze pro stabilizaci emulzi nanokrysta-
lickou celuldézou jsou dostatecné i velmi nizké koncentrace Castic, je mozné pripravit i
emulze s vysokou koncentraci vnitini faze (HIPPE). Ziskané emulze jsou vysoce stabilni.

[57]

Pro stabilizaci emulzi se pouziva i oxid titani¢ity. Ve studii Stillera a kol. byly zkoumany
Pickeringovy emulze stabilizované riiznymi typy povrchové modifikovanych ¢astic oxidu
titani¢itého. Bylo zjisténo, Ze typ a stabilita emulzi zavisi na smacivosti pouzitych nanocas-

tic, ktera mize byt kontrolovana typem modifikace. [39]

Stabilizaci emulzi pomoci ¢astic biologického pivody se zabyvali Furtado a kol., ktefi pii-
pravili emulze z hexadekanu a disperze S. cerevisiae ve vodé metodou michani. Pomoci této
metody ziskaly emulze s velikosti okolo 60 pm a mikroskopické snimky ukézaly, Ze buiiky
S. cerevisiae byly adsorbovany na mezifdzovém rozhrani emulznich kapek. [49] Ve studii
Firoozmanda a kol. byly emulze ptipraveny z disperzi S. cerevisiae nebo Lactobacillus a
extra panenského olivového oleje. Pro dosazZeni stabilizace byl pouzit postup obycejného
michéani. Vysledkem jsou dlouhodobé stabilni emulze s velkym mnoZstvim olejové faze a s

velikosti emulznich kapek vyssi nez 100 um. [57]
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5 CILBAKALARSKE PRACE

Cilem bakalafské prace bylo vypracovat literarni resersi na téma Pickeringovych emulzi,
konkrétné jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Hlavni ¢ast prace byla soustfedéna na cha-
rakterizaci riznych typt Castic, které se daji pro stabilizaci pouzit. V této ¢asti byly popsany
vlastnosti typt ¢astic, jako jsou Castice nanokrystalické celulozy, oxidu titani¢itého a rizné

typy mikrobialnich bun¢k.

Prakticka ¢ast mé bakalarské prace byla nejprve zamétena na charakterizaci ¢astic vhodnych
pro stabilizaci emulzi. Tyto ¢astice byly charakterizovany pomoci méteni zeta-potencialu a
velikosti ¢astic. Castice byly naslednd pouZity pro piipravu a stabilizaci Pickeringovych
emulzi. Optimalni formulace emulzi byly charakterizovany vhodnymi fyzikalné-chemic-
kymi metodami a na zavér byla srovndna U€innost stabilizace emulzi pomoci riiznych druhii

éastic.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIALY A PRISTROJE

Tato kapitola zahrnuje seznam pouzitych materialt, chemikalii a potfebnych pfistrojii pro

ptipravu a charakterizaci emulzi typu O/V.

6.1 Pristroje a pomiicky

V této ¢asti jsou uvedené pristroje, které byly pouzity pro pfipravu a charakterizaci ¢astic i

emulzi.
- Analytické vahy (VWR, Spojené staty americké/USA)
- Centrifugacéni zafizeni (Hettich EBA-20, Némecko)
- Digital Ultra-Turrax (IKA T25, Némecko)
- Sonika¢ni zatizeni (Hielscher UP400St, Némecko)
- Vortex (V-1 plus, Biosan, Lotyssko)

- pH metr (CPH 51, Eltec, Spojené staty americké/USA + magnetické michadlo Hei-
dolph Hei-Mix S)

- Magneticka michadla (Heidolph Hei-Mix S, Némecko; MM4 Lavat Chotutice,
Ceska Republika)

- Mikroskop (Olympus CX21, Japonsko)

- Konfokélni mikroskop (FLUOVIEW FV3000, Olympus, Japonsko)
- Zetasizer (Malvern Panalytical, Velka Britanie)

- Kyveta pro méieni zeta-potencialu (DTS1070)

- Kyveta pro méfeni velikosti ¢astic (DTS0012)

- Mastersizer 3000 (Malvern Panalytical, Velka Britanie)

- Ostatni bézné laboratorni pomticky a vybaveni (kadinky, odmérné barky, pipety, od-
meérné valce, ty€inky, magnety, stojany, reagen¢ni lahve s modrym uzavérem, cen-

trifugacni zkumavky, vialky Sroubovaci)
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6.2 Chemikalie a materialy

V ramci ptipravy vzorkl pro bakalaiskou praci byly pouzity nasledujici chemikalie a mate-

ridly:

Nanokrystalicka celuléza (CNC; Celluforce, Kanada)

Oxid titanic¢ity (TiO2; Sigma Aldrich, Némecko)

Buné¢na linie fibroblastd NIH/3T3 (USA)

Saccharomyces cerevisiae (Susené drozdi, z lokalniho supermarketu)
Lactobacillus casei CCDM 422

Lactobacillus rhamnosus CCDM 963A

Lactobacillus sakei subsp. sakei CCDM 717

Lactobacillus plantarum CCDM 181

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCDM 66

Lactobacillus plantarum CCDM 196

Lactobacillus fermentum CCDM 154

Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198

Saboderm TCC RSPO MB (Caprylic/Capric triglyceride, ACE Trade; MCT olej)

Hexadekan (Sigma Aldrich, Némecko)

Pro piipravu disperzi bakterii a Saccharomyces cerevisiae byly pouzity:

Destilovana voda
Fyziologicky roztok
Dulbeccos Phosfate Buffered Saline (Biosera, Francie)
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7 POUZITE METODY

V této kapitole jsou popsany metody, které byly pouzity v experimentalni ¢asti bakalaiské
prace. Nejprve byly piipraveny disperze stabilizujicich ¢astic a nasledné emulze, které byly

charakterizovany.

7.1 Priprava stabilizatora

Stabilizatory jsou kli¢ovymi slozkami pfi pfipravé emulzi. Jsou potiebné pro udrzeni stabi-
lity a pomahaji zajistit, pozadovanou funk¢nost emulze. Nize jsou uvedeny postupy jejich

pfipravy.

7.1.1 Ptiprava disperze nanokrystalické celulozy

Pro piipravu 2% disperze byl navazen 1 g nanokrystalické celulozy, ktera byla dispergovana
v 50 ml destilované vody za stalého michani po dobu 1 hodiny na magnetickém michadle az
do ziskani homogenni disperze. Dalsim krokem byla sonikace dané disperze po dobu 3 minut
pti amplitudé 60 %. Proces sonikace byl pouzit k rozruSeni agregati nanokrystalické celu-
16zy. Pro dosaZeni pozadovanych vlastnosti emulze a zajiSténi optimalni u¢innosti emulga-

toru disperze byla zfedéna na koncentraci 1 hm.%.

7.1.2 Priprava disperze oxidu titanicitého

Pro piipravu disperze oxidu titani¢itého bylo na analytickych vahach navazeno 2,5 g TiO2 a
ten byl rozdispergovan v 50 ml destilované vody. Tato disperze (5 hm.% TiOz) byla dale
zesonikovana po dobu 30 minut pfi amplitudé 60 %. Sonikace byla pouzita ke snizeni veli-
kosti ¢astic oxidu titani¢itého a pro dosazeni homogenni disperze. Nasledné bylo provedeno
fedéni TiO2 na koncentraci 1 hm.%. Redénim oxidu titani¢itého byla zlep3ena jeho schop-
nost emulgovat dvé nemisitelné kapaliny a byla sniZena viskozita roztoku, kterd usnadiuje
jeho rozptyleni v emulzi. Pfili§ vysoka koncentrace zpusobuje tvorbu agregati, které vedou
ke sniZeni stability a homogenity emulze. Redéni také sniZuje toxicitu a alergenicitu oxidu
titani¢itého, coz je dilezitym faktorem pii vyrobé kosmetickych a farmaceutickych pro-

stiedki, kde je vysoka toxicita a alergenicita nezadouci.
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7.1.3 Priprava disperze Saccharomyces cerevisiae

Priprava disperze Saccharomyces cerevisiae probihala tak, ze bylo navazeno 5 g susené¢ho
drozdi a toto mnoZzstvi bylo rozdispergovano v 50 ml destilované vodé za stalého michéani
az do ziskani homogenni disperze. Z takto pfipravené disperze byly piipraveny emulze,
nicméné pii pozorovani emulznich kapek pod mikroskopem nebylo ziejmé, zda je emulze
stabilizovana jednotlivymi buikami Saccharomyces cerevisiae nebo pfidatnymi latkami ze
suseného drozdi. Proto v dal$im kroku byla disperze Saccharomyces cerevisiae piec¢isténa.
K precisténi disperze kvasinek byla pouzita centrifugace pti 3500 rpm po dobu 10 minut.
Polovina supernatantu byla po kazdé centrifugaci ze zkumavek odlita a nahrazena Cerstvou
destilovanou vodou. Tento krok byl opakovan pétkrat, dokud nebyly ziskany ¢isté bunky
Saccharomyces cerevisiae. Pii pouziti disperze pro stabilizaci emulzi nebylo dosazeno po-
Zadovaného stabiliza¢niho vysledku, proto byla destilovana voda v piipravé Saccharomyces
cerevisiae nahrazena pufrem PBS (Dulbeccos Phosfate Buffered Saline). Na konec byla pfi-
pravena disperze kvasinek o koncentraci 1 hm.% v PBS.

7.1.4 Priprava disperze bakterii

MRS bujon (bujon pro Lactobacillus podle DE MAN, ROGOSA a SHARPE) byl inokulo-
van 0,2 % 24hodinové suspenze bakterii (0,5 MF — McFarland). Bakterie rodu Lactobacillus
se nechaly pomnozit po dobu 48 h pii 37 °C. K jejich piecisténi byla pouzita centrifugace
pti 3500 rpm po dobu 30 minut. Po kazdé centrifugaci byla odstranéna polovina supernatantu
a nahrazena fyziologickym roztokem o koncentraci 0,9 hm.%. Fyziologicky roztok byl po-
uzity, aby nedoslo k prasknuti bunék. Opakovani dané¢ho kroku bylo provedeno tiikrat. Pti
ptipravé emulzi s ptipravenou disperzi nebyly ziskany stabilni emulze, pravdépodobné z
divodu zniceni bakterialnich bunék. Proto byl zvolen modifikovany postup, centrifugace
byla provedena pti 3000 rpm po dobu 5 min a fyziologicky roztok byl nahrazen PBS. Timto

zpusobem byla ptipravena 5% disperze bakterii, ktera byla nasledné fedéna na 1 hm.%.

7.1.5 Priprava disperze bunééné linie fibroblasti NIH/3T3

Bunécna suspenze byla pfipravena metodou trypsinizace. PIn¢ narostlé buiiky v 75ml kulti-
vacni baiice byly promyty 10 ml PBS. PBS byl odstranén a nahrazen 3 ml trypsinu, ktery
byl ponechén s buitkami po dobu 5 minut. Po 5 minutach byl trypsin deaktivovan pfidanim
stejného mnozstvi Cerstvého kultivaéniho média a bunécna suspenze byla odstfed’ovéana po

dobu 3 minut pfi 1100 rpm. Smés média a trypsinu byla opatrné odstranéna a byl piidan 1 ml
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gerstvého média. V tomto okamziku 1 ml bunééné suspenze obsahoval 2x107 bun&k. Dalsim
krokem byly buiiky homogenizovany a zfedény 19 ml Cerstvého média, aby se dosahlo ko-
neéné koncentrace 10° bundk na ml. Suspenze byla vyrobena celkem pétkrat. Pro pouziti
piipravené suspenze jako stabilizatoru Pickeringovych emulzi bylo provedeno ¢isténi bu-
nécné linie. K precisténi byla pouzita centrifugace pii 3000 rpm po dobu 3 minut. Po kazdé
centrifugaci byla odstranéna polovina supernatantu a nahrazena PBS. Tento krok se opako-
val trikrat, kde pfi posledni centrifugaci cely supernatant byl odstranén a bylo ptidano urcité

mnozstvi PBS, aby vysledna koncentrace disperze byla 1 hm.%.

7.2 Priprava emulzi

Samotna pfiprava emulze neni tak sloZitd, ale je dilezité zajistit, aby byla emulze stabilni.
Nejprve je nutné vybrat spravné slozky pro emulzi, tedy vodnou a olejovou fazi. Dalsim
krokem je zvoleni vhodného zptisobu jejich michéni. Nize budou uvedeny postupy, které

byly pouzity pii pfipravé emulzi.

7.2.1 Prvni faze — vhodna homogeniza¢ni metoda

V prvni fazi experimentu bylo pfi pfipraveé emulzi stabilizovanych bakteriemi a buiikami S.
cerevisiae vychazeno ze studie Firoozmanda a kol., kde metoda pfipravy emulzi spocivala v

michani disperze vodné faze na michadle a postupném piikapavani olejové faze. [57]

Jako prvni byl tedy vyzkousen tento postup, kdy vodna disperze Lactobacillus delbrueckii
(koncentrace 5 hm.%), nebo ostatnich kmenti, byla michana na magnetickém michadle a k
ni byla postupné ptikapana olejova faze tvofena MCT olejem, tak aby vysledna emulze byla
v poméru O/V 50:50. Timto postupem se nezdafilo pfipravit stabilni emulze. Proto byl k
michani emulze pouzit vortex, ale ani pomoci tohoto zafizeni nebylo dosazeno pozadova-
nych vysledk. Ziskany systém nemohl byt povaZzovéan za emulzi, protoZe ihned po pfiprave
byly na sténéach vialky viditelné velké kapky olejové faze a v kratkém casovém okamziku
nastala separace fazi. Z tohoto diivodu byl zvolen jiny postup piipravy emulzi, kdy k emul-

gaci byl pouzit ultra-turrax (UT) i sonikator (SON).

Sonikace je zaloZena na principu vystaveni olejové faze vysokofrekvenénim ultrazvukovym
vlnam. Tedy pomaha rozd¢lit olejové kapky na mensi Castice. Tim se zvetsi povrch olejo-
vych kapicek a umozni se snadnéjs$i promichéni s disperzi stabilizatoru. To vede k vytvoreni

stabilngj$i a homogennéjsi emulze. [58] Ultra-turrax je pristroj, ktery se pouziva k
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homogenizaci, michani a disperzi latek v kapalném prostiedi. Sklada se z motoru a kon-
struk¢ni hiidele, na niz je umistén rotor s velkym poctem lopatek. Kapky oleje jsou rozmi-
chany na velmi jemné ¢astice v diisledku rychlého otaceni rotoru, které vytvaii proud kapa-

liny. Vysledkem je systém, ve kterém jsou rovnomeérné rozptyleny ¢astice. [59]

Emulze byly pfipraveny v pomérech O/V 10/90 a 20/80 a koncentracemi stabilizujicich bu-
n¢k 1 a 5 hm.%, pted samotnou emulgaci pomoci UT i SON byly vodna a olejova faze
promichany pomoci vortexu (1 min). Emulze byly pii pouziti UT michany pfi rGznych otac-
kach v rozsahu 9 000-22 000 rpm po dobu (1-10 min). Pti sonikaci emulzi byla pouzita
amplituda 60 %, ¢as sonikace 1 minuta, v pfipad¢ potieby byla sonikace zopakovana. Ani
takto pfipravené emulze nebyly pfili$ stabilni, a pti pozorovani pod mikroskopem bylo zfe-
telng vidét, Ze se bunky neabsorbovaly na fazové rozhrani. Pii pouziti S. cerevisiae ke stabi-
lizaci emulzi sonikaci byly pfipraveny emulze, které byly pomérné¢ stabilni, ale pii pozoro-
vani systému pod mikroskopem, bylo zfejmé, ze se bunky S. cerevisiae neucastnily stabili-
zace. U S. cerevisiae byl zvolen postup jejich piecisténi, protoze dle ¢lanku Meirelles a kol.
komer¢né ziskané kvasnice obsahuji pridatné stabilizujici latky a emulgatory, které pfii pti-
pravé emulzi stabilizuji systém. To bylo prokazano experimentem, kdy k pfipravé emulzi

byl pouzit supernatant, ziskany pfi precisténi kvasinek. [47]

Posledni moznosti, ktera by mohla ptispét k ziskani stabilngjSich systémi, byla vyména ole-
jove faze. Misto MCT oleje byl zvolen hexadekan. A to z toho divodu, ze hexadekan ma
vy$§i rozpustnost ve srovnani s MCT, coz muze zajistit vyssi stabilitu emulzi. Za druhé,
hexadekan ma vys$si viskozitu nez MCT. Tato vlastnost miize pomoci zabranit rozpadu
emulzi tim, Ze bude vytvaret vétsi viskdzni bariéru mezi vodnou a olejovou fazi. Posledni
faktor je teplotni stabilita. Hexadekan mé vyssi teplotni stabilitu na rozdil od MCT, a proto

vede k mensimu rozpadu emulzi pfi vyssich teplotach. [60]

7.2.2 Druha faze — priprava emulzi

Po zkuSenostech z prvni faze experimentu byl pro ptipravu emulzi zvolen nasledujici postup.
Do vialky byl navdzen hexadekan jako olejova faze, k ni byla ptfidana vodna faze tvofena
disperzi bakterii, poptipadé S. cerevisiae, mysich fibroblasti, CNC nebo TiO2 v koncentraci
1 hm%, pomér olejové a vodné faze byl 10/90 a celkovy objem emulze 10 g. Vodna a olejova
taze byly nasledné sonikovany pii amplitudé 60 % po dobu 1 minutu. Tento krok se opakoval

dvakrat. Takto pfipravené emulze byly charakterizovany metodami, které jsou popsany nize.
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7.3 Charakterizace stabilizatora a emulzi

Charakterizace stabilizatori je dilezita z hlediska urceni jejich vlastnosti a nasledného pou-
ziti v raznych aplikacich. U emulzi 1 ¢astic byly sledovany parametry jako je jejich zeta-
potencial a velikost, u emulzi byl nasledné jesté sledovan index krémovani a mikrostruktura

emulzi.

7.3.1 Méreni zeta-potencialu

Distribuce iontll v okolni mezifdzové oblasti je zavislé na formovéani ¢istého ndboje na po-
vrchu ¢astice, ¢imz dochézi ke zvySeni poctu iontll s opacnym nabojem, nez ma Castice v
blizkosti povrchu. Kolem kazdé Castice existuje elektricka dvojvrstva, kterd se sklada ze
dvou ¢asti. Prvni ¢ast je vnitini oblast, zndma také jako Sternova vrstva. Obsahuje ionty,
jsou mén¢ vazany a Uvnitt dané vrstvy existuje hypoteticka hranice, na které ionty a ¢astice
tvofi stabilni celek. Potencidl, ktery se na této hranice nachazi, se nazyva zeta-potencial (ZP).
Jinymi slovy ZP je rozdilem potencialit mezi pohyblivym disperznim prostfedim a stacio-

narni vrstvou disperzniho prostiedi navazanou na dispergovanou ¢astici. [61]

Stabilitu koloidniho systému udava velikost ZP. Jestlize vSechny ¢astice v koloidni soustave
maji velky zaporny nebo kladny zeta-potencial, jsou schopny se vzdjemné odpuzovat a ne-
maji tendenci flokulovat. Za stabilni jsou povazovany takové koloidni systémy, u kterych
hodnota ZP bude kladnéjsi nez +30 mV nebo zapornéjsim nez -30 mV. Nejdulezitejsim fak-

torem, ktery ovliviiuje zeta potencial, je pH. [61]

Mg¢feni zeta-potencialu bylo provedeno pomoci piistroje Zetasizer. Disperze nanokrysta-
lické celulozy byla zmétena tak, ze do kadinky byly napipetovany 4 ml destilované vody a
mikropipetou bylo pfidano 12 pl disperze nanokrystalické celuldézy. Vznikla zfedénd dis-
perze byla diikladn€ promichéna a plastovou 2ml stfikackou byla nadavkovéana do kyvety
DTS1070. Stejnym postupem byla piipravena disperze oxidu titani¢itého. V piipadé Sac-
charomyces cerevisiae, bakterii, bunéc¢né linie fibroblastd NIH/3T3 a z nich pfipravenych
emulzi byly vzorky pro méteni zeta-potencialu pfipraveny nasledujicim zptisobem. Do ka-
dinky byly napipetovany 4 ml destilované vody a k nim bylo pfidano 250 pl dané disperze
¢1 emulze. Sttikackou byla zfedéna disperze nebo piipravend emulze nadavkovana do ky-
vety. Dale byla kyveta vlozena do pfistroje a byly nastaveny piislusné parametry méfeni.

Pro kazdy vzorek byly provedeny alespon 3 méteni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

7.3.2 Meéreni velikosti ¢astic

Klicovym parametrem koloidnich systému je jejich velikost. Méfeni velikosti ¢astic pomoci
pristroje Zetasizer je zalozeno na dynamickém rozptylu svétla (DLS). Dynamicky rozptyl
svétla, znamy také jako fotonova korela¢ni spektroskopie (PCS), méfi Brownuv pohyb a
vztahuje jej k velikosti ¢astic. Princip je takovy, Ze se Castice osvétli laserem a analyzuji se
fluktuace intenzity rozptyleného svétla. Castice se v roztoku neustale pohybuji v disledku
Brownova pohybu, coz zpiisobuje, Ze se pohybuje i skvrnity vzor. Konstruktivni a destruk-
tivni s¢itani fazi rozptyleného svétla zplisobuje, Ze svétlé a tmavé oblasti ziskavaji a ztraceji
intenzitu, coz se projevuje jako kolisani intenzity v urcitém bodé. Piistroj Zetasizer méfi

rychlost téchto kolisani a na zaklad¢ téchto informaci pak vypocita velikost astic. [61]

Pro méteni velikosti ¢astic oxidu titanicitého byl do plastové kyvety DTS0012 s uzavérem
napipetovan 1 ml destilované vody a bylo pfidano 3,5 pl této disperze. Vznikla zfedéna dis-
perze byla dikladn€ promichana. Obdobné byl pfipraven vzorek nanokrystalické celulozy.
Pokud jde o Saccharomyces cerevisiae, bakterie a fibroblasty, byly vzorky pro méteni veli-
kosti ¢astic pfipraveny dale uvedenym zpiisobem. Do kyvety byl napipetovan 1 ml disperzi
o0 koncentraci 5 hm%, kyveta byla uzaviena a vlozena do pfistroje. Pro méfeni byly zadany
nasledujici parametry: index lomu polysacharidu n=1,33; index lomu proteinu n=1,45; index
lomu disperzniho prosttedi n=1,33. Méfeni probihalo pod detekénim tthlem 90° a pfi teploté

25 °C ve tiech opakovanich. Pro kazdy vzorek byly provedeny alespon 3 méfeni.

7.3.3 Mikroskopie

Mikroskopie je dulezitou metodou pro charakterizaci koloidnich systémi. Béhem ptipravy
téchto systému se Casto pouZzivaji riizné metody, jako je homogenizace nebo ultrazvukova
dispergace pro dosazeni pozadované velikosti a distribuce ¢astic. Mikroskopie umoziuje
posoudit funk¢énost téchto metod a ovéftit, jestli jsou pozadavky na velikost a distribuci ¢astic

splnény. Kromé toho mikroskopické metody umoziuji pozorovat interakce mezi ¢asticemi.

7.3.3.1 Opticka mikroskopie

Opticky mikroskop je piistroj, ktery umoziuje rozeznat struktury, které nelze pozorovat pou-
hym okem. Opticka mikroskopie je zaloZena na principu prochazeni svétla optickym systé-
mem, ktery se sklada z objektivu a okuldru. Svétlo, které projde pies objektiv, se zobrazi na

okularu. Objektiv, v tomto piipade€, funguje jako lupové sklo, které zvétSuje obraz, zatimco
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okular umoznuje pozorovat tento obraz. Detaily objektu se stanou viditelnymi diky rozliSo-

vaci schopnosti mikroskopu, které zavisi na jeho konstrukci a pouzitém svétle. [62]

Disperze a nékteré emulze byly pozorovany pomoci optického mikroskopu Olympus CX21.
Na podlozni sklicko bylo napipetovano 10 ul vzorku disperze nebo emulze a ty byly piekryty
krycim sklickem. Vzorky byly pozorovany pii zvétsenich 40x, 100x, 200x a 400x.

7.3.3.2 Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop se nejcastéji pouziva pro zobrazovani vzorku s vysokym rozlisenim
a vysokou kontrastnosti. Konfokalni mikroskopie vychazi z principu skenovani vzorku po-
moci laserového paprsku a ziskavani informaci pouze z jednoho ohniska nebo konfokélniho
bodu. Laserovy paprsek, ktery projde skrz objektiv, se zamétuje na jedno misto vzorku, za-
timco ostatni oblasti ztistavaji tmavé. Rozptylené nebo odrazené svétlo z tohoto bodu je za-
chyceno pred okularem, a tim jsou eliminovany signaly ze svétla, které z tohoto bodu nevy-
chézi. Po tomto kroku se laser posune na dalsi bod, ve kterém zopakuje dany postup, dokud

nebude cely vzorek naskenovan. [62]

Konfokalni mikroskop FLUOVIEW FV3000 byl pouZzit pro stanoveni struktury disperzi sta-
bilizujicich ¢astic a emulzi. Na podlozni sklo bylo napipetovano 10 pl vzorku disperze nebo
emulze a ty byly pfekryty krycim sklickem. Vzorky emulzi stabilizovanych nanokrystalic-
kou celul6zou byly nafedény 4X. Pozorovani byla provedena pii zvétSenich 40x, 100x, 400x

a 600x. Potfizené snimky byly upraveny pomoci programu Imagel.

7.3.4 Méieni velikosti emulznich kapek

Mg¢feni velikosti emulznich kapek bylo provedeno na pfistroji Mastersizer 3000, ktery vyu-
ziva techniku laserové difrakce. Principem této metody je méfeni uhlové zmény intenzity
rozptyleného svétla. Velké ¢astice rozptyluji svétlo pod malymi tthly vzhledem k laserovému
paprsku a malé Castice rozptyluji svétlo pod velkymi thly. Méteni probiha v rozmezi od
10 nm do 3,5 mm a rozmér ¢astic se vyjadiuje jako objemovy ekvivalent priméru koule.
[63]

Mg¢teni velikosti emulznich kapek bylo provedeno pomoci jednotky ,,Hydro®, ktera je napl-
néna demineralizovanou vodou, ve které se disperguje vzorek. Jednotka ,,Hydro* je opatiena
michadlem, jehoz otacky byly nastaveny na 2200 ot./min. Méfeni probihalo pii 25 °C, a

parametry méteni byly nasledujici: absorbance emulznich kapek byla nastavena na hodnotu
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0,001 a refrakéni index na hodnotu 1,421. Kazdy vzorek byl prométen tiikrat a vysledna
hodnota byla vyjadiena jako primérna hodnota. Vysledky udavajici velikost kapek jsou uve-

deny jako objemové vazeny pramér D(4;3) v um.

7.3.5 Index krémovani

Index krémovani (Creaming Index) je fyzikalni parametr, ktery udadva schopnost emulze
udrzet stabilni rovnomérné rozloZeni ¢astic v celém objemu emulze. Index krémovani byl

stanoven podle rovnice [6]:

CI = Zkrém ¢ 100 [9] [6]

celk.

kde:
Hyrem je vySka vrstvy krémovani v emulzi [mm]

Hieix je celkova vyska emulze [mm]

7.3.6 Vizualni pozorovani

Vizuélni pozorovani je jednoduchou a rychlou metodou kontroly vlastnosti emulze. Posky-
tuje informaci o stabilité, textute a barvé emulze. Pozorovani bylo provadéno pied ¢ernym

pozadim, pficemz byly potizeny fotografie mobilnim telefonem.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola je kliGovou ¢asti bakalaiské prace, kde jsou prezentovany a diskutovany vy-
sledky. Nejprve je uvedena charakterizace jednotlivych stabilizatort, konkrétné velikost ¢as-
tic a zeta-potencial, a jejich srovnani mezi sebou. Dale je popsana charakterizace emulzi:

velikost emulznich kapek, jejich distribuce, zeta-potencial, index krémovani a mikroskopie.

8.1 Charakterizace stabilizujicich ¢astic

Pfi piipravé emulzi je charakterizace stabilizujicich ¢astic dulezita pro pochopeni jejich me-

chanismu stabilizace emulzi.

8.1.1 Velikost castic a zeta-potencial

Jako castice stabilizujici Pickeringovy emulze byly vybrany ¢astice rizného ptivodu, jak
organického, anorganického, tak biologického. Konkrétné byly vybrany ¢astice nanokrysta-
lické celulozy, oxidu titanicitého, bunééné linie fibroblasti, rtizné druhy bakterii rodu Lacto-
bacillus, a kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Pfed samotnou charakterizaci ¢astic bylo
nutné precistit mikrobialni buriky i bufiky S. cerevisiae a mysi fibroblasty (FB), tak aby jejich

suspenze neobsahovala zbytky bujonu, média ¢i ptidatnych latek z komercnich kvasnic.

V prvnim kroku bylo u disperzi ¢astic zméteno pH. Bylo zjisténo, Zze pH vodné disperze
oxidu titanicitého se pohybuje v kyselé oblasti a nese hodnotu pH 2,6. Stejné tak bakterie
rodu Lactobacillus maji mirné kyselé pH v rozmezi 3,5 az 5,5. Tato kyselost je dana jejich
schopnosti metabolizovat cukry, které jsou obsazeny v jejich prostiedi, a produkovat kyse-
linu mléénou jako vedlejsi produkt fermentace (viz. kap. 3.4.). [52] Stejné jako laktobacily
maji mirn€ kyselé pH i S. cerevisiae. Jejich pH je 5,2. Naopak, celuloza ma pH 6,2, coz
znamena, ze je neutralni. Co se ty¢e vodné disperze fibroblastt, tak jejich hodnota pH 7,4,

coZ je blizko pH krve a dalSich télnich tekutin, které jsou také neutralni.
Nasledné byly ¢astice charakterizovany pomoci zetasizeru, kdy byla zmétena velikost stabi-
lizujicich ¢astic a jejich zeta-potencial (ZP). Na obrazcich 6 a 7 mizete vidét vysledky mé-

feni.
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Obrazek 6: Zeta-potencial jednotlivych stabilizatort.

Pro porovnani hodnot zeta-potencialu je dilezita absolutni hodnota a to, zda je hodnota
kladna ¢1 zdporna. Absolutni hodnota ZP vyjadiuje miru elektrostatického odpuzovani mezi
Casticemi v disperzi. Vyssi absolutni hodnota naznacuje silnéjsi odpudivou silu mezi Casti-
cemi, a to vede ke stabilité disperzniho systému. Naopak, niZ§i hodnota zeta-potencialu po-
skytuje vyssi pravdépodobnost vzniku shluki a agregati. Z obrazku 6 Ize vidét, Ze nejvétsi
hodnotu zeta-potencialu ma nanokrystalicka celuldza (|44,47| mV), a proto je jeji koloidni

stabilita nejvyssi. Nejnizs$i hodnotu zeta-potencialu ma Lactobacillus rhamnosus (963A;
|4,36| mV).

Znaménko ZP indikuje povahu naboje na povrchu €astic. Zaporny zeta-potencial naznacuje,
ze povrch Castice je nabity zaporng€, zatimco kladny ZP naopak. Znaménko je nezbytné pro
interakce mezi ¢asticemi v disperzi. Castice s opaénymi naboji se pritahuji, coz pfispiva k
nestabilité disperzniho systému. Ze sloupcového grafu na obrazku 6 Ize vidét, ze vSechny
stabilizatory, kromé TiO2, maji z&pornou hodnotu zeta-potencialu. Naopak kladny zeta-po-

tencial odpovida oxidu titani¢itému.

Velikost stabilizujicich ¢astic ovliviiuje velikost emulznich kapek a stabilitu emulze, a proto
by méla byt mensi, neZ je predpokladana/pozadovana velikost emulznich kapek. Cim mensi
jsou Castice stabilizatoru, tim vice se rozptyli na rozhrani a jsou vice schopny vytvofit tenci

vrstvu kolem emulznich kapek. (viz. Kap. 3) [21]
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Z obrazku 7 vyplyva, ze nejmensi velikost stabilizujicich ¢astic ma nanokrystalickd celuldza.
Jeji velikost je 103,4 nm. V literatufe je velikost nanokrystalické celulézy uvadéna od
100 nm do nékolika mikrometri, coz odpovida namétené hodnoté. [64] S nevelkym rozdi-
lem se pohybuje velikost ¢astic oxidu titani¢itého, ktery ma velikost 146,9 nm. Dale v roz-
mezi 450 az 1500 nm se nachazeji fibroblasty, Lactobacillus sakei (717), Lactobacillus
plantarum (181), Lactobacillus casei (422) a Lactobacillus plantarum (196). V rozsahu
2500-3500 nm se pohybuje velikost ¢astic Lactobacillus fermentum (154), Lactobacillus
delbrueckii (66), Lactobacillus rhamnosus (963A) a S. cerevisiae. Nejvétsi velikost stabili-

zujici ¢astic ma kmen 198 (Lactobacillus casei), jeho velikost je 4448 nm.

Velikost ¢astic bakterii rodu Lactobacillus mize byt ovlivnéna nékolika faktory. Jako prvni
faktor lze uvést druh bakterie, coz znamena, Ze jednotlivé druhy daného rodu se lisi fyziolo-
gii, metabolickymi vlastnostmi a morfologii, a to mtize ovlivnit i jejich velikost. Za druhé,
rod Lactobacillus mize mit odlisné velikosti ¢astic v zavislosti na fazi ristu, ve které se
nachazi a kde se méni jeho metabolicka aktivita a rychlost déleni. V neposledni fad¢ nelze
zapominat na podminky kultivace. Parametry jako teplota, pH a ptistup kysliku mohou mit
také vliv na rist a morfologii bakterii, a tedy i na velikost jejich ¢astic. V literatufe jsou
popsany velikosti bunék riznych druhti Lactobacillus, ale zde budou uvedeny jen nékteré z
nich. Velikost bunék Lactobacillus casei se pohybuje v rozshau 2—4 um. [65] Stejné jako
Lactobacillus casei, ma velikost ¢astic 2 az 4 um na délku i Lactobacillus rhamnosus. [66]
Bunky Lb. plantarum jsou obvykle 3-8 um dlouhé. [67] Podobné rozméry maji i Lacto-
bacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 2 az 9 um. [68]
Celkové lze fict, ze namétené hodnoty odpovidaji hodnotam z literatury. Mirné se lisi veli-
kost bakterie Lb. plantarum. Moznym dtivodem rozdilu je rozbiti shluk bunék bakterii cen-

trifugaci.
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Obrazek 7: Velikost ¢astic jednotlivych stabilizatorq.

Dalsim krokem bylo porovnani distribuce velikosti ¢astic. Na obrazku 8 lze vidét, ze vybrané
stabilizatory maji monodisperzni distribu¢ni kiivku. Nejmensi velikost ¢astic ma CNC a
TiO2, u kterych se pohybuje v blizkosti hodnoty 100 nm. Naproti tomu nejvétsi velikosti
dosahuji bakterie rodu Lactobacillus, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi 1500 az
3000 nm.
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Obrazek 8: Graf rozlozeni velikosti podle intenzity jednotlivych stabilizator.
Dale bylo provedeno porovnani na zakladé PDI indexti jednotlivych stabilizatori. PDI (Po-
lydispersity Index) je index vyjadiujici miru polydisperzity ¢astic nebo molekul v disperz-

nim systému. Hodnota PDI indexu se pohybuje v rozsahu hodnot 0 az 1. Pficemz pokud je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

hodnota PDI 0, ¢astice obsazené ve vzorku jsou perfektné uniformni, v pfipadé Ze se hodnota
PDI blizi 1, znaci to vysoce polydisperzni vzorek s vice velikostmi ¢astic. Nejvyssi PDI ma
kmen 963A (Lactobacillus rhamnosus). Jeho hodnota je 0,469 a jeho buriky jsou tedy nej-
vice polydisperzni. Na druhém mist¢ je oxid titani¢ity s PDI 0,306. Ostatni castice jako CNC,
Lactobacillus plantarum (181), Saccharomyces cerevisiae a kmen 422 (Lactobacillus casei)

maji indexy polydisperzity v rozsahu 0,176-0,276.

8.1.2 Mikroskopie

Pro porovnani tvaru a velikosti bakterii rodu Lactobacillus a kvasinek S. cerevisiae byla
pouzita mikroskopie. Na obrazku 9 muzete vidét tvar a fetézeni jednotlivych druhti Lacto-
bacillus, konkrétn¢ Lactobacillus sakei (717), Lactobacillus casei (422), Lactobacillus

rhamnosus (963A), a kvasinek S. cerevisiae.
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Obrazek 9: Tvar a velikost bunék A. Lb. sakei (717), B. Lb. casei (422), C. Lb. rhamnosus
(963A), D. S. cerevisiae (400x).

Obecné maji gram-pozitivni bakterie Lactobacillus tvar tyCinek, nazyvany také bacilarni
tvar. Tycinky mohou byt riznych délek a sitfek v zavislosti na konkrétnim druhu bakterii
Lactobacillus. [51] Z obrazku 9A je vidét, Ze bunky Lb. sakei (717) maji tvar ty¢inky nebo
vélcovité buiiky. Vyskytuji se jako jednotlivé buiiky, obéas ve formé kratkych fetézcti. Re-
tézce mohou obsahovat nékolik bunék, které jsou navzajem spojeny, a mohou vytvaret line-
arni strukturu. Velikost druhu 422 (Lactobacillus casei) se pohybuje v rozmezi 0,7—1,1 pm
podle sifky a 2,0-4,0 um podle délky. [65] Na obrazku 9B je znazornén jeho tvar a fetézeni.
Bakterie jsou ve tvaru ty¢inek, Casto se ¢tvercovymi konci. Maji tendenci tvofit fetizky. Tyto

fetézce mohou stejné jako fetézce Lactobacillus sakei vytvafet linearni struktury.
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Lactobacillus rhamnosus ma ty¢inkovy tvar, kde tycinky maji délku obvykle mezi 2,0 az
4,0 um a $itku mezi 0,8 az 1,0 um. Co se ty¢e fetézeni, bakterie Lactobacillus rhamnosus
(Obr. 9C) se obvykle vyskytuje v podobé jednotlivych bunék, v parech nebo v kratkych
fetizcich. [66] S. cerevisiae (Obr. 9D) maji kulovity az elipsoidni tvar. Jejich velikost je

obvykle do 10 pm. Tyto bunky existuji samostatné a jednotlive, nevytvareji viditelné fetézce.
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9 CHARAKTERIZACE EMULZI

Charakterizace emulzi poskytuje informaci o jejich stabilit¢ a identifikuje faktory, které mo-

hou tuto stabilitu ovlivnit.

9.1 Prvni faze — volba pripravy emulzi

V prvni fazi byl proveden vybér vhodné emulga¢ni metody pro ptipravu emulzi. Jako prvni
byl pouzit postup piipravy emulzi metodou michani a postupného piikapavani olejové faze
podle studie Firoozmanda a kol. [57] Timto postupem se ale nepodatilo pipravit stabilni
emulze, protoze po jejich ptiprave byly na sténach vialky viditelné velké kapky olejové faze
a nasledné nastala separace fazi. Na obrazku 10 lze vidét, jak vypada emulze ihned po pii-
pravé a jakou ma mikrostrukturu. Emulze byla ptipravena z disperze bakterii 717 (Lb. sakei)
a MCT, v poméru olej-voda 50:50, metodou michani a ptikapavani. Emulze obsahuje vy-
razn¢ vétsi kapky oleje MCT, které jsou zietelné viditelné pouhym okem a u kterych dochazi
k okamzité koalescenci vedouci k separaci fazi. Na fotografii z optického mikroskopu jsou

viditelné male emulzni kapky, ale také velké mnozstvi volného oleje.

Obrazek 10: Vzorek a struktura emulze ptipravené z 717 (Lb. sa-
kei) (400x).

Proto byl vybran jiny postup piipravy emulze, pti kterém byl k emulgaci pouzit ultra-turrax
i sonikator. Velké mechanické namahani a silné michani ultra-turraxu vedlo pravdépodobné
K naruSeni struktury ¢astic stabilizatoru a deformaci emulznich ¢astic, coz bud’ branilo

vzniku emulze nebo snizovalo jeji stabilitu. Proto byl zvolen pro pfipravu emulzi sonikétor,
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diky kterému se povedlo pfipravit emulze, ale jejich stabilita byla nizka. Pfi pouziti S. cere-
visiae pro stabilizaci emulzi bylo pti mikroskopickém pozorovani emulzni struktury zjisténo,
7e se buiky neucastni stabilizace mezifazového rozhrani a emulze je pravdépodobné stabi-
lizovana ptidatnymi latkami, které pochazeji z drozdi (Obr. 11). Proto bylo jako dalsi krok
zvoleno piecisténi, u S. cerevisiae byla pro jejich pfecisténi zvolena destilovana voda, coz
ale zptsobilo prasknuti bunék. Proto byla destilovana voda nahrazena PBS, protoze tento
pufr poskytuje optimalni podminky pro udrzeni bunééné integrity, funkce a stability. Pro
dosazeni stabilnich emulzi byla provedena vyména olejové faze. Misto MCT oleje byl pouzit
hexadekan, ktery ma lepsi vlastnosti pro ptipravu emulze, jak bylo popsano vyse (viz. kap.
6.2.1).

Obrazek 11: Struktura emulze ptipravené ze

supernatantu S. cerevisiae (400x).

9.2 Druha faze — srovnani stabilizace emulzi

Ve druhé fazi bylo provedeno srovnani emulzi mezi sebou na zaklad¢ velikosti emulznich

kapek, zeta-potencialu, indexu krémovani a mikroskopie.

9.2.1 Velikost emulznich kapek

Velikost emulznich kapek mé vliv na stabilitu emulze a migracni schopnost kapek, coz je
pro zachovani dlouhodobé stability emulze dilezité. Mensi kapky jsou stabilnéjsi diky jejich
veétsimu povrchu, ktery umoznuje lepsi dispergaci emulgované faze a snizuje riziko srazeni.

Velikost emulznich kapek také ovliviiuje texturu a konzistenci emulzi. Vétsi kapky tvori
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hrubsi strukturu, zatimco mensi kapky mohou vytvaret jemnéjsi a hladsi texturu. Na obrazku
12 mizete vidét sloupcovy graf srovnani velikosti kapek emulzi, které byly ptipraveny po-
moci riznych stabilizujicich ¢astic. Velikost emulznich kapek byla zmétena pomoci ptistroje
Mastersizer 3000, a je vyjadiena jako parametr D [4, 3]. K pfipravé emulzi byly pouzity

¢astice v koncentraci 1 hm%, pomér O/V byl 10:90, a jako olejova faze byl pouzit hexade-

kan.
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Obrazek 12: Velikost emulznich kapek.

Nejmensi velikost kapi¢ek emulze byla naméfena u emulze stabilizované disperzi nanokrys-
talické celulozy, jeji velikost je 3,3 um. Emulze, ktera byla stabilizovana disperzi oxidu ti-
tani¢it¢ho, ma o néco vétsi velikost, a to 8,8 um. Velikost emulznich kapek u emulzi, které
byly pfipraveny z disperzi Lactobacillus plantarum (181), Lactobacillus rhamnosus (963A),
Lactobacillus delbrueckii (66) a mysich fibroblastt, se nachazi v rozmezi 20 az 35 pm. Ve-
likost 40,5 um byla naméfena u emulze stabilizované disperzi Lactobacillus casei (422).
Nejveétsi velikost kapek emulze je zjisténa u emulze, ktera byla stabilizovana pomoci dis-

perze Lactobacillus sakei (717), 42,9 pum.

Pro umoZznéni ucinného pokryti mezifdzového rozhrani by mél byt priimér adsorbovanych
¢astic mnohem mensi nez velikost kapicek. (viz. Kap. 3) [21] Proto jsou mnohem lepsi sta-
bilizatory CNC a TiOg, které¢ maji velikost 103 nm a 147 nm, coz je mensi nez velikost
bakterii a S. cerevisiae. Pokud srovname buriky, tak nejlepsi stabiliza¢ni G¢innost by mély
mit bunky mysich fibroblastt, protoze jejich velikost je kolem 451 nm, nebo bakterie Lb.

plantarum o velikosti ¢astic 1171 nm. Nicmén¢ velikost emulznich kapek stabilizovanych
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pomoci mySich FB byla vétsi nez naptiklad u emulzi stabilizovanych kmeny 181 a 963A. Je
mozné, ze pii sonikaci emulzi doslo k rozruseni fetizkl tyCinek, a ty tak mély moznost se

1épe adsorbovat na fazové rozhrani a Iépe stabilizovat emulze.

Nicmén¢ u nékterych druhia bakterii (napt. Lb. casei), muze byt obtizné dosahnout pozado-
vaného stabiliza¢niho ucinku kvili agregaci bun¢k nebo jejich schopnosti vytvaret fetézce,
které mohou ovlivnit fyzikalni vlastnosti emulze. Pokud je spojeni bun¢k v fetézci pevné a
nedojde K jeho naruseni v pribéhu sonikace, tak miuize fetézeni nebo tvorba shluka zvysit
viskozitu vodné faze a tim dochazi ke zhorSeni jeji dispergace béhem emulgace, coz nasledné

vede k nizké stabilité emulze.

Nasledné bylo provedeno porovnani distribuce velikosti emulznich kapek. Na obrazku 13
muzete vidét, Ze distribuce emulzi stabilizovanych druhy bakterii 963A a 422, a pomoci
TiOz jsou bimodalni. Prvni pik u 963A (Lb. rhamnosus) a 422 (Lb. casei) pravdépodobné
ukazuje velikost bunék neabsorbovanych na fazové rozhrani, dalsi pik predstavuje velikost
emulznich kapek. Diivodem prvniho piku mize byt piilis velkd koncentrace Castic stabiliza-
toru v emulzi. Distribuce emulze stabilizované TiO2 ukazuje to, Ze emulze obsahuje dvé
populace emulznich kapek, kde jedna populace ptedstavuje kapky s mensi velikosti dobie
stabilizované TiO2 a druha populace bude tvofena velkymi kapkami olejové faze, které nej-
sou tak dobie pokryty stabilizatorem. Distribuce emulze stabilizované CNC ma monomo-
dalni charakter s velmi malymi emulznimi kapkami, coz miize znamenat, Ze emulze pfipra-

vena Z CNC je stabilni a neobsahuje volné ¢astice daného stabilizatoru.

14 -

12 +

Intenzita [%]

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
Velikost [d. um ]

1% 422 1% 963A 1% TiO2 1% CNC

Obrazek 13: Graf rozlozeni velikosti emulznich kapek podle intenzity.
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9.2.2 Zeta-potencial

Emulze byly dale charakterizovany méfenim zeta-potencialu emulzi. Emulze s hodnotami

zeta-potencialii vys$Simi/niz§imi nez = 30 mV mohou byt povazovany za stabilni.

Na obrazku 14 Ize vidét sloupcovy graf hodnot zeta-potencialu emulzi stabilizovanych riiz-
nymi ¢asticemi a bakteriemi. Nejvyssi hodnotu zeta-potencidlu ma emulze, ktera byla pfi-
pravena z nanokrystalické celulozy, a to -59,93 mV. Na druhém misté je emulze, ktera byla
stabilizovana mysimi fibroblasty, s hodnotou ZP -45,9 mV. Pfiblizné stejnou hodnotu zeta-
potencialu  maji  emulze  pfipravené z  bakterii Lb. caseli (422,
-30,13 mV) a Lb. plantarum (181; -30,03 mV). V rozmezi hodnot ZP -25—(-30) mV se na-
chazeji emulze, které byly pfipraveny z disperzi Lb. delbrueckii (66), Lb. rhamnosus (963A)
a Lb. sakei (717). Nejnizsi hodnotu zeta-potencialu ma emulze stabilizovana S. cerevisiae, a
to -18,63 mV. Kladnd hodnota zeta-potencidlu byla naméfena u emulzi stabilizovanych
TiO», kde hodnota ZP byla 28,6 mV. Ve vysledku lze fict, ze téméf vSechny emulze maji

hodnotu ZP kolem + 30 mV, coz znamena, Ze emulze miizeme povazovat za stabilni.
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Obrazek 14: Zeta-potencial emulzi.

9.2.3 Index krémovani a vizualni pozorovani emulzi

Kineticka stabilita emulzi miize byt popsdna pomoci indexu krémovani, ktery neptimo po-
dava informaci napftiklad o flokulaci emulznich kapek. Index krémovani odpovidajici hod-
noté¢ 100 % znamend, ze emulze je kineticky stabilni. V tabulce 1 jsou zndzornény ptislusné

indexy krémovani emulzi v poméru O/V 10:90, které byly pfipraveny z riznych Castic a
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bakterii. Pfi srovnani indexi krémovani je zfejmé, ze vSechny emulze nejsou kineticky sta-
bilni. To dokazuje i vizualni porovnani emulzi (obrazek 15), kdy u ne€kterych formulaci je
jasné¢ viditelna krémova faze v horni ¢asti, a oddélend vodna faze ve spodni Casti vialky.

Nejvyssi index krémovani, a tedy nejvyssi kinetickou stabilitu, ma emulze, ktera byla stabi-
lizovéna disperzi nanokrystalické celulozy. Vyska krémové faze vzhledem k vySce celé

emulze je 95 %. Nejniz$i index krémovani se vztahuje na emulzi, kterd byla ptipravena z

disperze mysich fibroblastt (1 hm.%), jeji hodnota CI je 23,8 %.

Tabulka 1: Indexy krémovani emulzi.

Emulze
CNC TiO2 FB 422 963A 66 S.cerevisiae
Cl [%] 95,5 90,0 23,8 27,3 27,3 30 68,2

Co se tyce vizualniho vyhodnoceni, na obrazku 15 jsou zobrazeny vzorky emulzi, které byly
pfipraveny z ¢astic o koncentraci 1 hm%, s pomérem O/V 10:90 a hexadekanem jako olejo-

vou fazi.

Na obrazku 15A lIze vidét emulzi, kterd byla stabilizovana nanokrystalickou celul6zou.

Emulze ma bilou ¢i mléénou barvu a viskdzni konzistenci.

Na dals$im obrazku 15B je mozno pozorovat emulzi z oxidu titani¢itého. Samotny oxid tita-
nicity je bily, a proto i emulze, ktera byla ptipravena z TiO2, ma také bilou ¢i mléénou barvu,

tudiz bylo obtizné pozorovat homogenitu emulze nebo jeji krémovani.

Emulze ptipravena z mysich fibroblastt, ktera je na obrazku 15C, nema vyraznou barvu, ale
ma zakaleny vzhled. U této emulze byla pozorovana rychla separace na vodnou a krémovou
fazi.

Na obrazku 15D lze vidét emulzi stabilizovanou Saccharomyces cerevisiae. Tato emulze ma
zvlastni barvu, je svétle zlutd az slamovée zluta. Intenzita barvy je ovlivnéna koncentraci bu-
nék. M4 viskozni konzistenci. Jeji krémova €ast je vetsi nez krémova ¢ast emulzi stabilizo-

vanych bunikami bakterii.

Emulzi piipravenou z bakterie 422 (Lb. casei) muzete vidét na obrazku 15E. Dana emulze

ma, ve srovnani s ostatnimi emulzi stabilizovanymi bunikami bakterii, vyraznéjsi bilou
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barvu, a jeji vodna faze je zakalena. U této emulze byly viditelné kapky nezaemulgované

olejové faze.

Na obrazku 15F je vidét emulzi, ktera byla stabilizovana bunikami bakterie Lactobacillus
rhamnosus. Vypada téméf stejné jako emulze 13E. Ma bilou barvu, tekutou konzistenci a

viditelné kapky oleje.

Posledni emulze (Obr. 15G) byla ptipravena z disperze bakterie 66 (Lb. delbrueckii). Tato
emulze vypada stejné jako emulze z mysich fibroblasti. Ma nevyraznou bilou barvu a vidi-
telny zékal ve vodné fazi. U této emulze byly nejvice viditelné velké kapky olejové faze na

sténach vialky a témét okamzity rozpad na vodnou a olejovou fazi.

Obrazek 15: Emulze v poméru 10:90 stabilizované A. CNC, B. TiO2, C. FB, D. S. cerevi-
siae, E. Lb. casei (422), F. Lb. rhamnosus (963A), G. Lb. delbrueckii (66)

9.2.4 Mikroskopie

Pro stanoveni mikrostruktury emulzi byl pouzit konfokalni mikroskop (viz. kap. 6.3.3.2).

Pozorovani emulzi bylo provedeno pii zvétsenich 40x, 100x, 400x a 600x.

Na obrazku 16 Ize vidét, jak vypada struktura emulze, ktera byla piipravena z disperze Lacto-
bacillus casei (422; 1 hm.%) a hexadekanu, pii zvétseni 100x a 400x. Velikost emulznich
kapek je dle méfeni z mastersizeru 40,5 pm. Maji kulovity tvar s pfiblizné stejnym prame-
rem. MiZeme pozorovat, Ze emulzni kapky se nachdzi tésné€ vedle sebe a vytvareji vicevrst-
vou strukturu. Velikosti stabilizujicich ¢astic byla 1248 nm. Danou emulzi mizeme povaZzo-
vat za stabilni, protoze spliiuje fadu podminek. Prvni, ze velikost stabilizujicich ¢astic je
mensi nez velikost emulznich kapek. Za druhé, prakticky vSechny kapky maji stejny primér,

tim padem pravdépodobné nedochazi ke koalescenci.
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Obrazek 16: Zobrazeni struktury emulze z Lb. casei (422) (100x; 400x); métitko je u le-

vého snimku 100 pm a u pravého snimku 30 pm.

Nasledujici obrazek (Obr. 17) znazornuje strukturu emulze stabilizované Lb. casei (422) pti
celkovém zvétSeni 100x. Emulzni kapky nemaji pravidelny tvar, maji odli$ny primeér. Jejich
velikost, ktera byla zméfena pomoci mastersizeru, je 25 um. Tady lze také vidét, ze emulzni
kapky jsou ve vice vrstvach, ale pocet vrstev je niz§i nez u emulze stabilizované bakterii 422
(Lb. casei). Velikost stabilizujicich ¢astic byla 3395 nm, coz je mensi nez velikost kapek
emulze. Buniky nejsou flokulované a lze pozorovat velké kapky volné olejové faze. Tato

emulze byla po ptipravé stabilni, ale velmi rychle nastala separace fazi na olejovou a vodnou.

Obrazek 17: Zobrazeni struktury emulze z Lb.
rhamnosus (963A) (100x); metitko je 100 pm.
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Na dal$im obrazku (Obr. 18) je zobrazena emulze stabilizovana nanokrystalickou celul6zou.
Struktura byla pozorovana pii zvétSeni 400x a 600x. Pro pozorovani bylo nutné emulzi 4x
naredit destilovanou vodou kviili vysoké koncentraci emulznich kapek. Velikost nanokrys-
talické celulozy byla o0 primérné velikosti 104 nm, pticemz velikost emulznich kapek byla
na mastersizeru stanovena na 3,3 um, coz je vetsi nez velikost samotnych ¢astic. Kapky maji
pravidelny, kulovity tvar a stejny prameér. Z tohoto vyplyva, ze dand emulze je stabilni a

dalsim dikazem jeji stability je jeji hodnota ZP -59,93 mV.

Obrazek 18: Zobrazeni struktury 4x ztedéné emulze z CNC (400x; 600x); méfitko je 30 pum.

Struktura emulze, ktera byla stabilizovana oxidem titani¢itym, je znazornéna na obrazku 19,
kde 1ze vidét velké kapky volného oleje, mezi kterymi jsou malé emulzni kapky, pravdépo-
dobng i s ¢aste¢né agregovanymi ¢asticemi TiO2. U této emulze bylo obtizné pozorovat jeji
Kinetickou stabilitu, popf. rozpad na olejovou a vodnou fazi, kvili disperzi TiO», ktera je

bila stejné jako emulze.
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Obrazek 19: Zobrazeni struktury emulze z
TiO2 (400x); méritko je 30 um.

Na obrazku 20 je mozné vidét strukturu emulze stabilizované S. cerevisiae. Emulzni kapky
maji kulovity tvar s pfiblizng stejnym primérem a jejich velikost naméfena na mastersizeru
byla 18 um, coz je vetsi nez velikost bun¢k, ktera byla 3480 nm. Na mezifazovém rozhrani
emulznich kapek nebyly pozorovany adsorbované buriky S. cerevisiae. Volné buiky S. ce-
revisiae jsou pozorovany na pravém obrazku, kde je viditelny rozdil mezi emulzni kapkou,
ktera ma pravidelny sféricky tvar, a S. cerevisiae, ktera ma tvar vej¢ity. Proto lze pfedpokla-
dat, ze pfi sonikaci emulzi nastalo rozbiti ¢asti bunék kvasinek a emulze byly stabilizovany

komponenty buné¢né stény.
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vwvr

Obrazek 20: Zobrazeni struktury emulze ze S. cerevisiae (100x; 400x); métitko je u levého

snimku 100 pm a u pravého snimku 30 pum.

Jako posledni zde bude uvedena struktura emulze pfipravené z mysich fibroblastt. Na ob-
razku 21 jsou znazornény kapky emulze, které maji kulovity tvar o rizné velikosti. Na roz-
hrani vSak nejsou pozorovany zadné buiiky, coz naznacuje, ze stabilizace této emulze byla

dosazena slozkami bunécné stény FB.

Obrazek 21: Zobrazeni struktury emulze stabi-
lizované mysimi fibroblasty (400x); métitko je
30 pum.
Pti porovnani vysledki mezi sebou lze fict, Ze nejstabilnéj$i emulze byla pfipravena z dis-

perze nanokrystalické celulozy (1 hm.%) a hexadekanu pomoci sonikatoru. Pomér olejové a
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vodné faze byl 10:90. Nejmén¢ stabilni byla emulze stabilizovana disperzi mysich fibrob-
lastt (1 hm.%).

Co se ty¢e emulzi ptipravenych z bakterii rodu Lactobacillus, vysledky lze porovnat se studii
Firoozmanda a kol. [57] Podle tohoto ¢lanku byl pro pfipravu emulzi vyzkouSen postup oby-
¢ejného michani olejové a vodné faze. Ve zminované studii timto postupem ziskali stabilni
emulze s pomérné vysokym obsahem olejové faze, nicméné v bakalatské praci nebylo tohoto
vysledku dosazeno. Velikost emulznich kapek byla v pfipad¢ studie [57] vy$$i nez 100 pum.
Autofi uvadi, Ze schopnost bakterii absorbovat se na f4zovém rozhrani je dana jejich povr-
chovymi vlastnostmi. Diky pfitomnosti karbohydratl a peptidoglykanti v bunééné sténé maji
bakterie hydrofilni charakter. MCT je pravdépodobné vice hydrofobni oproti hexadekanu, a
proto tento fakt mohl ptispét k netuspéchu piipravy stabilnich emulzi v experimentalni ¢asti
bakalaiské prace. Nicméng, ve studii bylo rovnéZ prokazano, ze buiiky jsou schopny se ab-
sorbovat na fazové rozhrani olej-voda, a to diky hydrofobnim interakcim. Tento jev je vSak
ovlivnén slozenim bunécné stény. Pravdépodobné vyssi tispesnost byla dosazena pti pouziti
inaktivovanych bungk, kdy tepelna inaktivace denaturuje buné¢énou sténu a odhaluje hydro-
fobni skupiny. V bakalarské praci byly pouzity aktivni/Zivé butiky, a proto by bylo vhodné
pii dalSim postupu vyzkousSet pro stabilizaci emulzi inaktivované buiky, které by se pravdé-

podobné¢ Iépe adsorbovaly na mezifazové rozhrani.
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo porovnani ¢asticovych stabilizatort pro ptipravu Pickerin-
govych emulzi. Jako stabilizujici ¢astice byly zvoleny nanokrystalicka celuldza, oxid titani-
¢ity, Saccharomyces cerevisiae, bakterie rodu Lactobacillus a mysi fibroblasty. Tyto ¢astice
byly jako prvni charakterizovany a nésledné pouzity pro pfipravu emulzi v riznych pomé-
rech olejové a vodné faze. Nejprve olejovou slozkou tvotil MCT olej, ktery byl pozdé&ji na-

hrazen hexadekanem, protoze ten vykazuje lepsi vlastnosti pii piipravé emulzi.

Dale byly vyzkouseny riizné zpusoby piipravy emulzi, jako napt. michani a postupné piika-
pavani olejové slozky, a emulgace pomoci ultra-turraxu a sonikatoru. Jako nejacinnéjsi me-
toda byla vyhodnocena homogenizace pomoci sonikatoru. Je to jednoducha a relativné
rychla metoda pro ptipravu Pickeringovych emulzi, ale ma i své nevyhody, jako naptiklad
rozbiti bunek.

Z méteni bylo zjisténo, Ze nejucinnéjsim stabilizatorem pii pfiprave Pickeringovych emulzi
byla nanokrystalicka celuldza, a to diky jeji malé velikosti a velmi pevnému ukotveni na
mezifazovém rozhrani. Emulze pfipravend z CNC meéla nejmensi a pravidelné emulzni

kapky, vysokou absolutni hodnotu zeta-potencidlu a vysoky index krémovani.

Relativné dobré vysledky prokazaly S. cerevisiae, resp. ptidatné latky, které pochazeji z ko-
meréné dostupného drozdi. Emulze pfipravené ze supernatantu po piecisténi kvasnic mély
strukturu velmi jemné emulze. JelikoZ se ale jedna o rizné emulgatory a pfidatné latky, ne-

jednalo se v tomto piipadé o Pickeringovy emulze.

Emulze stabilizované bakteriemi rodu Lactobacillus uz byly méné stabilni nez emulze z na-
nokrystalické celulozy, ale nenastala u nich separace na vodnou a olejovou fazi. Emulze
stabilizované jednotlivymi druhy bakterii mély piiblizné stejnou hodnotu zeta-potencialu,
ktera se nachazela v rozmezi od -25 do -30 mV, ale jejich stabilita a struktura byla riizna, a

to v zavislosti na tvaru a povrchovych vlastnostech bune¢k.

Jako dalsi stabilizator byl pouzit oxid titanicity, u kterého bylo téZké pozorovat separaci na
vodnou a krémovou fazi kvili stejné barvé disperze TiO2 a emulze. Takze tuto emulze lze
posoudit jenom na zaklad¢ hodnoty zeta-potencialu a velikosti emulznich kapek, ale obecné
byla tato emulze vyhodnocena jako stabilni, protoZe u ni nebyla viditelna separace olejové

faze.
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Nejmén¢ stabilnimi byly emulze pfipravené z disperze mysich fibroblastt, kde ke stabilizaci

emulzi pfispivaly komponenty bunécné stény fibroblastu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

o
VIO
0/0
VIV
VIO
PAL
WF
PF
MFC
NFC
CNC
MCC
t-CNC
AC
BC
TiO;
FeTiO3
BC
TiO2
HaCaT
ROS
UVA
UVvB

a-SMA

emulze typu olej ve vode.
emulze typu voda v oleje.
emulze typu olej v oleje.
emulze typu voda ve vodé.
emulze typu voda v oleje.
povrchové aktivni latka.
vlakna ze dfeva.

rostlinna vlakna.
mikrofibrilarni celuldza.
nanofibrilarni celuldza.
nanokrystalické celuléza.
mikrokrystalické celuldza.
tunikatové nanokrystaly celulozy.
castice celulozy z fas.
castice bakterialni celulozy.
oxid titanicity.

ilmenit.

potravinaiské barvivo z oxidu titanicitého.

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration).

bunécna linie lidskych keratinocyta.
reaktivni forma kysliku.

ultrafialové zafeni typu A.
ultrafialové zafeni typu B.

alfa-hladkosvalovy aktin.
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PBS

MRS

MCT

uT

SON

ZP

PE

PDI

FB

Dulbeccos Phosfate Buffered Saline.

bujon pro Lactobacillus podle DE MAN, ROGOSA a SHARPE.
triacylglycerol trikaprin/trikaprylin.

ultra-turrax.

sonikator.

zeta-potencial.

Pickeringovy emulze.

index polydisperzity.

fibroblasty.
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