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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva biosurfaktanty ze skupiny glykolipid a jejich interakcemi
s biopolymerem chitosanem. Uvodni &ast teoretické prace obsahuje klasifikaci
biosurfaktantl podle jejich chemické struktury, nasledovanou kapitolou o konkrétni skupiné
soforolipidt. Praktickd ¢ast je zaméfena na charakterizaci povrchovych vlastnosti vzorka
soforolipidii, a dale pak na studium potencidlnich interakci s biopolymerem chitosanem.
Cilem prace bylo zjistit, za jakych podminek k interakcim mezi témito ptirodnimi latkami
dochazi, a zda by mohly byt vyuzitelné pro praktické aplikace, jako je napiiklad stabilizace

emulzi.

Kli¢ova slova: Biosurfaktanty, chitosan, soforolipidy, polymery, interakce, stabilita emulze
ABSTRACT

This diploma thesis focuses on biosurfactants from the glycolipid group and their
interactions with the biopolymer chitosan. The introductory part of the theoretical section
includes a classification of biosurfactants based on their chemical structure, followed by
a chapter dedicated to the specific group of sophorolipids. The experimental part is focused
on characterizing the surface properties of sophorolipid samples and investigating potential
interactions with the biopolymer chitosan. The aim of the thesis was to determine under
which conditions interactions between these natural substances occur and whether they could

be utilized for practical applications, such as emulsion stabilization.

Keywords: Biosurfactants, chitosan, sophorolipids, polymers, interactions, emulsion

stability
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UvVOD

Biosurfaktanty jsou ptirodni povrchové aktivni latky pochdzejici z mikroorganismi, které
vykazuji fadu unikatnich vlastnosti, coz je v soucasnosti ¢ini vhodnou alternativou jejich
syntetickych protéjski. Zajimavou skupinou biosurfaktanti jsou soforolipidy, ziskavané
pfedev§im z nepatogennich kvasinek, jako je Candida bombicola, které jsou vysoce
biodegradabilni a Setrné k zivotnimu prosttedi. Navic vykazuji antibakterialni, antifungalni,
antivirové a cytotoxické vlastnosti, diky ¢emuz je jim v poslednich letech vénovana ¢im dal

vEtsi pozornost.

Jsou studovany také moznosti jejich kombinaci s polymery, jelikoz interakce mezi témito
latkami mohou vést k vyraznym zméndm povrchovych a fyzikdlné-chemickych vlastnosti
systémi, coZ muze vyznamné ovlivnit jejich finalni vyuziti. Vzijemné interakce mezi
povrchovée aktivnimi latkami a polymery zavisi na povaze konkrétnich slozek a vlastnostech
prostiedi. K velmi silnym interakcim dochdzi mezi polyeletrolyty a surfaktanty opacného
naboje. Vysledné komplexy lze vyuzit napf. jako stabilizatory emulzi ¢i modifikatory

viskozity, coz hraje dileZitou roli pfedev§im v kosmetickém a farmaceutickém primyslu.

Cilem této diplomové prace bylo sledovani potencidlnich interakci mezi biosurfaktanty
soforolipidy a pfirodnim polymerem chitosanem, prostfednictvim testovani zmén ve
fyzikalné-chemickych vlastnostech, jako jsou povrchové napéti, viskozita, vodivost €1 jiné.
Ziskané poznatky mohou pfispét k lepSimu porozuméni chovani téchto latek ve smésich

a diky tomu nalézt nové moZnosti jejich vyuziti v praxi.



12

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

I.

TEORETICKA CAST
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1 BIOSURFAKTANTY

Biotenzidy nebo také biosurfaktanty (BS) jsou povrchové aktivni slouceniny produkované
mikroorganismy, jako jsou bakterie ¢i kvasinky. Vyznamné jsou pfedevsim pro své piiznivé
vlastnosti, zahrnujici schopnost biologické degradace, nizkou toxicitu, nebo dobrou
snasenlivost s zivotnim prostfednim. Diky tomu mohou byt tyto latky vyuzivany v mnohych
oblastech priimyslu od potravinaistvi, farmacie az po kosmetické aplikace. Jejich struktura
je amfifilni, coz jim dodava schopnost snizovat mezifdzové a povrchové napéti, a soucasné
moznost vzniku micel. Proto vykazuji velky aplika¢ni potencial pro produkty typu

emulgatort, pénidel, smacedel anebo detergentti [1].

1.1 Klasifikace biosurfaktantu

Biotenzidy Ize klasifikovat dle jejich vlastnosti, podle povahy hydrofilni hlavicky,
chemického sloZzeni a kmene mikrobialniho zdroje. Nejjednodussim zptisobem je rozdéleni
na nizkomolekuldrni a vysokomolekularni biosurfaktanty. Do kategorie nizkomolekularnich
typl lze zaradit glykolipidy a lipoproteiny, do vysokomolekularnich pak polysacharidy
a lipoproteiny [2]. Biotenzidy jsou amfipatické molekuly coz znamend, Ze obsahuji jak
hydrofilni skupinu, tak hydrofobni fetézec. Diky této struktufe maji schopnost sniZzovat
povrchové a mezifazové napéti., cozZ je kli¢ové pro jejich vyuziti v riznych primyslovych
aplikacich. Kromé tohoto jejich vlastnosti ovliviiuji faktory jako koncentrace, teplota,
salinita a pH prostfedi. Naptiklad bylo zjiSténo, ze nékteré biotenzidy si zachovavaji stabilitu
1 pfi extrémnich hodnotich pH nebo koncentracich soli, coz rozsifuje jejich praktické
vyuziti. Vzhledem k rozmanitosti biotenzidu a jejich specifickym vlastnostem je dilezité je
systematicky klasifikovat coZ ndm umoZiiuje 1épe porozumét jejich funkcim a potencidlnim

aplikacim [3].

1.1.1 Glykolipidy

Glykolipidy patii v dnesni dobé mezi jednu z nejpouzivanéjsich skupin biosurfaktantti, které
se skladaji zhydrofilni sacharidové casti (napfiklad glukézy, manodzy a dalSich)
a hydrofobniho mastného kyselinového fetézce, jenZ je k sacharidu pfipojen prostfednictvim
alfa-1glykosidické vazby (Obr. 1). Zdrojem mohou byt kromé primyslové vyrobenych
mastnych kyselin 1 riizné typy primyslovych odpadi, napi. ze smazenych oleji. Glykolipidy
1ze déle rozdélit do podskupin, zahrnujicich thamnolipidy a soforolipidy. Rhamnolipidy se

skladaji ze dvou nebo vice rhamnosovych cukrii spojenych glykosidickou vazbou.
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Hydrofobni ¢ast je obvykle zastoupena fetézci beta-hydroxymastnych kyselin s riznym
poctem uhlikii. Typickym zdrojem je bakterie Pseudomonas aeruginosa [1][2]. Druhé

zminéné podskupiné, soforolipidiim, budou vénovany nasledujici kapitoly.

HO

HO OH v

Y= Lipid

Obrazek 1 Obecna struktura glykolipid

(zdroj: viastni)

1.1.2 Lipopeptidy, lipoproteiny

Jedna se o amfifilni cyklické peptidy slozené z deseti nebo sedmi aminokyselin, které jsou
spojeny beta-hydroxykyselinami (Obr. 2) [4]. U téchto cyklickych slou¢enin produkovanych
bakteriemi rodu Bacillus brevis a Bacillus polymyxa byly prokdzany pozoruhodné
povrchové aktivni vlastnosti [5]. Kromé zminénych rodii mutzou byt lipopeptidy
produkovany napt. Bacillus subtilis, ktery je znamy jako prvni zdroj surfaktinu, lipopeptidu,
jenz byl vyuzit ve farmaceutickych aplikacich. Bacillus subtilis je ptitom jednim

z nejekonomictéjSich zdroj produkujicich lipopeptidy a to s vyuzitim Skrobového substratu

[4].
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NH,

0
0
NH
NH NH,

Mastna kyselina
@) 1-3
Obrazek 2 Obecna struktura lipopeptida
(zdroj: vlastni)
1.1.3 Mastné kyseliny a fosfolipidy

Nékteré¢ bakterie a kvasinky behem rlstu na n-alkanovém substratu produkuji znacné
mnozstvi mastnych kyselin a povrchové aktivnich latek, zejména fosfolipida, jejichz obecna
struktura je znazornéna na Obr. 3. Mastné kyseliny pak vznikaji jako vysledek mikrobialni

vvvvvv

mastné kyseliny obsahujici hydroxylové skupiny a alkylové vétve [5].
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Obrazek 3 Obecna struktura fosfolipida
(zdroj:[6])
1.1.4 Polymerni biosurfaktanty

Polymerni mikrobialni povrchové aktivni latky jsou vétSinou heterosacharidy, které obsahuyji
proteiny. Nejlépe prostudovanymi polymernimi biosurfaktanty jsou emulsan, liposan,

mannoprotein a polysacharidové-proteinové komplexy [5].
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2 SOFOROLIPIDY

Jedna se o extracelularni BS produkované nejcastéji nepatogenni kvasinkou Starmarella
bombicola, ovsem nejznaméjSim studovanym zdrojem je nepatogenni kvasinka Candida
bombicola. Diky svym vyjimeénym vlastnostem, jako je vysoka snasenlivost s prostfednim,
strukturni variabilita a moznost vyuziti v riznych priimyslovych oblastech, jsou soforolipidy

(SL) v soucasnosti velmi perspektivnim typem piirodnich BS.

SL disponuji vyraznymi antimikrobialnimi vlastnostmi a jsou ucinné jak proti gram—
pozitivnim, tak gram—negativnim mikroorganismiim. Krome¢ toho slouzi jako solubiliza¢ni

a smaceci ¢inidla a zvySuji schopnost tvorby pény [1].

2.1 Struktura

Uvedené unikatni vlastnosti soforolipida jsou pfipisovany jejich molekularni struktuie (Obr.
4). Ta je tvotena hydrofilni sofor6zou a hydrofobnim fetézcem mastné kyseliny (s obsahem
16-18 atomil uhliku) spojenych glykosidickou vazbou. Glykosidicka B vazba vznika mezi
anomernim uhlikem soforosové casti atermindlnim nebo subtermindlnim uhlikem
hydroxylovaného fetézce mastné kyseliny. Surovy soforolipid je tvofen ¢asti jak laktonickou
tak kyselou, které se strukturné lisi pfedevsim riznymi délkami fetézcli mastnych kyselin,
stupném nasyceni a typem acetylace. Kyselé¢ formy soforolipidit obvykle obsahuji volné
karboxylové skupiny mastnych kyselin, které jsou spojeny se soforosovou ¢asti pomoci
glykosidické vazby, a vykazuji lepSi rozpustnost. Laktonické soforolipidy jsou tvoreny
soforosovou Casti pfipojenou k dlouhému fetézci mastné kyseliny, jejiz karboxylové skupiny
jsou esterifikovany ve 4° anebo 6° poloze sofordzy. Ve vzacnych piipadech miize dojit ke
vzniku uzavieného kruhu v ptipadé esterifikace na pozici 6°“. Jak jiz bylo zminéno, rozdilné
strukturni vlastnosti, dilka fetézce, stupen nasyceni a acetylace, vedou k odlisné biologické
aktivité a riznym fyzikaln¢ — chemickym vlastnostem. Emulgacni schopnost a povrchova
aktivita sofolipidii se zvySuje srostouci délkou uhlikového fetézce. U laktonickych
soforolipidii byla prokazdna niz$i rozpustnost v porovnani s kyselymi soforolipidy.
Esterifikované sofolipidy vykazuji lep$i emulgacni vlastnosti v systému olej-voda ve

srovnani s neionickymi povrchové aktivnimi latkami, jako je Triton X-100 [1].
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2.2 Produkce soforolipidu

Soforolipidy jsou syntetizovany z nepatogennich druht kvasinek, jako naptiklad Candida
bombicola (Obr. 5) nebo Candida apicola. Vzhledem k tomu, Ze zdrojové kvasinky mohou
pochazet z riiznych kmeni, vysledné produkty nemusi byt vzdy jednotné, coz se projevuje
rozdilnymi fyzikalné—chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Tento problém lze zmirnit
pomoci tzv. kmenového inZenyrstvi, které snizuje variabilitu mezi jednotlivymi SarZemi. Na
druhou stranu se objevuje vEtsi rozmanitost SL s rozsifujici se skupinou jejich producentt,
coz otevira dal$i moznosti jejich praktického vyuZiti. Pro biosyntézu soforolipidi je klicova
ptitomnost neékterych slozek, zejména hydrofobnich a hydrofilnich zdroja uhliku, jako jsou
mastné kyseliny (MK) a glukdza. Proces biosyntézy zacind hydroxylaci téchto hydrofobnich
uhlikovych zdroji. Hydroxylace mastnych kyselin probihd za Ucasti cytochromu P450
(CYP450) monooxygenazy zavislé na redukovaném nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADPH), ktery je zapojen do této reakce. Nésledné se v reakci uplatiiuji dvé molekuly
UDP-glukozy, zahrnujici UGTA 1 a UGTB 1. Glukoza, ktera je béhem syntézy pouzita,
vznika pfi procesu glukoneogeneze, jejim zdrojem tedy neni pouze médium. Prvni molekula
glukézy je navdzana na hydroxylovou skupinu MK v poloze C1’glykosidickou vazbou za
katalyzy enzymem glykosyltransferdzou I, zatimco druha molekula glukézy se vaze v poloze
C2’pomoci glykosyltransferdzy II, ¢imZ vznik4 neacetylovany kysely soforolipid. Tento

intermediat muize byt dale modifikovan acetylaci soforosové skupiny pulsobenim
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acetyltransferizy, kterd ptesouva acetylovou skupinu z acetyl-koenzymu A (CoA) na 6- nebo
6"’ - pozici sofordzy. Laktonové soforolipidy vznikaji esterifikaci karboxylové skupiny
mastnych kyselin s hydroxylovou skupinou sofor6zové casti. Esterifikacni reakce Casto
probihaji na 4"’- pozici sofordzy, nékdy vSak také na 6'- nebo 6"'- pozici sofordézy. Na
zaklad¢ Van Bogaerta a kol. [8] schopnost bunéénych lipaz tvofit esterovou vazbu na 6'-
nebo 6"'- pozici umoziuje tvorbu laktonovych soforolipidii i bez ucasti laktonesterazy.
Laktonesteraza se vSak obvykle podili na esterifikaci karboxylovych skupin na 4°'- pozici
pii tvorbé laktonovych soforolipidii. Roelants a kol. [1] prokazali, ze nadmérna exprese
genu pro laktonesterazu u soforolipidii vedla k relativné vy$§imu mnozstvi vytvotrenych
produktli ve srovnani se soforolipidy divokého typu. Téméf vSechny produkované
soforolipidy jsou laktonové formy, pokud ale dojde k nadmérné expresi genu, vznika
ptiblizné 3 % kyselych soforolipidi. Naopak pokud je laktonesterdza u divokého kmene
kvasinek S. bombicola vytazena, budou se za podobnych podminek tvofit pouze soforolipidy
kyselé, nikoli laktonické, které obvykle syntetizuji oba typy soforolipidit b&hem

produkéniho procesu.

V literatufe lze nalézt také dalsi zdroje soforolipidid, jako je napiiklad kvasinka
Starmerella bombicola. Jak uz bylo zminéno vyse, jednou z variant, jak zlepSit vytéznost
SL, je genovd modifikace kvasinek. Liu akol. [9] vyuzili genového inZenyrstvi
k optimalizaci jak katabolismu substratu v médiu, tak produkce soforolipidii. Zabyvali se
studiem transkrip¢nich faktorti (TF) a genti spojenych s biosyntézou soforolipidii a piipravili
kmeny s riznymi kombinacemi proteinu Rim9 — like (Rlp) a transkripénich faktort (ztfl,
leu3 a gcl). Pouzitim proteinu doslo k vyraznému zvySeni vytézku soforolipidd, ato az
050,51 %, vporovnani s divokym typem tohoto mikroorganismu. Krom¢ samotného
zvySeni vytéznosti byly urlznych kmend pozorovany pozitivni zmény v syntéze
soforolipidi, véetné vyssi aktivity hydrolaz [10]. V souc€asnosti se na (semi-)pramyslové
urovni vyrabéji pouze dvé az tfi molekuly SL, které jsou potencidlné pfipraveny k pouZziti
v komer¢nich produktech. Konkrétnimi producenty jsou spolecnosti Evonik (Némecko),
Locus (USA), Holiferm (Velka britanie) a dal$i. Moznosti snizeni vyrobnich nékladi jsou
ovSem stalou vyzvou, se kterou se vyrobci potykaji. Purifikované mnozZstvi biosurfaktantt
v jednotkach mg lze portidit za nékolik set dolarQi, zatimco suroviny zakoupené piimo od
vyrobce lze ziskat za nizsi ceny (desitky dolarti za kilogram). Je vSak nutno si uvédomit, ze
surové smési obsahuji komplexni smés kongenert, spolu se zbytkovymi MK. Neni

neobvyklé, ze vyrobci prodavaji bud’ hydrolyzované Sarze, v ptipad¢ SL za Gcelem sniZeni
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molekularni slozitosti, nebo neutralizované Sarze, aby se zlepsila jejich rozpustnost ve vodé,
jak je tomu u rhamnolipidii. Genetické inZenyrstvi a nasledné separacni procesy maji rovnéz
zasadni vyznam. V soucasné dobé€ je mozné ziskat slouceniny, jako deacetylované kyselé
SL, které byvaji kontaminovany zbytkovymi MK. Stale jsou ovSem hledany moznosti, jak

vyrobni proces optimalizovat [11].
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Obrazek 5 Kysela forma soforolipidii ziskana z kvasinky Candida bombicola (PteloZzeno
z Al)

(zdroj:[12])

2.3 Metody preciSténi surovych soforolipida

V poslednich letech bylo vyvinuto nékolik pfistupti k efektivnimu ziskdvani volnych
kyselych a esterifikovanych forem soforolipidii. Selektivni vyroba specifickych typt SL je
moznéa diky geneticky modifikovanym kmentim, ovSem pfesto jsou stale vyzadovany
ptinizkych teplotach, coz ovsem vede pouze k omezenym vytézkiim tohoto esteru, a to kvili
jeho vysoké rozpustnosti v ethanolu. Pro esterifikované typy byl také vyvinut pfistup za
pouziti fostatovych pufrt, pfi¢emz Cistota ziskanych derivati byla velmi vysoka, a to az 99
%. Tato metoda vSak vyzaduje pomérn¢ vysokou pocatecni koncentraci SL-esteru, zatimco

mnozstvi produktu v kyselé volné formé¢ je zanedbatelné, jelikoz vyssi koncentrace
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vyznamné brani preciSténi a lepsi vytéznosti. Pro zvysSeni vytéznosti 1ze pouzit fadu metod,
od ultrafiltrace, frakcionace pénou, adsorpce na aktivnim uhli ¢i extrakce rozpoustédlem.
Z uvedenych metod se hojn¢ vyuziva pravé extrakce rozpousStédlem, ato za pouziti
ethylacetatu. Laktonova akysela forma SL vykazuje rozdilné fyzikaln¢ — chemické
vlastnosti, z toho diivodu je jejich precisténi a separace dilezitd pro komeréni vyuziti téchto
latek. Pro tyto ucely lze vyuzit rizné postupy, jako napf. krystalizaci pomoci vodného pufru
a organickych rozpoustédel, jako je ethanol. Pro purifikaci sloZzek SL Ize pouzit konvenéni
metody, jako je kolonova chromatografie na bazi silikagelu. Nevyhodou této metody ovsem
je nutnost vyuziti velkého mnozstvi rozpoustédel. Laktonické formy SL jsou schopny
snizovat povrchové napéti, zatimco kyselé formy maji lep$i pénivost irozpustnost.
Rozpustnost je ovlivnéna ptfitomnosti acetylovych skupin, vétsi pocet skupin vede k mensi
rozpustnosti, ale naopak zvySuje antivirové a cytokinové ucinky. Stupen laktonizace Ci
kyselosti molekuly mize byt ovlivnéna riznymi podminkami, jako je mnozstvi dusiku,

kysliku ¢i volba lipidového substratu [13].

Rau akol. [14][15] popisuji vyrobu kyselych SL bez acetylovych skupin
prostfednictvim chemickych transformaci a nasledné extrakce rozpoustédlem. Podrobnosti
o ucinnosti separace nebo Cistoté produktu ovSem nebyly uvedeny. Efektivni produkce
a izolace Cistych SL zlistava proto i nadéle vyzvou pro mnohé odborniky zabyvajici se danou

problematikou.

Pro ptecisténi surovych soforolipidi existuje fada metod, z nichz jednou z moZnosti je
chemicka modifikace za pouziti série extrakci. Ve studii autorii Tang a kol. byl surovy SL-
COOH nejdiive rozpustén v deionizované vodé, pficemz pH bylo upraveno pomoci
pridavku koncentrované HCI. Néasledné byla ptfidana rozpoustédla, konkrétné cyklohexan,
ethylacetdt a voda v poméru 1:3:2 (v/v/v). Takto pfipraveny dvoufazovy roztok byl
vortexovan a poté n€kolikanasobné odstiedén pii 10 000 otackach/ min. Nasledné odebrana
vodné faze byla doplnéna dichlormetanem v poméru 1:2 (v/v). Po dalS§im promichani je
bezbarva vodna faze odebrana a zkoncentrovana za sniZzeného tlaku, coz vede k ziskani SL-

COOH ve formé bezbarvého pevného produktu [16].

V dalsi studii byla vyuzita purifikace prostfednictvim smichani surovych soforolipidii
s pufry o rizném pH (v rozmezi od pH 4 aZ pH 8) a nasledna homogenizace. Poté byly smési
ponechany pfi teploté 25 °C ptes noc a nasledné odstfedény. Odebrany supernatant byl poté

analyzovan, za ucelem zjiSténi vlivu pH na rozpustnost soforolipidd [17].
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2.4 Vlastnosti a vyuziti soforolipidi

V praxi je bézn¢ v jednom produktu kombinovano vice typt povrchové aktivnich latek, a to
kvili jejich potencidlnimu synergickému efektu. Ptfirodni SL v podstaté piedstavuji
specifickou strukturu, ktera soucasn¢ zahrnuje laktonovou cast jako zastupce neionické
PAL, a mastnou kyselinu, jako zastupce anionické slozky. Tato unikatni kombinace jim
poskytuje vyznamné vlastnosti a rozmanité moznosti pouziti [18]. Soforolipidy nachazeji
uplatnéni naptiklad v potravinaiském prumyslu, kde je Ize diky jejich antimikrobidlnim
vlastnostem vyuzit jako konzervanty. Dle provadénych prizkumt stale ¢astéji dochazi ke
kontaminaci potravin patogeny, jako je napt. E. coli ¢i Salmonella enterica serovars. Praveé
pouziti SL v praxi mize pozitivné ovlivnit bezpecnost potravin a zabranit kontaminaci
jmenovanymi patogeny. Antimikrobidlni G€inky proti konkrétnim typim patogent jsou
vyznamné zavislé na specifické molekularni struktufe. Bylo naptiklad prokézano, ze
laktonové soforolipidy ze S. bombicola vykazovaly vyznamné snizeni ristu populace E. coli
ve srovnani s odpovidajicimi kyselymi typy. Bylo také zjisténo, ze soforolipidy vykazuji
dobrou ucinnost pfi inhibici ristu plisni pfendSenych potravinami, jako je F. oxysporum,

prostiednictvim destabilizace jejich membran.

Soforolipidy piedstavuji velky potencidl pro vyuziti v kosmetickém primyslu.
Biosurfaktanty se ukazaly jako unikdtni pfirodni slouceniny uZite¢né pro kosmetické
formulace, diky své biologické odbouratelnosti a pozitivnimu vlivu na zdravi pleti. Snaha
o komercializaci riznych typt glykolipidid a lipopeptidovych biosurfaktantli roste, coz
ukazuje na rostouci zajem o tyto pfirodni alternativy, které se snazi nahradit chemicky
syntetizované povrchové aktivni latky. Biosurfaktanty také vykazuji lepsi biologickou
odbouratelnost. Diky jejich biologickému plvodu biosurfaktanty obsahuji MK a glykoly,
coz umoznuje lepsi interakci s koZznimi proteiny a lipidy, ve srovnani s chemickymi
povrchoveé aktivnimi latkami ziskanymi zropy. To propljcuje BS nizsi alergenicitu
a celkové niz§i toxicitu, jak ukazuji studie hodnotici iritacni a toleran¢ni potencial vuci
pokozce. Glykolipidové BS navic nabizeji strukturalni rozmanitost a multifunk&nost, coz je
¢ini atraktivnimi pro aplikace v kosmetickém primyslu. Nedavné studie se zabyvaly BS
a chitosanem jako pfirodni alternativou k sodium lauryl sulfatu v receptech zubni pasty.
Bylo zjisténo, Zze biosurfaktanty produkované Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
methylotrophicus a Candida bombicola v kombinaci s chitosanem vykazuji antimikrobidlni
aktivitu proti Streptococcus mutans, soucasné bez prokdzané cytotoxicity. Tyto kombinace

biosurfaktantli a chitosanu inhibovaly zivotaschopnost biofilmu Strepfococcus mutans
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podobn¢ jako komer¢ni fluoridova zubni pasta. Vyuziti synergickych ucinkl biosurfaktanti
a chitosanu mize nabidnout slibny udrzitelny piistup k vyvoji a€innych zubnich past bez
syntetickych povrchové aktivnich latek. Prestoze bude nutno v budoucnu provést dalsi
klinické testy, byl prokazan velky potencidl rhamnolipidovych biosurfaktantli pro vyuziti ve
formé biokompatibilnich detergentt a pénotvornych ¢inidel v pfipravcich pro ustni hygienu

[19].

Dalsi studie ukazaly, ze soforolipidy zvySuji elasticitu, redukuji vrasky, zlepSuji vzhled
pleti a celkové pozitivn€ plisobi proti projevim starnuti. Vyznamnym omezenim v oblasti
aplikaci SL pro péci o pokozku vSak zlstava nedostateCna Cistota a chybé&jici presnéjsi
specifikace téchto latek. Dle evropskeé legislativy je pro pouziti nutné jasné definovat Cistotu,
molekulovou hmotnost a fyzikalné-biochemické vlastnosti. Kromé jiz zminénych omezeni,
které brani snadnému zavedeni téchto latek do bézné pouzivané skupiny surovin pro vyrobu
kosmetiky, jsou dal§im problémem nedostacujici 2D in-vitro testy [20]. Vzhledem k jejich
siln¢ aktivité proti fytopatogeniim, bakteriim a houbam piedstavuji soforolipidy potencial
1 v zemé&dé€lstvi pro vyrobu ptirodnich pesticidi. Bylo zjisténo, Ze soforolipidy maji inhibi¢ni
ucinky na rostlinné patogeny, jako je Pythium ultimum a Moesziomyces sp. Nékteré studie
se také vénuji aplikaci soforolipidti v oblasti biokonverze z potravinového odpadu, naptiklad
odpadni glycerol lze pouzit jako fermentac¢ni surovinu pro vyrobu soforolipidii riznymi

druhy kvasinek, jako je Candida floricola [1].

SL se mohou formovat do vezikularnich agregatii a slouZit jako nosice dalSich aktivnich
latek, coz miize byt velmi uZite¢né pro farmaceutické aplikace. Soforolipidy lze ale také diky
jejich antimikrobidlnim wCinkiim vyuzit jako aktivni latky samotné, naptiklad proti
bakteriim (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus nebo Escherichia coli), nebo
proti kvasinkdm (napft. proti Candida albicans)[1]. Antimikrobialni vlastnosti soforolipidii
je mozné vyuzit i v oblasti textilniho primyslu. Patogeny jsou schopny na obleceni pieZivat
i nékolik dni, a nasledné tak pro nositele piedstavuji zdroj riiznych onemocnéni. Resenim by
mohla byt funkcionalizace materialu, z n¢jz je obleceni vyrobeno, pomoci inkorporace
antimikrobidlnich aktivnich sloucenin. Za Gc¢elem vyroby antimikrobidlnich textilii byly
zkoumany riizné pfirodni i syntetické biocidy, jako napiiklad chitosan, bioaktivni peptidy,
¢i triklosan. V mnoha ptipadech byly ovS§em zaznamenany problémy, zahrnujici potencidlni
toxicitu, senzibilizaci nebo neptiznivé dopady na Zivotni prostfedi. Perspektivni variantou
by mohly v budoucnu byt pravé soforolipidy, avSak vyzkumu jejich pouziti v textilnim

primyslu bude nutno vénovat dalsi pozornost [7].
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Soforolipidy piedstavuji perspektivni slouc¢eniny i z divodu prokdzanych antivirovych
a spermicidnich ucinkd, srovnatelnych s komeréné vyuzivanymi latkami, jako je naptiklad
Nonoxynol-9. Bylo prokazano, ze acetylace hydrofilnich soforosovych skupin a esterifikace
karboxylovych skupin mastnych kyselin maji obdobny vliv na specifickou aktivitu. Jako
nejucinnéjsi spermicidni a protivirové ¢inidlo se prokazal diacetylovany ethylester SL, dale
pak monoacetylované aa neacetylované derivaty. Bylo také zjisténo, ze vliv délky
uhlikového fetézce mastnych kyselin na sperimicidni ¢i virucidni G¢inky neni jednotny.
Kratsi fetézce zvysuji virucidni u¢innost, ale snizuji spermicidni aktivitu, zatimco derivaty
s delSimi fetézci maji vyssi spermicidni u€innost a nizsi virucidni aktivitu. Kyselé formy SL
vykazovaly slabé spermicidni ucinky, ale dobry antivirovy Gc¢inek proti HIV a byly nejméné
cytotoxické ze vSech testovanych analogli. Na druhou stranu, laktonové formy SL
vykazovaly vysokou spermicidni, cytotoxickou a protizdnétlivou aktivitu, avSak nizkou

virucidni aktivitu.

Soforolipidy se také projevily jako uéinné viici viru Herpes simplex (HSV), ktery mize
zpusobit velké mnozstvi infekci jak v orofacialni, tak v genitalni oblasti. Pfirodni smési
laktonovych, nelaktonovych, ethyl imethylesterti a diacetylovanych ethylesterd SL
produkovanych kvasinkou Candida bombicola mohou ptisobit jako ucinny prostredek proti
HSV. Z péti testovanych slou€enin vykazoval nejlepsi aktivitu ethyl 17-L-[(2'-O-B-D-
glukopyranosyl-B-D-glukopyranosyl)-oxy]-cis-9-octadecenoat.

Vyuziti by SL mohly nalézt u pacientd se sepsi zplsobenou gramnegativnimi
bakteriemi, kdy jsou za hlavni pfi¢inné faktory povaZovany bakteridlni komponenty, véetné
DNA, endotoxinli a konkrétné liposacharidii bunécéné stény. Podani SL po vyvolani
intraabdominalni sepse vyznamné sniZilo mortalitu béhem testli na potkanech Divodem
miZze byt snizeni poctu makrofagli, produkce oxidu dusného a protizanétlivych cytokini.
Vzhledem k tomu, Ze pouZzity model sepse byl vyvolan bakteriemi, je mozné, Ze SL sniZuje
sepsi diky svym antimikrobidlnim vlastnostem. Kromé toho SL vykazuji protizanétlivé
ucinky iu jinych onemocnéni a mohou inadale snizovat mortalitu souvisejici se sepsi

pomoci riznych nosicl a transportnich systéma [21].
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3 INTERAKCE SURFAKTANTU S POLYMERY

Polymery spolecné se surfaktanty jsou dnes béznou soucasti mnoha komercnich vyrobk,
jelikoz jejich kombinovanim Ize optimalizovat vlastnosti dané¢ho produktu. Studium jejich
vzajemnych interakci hraje proto velmi dilezitou roli [1]. Tyto systémy nachdzeji uplatnéni

v kosmetice, pti vyrobé farmaceutik nebo v té¢zebnim primyslu [22].

3.1 Mechanismy interakci

Je znamo, ze v pripad¢ surfaktantli v roztocich hraje klicovou roli oblast kritické micelarni
koncentrace (CMC). Pii postupném ptfidavani surfaktantu do vodného prostfedi dochdzi
k vyznamnému poklesu povrchového napéti vody, pficemz povrchové aktivni latka se
vyskytuje vroztoku ve formé jednotlivych molekul. Pfi dosazeni CMC se kiivka

povrchového napéti roztoku viceméné stabilizuje, k dalSimu poklesu jiz nedochézi.

Zaclenéni polymeru do roztoku vyznamné méni profil povrchového napéti. Zpocatku
dochazi k poklesu povrchového napéti roztoku polymeru s ptidavky surfaktantu. S rostouci
koncentraci povrchové aktivni latky se vSak objevuje bod inflexe, ktery odpovida kritické
agregacni koncentraci (CAC). V tomto bod¢ se molekuly povrchové aktivni latky zacnou
asociovat s polymerem v roztoku. Kriticka agregacni koncentrace je vzdy nizsi nez kriticka
micelarni koncentrace. Pfi dalSim zvySovani koncentrace surfaktantu v roztoku jiz dale
nebude dochézet k vyraznym zméndm hodnot povrchového napéti, coz je zptisobeno tim, Ze
surfaktant se nadale adsorbuje na polymer, je tudiz odstranén z vodné faze a nemiize jakkoli
ménit hodnotu povrchového napéti. 'V okamZiku nasyceni polymeru povrchové aktivni
latkou dochazi k opétovnému poklesu povrchového napéti az do oblasti, kdy se tvoii volné

micely (hodnota CMC* v Obr. 6).

Mechanismy interakci mezi polymery a surfaktanty zavisi na konkrétnim typu
a polarité¢ obou slozek. Obzvlasté silnd interakce je pozorovéna usmesi polyelektrolyth
s opacné nabitymi surfaktanty, kde k vazbé pfispiva jak elektrostatickd pfitazlivost, tak
kooperativni hydrofobni efekt. Tato silna interakce casto vede k vyraznému zvySeni
viskozity, a dokonce ke vzniku gelovych struktur. V ptipadé kombinace ionické povrchoveé
aktivni latky a neionického polymeru miize proces probihat jednim z nésledujicich zptisobi:
(a) redistribuce molekul surfaktantu na rozhrani roztoku a ¢asti polymerniho fetézce,
pfi¢emz molekuly surfaktantu jsou vazany jednotlivé podél polymerového fetézce; (c)
molekuly surfaktantu se shlukuji kolem hydrofobnich mist na polymeru; (d) molekuly

polymeru se obtaceji kolem micel surfaktanti tak, Ze segmenty polymeru ¢astecné pronikaji
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a obklopuji polarni oblasti micel. Dulezitou roli hraji také elektrostatické interakce mezi
polymerem a polarnimi skupinami surfaktantl. Ve vSech piipadech by adsorpce
komplexnich struktur polymerti/surfaktantti na rozhrani vzduch/roztok méla mit vyrazny

vliv na pénivost systému [23].

Dulezitym faktorem jsou hydrofobni skupiny ve struktuie polymeru, které jeho
interakci se surfaktanty podporuji. I pomérné malé hydrofobni skupiny (naptiklad metylové
skupiny) mohou vyrazn¢ zvysit reaktivitu polymeru, coz usnadnuje interakci i s nékterymi
neionickymi surfaktanty, které¢ byly difive povazovany za inertni. Pravé tvorba micel je
jednou z moznosti, jak surfaktant izoluje své hydrofobni skupiny pti kontaktu s vodou. Dalsi
moznosti, jak povrchove aktivni latka miize izolovat své hydrofobni skupiny od vodné faze,
je vazba s hydrofobnimi ¢astmi na polymeru. Obecné se anionické povrchové aktivni latky
vazou silnéji na neionické polymery nez latky kationické nebo neionické povahy, pficemz
tento rozdil mize byt zpisoben odlisSnymi hydratacnimi vlastnostmi jejich hydrofilnich
skupin. Asociace povrchove aktivni latky a polymeru muize také vést ke zméné reologickych
vlastnosti celého systému. Adsorpce povrchové aktivni latky podél polymerniho fetézce

muze zpisobit konformaéni zmény tohoto polymeru a také trojrozmérné propojeni [24].

Existuji dva hlavni mechanismy tvorby komplext mezi polymerem a surfaktantem.
Prvni zahrnuje asociaci surfaktantu s polymerem ve formé& jednotlivych molekul, druhy pak
zahrnuje tvorbu micel surfaktantu na polymernim fetézci nebo v jeho blizkosti. U polymeri
s hydrofobnimi skupinami pifevladd prvni moZnost interakce, zatimco u hydrofilnich
polymerii je pravdépodobnéjsi vznik micel. Hnaci silou interakce mezi polymerem
a povrchové aktivni micelou je stabilizovat rozhrani mezi hydrofobnim jadrem micely

a vodnou fazi [25].
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" === Roztok surfaktantu
= Roztok polymeru

Povrchové napéti

=

Obrazek 6 Zavislost povrchového napéti na koncentraci surfaktantu a jeho CMC
(ptelozeno z AJ)

(zdroj: [26])

Interakce mezi surfaktanty apolymery jsou ovlivnény ftadou faktord, vcetné
povrchového napéti, elektrostatickych sil a pfitomnosti dalSich slozek v roztoku. Vzajemné
chovani a pfipadné interakce polymert a surfaktanti Ize sledovat pomoci riznych
experimentalnich technik. V poslednich letech se kromé& klasického méteni povrchového
nap¢ti zacaly vyuZzivat i dal§i metody, jako je elipsometrie, neutronova a rentgenova reflexe,
nebo mikroskopie atomarnich sil. Pro analyzu interakce polyelektrolytd a ionickych
surfaktanti na rozhrani vzduch-roztok byla suspéchem vyuzita kombinace méieni
povrchového napéti aneutronového rozptylu, kterd umoznuje ziskat informace
o povrchovém sloZeni, mnoZstvi adsorbovanych latek a struktute adsorbované vrstvy. Tuto
metodu vyuzil Staples a kol. [27] a Taylor a kol. [28] pfi studiu dvou odlisnych typti smési,
které¢ ptredstavuji extrémy v povrchovém chovani. Konkrétné se zaméfili na kationicky
polyelektrolyt poly(dimethyl-diallyl amonium chlorid) (polyDMDAAC) s anionickym
surfaktantem sodium dodecyl sulfitem (SDS), a na anionicky polyelektrolyt poly(styren
sulfonat) (PSS) s kationickym surfaktantem dodecyl trimethyl amonium bromidem
(C12TAB). Rozdilné chovani obou systému je vidét na Obrazku 7. Lze si vSimnout, Ze
v ptipad¢ smési kationické PAL s polymerem (Obr. 7 a) dochéazi k vyraznému poklesu
povrchového napéti, v zavislosti na koncentraci surfaktantu, po ¢emz nasleduje ustdleni

hodnot, pfed findlnim dosazenim CMC. Na zdkladé dat zneutronového rozptylu lze
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konstatovat, ze v pocateéni fazi dochdzi k tvorbé komplexu na rozhrani mezi obéma

slozkami.

Obr. 7 b) znazoriiuje chovani polyDMDAAC a SDS, kde dochazi pii nizkych
koncentracich k prudkému poklesu povrchového napéti, ktery je nezavisly na koncentraci
polymeru. Pfi vyssich koncentracich SDS Ize pozorovat pik na kiivce povrchového napéti,
ktery odpovida caste¢nému ubytku komplexu z povrchu, kdy dochazi k preferencni tvorbé
micelarnich komplext v roztoku. Na zakladé méteni 1ze konstatovat, Ze adsorpce probiha ve
form¢ monovrstvy polymer-surfaktantového komplexu, pficemz na povrchu dochazi pii

nizkych koncentracich SDS k zesilené adsorpci surfaktantu.

Staples akol. také zkoumali vliv neionického kosurfaktantu, hexaethylenglykol
mnododecyletheru (Ci2Es), na chovani povrchového napéti ve smésich SDS
a polyDMDAAC. Pfidani neionického surfaktantu ma za Ucel oslabit elektrostatické
interakce mezi polymerem a surfaktantem. S jeho rostoucim zastoupenim ve smési se
detekovatelny pik povrchového napéti v systému SDS a polyDMDAAC systematicky snizil
[27].
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Obrazek 7 Zmény povrchového napéti v zavislosti na koncentraci povrchove aktivni latky
pro rizné systémy a) PSS a C12TAB b) SDS a polyDMDAAC

(zdroj: [27])

3.2 Polymer-surfaktant komplexy

Obecné smeési polymert a surfaktantti velmi ¢asto vedou k tvorbé komplexi, které jsou
tizeny elektrostatickymi, hydrofobnimi nebo Van der Walsovymi, ptipadné vodikovymi
interakcemi. Zvlast¢ silné interakce mohou nastat pii smichdni opacné nabitych
polyelektrolytii a surfaktantu ve vodném roztoku, coz vede ke vzniku polyelektrolyt-
surfaktantovych komplexi (PESCs), které lze vyuzit pro vyrobu farmaceutickych
transportnich systémt aktivnich latek (Obr. 8). Nejjednodussi variantou je kombinace
PESCs s homopolyeletrolytem, kdy nosicem aktivni latky je pravé komplex, v nékterém
pfipad¢ miZze samotnd povrchové aktivni latka hrat roli 1é¢iva. Bohuzel i v pfipad€ vyuziti
PESC:s existuji problémy, které mohou ovlivnit efektivni dodani 1é¢iv. Jednim z nich je nizka

solubilizacni kapacita, ta je Casto disledkem vybéru povrchové aktivni latky. Jelikoz muize
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byt obtizné dosdhnout vysoké solubilizacni kapacity stabilnim termodynamickym

zpusobem, vyuzivaji se mikroemulze [29].

L] LR .
Surfaktant Solubilizace lé¢iva
Rj___i;//f — Uvolnéni léciva

Polyelektrolyt
A

Lééivo

Obrazek 8 Komplexy surfaktantu a polyelektrolytu a jejich mozné vyuziti pro dodani 1é¢iv
(ptelozeno z AJ)

(zdroj: [29])

Komplexy polymer apovrchové aktivni latka Ize wuplatnit v primyslu ijako
stabilizatory emulzi, pfipadné modifikatory viskozity. V takovém pfipadé jsou stejné
hydrofobni interakce, které¢ jsou zodpovédné za povrchovou aktivitu a miceliza¢ni chovani,
také pficinou zvySené viskozity [30]. Pii michani glykolipidového biosurfaktantu
s biopolymerem, jako je Zelatina, alginat nebo chitosan, lze vytvofit hydrogely
s modifikovatelnymi mechanickymi vlastnostmi. V zavislosti na pH glykolipid vytvafi
micelarni agregaty (vysoké pH) nebo vétsi vezikuly (nizké pH). V neutrdlni az alkalické
oblasti (v pfitomnosti vapniku) mlZe tvofit samoorganizovand vldkna. Zatimco micelarni
a vezikularni agregaty snizuji elastické vlastnosti hydrogeld, vlakna zvysuji mechanickou

pevnost a viskozitu [31].
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4 BIOSURFAKTANTY A POLYMERY

Kombinace biosurfaktanti s riznymi ptirodnimi nebo syntetickymi polymery ptredstavuji

unikatni systém, jenz by mohl nalézt uplatnéni v riiznych priimyslovych oblastech.

Jako piiklad lze uvést farmaceuticky primysl, kde biosurfaktanty mohou slouzit pfimo
jako aktivni latky a polymery se vyuzivaji jako jejich nosice, napiiklad jsou studovany rtizné
typy hydrogelt a skafold. Vyraznym soucasnym problémem je stale Castéjsi rezistence
mikroorganismil vici klasické antibiotické 1écbe. Dle odhadi by tento problém do roku 2050
mohl znamenat razantni zvy$eni imrtnosti. Castymi ptivodci bakteridlnich infekci pievazng
v nemocnicnich zafizenich, ktefi jsou rezistentni vici klasické 1écbé, jsou stafylokoky
a enterobakterie. Obvyklymi cestami, kterymi se tyto bakterie dostavaji do organismu, jsou
kozni, respiracni nebo genitourindlni infekce, spolu s kontaminovanymi zdravotnickymi
prostfedky. Biosurfaktanty tedy ptedstavuji perspektivni moznost, jak vySe uvedenym
problémiim zabranit. Struktura biosurfaktantti je velmi slozita, ¢asto jsou soucasti rizné typy
kongenert, které ovliviiuji rozpustnost a tvorbu micel. Proto je diilezité vyhodnotit optimalni
vlastnosti pro predpokladané komerc¢ni aplikace téchto latek. Moznym feSenim jsou jednak
ruzné genetické modifikace kvasinek nebo separace jednotlivych kongenert prosttednictvim
precisténi [2].

V poslednich letech jsou studovany kombinace biosurfaktantl a ptirodniho polymeru
chitosanu, ktery sdm o sob¢€ vykazuje antimikrobialni vlastnosti. Chitosan narusuje buné¢ény
obal prostiednictvim interakci s polyanionty pfitomnymi v bunééné sténé a s aniontovymi
fosfolipidy bunéné membrany. V pfirodé se tento polymer vyskytuje piedevSim
v bunéénych sténach hub. Pro komer¢ni vyuZiti je extrahovan chemickou nebo
enzymatickou deacetylaci chitinu. Vzhledem k dobré biokompatibilité a nizké toxicité, jak
pro ¢loveka, tak pro zvifata a zivotni prostiedi, je chitosan aplikovan v mnoha oblastech,
jako je kosmeticky, ¢i farmaceuticky primysl. Mimo to mé také vysokou biologickou
aktivitu, selektivni propustnost, Sirokospektralni mikrobidlni aktivitu schopnost tvofit gely
¢i filmy, coZ ho predurcuje pravé k vyuziti hlavné v medicinskych aplikacich [33]. Mnoho
studii se zabyva reologickymi vlastnostmi chitosanu, pficemz bylo prokazano, ze s rostouci
koncentraci tohoto ptirodniho polymeru dochézi ke zvySovani jeho viskozity. Tento jev
muze byt disledkem vétsiho zauzleni molekuldrnich fetézcl, kdy s vysSi koncentraci
chitosanu v roztoku se snizuje pohyblivost téchto fetézcii. Pii vyssich koncentracich roztok
ztraci své Newtonovské vlastnosti. Chitosan je pfirozené nerozpustny ve vode, pii ptiprave

roztoku chitosanu s ledovou kyselinou octovou ale dochéazi k reakcim mezi ionty H' kyseliny
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octové a NH» skupiny chitosanu za tvorby NH3*. Mezi nabitymi skupinami NH3" vznika

odpudiva elektrostaticka sila, coz vede k botnani molekul [33].

Pfidani soli mize toto elektrostatické odpuzovani mezi molekulami snizit, coz mize
vést ke gelovani polyelektrolytovych fetézcl. Lze predpokladat, ze chitosan by mohl byt
vyuzit ik regulaci reologickych vlastnosti soforolipidii v disledku pozitivnich interakci
mezi opaénymi naboji, coz ve vysledki mize vést k tvorbé homogenni synergické sité.
Touto problematikou se zabyval Pingali a kol., jejichz cilem bylo sledovat reologické
vlastnosti soforolipidu po ptidavku polymeru chitosanu, stejné jako reakci tohoto systému
na ionizaci ¢i ptridavek elektrolyti. Vysledkem jejich zkoumani vyrazné zvysSeni viskozity
systétmu po pfidani tohoto biopolymeru, v dusledku jeho vzajemnych interakci se
soforolipidy a vzniku sit€. Podobné interakce byly v minulosti pozorovany v piipadé

kombinace chitosanu a syntetického anionického surfaktantu [34].

Zajimavou moznosti je vyuziti chitosanu v rdmci pfipravy nanocastic, které by
potencialn¢ mohly slouzit jako nosice pro dodavani biosurfaktantti jako aktivnich latek. To
bylo potvrzeno studii autor Bettencourta kol.[35], kde byly ptfipraveny a charakterizovany
nanocastice chitosanu, a to iontovou gelaci za pouZiti tripolyfosforecnanu sodného (TPP)
jako sitovaciho ¢inidla, s enkapsulovanymi soforolipidy a rhamnolipidy. Bylo prokazano,
ze piipravené Castice chitosanu s rhamolipidy vykazuji antimikrobialni aktivitu proti S.
aureus s minimalni inhibi¢ni koncentraci 130 pug/ml a prevenci tvorby biofilmu 99 %.
Ziskané nanocastice také prokéazaly pfiméfenou cytokompatibilitu pfi testovani na lidskych

fibroblastickych buné¢nych kulturach.

Chitosanovymi nanocasticemi s rhamnolipidy se zabyvd Marangon a kol. [32]. Pro
charakterizaci ¢astic byly vyuzity rizné metody, napt. dynamicky rozptyl svétla, méfeni zeta
potencidlu a polydisperzity. Ptfidavek rhamnolipidu vedl ke sniZeni velikosti a PDI
chitosanovych nanocéstic, v souvislosti s vyssi povrchovou energii a stabilitou. Tato zména
souvisi se zvySenou povrchovou energii systému a lepsi stabilitou vzniklych ¢astic. Stabilita
byla potvrzena i ¢asovym sledovanim — nanocastice uchovavané pii 4 °C si po dobu 33 dni
uchovaly relativné konstantni velikost, PDI i zeta potencial, coZ svédci o jejich dlouhodobé
stabilité¢. Chemické sloZeni a interakce mezi slozkami byly dale analyzovany pomoci FTIR
spektroskopie, kdy byly jednotlivé vzorky (samostatny chitosan, rhamnolipid i smésné
nanocastice) zpracovany rtznymi zpisoby — odlévanim filmi, nanesenim na kifemikové
desticky nebo lisovanim do KBr tablet z lyofilizovanych vzorki. Spektra byla métena

v rozsahu 4000400 cm™ s rozliSenim 4 cm™. Studie se rovnéZz vénovala vlivu pH na
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velikost a zeta potencidl nanocastic. Pro ovéfeni schopnosti nanoc¢éstic uvoliovat aktivni
latky v biologickém prostiedi byla provedena in-vitro studie kinetiky uvoliiovani chitosanu
a thamnolipidii a to pomoci dialyzacnich sackt s mezni molekulovou hmotnosti 1000 Da.
Vysledky ukézaly postupné a fizené uvoliiovani obou aktivnich latek, pficemz nanocastice
s thamnolipidem vykazovaly pomalejsi a stabilnéj$i profil uvolnovani diky silnéjSim
interakcim mezi obéma slozkami. Tento fizeny release profil je zasadni pro terapeutické
vyuziti, protoze umoznuje udrzeni efektivni koncentrace latek v misté aplikace po delsi
dobu. Nanocastice byly také podrobeny morfologické analyze, které odhalila jejich sféricky
tvar. Na tyto vysledky navazovalo testovani bunééné kompatibility a biologické aktivity.
V experimentalnim modelu byly pouzity lidské kozni buniky — fibroblasty a keratinocyty.
Cytotoxicita byla hodnocena pomoci standardnich viabilitnich testii (napt. MTT nebo
alamarBlue) a vysledky wukazaly, Ze nanocéstice, vcetné¢ téch s rhamnolipidem,
nevykazovaly signifikantni toxické ucinky pfi aplikovanych koncentracich. Z hlediska
potencialu k doru¢ovéani ucinnych latek je navic dulezity pozorovany fizeny uvoliiovaci
profil a schopnost nanocastic interagovat s bunéénym povrchem bez jeho naruseni. To €ini
tyto systémy vhodnymi nejen pro antibakteridlni aplikace, ale i1 pro Sir$i pouziti v oblasti
cilené terapie, regenerativni mediciny ¢i dermalnich formulaci. Vysledné nanocastice také
prokézaly vynikajici antimikrobidlni aktivitu vici stafylokoktim, kterd byla v porovnani se
samostatnymi chitosanovymi Casticemi vyssi, a to jak v pfipad¢ planktonnich bunék, tak
1 biofilmu. Antibakteridlni ucinek je pfi¢itdn synergickému pusobeni obou slozek —
chitosanu a rhamnolipidu — a jejich cilenému plsobeni na bunéénou membranu bakterie.
Vyssi lokalni koncentrace aktivnich latek v dusledku pozitivniho zeta potencidlu (> +40 mV)
vedla k silné interakci s negativné nabitym povrchem bakteridlnich bunék a naslednému
naruSeni membranové integrity. Kromé antimikrobialniho G¢inku byl u C/RL-NPs rovnéz
potvrzen ptiznivy profil cytotoxicity — v testech na lidskych koznich buiikdch nevykazovaly
tyto nanocastice signifikantni toxické u¢inky. Antimikrobidlni u¢inek byl také zlepSen vici

pfisedlym bakteriim a nanocastice vykazovaly nizkou toxicitu v modelu lidskych bunék.

Dalsi studie provedena Mendesem a kol. [36] popisuje pouZiti nanovlaken sloZenych
z BS a polymeru pro transdermalni podani 1é¢iv. Zaclenéni fosfolipidl zvysilo rozpustnost
chitosanu a usnadnilo zapouzdieni bioaktivni latky uvnitf molekul, coz zajistilo fizené
uvolnovani bioaktivnich latek a diky biokompatibilité¢ vlaken i moZnost transdermalniho

podani.
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Rhamnolipidy, které spole¢né se soforolipidy fadime do skupiny glykolipidl, byly také
kombinovany s riiznymi polymery za uc¢elem ptipravy riznych struktur, jako jsou hydrogely
a nanocastice. Czaplicka a kol. [37] popsali vliv pfidani rhamnolipidii na mechanické
vlastnosti algindtovych hydrogeli, kdy klicCovym faktorem se prokazala koncentrace
rhamnolipidii. Lepsich vysledkll bylo dosazeno u hydrogelti s koncentraci rhamnolipida
(RL) ptevysujici kritickou micelarni koncentraci (CMC). Mezi molekulami RL a fetézci
alginatu dochazi k hydrofobnim interakcim, pficemz karboxylové skupiny RL funguji jako
dodatec¢né pasti pro ionty vapniku. Marangon a kol. [32] se zabyvali syntézou kompozitnich
nanocastic na bazi chitosanu a RL, zesitovanych pomoci tripolyfosfore¢nanu sodného. Tyto
RL-chitosanové castice vykazovaly mensi velikost, monodisperzni a stabilnéjsi. Bylo
prokazano, ze jejich ptipravu ovliviiuji elektrostatické interakce mezi karboxylovymi
skupinami RL a aminoskupinami chitosanu, stejné jako vodikové vazby mezi jejich — OH

skupinami.

Dalsi studovanou kombinaci je systém na bazi polymer-surfaktin. Lewinska a kol. ve
studii zr. 2022 [38] popsali vylepsenou metodu syntézy nanocéstic poly(DL-laktidu)
s vyuzitim surfaktinu jako stabilizatoru, prostfednictvim techniky technika nanoprecipitace,
coz vedlo ke vzniku sférickych nanocastic. Ve studii Kundu a kol.[39], zaméfené na vyrobu
nanokompozitli na bazi polystyrenu a anorganickych plniv, vyuzili autofi surfaktin, znadmy
pro své amfifilni vlastnosti, k dosazeni rovnomérné disperze plniva v polystyrenové matrici.
Ptitomnost tohoto biosurfaktantu vyznamné ovlivnila velikost a morfologii nanokompozita.
Zaroven vedla k vyraznému zlepSeni jejich tepelnych a mechanickych vlastnosti. Kromé
toho kompozity vykazovaly zvySenou biologickou rozloZitelnost polymeru, coz dale zvySuje

jejich atraktivitu a potencialni vyuziti [2].
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5 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Nasledujici text obsahuje poznatky ziskané z aktualnich publikaci zabyvajicich se
interakcemi mezi polymery a glykolipidickymi mikrobidlnimi povrchové aktivnimi latkami,
s dirazem na soforolipidy, a také studiem pfipravy a vyznamu komplexti na bazi téchto
slozek. Jak je patrné ze souhrnné Tabulky 1, je v soucasné dob¢ studiu kombinaci polymert,
ato jak syntetického, tak pfirodniho ptivodu, s biosurfaktanty ze skupiny glykolipida

vénovana znacna pozornost [2].

Tabulka 1 Vybrané studie vénované interakcim mezi glykolipidy a polymery

BS Polymer Forma Interakce POtel.lcmlm
aplikace
Ekologictejsi
, alternativa
Soforolipid inlfeﬁglr(‘ioggzi k hydrogeltm
kyseliny Hedvabny fibroin Hydrogel . s chemickymi
: proteinem a MK
lauroveé soforolipidu surfaktanty pro
tkanové inzenyrstvi
[40]
Interakce SL
.. agregati
Slcif(;giil;pld s fibroinem, Inteligentni
o}ie'ovg Hedvabny fibroin Propletena sit’ absence fibroinové
as teJarove' hydrofobnich hydrogely [41]
interakci mezi
fibroinem a SL
Elektrostatické L ,
: . | Vyvoj formulaci na
- interakce mezi R
Sophorolipid COO- skupinami bazi chitosanu
kyseliny Chitosan Hydrogel P N (potraviny,
o v SL a NH3 :
olejové skupinami kosmetika atd.)
chitosanu [34]
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Tabulka 1 pokracovani
Samoorganizova
na fibrilarni sit’
glukolipidu
. kyseliny olejové Responzivni
leui)llifld Alginat, chitosan, Propleteny propletena hydrogely — pH,
o}{e'ovg Zelatina hydrogel s biopolymerni teplota
! siti [317[42]
prostfednictvim
nekovalentnich
interakci
Vnitini jadro na
Soforolipid Poly (kyselina . . bézi PLGA, Peroralni formulace
. N Multifunkéni a laktonové . ,
kyseliny mlécna-ko- o pro inhibici metastaz
- . nanocasticovy formy SL .
olejové, glykolova), DSPE- \ . rakoviny prsu
. systém s kurkuminem
fosfolipid PEG o , [9]
stabilizované
vné&jsi vrstvou SL
Vznik ternarnich
nanocastic na
. . bazi . .
Soforolipid Alginat, , Transportni systém
. . wr hydrofobnich, e
kyseliny karboxymethylceluléz | Nanocastice o pro potravinaistvi
L . vodikovych
olejova a, zein [43]
vazeb
a elektrostatickyc
h interakei
Kysel Kondicionac¢ni Uginny kondicionér
ySey Kyselina hyaluronova a Cistici - bez sulfatt a silikont
sophorolipid formulace [44]
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Mezi ptirodni polymery lze fadit hedvabny fibroin, chitosan, alginat nebo Zelatinu. Ze
syntetickych polymert 1ze uvést napt. kyselinu polyglykolovou nebo polyethylen glykol.
Zminéné systémy maji velky potencial ve farmacii nebo biomedicing, a to jako hydrogely
pro tkdnové inzenyrstvi nebo nosice 1é¢iv. Hydrogely lze pfipravit smichanim piirodnich
polymeri s glykolipidy za stanovenych optimalnich podminek. Tvorba gelu a nasledna
kinetika uvoliovani je vyrazné ovlivnéna zvolenym typem a koncentraci biosurfakantd,

koncentraci polymerniho roztoku, pfidavkem soli nebo upravou pH [2].

Studium interakci mezi biosurfaktanty a polysacharidy hraje vyznamnou roli i v oblasti
1é¢by nékterych koznich onemocnéni, jako je acne vulgaris, atopickd dermatitida nebo
rosacea. Ke vzniku vSech zminénych onemocnéni vyrazné piispiva tvorba biofilmu, coz je
spolecenstvi mikroorganismt tvofené extracelularni polymerni substanci (EPS). Hlavnimi
slozkami EPS jsou polysacharidy, proteiny, nukleové kyseliny a lipidy, pfiCemzZ pravé
polysacharidy mohou pfispivat k mechanické stabilit¢ biofilmt. Stabilita biofilmi diky
polysacharidim je vysledkem jakési polymerni hydratované sité, kterou polysacharidy
vytvafi, kromé toho jsou také zdroje zivin ¢i brani bunku pied vysychanim [45]. K 1écbé
vyse uvedenych onemocnéni se ¢asto pouzivaji antimikrobidlni ptipravky, avSak pfitomnost
biofilmu interferuje s 1é¢bou a miize vyrazné snizit jeji ucinnost, napiiklad z divodu riznych
stresovych reakci, zmén mikroprostfedi, nebo tvorby perzistujicich bunck. Kromé toho
mohou k lécbé vyuzivana antibiotika v nizkych koncentracich tvorbu biofilmu spisSe

indukovat nez potlacovat.

Zajimavou studii je prace autorti Kaga a kol. [46] jejimZ cilem bylo sledovat interakce
soforolipidu a B-glukanu jako modelového polysacharidu a vyznamné slozky EPS, ato
pomoci méfeni dynamického rozptylu svétla, povrchového napéti a izotermické titracni
kalorimetrie (ITC). Bylo prokazéno, Ze ptitomnost soforolipidlii inhibovala agregaci B-
glukanu, zatimco SDS, ktery byl pouZit jako referen¢ni povrchové aktivni latka, agregaci 3-
glukanu ve vodném roztoku zvySoval. ZvySujici se koncentrace soforolipidii navic vedla
k rozptyleni B-glukanu v roztoku. Tenziometrickym méfenim bylo prokdzano, Ze
soforolipidy interaguji s B-glukanem spiSe vobjemu roztoku nez na rozhrani
vzduch/kapalina. Kromé toho byla pozorovana vyraznéj$i zména povrchového napéti nez
v ptipad¢ ptidavku SDS do roztoku B-glukanu, coz naznacuje silnéjsi interakci pravé mezi
soforolipidy a pB-glukanem. Déle bylo zjiSténo, Ze k interakci mezi soforolipidy a -

glukanem dochazi béhem demicellizace za vyznamného podilu hydrofobnich vazeb.
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Soucasné bylo prokézano, ze vlivem interakce nedochazi ke zménam konformace struktury

B-glukanu.

Studie autorti Lassenbergera a kol. [41] potvrdila antimikrobidlni vlastnosti hydrogela
na bazi hedvabného fibroinu a SL odvozenych z kyseliny olejové a stearové. Autoti popsali
vznik interpenetrujici gelové sité, kde gelace hedvabného fibroinu byla vyrazné urychlena
pfidanim SL. Vys8i ucinnost prokéazal soforolipid s nenasycenym C18:1 fetézcem ve
srovnani se SL s nasycenym fetézcem na bazi kyseliny stearové. Bylo tedy prokazano, ze
stupenn nenasycenosti mastné kyseliny ovliviiuje kinetiku gelace. Vyuzitim
spektroskopickych metod byla potvrzena zména konformace fibroinu z ndhodného klubka
na strukturu beta-skladaného listu, coz pfispélo ke stabilit¢ vysledného filmu. Vysledkem
byly hydrogely s antimikrobidlni aktivitou a biokompatibilitou. Déle byly testovany
systémy na bazi sericinu, nebo ligninu a SL s potencidlem pro hojeni ran, které vykazovaly
vynikajici antibakteridlni aktivitu a podporovaly rust fibroblasti. Rozsahly vyzkum
biologickych vlastnosti téchto systémil potvrzuje potencidlni vyuziti v biomedicinskych

aplikacich pro regeneraci tkani i v dalSich oblastech, v¢etné zeméd¢lstvi a kosmetiky [2].

Interakcim mezi soforolipidy a chitosanem se vénuje Pingali a kol. [34], ktera
poukazuje na zdsadni roli pH a pfitomnost elektrolytii pfi tvorbé a stabilit¢ komplexti.
Vysledky ukazuji, Ze elektrostatické interakce mezi kationickym chitosanem a anionickymi
soforolipidy vedou k tvorbé stabilnich agregatii a vyrazné zméné reologickych vlastnosti.
Systémy s vy$§imi hodnotami pH vykazovaly siln&jsi interakce diky vyS$$i ionizaci
karboxylovych skupin soforolipidi, coZ pfispivalo k lepsi kompatibilité s chitosanem a ke
vzniku homogenngjSich gelovych struktur. Z hlediska aplikaci tyto chitosan-soforolipidové
systétmy vykazuji nejen stabilni fyzikalné-chemické vlastnosti, ale rovnéz vyborny
biologicky profil, ¢imZ se zafazuji mezi kandidaty pro vyvoj modernich bioaktivnich
hydrogelt. Takové materialy mohou byt vyuZity naptiklad pfi hojeni ran, jako nosice 1éCiv
nebo v oblasti tkanového inZenyrstvi. Oproti klasickym syntetickym systémim nabizi navic

vyhodu biologické rozloZitelnosti, netoxicity a udrzitelnosti.

Dalsi zajimavou publikaci je studie Narciso a kol [47], ve které byla vyuzita 3D tiSténa
sitovina na bazi chitosanu a biosurfaktantli (konkrétné¢ soforolipidi a surfaktinu), jako
antibakteriadlni povlak pro silikonové zdravotnické soucasti, které jsou vysoce nachylné
k mikrobialni kontaminaci a infekci. Z testovanych BS byly vyrazné lepsi antibakteridlni
a antibiofilmové vlastnosti prokdzany u systému se soforolipidy, pii zachovani vysoké

cytokompatibility. Ve studii autorti Bettencourt a kol. [35] autofi pfipravili chitosanové
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nanocastice, inkorporujici jak soforolipidy tak rhamnolipidy, a to metodou iontové gelace.
Pomoci FTIR-ATR (Fourierova transformovana infracervena spektroskopie se zeslabenym
odrazem) a transmisni elektronové mikroskopie (TEM) byla potvrzena integrita micelarni
struktury SL uvnitf chitosanové matrice. Antimikrobidlni testy prokazaly, ze Castice
chitosanu s rhamnolipidy (RL-CS) inhibovaly rist S. aureus s minimalni inhibi¢ni
koncentraci 130 pg/ml a dokazaly redukovat tvorbu biofilmu o099 %, pricemz byla

zachovana cytokompatibilta vici lidskym fibroblasttim.

Dalsi studie [48] se zabyva interakci kyselé formy soforolipidu (SL) s modelovymi
membranami tvofenymi fosfatidylcholinem, coz je klicovy lipid bunéénych membran savci.
Pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC), rentgenové rozptylové metody (SAXS
a WAXS) a infracervené spektroskopie (FTIR), byla analyzovana termotropni a strukturdlni
odezva modelovych membran 1,2-dipalmitoy-sn-glycero-3-fosfocholinu (DPPC) a 1-
palmitoy-2-oleoy-sn-glycero-3-fosfocholinu (POPC) na ptitomnost SL. DPPC byl vybran
kvtli své presné¢ definované fazové preméné pii 41 °C, zatimco POPC umoziuje studium
membranové permeability pii pokojové teploté. Vysledky prokdzaly, Ze SL ovliviiuje
termotropni a strukturni vlastnosti fosfatidylcholinovych membran, coz naznacuje jeho

mozny biologicky uc¢inek na eukaryotické bunky.

V publikaci autorti Niki Bacille a kol. [49] byla pro stabilizaci emulzi (O/W) vyuzita
kysela forma soforolipidii v kombinaci s chitosanem ziskanym z krevetich schranek. Ze
zaporn¢ nabitych micel SL a kladné nabitého chitosanu byly vytvofeny stabilni komplexni
koacervaty koloidnich rozmérti. Bylo prokazano, ze tyto komplexy difunduji jak na rozhrani
vzduch — voda, tak olej — voda, a funguji jako koloidni emulgatory prostfednictvim tzv.
Pickeringova efektu, coz je mechanismus stabilizace pomoci pevnych, polopevnych nebo
mekkych castic. Tato technologie byla testovdna na systému dodekan-voda, ptficemz
vysledné emulze vykazovaly dlouhodobou stabilitu (v fadu meésicti). Emulze ptipravené
v poméru 70 % tukové slozky a 30 % vodného roztoku koacervatu by dle autor studie

mohly nalézt uplatnéni v kosmetickych aplikacich.
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6 CILE PRACE

e Charakterizace povrchovych a stabilitnich vlastnosti vzorki soforolipida
e Studium interakci mezi soforolipidy (SL) a polysacharidem chitosanem (CH)
e Piiprava a charakterizace komplexti na bazi chitosanu a soforolipidu

e Vyuziti komplextt CH/SL pro emulzifikaci
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7 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A POSTUPY

7.1 Pouzité chemikalie
Soforolipidy (EPS Biotechnology)
Nizkomolekularni chitosan (Sigma-aldrich)
Kyselina octova ledova p.a. (iplub Uhersky Brod)
Bezvody octan sodny (Penta s.r.0)

Slune¢nicovy olej (Majola)

7.2 Pouzité pristroje a pomucky
Analytické vahy (VERKON)
pH metr (CPH 51 s kombinovanou pH elektrodou HC 103)
Magnetické michadla (Heidolph, LAVAT)
Konduktometr (inoLab Cond 7110)
Tenziometr (EasyDyne Kriis)
Viskozimetr (Brookfield dv-iii ultra)
Zetasizer Nano series
Spektrofotometr (Jasco V-750)
Dynamicky analyzator pén (Kriiss DFA100)
Mikropipety (Eppendorf)

Laboratorni sklo (pipety, odmérné baiiky, 1Zi€ky, kadinky, odmérné vélce, nalevky)
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8 METODIKA

8.1 Vyroba soforolipida

Vyroba soforolipidli probihala ve firmé EPS biotechnology, s.r.0., a to ve 2 L bioreaktorech
po dobu 7 dni. Zdrojovym mikroorganismem byla kvasinka Candida bombicola. Po sbéru
surovych soforolipida (Obr. 9) byla provedena alkalicka hydrolyza. V 0,5 1 1ahvich Duran
bylo ke 100 ml surovych soforolipidl ptidano 200 ml 4M NaOH (0,5 1 zasobniho roztoku
pripraveno smichdnim 160 ml 50 % NaOH s 340 ml vody). Smés byla zahtivana ve vodni
lazni na 90 °C po dobu 10 minut. Poté byla smés ulozena do sklenénych lahvi Duran, z nichz

byly nasledné odebirany vzorky pro dal$i méteni.

Obrazek 9 a) Separace a sbér surovych soforolipidii b) Zbylé fermentacni médium

(zdroj: vlastni)
8.2 Stabilitni studie vzorku soforolipidi

Stabilita vzorka alkalickych soforolipidii ulozenych pfi teploté¢ 25+3 °C a 443 °C byla
sledovana v Case prostfednictvim vizudlniho hodnoceni a méfeni vybranych fyzikalné-
chemickych parametri (pH, viskozita, povrchové napéti) v pravidelnych c¢asovych
intervalech. Viskozita byla méfena pomoci viskozimetru Brookfield dv-iii ultra za pouziti
spindlu C4-18 pfi otackach 200 rmp a laboratorni teploté 25+3 °C (Obr. 10). Povrchové
napéti bylo méfeno pomoci tenziometru EasyDyne Kriis za vyuziti metody Wilhelmyho

desticky (viz postup v kapitole 8.4.4)
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Obrazek 10 Viskozimetr Brookfield dv-iii ultra

(zdroj: vlastni)
8.3 Testovani antimikrobialni aktivity

U pfipravenych soforolipidii (SL) byla testovdna jejich antimikrobialni aktivita pomoci
diskové difuzni metody (Obr. 11). Pouzity byly mikroorganismy, které jsou soucasti sbirky
mikroorganismtt UIOZP FT UTB ve Zling. Suspenze o zakalu 0,5 McF byly nasledné
inokulovany na Petriho misky s Mueller Hinton agarem (HiMedia Laboratoires, Indie). Po
zaschnuti mikrobidlni suspenze byly na povrch misek umistény sterilni papirové disky o
praméru 6 mm, pfi¢emz na kazdy disk bylo nadavkovano 10 pl testovaného vzorku. Takto
ptipravené Petriho misky byly inkubovany pii optimalni teploté (Tab. 2). Po inkuba¢ni dobé

byly hodnoceny inhibi¢ni zony kolem diski.

Tabulka 2 PouZité mikroorganismy pro testovani antimikrobidlni aktivity

MO Tinkubace [OC]
Escherichia coli 37
Listeria ivanovii 37

Staphylococcus aureus 37
Candida albicans 25
Aspergillus niger 25

(zdroj: viastni)
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Obrazek 11 Ptipravené Petriho misky pro diskovou metodu pted kultivaci

(zdroj: vlastni)

8.4 Charakterizace roztoki soforolipidi SL

8.4.1 Priprava pufri

Pro jednotliva méfeni byly pfipraveny acetatové pufry o pH 3,5, 4,5 a 5,5 smichanim daného
mnozstvi ledové kyseliny octové s octanem sodnym a doplnénim potiebného mnoZstvi
vody. Ptidavky jednotlivych slozek jsou uvedeny v Tabulce 3. U ptipravenych roztokt pufra
bylo kontrolovano pH pomoci bateriového pH metru, ktery byl kalibrovan fosfatovym

a ftalatovym pufrem.

Tabulka 3 Poméry pro ptipravu acetatovych pufri

pH | kyselina octova [ml] | octan sodny [g]
3,5 5,4 0,395
4,5 3,2 3,692
5,5 0,5 7,355

(zdroj: vlastni)

8.4.2 Priprava zisobnich roztoki soforolipidii

Byly pfipraveny zasobni roztoky SL (o koncentraci 1 mg/ml) v prostiedi ptislusného pufru,
nebo destilované vody, ato navazenim 1 g soforolipidi do 100 ml odmérné banky

a doplnénim po rysku ptislusnym roztokem.
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8.4.3 Priprava pracovnich roztoki soforolipidi

Ze zasobniho roztoku (kapitola 8.4.2.) bylo ptipraveno 12 vzorkl o koncentracich v rozmezi
od 0,01 mg/ml do 2 mg/ml do 50 ml odmérnych ban¢k pipetované objemy byly vypocitany

dle rovnice (1)

Vi =V, (1)

Kde Vi odpovidd pipetovanému mnozstvi latky ze zasobniho roztoku [ml], ¢i vychozi
koncentraci roztoku [mg/ml], V> objem vysledného roztoku [ml] a c¢» pozadované

koncentraci vysledného roztoku [mg/ml].

8.4.4 Méreni povrchového napéti

Mg¢fteni bylo provedeno na tenziometru EasyDyne Kriis (Obr. 12) metodou Wilhelmyho
desticky pfi laboratorni teploté 25+3 °C. Vysledna hodnota méteni byla automaticky
ptistrojem vyhodnocena jako primér z 5 méfeni, pticemz kazd4 sada pracovnich roztokii
(ptipravenych v kapitole 8.4.3.) byla proméfena dvakrat. Micelarni parametry byly
vypocitany z tenziometrickych dat podle néasledujicich vztahti dle rovnice Gibbsovy
adsorp¢ni izotermy (2) a rovnice pro vypocet plochy, kterou jedna molekula surfaktantu

zaujima na rozhrani (3):

1 dy (2)
F= =2 Gmer
_ 1 3)
=N

Kde I' [mol/m?] je povrchova koncentrace molekul na rozhrani, R je univerzalni plynova
konstanta 8,314 J-mol™!-K™!, T je teplota 298 K, dy/dInc je smérnice piimky ziskané z grafu
zavislosti y = f (Inc), a [nm?] je plocha jedné molekuly pfi rozhrani, Na je Avogadrova

konstanta 6,023 -10%

Na zdklad¢ tenziometrie byl stanoven také povrchovy tlak, dle Rovnice (4).
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T=Yy—Y 4)

Kde yo odpovida naméfenému povrchovému napéti destilované vody [mN/m] a y odpovida

naméfenému povrchovému napéti vzorku [mN/m)].

Obrazek 12 Tenziometr EasyDyne Kriis
(zdroj: vlastni)
8.4.5 Konduktometrie

Vodivostni méfeni bylo provadéno pomoci konduktometru inoLAB Cond 7110 (Obr. 13)
pfi laboratorni teploté. Byly proméfeny sady pracovnich roztokt SL s odpovidajicim pufrem

a také roztoky SL ve vodé&. Vysledky byly vyjadieny jako primeér ze dvou stanoveni.
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Obrazek 13 Konduktometr inoLab Cond 7110

(zdroj: vlastni)
8.4.6 Meéreni stability pény

Pro méfeni stability pény byly pfipraveny ¢tyti roztoky SL ve vodé a odpovidajicich pufrech,
a to fedénim ze zasobniho roztoku SL dle rovnice (5), na vyslednou koncentraci 7 mg/ml.
Pro stanoveni pénivosti byly vyuzity dvé metody, a to Ross-Millesova metoda a méfeni

pomoci dynamického analyzatoru pény Kriiss DFA 100.

Vi =V, (5)

Kde Vi odpovida pipetovanému mnozstvi latky ze zasobniho roztoku [ml], ¢1 vychozi
koncentraci roztoku [mg/ml], V2 objem vysledného roztoku [ml], ac» pozadované

koncentraci vysledného roztoku [mg/ml].

Metoda Ross-Milles

Do cistého odmérného valce o objemu 50 ml bylo pomoci pipety nadavkovéno 15 ml
roztoku. Stejné mnozstvi dan¢ho roztoku bylo nabrano do pipety, ktera byla umisténa
vertikalné v definované vysce nad valec. Nasledné se roztok nechal volné stékat z pipety do
odmérného vélce. Bezprostfedné poté byla zmétena vyska vzniklé pény. Méteni bylo poté
provedeno jesté v Case, konkrétné po 30 a 60 minutach. Cely experiment byl zopakovan

dvakrat.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

Metoda pomoci pristroje Kriiss DFA 100

Z kazdého roztoku bylo odebrano 50 ml do sklenéné trubice, ktera byla nasledn¢ umisténa
do pfistroje pro dynamickou analyzu pény. Po nastaveni pozadovanych parametra (pritok
0,2 L/min, vyska prosviceni 12 %) bylo zahdjeno méfeni. Nésledné byla monitorovana
pocatecni péna a jeji pokles beéhem celkové doby 600 s. Kazdy vzorek byl analyzovan

dvakrat.
8.5 Charakterizace vzorki chitosanu se soforolipidy CH/SL

8.5.1 Priprava roztoku chitosanu

Byly pfipraveny roztoky chitosanu o objemu 500 ml a koncentraci 10 mg/ml v prostfedi
pufra pH 3,5 a pH 4,5, v ptipadé pH 5,5 byl z divodu omezené rozpustnosti pfipraven roztok
o koncentraci polovi¢ni, tj. 5 mg/ml. Vypocitané mnozstvi dle rovnice (6) bylo navaZzeno
s presnosti na 0,0001 g anasledné¢ homogenizovano na magnetickém michadle pfi

laboratorni teploté po dobu 24 hodin (Obr.14).

m1 = V]_ " C1 (6)

Kde m; odpovidd hmotnosti chitosanu [mg], ¢; odpovidd pozadované koncentraci

resveratrolu [mg/ml], V; poZadovanému objemu roztoku [500 ml].

Obrazek 14 Ptiprava roztokl chitosanu

(zdroj: vlastni)
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8.5.2 Priprava vzorki chitosan/soforolipid CH/SL

Pro ptipravu vzorki CH/SL byl napipetovan odpovidajici objem ze zasobniho roztoku
soforolipidi, k némuz bylo pfiddno 20 ml roztoku chitosanu, doplnéno odpovidajicim
pufrem po rysku do 50 ml odmérné banky (resp. do 25 ml odmérné banky v ptipadé pH 5,5,
unchoz bylo nutno zasobni roztok chitosanu pfipravit o niz§i koncentraci kvali horsi
rozpustnosti). Po pfidani vSech slozek byly smési homogenizovany na magnetickém
michadle po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Koncentrace chitosanu ve vyslednych
roztocich byla konstantné 4 mg/ml a koncentrace SL se pohybovala v rozmezi od 0,01

mg/ml do 2 mg/ml.

8.5.3 Sledovani interakci CH/SL

Hodnoceni interakci mezi chitosanem a soforolipidy probihalo pfi laboratorni teploté
pomoci méfeni povrchového napéti (kapitola 8.4.4), vodivosti (kapitola 8.4.5) a viskozity
(kapitola 8.2) prostfednictvim viskozimetru Brookfield dv-iii ultra. Vysledky byly

pramérem minimalné ze dvou stanoveni.

8.5.4 Méreni zeta potencialu

Meéfeni zeta potencialu bylo provedeno u vSech sad vzorkli chitosanu se SL (v rozmezi
koncentraci od 0,01 mg/ ml do 2 mg/ml) v odpovidajicim pufru na pfistroji Zetasizer. Po
dikladném promichani bylo 10 pl vzorku napipetovano do kadinky a dikladné promichano
s 3 ml pufru o odpovidajicim pH, ktery byl ptefiltrovan pres sttikackovy filtr VWR. Takto

pfipraveny vzorek byl naplnén do kyvety a méten pfi laboratorni teploté 25+3 °C.

8.5.5 Turbidimetrické mérieni

U pfipravenych sad vzorki byla proméiena jejich absorbance na UV-VIS spektrofotometru
pii fixni vinové délce 400 nm. Kazda koncentrace byla prométena dvakrat. Takto ziskané
hodnoty byly nasledné vyuZity pro vypocet transmitance dle rovnice (7) a turbidity dle

rovnice (8), kde A odpovidd namétené absorbanci vzorku.
Transmitance = 1074

Turbidita = 100 — Transmitance (%)

(7)
®)
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8.5.6 Antibakterialni aktivita

Testovani bylo provedeno pomoci diskové difuzni metody (viz Kapitola 8.3) na vybranych

vzorcich chitosanu s 2 mg/ ml SL v odpovidajicim pufru o vSech pH (3,5; 4,5; 5,5).
8.6 Stabilita emulzi

8.6.1 Priprava emulzi

Kazda emulze obsahovala 6 g slunecnicového oleje a 14 g vodné faze na bdzi smési
chitosanu a soforolipidi vdaném pH o koncentraci 4 mg/ml polymeru a 5 mg/ml
biosurfaktantu. Jako kontrolni vzorek byla pfipravena emulze obsahujici pouze smés oleje
a vody ve stejném poméru, tj. 6 g a 14 g. Po navazeni slozek v daném poméru byly emulze
homogenizovany pomoci Ultraturraxu, a to po dobu 1 minuty pii otackach 13 000 rpm.
Nésledné bylo provedeno vizudlni hodnoceni (ihned av ¢ase po ulozeni vzorkd pfi

laboratorni teploté) a charakterizace pomoci méteni velikosti ¢astic a zeta potencidlu.

8.6.2 Meéfreni velikosti ¢astic a zeta potencialu

U pfipravenych emulzi byla také méfena velikost ¢astic pomoci ptistroje Zetasizer. Z kazdé
pfipravené emulze bylo odebrdno 0,5 ml a doplnéno 1 ml pfefiltrované¢ho pufru (pomoci
stiikackového filtru VWR o velikosti port 0,2 pm). Nasledné byl takto pfipraveny vzorek
pfeméien na velikost ¢astic pii laboratorni teploté 25+3 °C. U emulzi byl také méten zeta

potencidl, a to dle podminek uvedenych v Kapitole 8.5.4.

8.6.3 Turbidimetrické méreni

Absorbance byla u pfipravenych emulzi méfena pfi fixni vinové délce 400 nm na UV-VIS
spektrofotometru a prepocitana na hodnoty turbitimetrie (dle postupu viz Kapitola 8.5.5).

8.6.4 Index krémovani

Na zdkladé indexu krémovani lze posoudit, zda je dand emulze stabilni ¢i nikoli.

U ptipravenych vzorkl emulzi byl vypoc€itan index krémovani dle rovnice 9.

Hc

t

kde H¢ odpovida vysce krémové vrstvy [mm] a Hi celkové vySce emulze [mm].



52 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1.1 Stabilitni studie vzorki soforolipida

Vzorky soforolipidii byly sledovany po dobu 8 mésicti ve dvou rezimech skladovani — pii
laboratorni teploté (25 + 3 °C) av lednici (4 = 3 °C). Je patrné, ze u vzorkil ulozenych
v lednici se objevuji znamky srazeniny, které z povrchové Césti se béhem ¢asu postupné
vyskytuji v celém objemu vzorku. V horni c¢asti vzorkli lze pozorovat naZloutlou
LHkrémovou* vrstvu (Obr. 15-16). Na druhou stranu vzorky skladované pii laboratorni
teploté ztstaly pomérné stabilni po celou dobu testu, pouze s mirnou zménou barvy na
svétlejsi. Tento rozdil 1ze vysvétlit teplotné zavislou rozpustnosti a micelizaci soforolipidii
v zasaditém prostredi. Pfi 4 + 3 °C klesa kinetickd energie molekul a nariistd tendence
k agregaci, vznikaji nerozpustné Castice, které rychle sedimentuji. Naopak pii vyssi teploté
jsou micely dynamictéjsi, udrzuji disperzi lipidové faze a srazeni probihd pomaleji [50].
Studie [51] zkouma chovani soforolipidli ve vodnych roztocich pomoci fady riznych metod
jako je napf. rentgenova difrakce. Vysledky ukazaly, ze soforolipidy mohou tvofit kubické
faze kapalnych krystali, coz je diilezité pro pochopeni jejich ,,samoorganiza¢nich* vlastnosti
a potencialnich aplikaci. Ve studii neni uvedeno, pfi jaké teplot¢ krystaly vznikaly, ale uvadi

ji jako faktor ovliviiujici vznik.

(zdroj: viastni)
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Obrazek 16 Vzorky SL v riznych ¢asech od vyroby: leva dvojice skladovana pii 2543 °C,
prava dvojice pii 4+3 °C.

(zdroj: vlastni)

V tabulce 4 jsou zaznamenany naméiené hodnoty povrchového napéti, viskozity a pH
u vzorkll skladovanych pfti teploté€ 25 +3 °C a 4 + 3 °C v pribéhu Casu. Je zfejmé, Ze behem
sledované doby nedoSlo k vyraznym zméndm sledovanych parametri. U vzorkl
skladovanych pti 25 = 3 °C bylo pozorovano pouze mirné zvySovani povrchového napéti
(v), které se stabilizovalo na hodnotach kolem 35 mN/m, zatimco vzorky skladované pii
niz§i teploté¢ si zachovaly viceméné stabilni povrchovou aktivitu. Viskozita vzorkl
ulozenych v laboratoti byla dle ptedpokladu niz$i, v rozsahu mezi 4,1 a4,8 mPa-s,
v porovnani s roztoky skladovanymi pfi 4 °C, kde byl zaznamenan 1 vétsi rozptyl hodnot
behem casu. VSechny vzorky vykazovaly vyssi hodnoty pH, coz 1ze po tiprave SL alkalickou

hydrolyzou piepokladat.
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Tabulka 4 Souhrn vysledkli pro méteni stability u vzorka soforolipida
Teplota skladovani
25+3 °C 443 °C
Den od
vyroby | y(mN/m) | n(mPa-s) pH vy (mN/m) n (mPa-s) pH
2 30,404 | 4,5£0,0 13,4 - - -
58 33,5+0,9 4,8+ 0,2 12,5+0,0 36,7+ 0,0 5,5+1,1 12,6+0,0
75 33,6+ 0,4 4,3+0,2 13,0+0,0 34,5+0,3 5,7+1,4 13,0+0,1
93 34,0+ 0,1 4,5+0,0 12,6+0,1 35,8+ 0,6 55413 12,5+0,1
136 34,5+0,1 4,6+0,0 12,8+0,1 36,1+0,6 6,4+0,3 12,5+0,0
163 35,3+0,6 4,3+0,1 11,5+0,0 35,5+0,1 6,1+0,9 11,5+0,0
168 34,0+0,1 4,1+£0,0 14,0+0,0 35,0+0,0 4,4+0,1 14,1+0,0
210 35,1£0,4 4,3+0,0 12,4+0,0 36,0+0,4 6,3+0,8 12,3+0,0
(zdroj: viastni)

9.1.2 Testovani antimikrobialni aktivity SL

Vysledky agar difizniho testu surového SL a vzorku SL po alkalické hydrolyze jsou shrnuty

v Tabulce 5. Je ztejmé, Ze vzorek surového SL z kvasinky Candida bombicola (100 %)

prokézal vysokou antimikrobialni aktivitu proti Staphylococcus aureus, Listeria ivanovii

a Aspergillus brasiliensis. Nejvy$$i citlivost vykazovala Listeria ivanovii (inhibi¢ni zoéna 15

mm).

Naopak zadna inhibi¢ni zona nebyla zaznamenéna v ptipadé Escherichia coli

a Candida albicans. V ptipad¢ alkalického SL lze pozorovat antimikrobidlni u€inky proti

vSem testovanym mikroorganismiim, coZ potvrzuje piiznivy vliv alkalizace proti

kvasinkovym infekcim.
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Tabulka 5 Inhibi¢ni zony testovanych vzorkt (véetné disku 6 mm)

Vzorek Escherichia | Staphylococcus | Listeria Aspergillus Candida
coli aureus ivanovii brasiliensis albicans
Surovy SL
z C.
bombicola. N 12 15 14 N
(100 %)
Alkalicky
SL (33,3 9 8 9 13 15
%)

(zdroj: vlastni)
* N — zadn4 inhibi¢ni z6na.

V publikaci [52] byly hodnoceny antibakteridlni ucinky c¢istych laktonickych
soforolipidil (LSL) proti grampozitivnim bakteriim Staphylococcus aureus a Lactobacillus
sp. a gramnegativnim Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. Po inkubaci vzorki byly
méfeny inhibi¢ni zony, jejichz velikost se vyrazné liSila v zavislosti na pouzitém
mikroorganismu. Nejvyssi u¢innost LSL byla zaznamenana proti S. aureus, u které¢ho pii
koncentraci 0,50 mg/ml dosahovala inhibi€ni z6éna priméru 11,25 mm. Pfi zvySeni
koncentrace na 3,13 mg/ml se inhibi¢ni G€¢inek projevil také viici P. aeruginosa, kde primér
zony Cinil pfiblizné 7,30 mm. U Lactobacillus sp. a E. coli se inhibi¢ni zona neobjevila ani
kol. [53] tyto vysledky ukazaly, ze LSL nevykazuje konzistentni antibakterialni uc¢inek proti

grampozitivnim, ani proti gramnegativnim bakteriim.
9.2 Charakterizace roztoki soforolipidi SL

9.2.1 Tenziometrické méreni roztoka SL

U pfipravenych roztokii soforolipidii byla stanovena kriticka micelarni koncentrace (CMC),
a to pomoci méteni hodnot povrchového napéti, které byly vyneseny do grafu v zavislosti
na koncentraci surfaktantu, z nichz byly nasledn€ hodnoty CMC stanoveny jako priseciky
klesajici a ustdlené casti kiivky (Obr. 17). Ziskané hodnoty CMC spolecné s dalSimi
micelarnimi parametry, ziskanymi z tenziometrického méteni, jsou shrnuty v Tabulce 6. Na

zaklad¢ ziskanych dat Ize potvrdit mirny vliv pH na povrchovou aktivitu vzorkd, pfi¢emz
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hodnoty CMC se pohybuji v rozmezi od 0,15 — 0,28 mg/ml s nejnizsi hodnotou u nejvyssiho
testovaného pH 5,5. Co se tyka dalSich micelarnich parametra, jako je Gibbsova micelarni
energie, adsorpce na rozhrani a plocha, kterou na rozhrani zaujima jedna adsorbovana
molekula, 1ze konstatovat, ze ve vSech pfipadech dochéazi ke spontanni tvorbé micel

s nejtésnéjsim uspotradanim molekul na rozhrani u vzorku v pH 4,5.

Je zifejmé, ze povrchova aktivita mize byt ovlivnéna rGznymi faktory, pficemz
iontova sila a pH maji velky vyznam zejména u ionickych slouc¢enin v roztocich. Zejména
u kyselé formy SL miize pH vyrazn¢ ovlivnit ionizacni stav karboxylové skupiny. Pti niz§im
pH je tato skupina neionizovana, coz zvysSuje hydrofobicitu molekul a mize tak ptispét
k jejich vyssi tendenci tvofit micely [54]. Zarovein mize pH ovliviiovat pomér laktonové

a kyselé formy SL, pficemz laktonové SL jsou povaZovany za povrchové aktivnéjsi [8].

Autofi studie Li a kol. [55] uvadéji, Ze laktonové SL vykazuji v porovnani s kyselou
formou nizsi hodnoty jak povrchového napéti, tak CMC. Konkrétné byly pii pH 7 ziskany
hodnoty CMC pro surové, kyselé a laktonové SL 80, 30 a 15 mg/l. Odpovidajici hodnoty
YCMC (povrchové napéti pfi dosazeni kritické micelarni koncentrace) €Cinily 32, 40 a 34
mN/m. Vys$§i povrchova aktivita laktonové formy SL miZe byt zplsobena jeji vySsi
hydrofobicitou. Vysledné CMC mutze byt také ovlivnéno koncentraci soli, coz se nasledné
projevi na dalSich micelarnich parametrech jako je minimalni povrchové plocha na molekulu

(Amin) ¢1 maximalni adsorp¢ni kapacita (I).
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Obrazek 17 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci roztokt SL
(zdroj: vlastni)
Tabulka 6 Miceldrni parametry
CMC 3 Y min r 2
: k ] [A
Vzorek [mg/ml] CMC [-10™ mol/l] [mN/m] | [10° mol/m?] G [kJ/mol] [nm~]
SL/3,5|0,26+0,03 0,37+0,0 32,640,0 1,68+0,18 |-19,58+0,30| 9,9+0,0
SL/4,5|0,28+0,02 0,39+0,0 36,4+0,85 1,93+0,69 -19,44+0,13 | 8,6+0,0
SL/5,5|0,15+0,06 0,35+0,1 30,4+021| 1,78+0,32 | -19,71+0,59 | 9,3%0,0

(zdroj: vlastni)

9.2.2 Stanoveni povrchového tlaku

Na zéklad¢ tenziometrického méfeni byl vyhodnocen i povrchovy tlak (viz rovnice 4), ktery

vypovida o hustoté molekul na rozhrani a umoZiiuje detailn€ji pochopit chovani latek na

fazovém rozhrani (zejména kapalina—plyn) a adsorpéni mechanismy. Rychlost dosazeni

rovnovazného povrchového tlaku zavisi na typu povrchové aktivni slouceniny a slozeni

systému. Autofi studie Holm a kol. [56] prokézali, ze napiiklad smési s niz§im obsahem

dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC) 40 % dosahuji vysokého povrchového tlaku (46

mN/m) podstatné rychleji (béhem 3 minut) nez systémy s vyssim podilem DPPC (60-80 %),
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u kterych je proces pomalejsi (az 15 minut). Tento jev mlze souviset se strukturou

a mobilitou molekul na rozhrani a jejich schopnosti reorganizace.

45
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[ o z
s | ] 1 1

T2 4 p _
s | Q
sl
20 e
15 [ ®SL3,5
0 T SL4,5
SL5,5
5
0
0 0,5 1 1,5 2

c (mg/ml)
Obrazek 18 Zavislost povrchového tlaku na koncentraci roztok SL
(zdroj: vlastni)

Jak je patrné z Obr. 18, zéavislost rovnovazného povrchového tlaku na koncentraci SL
vykazuje u vSech vzorkli obdobny pribéh. Trend kiivek povrchového tlaku je v pfipadé
vzorkt SL vpH 3,5 a4,5 srovnatelny, dosazeni konstantniho tlaku nastavd okolo
koncentrace SL 0,6 mg/ml. U systému v pH 5,5 je nartst tlaku v pocatecni fazi strméjsi
a k dosazeni rovnovahy dochézi pti nizsich koncentracich SL (0,2 az 0,3 mg/ml), coZ jsou
hodnoty o néco vyssi, v porovnani s vysledky CMC, kdy ofekdvame nasyceni rozhrani a
v dalsi fazi tvorbu micel. Pribéh kiivky miiZze byt ovlivnén celou fadou faktord, naptiklad
pH nebo moznou agregaci/micelizaci molekul, které nepfispivaji k dalSimu sniZovani
povrchového napéti. V takovém piipadé je potieba vyS$i koncentrace k dosazeni

rovnovazného tlaku.
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9.2.3 Konduktometrické méreni roztoka SL

Me¢éteni vodivosti roztokd surfaktantli umoznuje stanoveni kritické miceldrni koncentrace
(CMC). Pred dosazenim CMC vodivost roste linearné s koncentraci surfaktantu; po
piekroceni CMC dochazi ke zméné sklonu zavislosti, nebot’ tvorba micel vaze Cast ionth
a tim omezuje dalsi riist vodivosti. Metoda vyzaduje pfitomnost iontd, je tedy vhodné pro

charakterizaci micelarnich parametra ionickych povrchové aktivnich latek [S57][58].

Ziskané hodnoty vodivosti byly vyneseny do grafu v zéavislosti na koncentraci SL
v roztoku (Obr. 19). Jak je patrné, na kiivkach nelze pozorovat charakteristické zlomy
a jednoznacné tak stanovit hodnoty CMC. Za tcéelem srovnani samotnych SL roztokd se
systémy s chitosanem byly kifivky v celém rozsahu koncentraci prolozeny linearni funkci.
Lze vidét, Ze korelacni koeficienty jsou v pfipad€ samotnych SL roztokl vyssi, zatimco
u systémit CH/SL, zejména pii pH 3.5, doslo k poklesu hodnoty koeficientu determinace,
coz poukazuje na nelinedrni chovani systému (Obr. 30). Tento efekt 1ze pfi¢ist interakcim
mezi chitosanem a molekulami soforolipidii, které mohou vést k tvorbé agregati nebo
komplexti, coz ovliviiuje pohyblivost ionttl a tim i1 vyslednou vodivost. Nelinearni zakiiveni
ziskanych zévislosti tak indikuje zménu mechanismu chovani roztoku v pfitomnosti

polymeru.

SL3,5 SL4,5 SL5,5 H20

R?=0,9876

5 R2=0,9796

A (mS/cm)

R?=0,9988

1 R*=0,999

0 0,5 1 1,5 2
¢ (mg/ml)
Obrazek 19 Graf zavislosti vodivosti roztokt SL na jejich koncentraci

(zdroj: vlastni)
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9.2.4 Meéreni pénivosti

Péna vznikajici uroztokli surfaktanti je klicovym parametrem v fadé¢ pramyslovych
aplikaci. Ovliviiuje zde nejen stabilitu, ale také texturu Ci separacni vlastnosti produkti.
Proto je métenti stability a kapacity pény diilezité pro pripadné zlepSeni slozeni, ¢i podminek

formulaci.

Ross-Milesova metoda

Tato metoda je bézn¢ vyuzivana pro hodnoceni pénivosti, zejména z divodu jednoduchosti
provedeni a ekonomické vyhodnosti. Péna byla hodnocena u roztoki SL ve vSech
ptipravenych pufrech (Obr. 20 az 23). Jak je patrné z Tabulky 7, pocatecni péna dosahuje
vysky od 16,5 do 20 mm, v zéavislosti na daném pH. Lze pozorovat rostouci trend vysky
peny se zvysujicim se pH roztoku. Po 30 minutach doslo k pfedpokladanému poklesu pény,
ktery byl nejvyraznéjsi v ptipad¢ vzorku voda/SL. Po hodiné byla vyska pény viceméné
zanedbatelnd s nejnizs$i hodnotou u vzorku v pH 3,5. Dané vysledky jsou dolozeny i na

Obrazcich 21 az 23.

Autofi Hollenbach a kol. [59] porovnavali pénivost riznych typl biosurfaktanti,
konkrétné¢ rhamnolipid, soforolipidi, mikrobidlnich glykolipidd a enzymaticky
syntetizovanych glykolipidl,, s anionickym SDS. Péna byla sledovana v definovanych
intervalech: ihned, nasledné€ po 5 a 60 minutach. Pro generovani pény byl pouzit plyn (dusik,
vzduch nebo oxid uhlicity) s pritokem 60 ml/min pies nalevku. Méfeni pénivosti a stabilita
pény byla provadéna na zéklad¢ vySky pény, pfi¢emz byla zaznamendna vyska pii 5
minutdch (rs) a 60 minutdch (re0). Pro sledovani velikosti bublin byla vyuZzita opticka
mikroskopie. Vysledky ukazuji, Ze enzymaticky syntetizované glykolipidy a rhamnolipidy

typu R3 vykézaly ve srovnani se soforolipidy lepsi schopnost stabilizovat vytvofenou pénu.

Tabulka 7 Vyska pény roztokli SL namétend metodou Ross-Miles

Vyska pény (mm)
Vzorek ihned | po 30 min | po 60 min
SL/voda [20,0+£0,0| 5,0+0,0 3,5+0,7
SL 3,5 16,5£2,1| 4,014 1,0+0,0
SL 4,5 17,5+¢3,5| 10,0+0,0 2,5+0,7
SL 5,5 21,0£1,4] 12,5+10,6 3,014
(zdroj: viastni)
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Obrazek 20 Ptipravené roztoky SL pro méfeni pénivosti

(zdroj: vlastni)

Obrazek 21 Vyska pény vzorka SL ihned

(zdroj: vlastni)

Obrazek 22 Vyska pény po 30 minutach

(zdroj: vlastni)
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Obrazek 23 Vyska pény po 60 minutach

(zdroj: vlastni)

Kriiss metoda

Vysledky méteni pocatecni a kone¢né pény (po 600 s) jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 8
a na Obrazcich 24 az 27. Poc¢atecni vyska pény dosahovala okolo 180 mm, bez vétSich
rozdilti mezi jednotlivymi roztoky. Ve sledovaném case doslo k vyraznému poklesu pény
(vyska dosahovala od 6 do 11 mm). Casovy priibéh samotného méfeni ziskany z piistroje je
znazornén na Obr. 28. Z modré kiivky je patrné, Ze pribéh poklesu vysky pény se zrychluje

s rostoucim pH.

Tabulka 8 Vyska pény roztokli SL namétend metodou Kriiss

Vyska pény (mm)
Konec¢na
Vzorek Pocatecni | (po 600 s)
SL/voda 179+1 6+ 1
SL/ 3,5 181+1 842
SL/ 4,5 180+5 9+2
SL/5,5 179+3 11 +1

(zdroj: viastni)
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Obrazek 24 Vyska pény vzorku SL ve vodé: a) pocatecni, b) po 600 s

(zdroj: vlastni)

Obrazek 25 Vyska pény vzorku SL pH 3,5 a) pocatecni b) po 600 s

(zdroj: vlastni)
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Obrazek 26 Vyska pény vzorku SL pH 4,5 a) pocatecni b) po 600 s

(zdroj: vlastni)

Obrazek 27 Vyska pény vzorku SL pH 5,5 a) pocatecni b) po 600 s

(zdroj: viastni)
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Obrazek 28 Pénivost roztokl SL v €ase a) ve vodé, b) pH 3,5, ¢) pH 4,5, d) pH 5,5

(zdroj: vlastni)
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9.3 Charakterizace vzorkii chitosanu se soforolipidy CH/SL

Sledovani potencialnich interakci probihalo pomoci tenziometrickych, konduktometrickych

a viskozitnich méfeni.

9.3.1 Tenziometrické méreni CH/SL

Na Obrazku 29 je znazornéna zavislost povrchového napéti systému CH/SL v riznych pH
(3,5; 4,5 a 5,5) v zavislosti na rostouci koncentraci SL. Z priabéhu kiivek lze ziskat diulezité
informace o povrchové aktivité systému a potencidlnich interakcich mezi slozkami
polymeru a surfaktantu. Z prvniho zlomu na kiivkach lze odhadovat kritickou agregaéni

koncentraci (CAC) (Tab. 9) indikujici pocatek tvorby agregatii na fetézci polymeru.

Z prubehi ziskanych kiivek (Obr. 29) lze usuzovat, ze CAC (kritickd agregacni
koncentrace) se pohybuje v rozmezi od 0,11 do 0,18 mg/ml (Tab. 9). Nejnizs§i hodnotu CAC
vykazuje systém CH/SL v pH 5,5, ktery se tak jevi jako nejvice povrchové aktivni. Tento
jev lze spojit s rostouci deprotonaci aminoskupin chitosanu pii vyssim pH, coz snizuje jeho
kladny naboj atim podporuje elektrostatickou interakci s biosurfaktantem [60]. Pokud
srovndme hodnoty CMC samotnych SL (Tab. 6) s CAC hodnotami v systémech
obsahujicich chitosan (Tab. 9), je patrné, Ze k micelizaci v pritomnosti chitosanu dochazi

drive, coz podporuje existenci interakci mezi danymi slozkami.

Tabulka 9 Hodnoty CAC pro vzorky CH/SL

Vzorek CAC [mg/ml]
CH/SL 3,5 0,13+0,04
CH/SL 4,5 0,18+0,04
CH/SL 5,5 0,11+0,01

(zdroj: vlastni)
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Obrazek 29 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci roztoki CH/SL
(zdroj: vlastni)

Ve studii [61] byla sledovana zavislost povrchového napéti na koncentraci tenzidu SDS
(sodium dodecyl sulfat) samotného a poté s pfidavkem PEG (polyethylenglykolu). Pro
samotny SDS ve vodé byla CMC stanovena na ptiblizné 8,0 mM, cozZ je hodnota, ktera je
v souladu s literaturou, potvrzujici standardni chovani SDS v tomto prostfedi. Kritickd
agregaCni koncentrace indikujici pocatek interakce SDS s polymerem se pohybovala

v niz8ich koncentracich, pfiblizné€ kolem 1-2 mM, v zavislosti na typu a koncentraci PEG.

9.3.2 Konduktometrické méreni CH/SL

Méteni vodivosti roztokli polymert se surfaktanty muze také poskytnout informace
o pfipadnych vzajemnych interakcich danych slozek. Podobné jako v ptfipadé samotnych
roztokli povrchové aktivnich latek, je zde ovSem diilezitd pfitomnost iontl. Biosurfaktanty
maji obecné vliv na elektrickou vodivost roztokt, jak uvadi studie [62], kde tyto latky
vyznamné snizily elektrickou vodivost roztokd obsahujicich tézké kovy. Klicova je
samoziejm¢ konkrétni molekularni struktura a podminky prostfedi (pH, iontova sila,

pifipadné teplota).
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Na Obr. 30 lze sledovat zavislost vodivosti na koncentraci SL pro vSechny tfi pufracni
systémy. Nejvyssi hodnoty vodivosti dosahuje systém CH/SL 5,5, coz mtze byt dano vyssi
mirou ionizace nebo stabilnéjsim chovanim pti daném pH. Za ucelem porovnani systému
bez as polymerem byly kiivky prolozeny linearni funkci. Je patrné, ze koeficienty
determinace (R?) jsou nizsi, nez u samotnych roztokt SL (konkrétné pro pH 3,5, R*=0,7512,
pH 4,5, R*=10,9717; pH 5,5, R? = 0,963). Tento jev doklada vétsi odchylky od linearniho
trendu kiivky, coz mize naznaCovat zmény chovani a usporadani iontii ve smési, a ptipadné
interakce mezi chitosanem a biosurfaktantem. Tato pozorovani potvrzuji, ze vodivost
systému CH/SL a jeji zavislost na koncentraci surfaktantu se 1i$i v zavislosti na pH prostredi,
coz muze byt vysledkem rtizné¢ho stupné ionizace chitosanu i samotnych biosurfaktantd. Je
ale také nutno konstatovat, Ze konduktometrické méteni se neprokdzalo jako dostatecné
citliva a vypovidajici metoda pro hodnoceni miceldrnich parametri a potencialnich

interakci.

Meéfteni vodivosti bylo vyuzito i ve studii [63], a to pro stanoveni potencialnich interakci
mezi chitosanem a anionickym surfaktantem SDS (sodium decylsulfat) V zavislosti na
rostouci koncentraci SDS doslo ke zméné sklonu kiivky vodivosti, bod zlomu byl pak
interpretovan jako CAC (kritickd agregacni koncentrace), ktera se pohybovala okolo 9,4 -
104az9,8 - 10* mol-L'. CAC signalizuje zacatek tvorby polymer-tenzidovych komplexi,
které¢ vykazuji vyznamné vylepSené povrchové aktivni a viskoelastické vlastnosti jiz pii
velmi nizkych koncentracich tenzidu. Zatimco v dané studii bylo dosaZeno ostfe ohrani¢ené
oblasti, z které bylo mozné urcit CAC, v pfipadé naSeho méfeni vzorki CH/SL neni mozné

hodnotu CAC jednoznaéné urcit.
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Obrazek 30 Zavislost naméfené vodivosti na koncentraci roztokia CH/SL
(zdroj: vlastni)

9.3.3 Meéfeni turbidity CH/SL

Meéfeni turbidity je vyuzivano ke stanoveni optickych vlastnosti roztokl. Diky naméfenym
hodnotam je mozno posoudit miru zékalu u jednotlivych koncentraci pfipravenych roztokt
CH/SL a porovnat jejich chovéani. Rozdily v namétené turbidité lze vidét na grafech (Obr.

31, 33, 35).

Z namétenych hodnot je patrné, Ze pii nizSich koncentracich SL je turbidita udrzovana
na minimalnich hodnotach (vétSinou do 10 %) a vyrazn&j$i zvySeni (na cca 60 %) je
zaznamenano az u koncentrace 2 mg/ml. Vyjimkou je systém pii pH 5,5, kde jsou vyrazngjsi
vykyvy pozorovany jiz pifi nizSich koncentracich soforolipidu a maximalni turbidita
dosahuje hodnot 80 az 90 % (Obr. 35). Vliv pH a koncentrace SL v roztocich lze pozorovat
i na Obrazcich 32, 34 a 36.

Je potvrzeno, Ze chitosan je ovlivitovan pH prostiedi, nebot’ pfi vyssich hodnotach pH
je zaznamenano snizeni jeho rozpustnosti a zaroven je zvySena jeho tendence k agregaci
[60]. Vytvafeni téchto shlukli je spojeno se zvySenim zakalu atim i celkové turbidity

systému. V pfipad¢ syst¢tmu CH/SL 5,5 muze dochéazet ke kooperativnimu chovani mezi
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témito dvéma slozkami, coz je nasledné spojeno se zvysSenou agregaci nebo fazovou

separaci, kterd se projevuje vyraznym zakalem roztoku.
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Obrazek 31 Turbidita roztokit CH/SL 3,5 v zavislosti na koncentraci SL

(zdroj: vlastni)

Obrazek 32 Roztoky CH/SL 3,5 s koncentraci SL od 0,01 mg/ml do 2 mg/ml

(zdroj: vlastni)
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Obrazek 33 Turbidita roztokti CH/SL 4,5 v zavislosti na koncentraci SL

(zdroj: vlastni)

Obrazek 34 Roztoky CH/SL 4,5 s koncentraci SL od 0,01 mg/ml do 2 mg/ml

(zdroj: vlastni)
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Obrazek 35 Turbidita roztoka CH/SL 5,5 v zavislosti na koncentraci SL

(zdroj: vlastni)

Obrazek 36 Roztoky CH/SL 5,5 s koncentraci SL od 0,01 mg/ml do 2 mg/ml
(zdroj: vlastni)
9.3.4 Viskozitni méifeni CH/SL

Mg¢fieni viskozity predstavuje dualezity nastroj pro studium interakci mezi polymery
a surfaktanty, protoZe zmény reologickych vlastnosti mohou indikovat tvorbu komplex,
sitovani nebo zménu struktury systému. Tyto interakce ovliviuji vnitini odpor roztokii viici
proudéni, ktery uzce souvisi s jejich molekularni strukturou a mezimolekuldrnimi silami.
V oblasti nizsich koncentracich surfaktantu miize dochazet k poklesu viskozity az do
dosazené lokalniho minima, které miZe souviset s nasycenim polymerniho fetézce
molekulami surfaktantu. Po tomto bod¢ viskozita opét mirné roste, coz miize byt spojeno se

vznikem micelarnich agregatl v roztoku.
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Na Obr. 37 si lze v§Simnout, ze u vzorkti CH/SL dochazi k vykyviim hodnot viskozity
s rostouci koncentraci SL ve smési. V ptipadé systému CH/SL 3,5 dochazi nejprve k poklesu
viskozity do koncentrace zhruba 0,3 mg/ml, od niZ viskozita zacina opét rist, coz miize
poukazovat na probihajici interakce mezi SL a chitosanem. V ptipad¢ CH/SL 4,5 Ize prvni
viskozitni minimum pozorovat v oblasti koncentrace SL 0,2 mg/ml. U sady CH/SL 5,5
nejsou zmeny reologickych vlastnosti tak patrné, coz by mohlo znacit slabsi interakce. Tento

fakt ovSem neni ve shod¢ s vysledky tenziometrického stanoveni (viz Tab. 10).

Na zaklad¢ studie autorti Pingali a kol. [34] dochazi pii nartistu koncentrace chitosanu
v roztoku ztraté Newtonovskych vlastnosti, jelikoz se zvySuje mnozstvi polymernich klubek,
coz zvySuje smykové napéti a viskozitu. V dané publikace byl zkouman vliv chitosanu na
reologické vlastnosti soforolipidi pti jejich konstantni koncentraci (12 hm. %) a proménlivé
koncentraci chitosanu (0,5—1 hm. %). Z vysledki vyplyva, ze samotné soforolipidy maji
nizkou viskozitu a vykazuji Newtonovské chovani. Naproti tomu samotny chitosan pii
koncentraci 0,5 hm. % vykazuje vyrazné vyssi viskozitu, a to diky vzajemnému proplétani
fetézcl (entanglementu) a botnani, které je zplisobeno repulznimi interakcemi. V piipadé
kombinace chitosanu se soforolipidy dochézi k nariistu objemové viskozity smési. Tento jev
je vysvétlovan elektrostatickou vazbou mezi mirné anionickymi molekulami soforolipida
a kationickymi skupinami chitosanu. Vysledkem téchto interakci mtize byt tvorba gelovité

sit¢ (polyelektrolytového komplexu), ktera ptispiva ke zvyseni viskozity systému.

V ptipad€ naSeho méfeni byla koncentrace chitosanu konstantni, takZe mirn&jsi vykyvy
viskozity Ize ptisuzovat koncentraci soforolipidu, vlivu pH a zméndm rozpustnosti, k nimz
muze dochazet v dusledku probihajicich interakci mezi polymerem a povrchové aktivni
latkou. Navic je tfeba zdliraznit, Ze hodnoty viskozity namétené v citované studii jsou obecné
vys$§i nez nami ziskané vysledky, coz mize souviset s odliSnym slozenim vzorkd,

a pfedevsim rozdilnou koncentraci chitosanu.
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Obrazek 37 Viskozita roztoku CH/SL v zavislosti na koncentraci SL
(zdroj: vlastni)
9.3.5 Antimikrobialni aktivita

U vybranych vzorkt, konkrétné vzorkit CH/SL o koncentraci 2 mg/ml pfipravenych v pH
3,5; 4,5 a 5,5 byla testovana antimikrobidlni aktivita pomoci diskové difuzni metody (viz
kapitola 8.3). Navic byl znova opakovan test alkalického vzorku SL (konkrétné po 182 dnech
od ptipravy). Bohuzel na konci testu nebyly pozorovany Zadné inhibicni zony, coz by mohlo
byt zptisobeno vyrazné nizsi koncentraci v porovnani s piivodné testovanym roztokem.
OvSem ani u opakovani testu vice koncentrovaného alkalického SL nebylo dosaZeno
vyznamné inhibice, bylo pouze pozorovano jemné prosvétleni okolo disku. Tento vysledek
vSak nelze povazovat za jednoznaény projev antimikrobialni aktivity, kterd ve sledovaném

case vyrazng klesla.
9.4 Stabilita emulzi

9.4.1 Vizualni hodnoceni

U ptipravenych emulzi na bazi slune¢niicového oleje a vodné faze tvorené komplexy CH/SL
byla hodnocena stabilita pomoci méteni velikosti ¢astic, naboje a vizudlniho pozorovani. Na
zaklad¢€ ziskanych vysledkil 1ze potvrdit vliv pH na fyzikalni stabilitu emulzi (Obr. 38 az

41). Jako nejstabilnéjsi se jevila emulze ptipravend v pH 5,5, u nizZ byl nastup separace fazi
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nejpomalejsi. Jiz prvni den od ptipravy byla pozorovatelnd fazova separace u vSech
pripravenych emulzi nez ohledu na pouzity pufr. Tento vyvoj lze pficist pravdépodobné
nedostatecné stabilizaci rozhrani mezi olejovou a vodnou fazi, ktera je kliCovym faktorem
pro vytvofeni stabilni emulze. Nestabilita mize byt zpiisobena nizkou interakci mezi
biosurfaktantem a fAzovym rozhranim, ptipadn¢ nevhodnymi podminkami (napt. pH nebo

koncentrace emulgétoru), které ovlivituji ucinnost adsorpce soforolipidui.

Ve publikaci autortt Baccile a kol. [49] byly studovany komplexy chitosanu se
soforolipidy pro stabilizaci emulzi s vyuzitim riznych typt slozek olejové faze. Nejvyssi
stabilitu, a to az po dobu 28 dnil, prokdzaly emulze na bazi alkani o riizné délce fetézce,
jako napriklad isodekan, isohexadekan nebo oktyl dodekanol. Na stabilitu emulzi
stabilizovanych pomoci polyelektrolytivych komplextt ma vyznamny vliv iontova sila a pH,

které bylo v této studii okolo 5,8 az 6.

Obrazek 38 Pripravené emulze ihned po ptiprave

(zdroj: vlastni)
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Obrazek 39 Pripravené emulze 1 den po ptiprave

(zdroj: vlastni)

Obrazek 40 Ptipravené emulze 20 dni po ptiprave

(zdroj: vlastni)
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Obrazek 41 Ptipravené emulze 34 dni po ptiprave
(zdroj: vlastni)
9.4.2 Méreni velikosti ¢astic emulzi

Za ucelem charakterizace ptipravenych emulzi byla méfena velikost dispergovanych ¢astic
metodou dynamického rozptylu svétla (DLS), ato bezprostiedné po piipravé vzorkda.
Velikost ¢astic v emulzi poskytuje cenné informace o jeji fyzikalni stabilité. Je obecné

znamo, ze emulze s mensimi dispergovanymi ¢asticemi jsou stabilnéjsi.

Vysledky jsou shrnuty na Obr. 42. Je patrné, Ze vSechny emulze vykazovaly ¢astice
vetsi nez 1 um, pricemz nejvyssi hodnoty (1745 nm) bylo dosazeno u systému CH/SL 4,5.
Je v8ak dulezité poznamenat, Ze DLS méfeni miiZze byt ovlivnéno né€kolika faktory, véetné
koncentrace vzorku, pfitomnosti agregati a podminek fedéni. Hodnoty PDI (index
polydisperzity) se pohybuji v rozmezi 0,6 az 0,8, coz naznacuje Sirsi distribuci velikosti
¢astic a potencialni tendenci ke koalescenci nebo agregaci v prib&hu ¢asu. NejniZ$i index

polydisperzity byl zaznamenan u emulze s nejvyssi hodnotou pH.

Role chitosanu pro stabilizaci emulzi byla potvrzena nékolika studiemi [64], pfi¢emz
dalezitym aspektem je koncentrace polymeru. Naptiklad pii nizkych koncentracich
chitosanu neni jeho mnozstvi dostatecné k Uplnému pokryti povrchu emulznich kapek,
a vysledna emulze je proto nestabilni vici flokulaci zpisobené premostovanim. Podobné
muze pii pirekroceni urcité kritické koncentrace chitosanu dochazet k agregaci kapek. Presto
ma chitosan dlleZitou roli pii zlepSovani stability potravinovych emulzi prostfednictvim

elektrosterické stabilizace.

Z vyse uvedenych divodi maji komplexy na bazi chitosanu s riiznymi surfaktanty

pro stabilizaci disperznich soustav velky vyznam. Autofi Mun akol. [65] se zabyvali
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pfipravou emulzi typu olej ve vodé, s vyuzitim stabilizaéni vrstvy na bazi chitosanu
a surfaktantu dodecyl sulfatu sodného. Bylo zjisténo, Ze pfidani chitosanu do emulze vede
ke zvySeni zeta potencidlu (pfiblizné¢ +50 mV), coz mé za nésledek lepsi elektrostatickou
stabilitu emulze. Ptiznivé se projevila také kombinace chitosanu s emulzi stabilizovanou
neionickym surfaktantem (Tween 20). Vysledky studie prokézaly zésadni vliv velikosti
kapek pro stabilitu emulze. Mensi kapky (ds2 = 0,3 um) byly stabilni a tvofily homogenni
emulze, zatimco vét§i kapky (pfi nizkych koncentracich chitosanu) vedly k agregaci

a destabilizaci emulze.
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Obrazek 42 Velikost ¢astic emulzi CH/SL
(zdroj: vlastni)
9.4.3 Meéfreni zeta potencidlu emulzi

Mgéfeni zeta potencialu je dilezité pro posouzeni stability systému, kdy emulze s ndbojem
niz§im nez —30 mV a vy$$im nez +30 mV lze oznacit za elektrostaticky stabilni. Pokud se

vSak hodnoty zeta potencialu bliZi k nule, miize dochazet k agregatni nestabilité.

Na zaklad¢ naSich vysledka (Obr. 43) 1ze konstatovat, Ze zeta potencial pfipravenych
emulzi se pohybuje v kladnych hodnotach, a to v priméru okolo +20 mV bez ohledu na
pouzity pufr. Za predpokladu, Ze chitosan v kyselém prostiedi vykazuje zeta potencial vyssi,
1ze ptedpokladat ¢astecnou neutralizaci nabojem vlivem pfitomnosti SL. Ptesto 1ze potvrdit

dominantni roli tohoto polymeru pro vysledny naboj. Na zaklad¢ dostupnych studii
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vénovanych potencidlu BS pro stabilizaci emulznich disperznich systémt, 1ze konstatovat,
ze vysledny naboj kapek je vyrazné ovlivnén konkrétnim typem a sloZzenim komplexu.
Studie [66] se zabyvala moznosti vyuziti surfaktinu ziskaného z Bacillus subtilis pro
stabilizaci potravinaiskych emulzi O/V. U vyslednych systémil byly zaznamenany hodnoty
zeta potencialu pfesahujici -100 mV pfi neutrdlnim az alkalickém pH, konkrétné az -108,58
+ 0,25 mV pii pH 9. Tyto vyrazné€ zaporné hodnoty indikuji vyjimecnou elektrostatickou

stabilitu emulzi v daném pH rozmezi.

Studie [67] se zaméfila na interakce mezi saponiny a chitosanem a jejich vliv na
povrchové vlastnosti smési. Vyzkum kombinoval metody jako vibra¢ni sum-frekvencni
generaci (SFG) spektroskopii, méfeni povrchového napéti a dilatacni reologie. Méfeni zeta
potencidlu ukdzala, Ze samotné saponiny maji negativni zeta potencial (—16,9 mV), ale
pfidanim chitosanu doSlo k obraceni naboje az na +70 mV pii koncentraci chitosanu 0,5 g/L.
Vysledky studie naznacuji, ze kombinace saponinti a chitosanu mize vést k tvorbé
stabilnich, povrchové aktivnich komplext, které maji potencial pro aplikace v kosmetice,

farmacii a potravinafstvi, zejména tam, kde je poZadovana stabilita pén a emulzi.

30
25
20
15

10

Zeta potencidl (mV)

(6]

CH/SL3,5 CH/SL 4,5 CH/SL5,5

Obrazek 43 Zeta potencial emulzi CH/SL

(zdroj: vlastni)
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9.4.4 Meéreni turbidity emulzi

Na zaklad¢ méteni turbidity (absorbance) jednotlivych emulzi 1ze sledovat jejich stabilitu,
ptedevsim z hlediska vyskytu jevi, jako je sedimentace nebo koalescence kapek. Zaroveii
lze pomoci turbidimetrie ziskat orientacni informace o velikosti dispergovanych ¢astic —
mensi ¢astice rozptyluji svétlo efektivnéji, coz vede k vyssi hodnoté turbidity. Plati tedy, ze

turbidita je pfimo imérna koncentraci ¢astic [68].

Vysledky turbidimetrického méfeni emulzi 1ze vidét na Obrazku 44. Je patrné, Ze ve
vSech prostfedich bylo dosaZeno vysokych hodnot (téméf 100 %), s nepatrné vySSim
vysledkem u emulze CH/SL 5,5. Vyssi turbidita miize byt zptsobena vétsim poctem castic
¢i velikosti Castic, je, ale dulezité brat v potaz dal$i parametry naméfené napt. mikroskopie,
pro posouzeni stability emulze. Na druhou stranu, smés oleje a vody bez pfidavku komplexu
CH/SL vykézala hodnotu niz$i. VéEtsi vliv pH na turbiditu, potazmo stabilitu emulzi byl
prokazana ve studii [69], kde byly emulze stabilizovany pomoci pektin-zeinovych
komplexi, a to ve dvou prostiedich (pH 4 a pH 7). Emulze ptipravené pii pH 4 mély mensi
velikost, vyssi viskozitu a byly stabilnéjsi nez emulze ptipravené pii pH 7. Zmény pH mohou
meénit ionizacni stav funkénich skupin emulgatorii, coz nasledné ovliviiuje jejich schopnost

snizovat povrchové napéti a stabilizovat emulzi.

100,0

99,5
99,0
98,5
98,0

Olej/voda

turbidita (%)

CH/SL3,5 CH/SL4,5 CH/SL5,5

Obrazek 44 Turbidita vzorkt emulzi

(zdroj: vlastni)
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Autofi Senra a kol. [70] prokazali pozitivni vliv komplexu na bazi kvaternizovaného
chitosanu a sodné soli I1-dekansulfondtu na stabilizaci emulzi prostiednictvim
turbidimetrického meéfeni. Nejvyssi hodnoty absorbance byly naméfeny u systému
stabilizovaného pomoci komplexu kvaternizovaného chitosanu a decansulfonatu,

v porovnéni s emulzemi, v nichz byla pfitomna pouze jedna ze slozek.

9.4.5 Index krémovani emulzi

Index krémovani vypovida o stabilité emulzi, kdy jako idealni hodnota CI pro stabilni emulzi
je 100 % [71]. Z vysledkli uvedenych v Tabulce 10 vyplyva, Ze index krémovani
pfipravenych emulzi se pohyboval vrozmezi 3667 % anejvyssi kinetickou stabilitu

a odolnost proti fAzové separaci prokdzala emulze pfipravena v pH 5,5.

Tabulka 10 Index krémovéni emulzi (po 15 min od pfipravy)

Vzorek H (cm) H.(cm) | CI (%)
CH/SL 3,5 1,2 3,3 36,4
CH/SL 4,5 1.4 32 43,8
CH/SL 5,5 2,2 3.3 66,7

(zdroj: vlastni)
9.4.6 Mikrostruktura emulzi

Mikroskopickd analyza je dlleZitym nastrojem, ktery umoziiuje hodnotit morfologii
a stabilitu emulzi. Na zakladé¢ mikroskopickych snimkd Ize porovnat rozdily mezi
jednotlivymi  vzorky emulzi pfipravenymi za rOznych podminek. Vysledky
mikroskopického pozorovani 1ze vidét na Obr. 45. Na Lze pozorovat riizné velikosti kapek
vétSinou sférického tvaru v nepravidelnych uspofadanich s tendenci k agregaci. Emulze
vykazovaly pomérné Sirokou distribuci kapek, ktera se snizovala s rostouci hodnotou pH.
Tento fakt byl potvrzen 1 méfenim velikosti ¢astic na zetasizeru (Obr. 42) a hodnocenim

indexu krémovani (kapitola 9.4.5).
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Obrazek 45 Mikroskopické snimky emulzi CH/SL a) pH 3,5 b) pH 4,5 ¢) pH 5,5

(zdroj: vlastni)
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat vzorky biosurfaktantti, konkrétné soforolipidii
ziskanych z kvasinky Candida bombicola, a prostudovat jejich potencidlni interakce
s polymerem chitosanem. Byly sledovéany vlastnosti jako povrchové napéti, pH, viskozita ¢i

vodivost. Nasledn¢ byly komplexy chitosan/soforolipid vyuzity pro pfipravu emulzi, za

ucelem zhodnoceni jejich potencidlu pro stabilizaci téchto heterogennich soustav.

V prvni ¢asti prace byla provedena stabilitni studie vzorkti SL, v ramci, niz byly méfeny
parametry jako povrchové napéti, viskozita ¢i pH po dobu 8 mésicti od vyroby. Vysledky
prokézaly minimalni zmény ve fyzikéalnich vlastnostech vzorkd, které byly ulozeny pti dvou
teplotach, a to laboratorni teploté (2543 °C) a v lednici (443 °C). Nejvyraznéjsim rozdilem
byly vizudlni zmény uvzorkd uloZenych v lednici, které se projevily vyraznou
nehomogenitou a vznikem srazenin. Diskova difizni metoda prokazala antimikrobidlni

aktivitu vzorkt SL, kterd ovSem v Case vyrazné klesla.

Na zékladé tenziometrického méteni byly charakterizovany povrchové a micelarni
parametry. Kritickd micelarni koncentrace byla naméfena v rozsahu od 0,15 do 0,3 mg/ml
s nejniz§i hodnotou u vzorkt v pH 5,5. Hodnoty Gibbsovy energie prokdzaly spontanni

agregaci do micel roztokt soforolipidii ve vSech testovanych pufrech.

U roztokli SL byla také hodnocena schopnost tvorby pény, a to prostfednictvim Ross-
Milles metody a s vyuzitim dynamického analyzatoru tvorby pény Kriiss DFA 100. Mezi
jednotlivymi vzorky nebyly zjistény vyznamné rozdily. Maximalni vyska pény pomoci
Ross-Milles metody byla naméfena u pH 5,5 (21 mm). Méfeni pomoci dynamického
analyzatoru pény umoznilo detailnéjsi sledovani casového priibéhu pénotvornych ucinki za
definovanych podminek. Bez ohledu na pH byla pocate¢ni péna vysoka (okolo 180 mm),
ovSem v Case doSlo k vyraznému poklesu. Za Ucelem zajiSténé stabilnéjsi pény by bylo

pravdépodobné zadouci piidat do findlniho produktu dalsi surfaktant ¢i stabilizator pény.

V dalsi ¢asti prace byly sledovany systémy na bazi pfirodniho polymeru chitosanu
a soforolipidu. Na zaklad€ povrchového napéti byly stanoveny CAC hodnoty v rozmezi
0,11 az 0,18 mg/ml, indikujici mirnou interakci mezi slozkami. Konduktomerické méteni
prokazalo vliv pH na hodnoty vodivosti, ovS§em metoda se neprokazala jako dostatecné

citliva pro sledovani potencialnich interakci.

Na zavér byly pfipraveny emulze O/V s vodnou fazi na bazi komplexu CH/SL, za

ucelem zhodnoceni mozného vlivu na stabilizaci fdzového rozhrani mezi kapkami.
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Pripravené emulze byly charakterizovany pomoci vizualniho hodnoceni, méfeni velikosti
Castic a zeta potencialu. VSechny emulze obsahovaly ¢astice o velikosti nad 1 pm s nejvyssi
hodnotou (1745 nm) u systému CH/SL 4,5. Bez ohledu na pouzity pufr byl u ¢astic prokazan
kladny naboj (okolo +20 mV), indikujici primarni roli chitosanu, ktery je v daném spise
kyselejsim prostredi kladné nabity. Index krémovani odhalil nejvétsi stabilitu emulze CH/SL
5,5. Mikroskopické pozorovani prokéazalo ptitomnost pfevazné sférickych kapek s pomérné

sirokou distribuci velikosti v zavislosti na pH.

Zaveérem lze shrnout, ze vysledky méfeni prokazaly dostateCnou povrchovou aktivitu
studovanych vzorkl soforolipidt, kterd nebyla vyrazné ovlivnéna danym pH prostredi.
V kombinaci s biopolymerem chitosanem dochdzelo ke slabym interakcim, které¢ by mohly
byt podpoteny dalsi tpravou vnéjSich faktord. Je zfeymé, Ze se jedna o zajimavy systém na
bazi ptirodnich slozek, nabizejici udrZitelnou alternativu k bézné€ vyuzivanym stabilizatorim

emulzi, ¢i nosi¢iim aktivnich latek.
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RL-CS c¢astice chitosanu s thamnolipidy

Rlp  protein Rim9-like

SAX a WAXS rentgenové rozptylové metody
SDS  sodium dodecyl sulfat

SL Soforolipidy

SL-COOH kysely typ soforolipidi

TEM transmisni elektronova mikroskopie

TF  transkripéni faktory

TPP tripolyfosfore¢nan sodny

Ztf1  transkripéni faktor






