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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim transdermalni absorpce kosmetickych emulzi.
V teoretické Casti je popsan postup pro stanoveni transdermalni absorpce metodou in vitro,
jsou zde obecné charakterizovany kosmetické emulze a podrobnéji pak emulze stabilizo-
vané ¢asticemi (Pickeringovy emulze). Prakticka cast je vénovana piipravé Pickeringovych
emulzi s obsahem limonenu, cinnamaldehydu a eugenolu, které jsou stabilizovany nano-
krystalickou a mikrofibrildrni celul6zou. Emulze jsou charakterizovany pomoci stanoveni
velikosti ¢astic a pouzity pro testovani transderméalni absorpce metodou in vitro s vyuzitim
Franzovych difuznich komutrek. Mnozstvi bioaktivnich lipofilnich latek v jednotlivych

vrstvach kiize je stanoveno pomoci HPLC.

Kli¢ova slova: transdermalni absorpce, in vitro testovani, Pickeringovy emulze, stabilizace

ABSTRACT

Diploma thesis deals with determination of transdermal absorption of cosmetic emulsions.
In the theoretical part of the thesis a procedure for determining transdermal absorption by
in vitro method is described, cosmetic emulsions are characterized, and Pickering emulsi-
ons are introduced. The experimental part is focused on the preparation of Pickering emul-
sions containing limonene, cinnamaldehyde and eugenol, which all are stabilized either by
nanocrystalline and microfibrillar cellulose. The emulsions are characterized via determi-
nation of their particle sizes and tested with respect to their transdermal absorption by in
vitro method using Franz diffusion cells. The amount of bioactive lipophilic substances in

the individual layers of the skin is determined by HPLC.

Keywords: transdermal absorption, in vitro testing, Pickering emulsion, stabilization
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UvVOD

Lidska ktze patii mezi nejveétsi organy lidského téla s mnoha funkcemi, z nichz nejdtlezi-
t&jsi je funkce ochranna. Je slozend z né€kolika vrstev a diky tomu tvoii uc€innou bariéru,
ktera oddéluje vnitini prostifedi organizmu od prostiedi vn¢jSiho. Dermalni expozice pred-

stavuje vyznamnou cestu vstupu exogennich latek do organizmu.

Transdermalni absorpce latek zavisi na jejich fyzikélné-chemickych vlastnostech
a struktufe. Vybrané latky s rtiznou chemickou strukturou maji, diky interakeci s lipidy ka-
ze, schopnost snizit ochrannou funkci kozni bariéry. Takové latky se nazyvaji enhancery
(urychlovace) transdermalni absorpce, a do této skupiny se mimo jiné fadi i esencialni ole-

je ajejich slozky, jez jsou predmétem zkoumani této prace.

Pickeringovy emulze jsou soucasti fady kosmetickych a farmaceutickych pfipravkd,
nebot’ jsou velmi dobie snaseny pokozkou. To je zplisobeno neptitomnosti surfaktantd,
jez jsou pouzivany jako stabilizatory klasickych emulzi. Pickeringovy emulze jsou stabili-
zovany pomoci pevnych ¢astic. K této stabilizaci se velmi ¢asto pouzivaji biokompatibilni
a biodegradabilni Castice z ptirodnich, obnovitelnych zdrojii, jako jsou napt. celulozové
Castice.

Vzhledem k dermatologickému vyuziti Pickeringovych emulzi je dulezité studovat,
jak latky, jez jsou soucasti téchto emulzi, pronikaji do pokozky. Diplomova prace se touto
problematikou zabyva a soustfed'uje se na stanoveni transdermdlni absorpce metodou
in vitro, jez je zde podrobné popsana. Déle jsou v praci charakterizovany kosmetické
emulze a emulze stabilizované Casticemi (Pickeringovy emulze). Prakticka ¢ast prace
je pak zamétena na piipravu Pickeringovych emulzi, obsahujicich slozky esencialnich ole-
ji (limonen, cinnamaldehyd a eugenol), které jsou stabilizovany nanokrystalickou a mikro-
fibrilarni celulézou. Pfipravené emulze jsou charakterizovany stanovenim velikosti ¢astic.
U ptipravenych emulzi i jejich olejovych sloZek je déle testovana transdermalni absorpce
metodou in vitro s vyuzitim Franzovych difuznich komirek, a mnoZstvi bioaktivnich lipo-
filnich latek v jednotlivych vrstvach kiiZe je stanoveno pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie. V pilotni studii je rovnéz stanovena cytotoxicita vybranych vzorkd.
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1 KUZE

je tvorba bariéry mezi vnitinim a vnéj§Sim prostiedim. Kize ma fadu dualezitych funkci,
z nichZ je mozno jmenovat napt. regulaci prostupu vody a elektrolytd, ¢i ochranu pred mi-
kroorganizmy, UV zafenim a plsobenim toxickych latek. U dospélého clovéka tvori
asi 16 % télesné hmotnosti a dosahuje plochy az 2 m* (pramémé 1,6-1,8 m?). Tloustka
ktze lezi v rozmezi od 0,5 mm do 4 mm a zavisi na tom, v jakém mist¢ téla se klize nacha-

zi. Nejtenci je na o¢nich vickach a nejsilngjsi na zadech [1, s. 629], [2, s. 156].

Anatomicky se kize sklada z n¢kolika vrstev, od povrchu je to epidermis (pokozka), na-
sleduje dermis (Skara) a nejhloubéji je ulozena hypodermis (podkozi nebo podkozni tukova

tkan) [1, s. 6297, [1, s. 533].

1.1 Epidermis

PokoZka (epidermis) neobsahuje cévy a lze ji déle ¢lenit na dvé zakladni vrstvy, a to zro-
hovatélou stratum corneum (SC), tvofenou odumielymi buiikami, a viabilni ¢ast, tvofenou

Zivymi buitkami (Obr. 1) [2, s. 156], [4, s. 5].

Hlavnimi buiikami pokoZky jsou keratinocyty, kromé kterych jsou zde pfitomny i1 Langer-
hansovy buiiky, Merkelovy buiiky a melanocyty (produkujici pigment melanin). Tyto buii-
ky vSak nejsou pro bariérovou funkci pokozky dilezité [1, s. 629].

1.1.1 Stratum corneum (SC)

Tloustka SC byva obvykle 10-25 um, s vyjimkou dlani a plosek nohou. Je tvofena né€koli-
ka vrstvami plochych bezjadernych bunck (korneocyty), vyplnénych keratinem a pevné
obklopenych lipidovou matrix. Takové uspotfaddani se nazyva ,,cihly a malta®. SoudrZznost
bunék SC navic zajist'uji desmozomy. Lipidova matrix predstavuje ptiblizné 20 % objemu
SC a je tvorena ceramidy (9 typil), cholesterolem, mastnymi kyselinami a dalSimi latkami,

z nichz nejdulezitéjsi je cholesterol sulfat [3, s. 533], [4, s. 5], [5, s. 55].

Pro vstup latek do organizmu je dulezity rozdil mezi charakterem hydrofobni rohové vrst-
vy a charakterem ostatnich hydrofilnich vrstev pokozky. Pro bariérovou funkci SC mé nej-
veétsi vyznam slozeni mezibunééné matrix, jez je rovnomérné pritomna v celém

SC a prostupujici latky musi touto hmotou projit [3, s. 534], [5, s. 55].
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1.1.2 Viabilni éast

Viabilni ¢ast epidermis je tvotena nékolika vrstvami. Pod SC se nachazi vrstva svétlych
bun¢k (stratum lucidum), tvofend plochymi bezjadernymi bunkami; tato vrstva
se vSak nachazi pouze na dlanich a ploskach nohou. Dalsi v poradi je vrstva zrnita (stratum
granulosum), tvofend plochymi buiikami, v nichZz se nachézi ploché jadra vyplnéna zrny
keratohyalinu (prekurzor keratinu). Nésleduje vrstva ostnitd (stratum spinosum), tvoiend
polyedrickymi bunkami. Uvnitf bun€k jsou jadra a vSechny bunécné organely, a prostor
mezi butkami je vyplnén tkanovym mokem. Nejspodnéjsi vrstvou je tzv. bazalni vrstva
(stratum basale), tvotena cylindrickymi buitkami. Cylindrické bunky zde vytvati zvinénou
bazalni membranu, kterd oddéluje pokozku od skary. Tyto buniky obsahuji jadro a bunécné

organely a mitoticky se déli [3, s. 534], [4, s. 5].

V bazélni vrstvé na hranici epidermis a dermis se z kmenovych bunék vytvaii bunky (kera-
tinocyty), které postupuji ke koznimu povrchu, a ptitom prochdzeji riznymi stadii diferen-
ciace. Pfi tomto procesu bunky postupné ztraci jadro, zploStuji se a vypousti lipidy
do mezibun&tného prostoru, proces kon¢i zrohovaténim bunck, které pak tvoii SC.

Cely proces trva piiblizné 28 dni a nazyva se keratinizace [4, s. 5], [5, s. 55].

korneocyt lipidy SC desmozmy

Stratum corneum

Stratum
granulosum

Stratum spinosum

melanocyt

} Stratum basale

Dermis J w Langerhansova
| burika

Obr. 1: Stavba epidermis [6, s. 135].
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1.2 Dermis

Skara je tvofena vazivovou tkani (slozena z vazivovych bun¢k — fibroblastll), pojivovymi
vlakny (kolagenni, elasticka a retikularni) a mezibunécnou hmotou, v niz se nachazi vlaso-
vé folikuly, mazové a potni zldzy, krevni a lymfatické cévy a nervova zakonceni

[2,s.534],[4,s.5].
Anatomicky se Skara sklada ze dvou casti:

o stratum papillare (povrchova vrstva) — obsahuje vétsi mnozstvi vazivovych bunék
a hustou sit’ krevnich kapilar, které zasahuji do papil koria, s nimiz vystupuji
témert k povrchu kize;

o stratum reticulare (hlubsi vrstva) — nachéazi se na pirechodu mezi skarou a podko-
zim a obsahuje vétsi cévni pletené. Vinity prubéh snopcti kolagennich vlaken,
ktera jsou zde pfitomna, umoziuje taznost kiize, zatimco elastickd vlakna navraceji

ktzi po naméahani do pivodniho stavu [1, s. 641], [4, s. 4].

1.3 Hypodermis

Mezi Skarou a podkozim neni ostra hranice. PodkoZi je, stejné€ jako Skara, tvofeno vazivem
a obsahuje velké mnozstvi tukovych bun¢k, cévni a nervové pletene. Podkozni tukova tkan
slouzi jako zdroj zasobnich latek, pfi termoregulaci méa funkci ochrannou a izolaéni,
a na nékterych mistech téla ma 1 funkci mechanické ochrany (tukové vyplné na dlanich
a chodidlech). Nejsilngjsi tukovy polStat byva na btiSe, hyzdich a na vnitini strané stehen,

naopak zcela chybi na o¢nich vic¢kach, usnich boltcich a hibetu nosu [1, s. 643], [5, s. 55].
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2 TRANSDERMALNI ABSORPCE

Perkutanni/dermalni absorpce je proces, pomoci kterého prochéazeji latky pres kazi

do systémového obéhu. Zahrnuje tii kroky (Obr. 2):

e penetraci — vstup latky do urcité vrstvy;
e permeaci — prestup latky z jedné vrstvy do jiné;
e resorpci — vstup latky do lymfy nebo mistniho cévniho systému a odtud az do sys-

témového obéhu [7, s. 4], [8, s. 8].

Penetrace Permeace Resorpce

Straturm bazale

#£®  Cavnisystém

— Dermis —— Epidermis —

Obr. 2: Transdermalni prostup latek [9].
Transdermalni absorpci mohou do organizmu proniknout latky ze Zivotniho ¢i pracovniho
prostiedi, chemické latky, kosmetické pfipravky a farmaceutické vyrobky, jejichz plisobeni

je pokozka vystavena [8, s. 1].

Chemické latky mohou do vnitiniho prostfedi organizmu pronikat péti hlavnimi cestami

(Obr. 3):

e transcelularni cestou — tj. pfes téla bun€k SC a buné€k ostatnich vrstev pokoZzky;

e interceluldrni cestou — tj. mezibunécnymi prostory;

e vlasovymi folikuly;

e mazovymi Zlazami,

e vyvody potnich zlaz [8, s. 17], [10, s. 107].
Vétsina latek (zejména lipofilni povahy) prochézi intercelularni cestou prenosu. Mensi
mnozstvi latek (zejména hydrofilni povahy) pak prochazi transcelularni cestou,
ktera je pro latky nevyhodna vzhledem k nutnosti prochdzet nejen ptes hydrofilni vnitini

prostiedi bungk, ale i1 pfes hydrofobni intercelularni prostor. Zbyvajici cesty prechodu latek
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maji pro celkovou dermalni absorpci jen okrajovy vyznam; vyjimku tvoii expozice vlasaté
¢asti hlavy a stavy spojené s onemocnénim hypertrichézou. V téchto piipadech je hustota
a velikost vlasovych folikuli mnohem vétsi nez v jinych Castech pokozky. Noveé se mezi
cesty transportu fadi jesté cesta Sesta — pres pory v lipidové dvojvrstvé extracelularniho
prostoru SC. Piedpoklada se, ze jde o hlavni cestu prostupu hydrofilnich latek, ale pfimé
objektivni dikazy existence tohoto zptisobu prichodu latek nebyly zatim podany [8, s. 17],
[11,s.4672],[12,s.206],[13,s. 78], [14, s. 46].

w Cesty pies Zlaz i
Transcelularni cesta L e RY Intercelularni cesta

[:J/[J[J[J )
L

OO/ OO0

JCJ IR
V

mezibunétna

korneocyty S S lipidova matrix
B - ° o s -

[ ] ] = ]

e Bl Al = e é:}
g ==, el
= = =
= o ey R T s
viasowy folikul potni Zlaza

Obr. 3: Cesty pruniku latek [15, s. 20].

Prinik latek kazi se déje pasivni difuzi na zéklad¢é rozdilného koncentracniho gradientu
latky na obou stranach penetra¢ni membrany. Podle ne¢kterych autorti se pii praniku latek
do organizmu vedle pasivni difuze ¢aste¢né uplatiiuje i vliv ,,nasavani* latky, ktery vyvo-
lava podtlak vznikajici pfi odvadéni tkanové tekutiny a krve ze Skary [3, s. 534],
[11,s.4672].

Priinik chemickych latek kazi probihd v n€kolika krocich, ale jejich oznaceni se v riznych
odbornych publikacich li§i. Diembeck a kol. déli prinik chemickych latek na adsorpci
a absorpci. Adsorpce udava mnozstvi latky, jez se vaze ve SC a spolu s jejimi odlupujicimi
se buitkami je odstraniovano, nedostava se tedy do hlubsich vrstev pokozky ani do systé-
mov¢ cirkulace. Absorpce udava mnozstvi latky, jez se dostava do hlubsich vrstev pokozky
a do Skary, a diky kontaktu mezibunééného tkanového moku a cév dale pronikd do organi-
zmu [16, s. 192]. OECD a nésledn€ i WHO novéji oznacuji prinik latek do organizmu jako

globalni termin, ktery popisuje celou cestu ptenosu téchto latek z povrchu kize do krev-
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nich nebo lymfatickych cév organizmu. Z tohoto divodu dale rozd¢luji absorpci na pene-
traci, permeaci a resorpci, jez byly popsany vyse [3, s. 534]. Nejnovéjsi déleni ptenosu
latek uvadi Selzer a kol. Podle tohoto dé€leni termin permeace predstavuje mnozstvi latky
proslé pies testovaci bariéru, penetrace predstavuje mnozstvi latky v kiizi, a soucet obou

hodnot je oznacovan jako ,,uptake* (ptijem) [17, s. 281].

2.1 Faktory ovliviiujici trandsermalni absorpci

Transdermdlni absorpce je ovlivnéna fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi testované latky
a donorové tekutiny, v niz je latka rozpusténa; interakci mezi testovanou latkou/donorovou
tekutinou a kizi; vlastnostmi klize; davkou a objemem testované latky; a délkou expozice

8, s. 17].

2.1.1 Druh kiaze

Transdermdlni absorpci vyznamné ovliviiuje druh pouzité kiize. U laboratornich zvitat
je kiize, diky odlisné struktute, pro vétsSinu chemickych latek vice propustna nez ktuze lid-
ska. Dilezitymi faktory jsou obsah lipidd, tlouStka rohové vrstvy a vétsi pocet zlazovych
vyvodil na jednotku plochy. Lidské kiZi je strukturou nejpodobnéjsi kiize prasat a opic

8, s. 17-18].

2.1.2 Vék, pohlavi, etnicky pavod

V disledku starnuti dochazi ke zménam ve struktuie kiize. Dochézi ke ztenceni epidermis
a sniZeni aktivity mazovych zlaz, coz vede k poklesu mnoZstvi lipidii na povrchu kiZze.
Mnozstvi koznich lipidii se méni v zévislosti na rocnim obdobi, v zimé je jejich obsah
prakticky vycerpan ve srovnani s jarem nebo létem. SloZeni lipidd je odlisné u jednotlivych
etnickych skupin a existuji rovnéz rozdily ve struktufe kiize muzii a Zen. Muzi maji v kizi
mensi keratinocyty, ale vét§i mnozstvi mazovych a potnich zlaz, které jsou aktivnéjsi.
Ptesto vSak rozdilnost v propustnosti kiize u obou pohlavi potvrzena nebyla. Obecné Ize
fici, Ze bez ohledu na podminky prostiedi, pohlavi a etnicky piivod, jsou bariérové funkce
ktze velmi podobné. Pii méteni transdermalni absorpce kyseliny benzoové, kofeinu a ky-
seliny acetylsalicylové nebyly prokazany zadné rozdily mezi kiizi Asiata, Afri¢ana a Evro-
pana. Je vSak nutné fici, ze vSechny testované latky byly hydrofilni [8, s. 18], [19, s. 102],
[20,s. 7].
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2.1.3 Misto odbéru

Struktura ktize se nelisi jen mezi jednotlivci, ale 1 v jednotlivych anatomickych oblastech
kazdého jedince. Transdermalni absorpce klesd v poradi genitélie, hlava a krk, trup, ruce
a nohy. Existuji vSak i rozdily u mist se stejnou tloustkou SC, v tomto piipad¢ klesa ab-
sorpce v potradi nasolabidlni oblast, oblast kolem ust, brada, nos, lice, ¢elo, krk, predlokti

[12,s.211],[19, s. 104].

2.1.4 Stav kiaze

Stav kize mlZze vyznamné ovlivnit penetraci a permeaci latek, zvlast kdyz je naruSena
bariérova funkce ktze. Propustnost kiize mize byt zvySena fyzikalnimi faktory (okolni
prostiedi, slune¢ni zafeni a mechanické poskozeni), chemickymi faktory (rozpoustédla,
detergenty, kyseliny a alkélie), a pfi patologickych stavech klze (psoridza, atopicky
ekzém, kozni infekce). Lipidové vrstvy kiize mohou byt rovnéz naruseny polarnimi a nepo-

larnimi rozpoustédly, coz vede ke sniZeni bariérové funkce kiize [8, s. 19], [19, s. 104].

2.1.5 Teplota kize

Zvysena teplota kiize zvySuje prinik latek kizi, a to pfimym ovlivnénim procesu difuze.
Teplota miize mit také vliv na krystalickou strukturu lipidové dvojvrstvy SC, a na pritok
krve kiizi. Zahtati kiize vede ke zvysenému pratoku krve kuzi, ¢imz dochazi ke zvysené

penetraci latek kuzi [8, s. 19-20], [21, s. 273].

2.1.6 Hydratace

SC obvykle obsahuje 5-20 % vody, pti hydrataci az 50 %. Vyssi Groven hydratace zptliso-
buje bobtnani s naslednym rozvolnénim kompaktni struktury SC, coz vede k lepSimu pro-
nikédni mnoha latek. AvSak zvySeni hydratace kize vlivem okluze mize mit opa¢ny ucinek,

napt. u hydrofilni slou¢eniny kortizolu [12, s. 212], [17, s. 285].

2.1.7 Zpisob aplikace a typ nosice

Rozpustnost chemickych latek v riznych typech rozpoustédel se vétSinou lisi. Diky tomu
je 1 penetrace téchto latek kazi rozdilna, dokonce 1 pfi aplikaci stejného mnozstvi latky.
Pouzité nosi¢e maji schopnost zvySovat nebo snizovat rozpustnost, ptipadné difuzi latek
ve SC, a tim zvySuji nebo snizuji jejich prunik. Bylo zjiSténo, ze vyssi podil vody v nosici,

bez ohledu na mnozstvi organické faze, zvySuje transdermdlni absorpci kyseliny benzoové.
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Naptiklad jiz méné nez 10 % vody v roztoku 2-Butoxyethanolu zpiisobi az ¢tyfnasobny

prunik kyseliny [22, s. 82].

2.2 Metody testovani prenosu chemickych latek kuzi

Obecné lze k testovani pfenosu chemickych latek kizi pouzit metody in vivo na ¢lovéku
nebo zviteti, in vitro na kuzi lidské, zviteci, umé€le vytvotrené nebo na membrané, a mode-
lovani absorpce in silico. Pfiitestech na zvifatech bylo prokazano, Ze absorpce latek
ptes kozni membranu in vitro byva obvykle vys§i nez absorpce in vivo [3, s. 534],

[18, s. 421].

2.2.1 Testovani in vitro

Metody in vitro slouzi k testovani priniku latek do kize a jejich naslednému proniknuti
az do krevniho feciste¢. K méfeni penetrace a permeace latek mize byt vyuzivana nezivo-
taschopna kiize, nebo klize Cerstva, metabolicky aktivni, s pomoci které je mozné stanovit
souCasn¢ pranik latek a metabolismus ktuize. Vyhodou metod in vitro oproti testovani
in vivo je Uspora Casu a nakladu, lepSi reprodukovatelnost vysledki a omezené kolisani
parametrQ testovani. Dalsi vyhodou je také pouziti kiiZe jak lidské, tak i jinych Zivo€isnych

druhi [11, 5. 4673].

2.2.1.1 Difuzni komirky

Stanoveni transdermalni absorpce se provadi za pouziti difuznich komurek, které jsou vy-
robeny z inertnich materidl (sklo, teflon), a skladaji se ze dvou casti. Horni cést
je oznacovana jako donorova a spodni Cast jako receptorova, jez je naplnéna receptorovou
kapalinou. Mezi ob¢ casti se pak vklada kiaze pokozkou nahoru. Smér penetrace
ptes difuzni komirky muze byt vertikalni/svisly nebo horizontalni/side-by-side. V praxi

vSak prevlada smér vertikalni [3, s. 536], [7, s. 6], [11, s. 4673].
Existuji dva zékladni typy difuznich komurek:

e staticka vertikalni difuzni komurka — byva oznacovana jako Franzova komurka/cela
(Obr. 4), v niz musi byt receptorova kapalina neustadle michana a manualné odebi-
rana pro analyzu;

e prutokova vertikéalni difuzni komtrka (Obr. 5) — receptorova kapalina je kontinual-
n¢ odstraniovana pomoci peristaltické pumpy. Tento typ je vhodnéjsi pro studium

metabolismu latek v kizi, jeho nevyhodou je vSak pfistrojova narocnost [3, s. 536].
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Obr. 4: Franzova komurka [23].
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Obr. 5: Prutokova vertikalni difuzni komiirka [24].

I ptes rozdilnou konstrukci obou komurek nebyly ve srovnavacich studiich prokazany roz-

dily v méfeni propustnosti ktize [3, s. 536].
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2.2.1.2 Receptorova kapalina

Receptorova ¢ast komiirky je naplnéna receptorovou kapalinou, které je v prubéhu testova-
ni neustale michana. Jeji teplota se udrzuje na hodnoté 32 = 1 °C, coz je fyziologicka teplo-
ta kozniho povrchu. Slozeni receptorové kapaliny nesmi omezovat rozsah difuze testované
latky, musi byt tedy zarucena jeji rozpustnost a stabilita v receptorové kapaling. Pro hydro-
filni slouceniny se bézné pouzivaji roztoky soli nebo pufrované roztoky soli (fyziologicky
roztok, PBS pufr) s pH kolem 7,4. Pro testovani lipofilnich latek se ptidava sérovy albumin
nebo vhodné emulgacni c¢inidla v mnozstvi, které nenaruSuje integritu membrany.
K receptorové kapalin€é je také mozno pfidat antibakteridlni latku, napt. azid sodny.
Pted analyzou by méla byt receptorova kapalina odplynéna, aby se zabranilo tvofeni bubli-

nek v pribéhu experimentu [7, s. 6], [11, s. 4673-4674], [25, s. 23-24].

2.2.1.3 Priprava kiiZe

»Zlatym standardem* pro testovani transdermélni absorpce latek metodou prichodu kozni
membranou in vitro je pouziti lidské ktize. Nejcastéji se pouziva klize ze zad, bricha, hrud-
niku nebo boku, a je ziskavana z tkanové banky nebo od zivych darct pti chirurgickych

operacich. Pfi pouZiti takto ziskané kiize je nutny informovany souhlas darce [3, s. 534].

Anatomickou a fyziologickou strukturou a chemickym slozenim jsou lidské kuizi velmi
podobné kuze praseci a opi¢i. Z divodu lepsi dostupnosti se vSak vyuziva klize praseci
ze zad, bokl nebo bficha zvifete. Velmi Casto se v experimentech pouziva kiize z uSniho
boltce prasete, jejiz struktura je lidské kiizi nejvice podobna [26, s. 2378], [27, s. 1852],
[28, s. 22].

Alternativou k pfirozené kizi jsou uméle vytvorené modely kiize. Komercné dostupné mo-
dely Episkin®, SkinEthic® a EpiDerm® jsou vypéstovany metodou iv vitro z keratinocyt
na vhodném podkladu. Stavbou a sloZenim lipidii jsou podobné lidské tkéni, ale jejich nej-
vétsi nevyhodou je mnohem vyraznéj$i propustnost, proto mohou byt pouzity pouze

k orientacnimu testovani latek [29, s. 169—175].

Lidskou nebo zvifeci kiizi je mozno pouzit v plné tloust’ce 500—1 000 um, nebo kiizi setiz-
nutou dermatomem na tloustku 200-500 pum, tato klize obsahuje SC, zbyvajici vrstvy epi-
dermis a pouze horni ¢ast dermis. Dermatomem sefiznutd kiize je vhodné&j$i pro testovani
lipofilnich latek, protoze hydrofilni dermis by pfedstavovala dal$i bariéru priniku. Dalsi

moznosti je pouziti tepeln€, chemicky nebo enzymaticky oddélené epidermis, nebo pouze
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SC ptipravované z epidermis po natraveni trypsinem. Pro testovani je optimalni pouziti
cerstvé klize (do 2 dnil od odbéru), pro testovani priniku latek je vSak z dlouhodobé pouzi-
telnosti (do 1 roku skladovani) oficidln¢ doporucovana klze zmrazend na teploty
od —18 °C do —20 °C. Je nutno si uvédomit, ze s rostouci dobou skladovani roste i propust-

nost zmrazené kuze [7, s. 4], [8, s. 8], [30, s. 458].

Odebrana kiize by méla byt ocisténa, zbavena viditelnych chlupti, a podkozni tukové tkane.
Praseci kiize by neméla byt na jatkach spafena. Pied vlastnim experimentem je nutno vizu-
aln¢ zhodnotit neporusenost kozni membrany a odstranit poskozené kusy. Neporusena kii-
ze je rozstiihana na pottebnou velikost a upevnéna mezi horni a dolni ¢ast difuzni komur-
ky, naplnéné receptorovou kapalinou. Pted aplikaci testované latky by méla byt kiize pone-
chana ve styku s receptorovou kapalinou 10-30 min, aby doslo k vyrovnani povrchu a hyd-
ratace. Také se doporucuje zhodnotit integritu kiize pomoci metody méfeni transepider-
malni ztraty vody (TEWL) nebo elektrického odporu kiize (TER). MiiZe byt také proveden
pokus prichodu referen¢ni latky absorpéni membranou, jehoz nevyhodou miize byt poru-
Seni membrany vedouci ke zvySené propustnosti testované latky. Jako referen¢ni latka

se pouziva triciovana voda, kofein nebo sacharoza [3, s. 535], [31, s. 355].

2.2.1.4 Testovana latka

Schopnost chemickych latek prochazet kizi s neporusenou kozni bariérou zavisi na n¢ko-
lika vlastnostech testované latky. Hlavni vlastnosti je jejich hydrofilita nebo lipofilita.
Ptes SC dobte prochazi lipofilni latky s rozdélovacim koeficientem oktanol/voda Kow > 1,
které se zde mohou i usazovat. Dobré je 1 propustnost amfifilnich latek, jeZ maji souCasné
vlastnosti hydrofilni i lipofilni. Maximalni je vSak absorpce latek s Kow 1-2, a rychle se
snizuje u latek s Ko/w > 3,5. Lipofilni latky jsou ptes epidermis, dermis, 1 v krevnim tecisti
transportovany hlavné ve vazb¢ na lipoproteiny, na rozdil od latek hydrofilnich (Kow < 1),
které se pies SC dostdvaji Spatné (pouze pies pory, vlasové folikuly a potni zlazy).
V hlubsich vrstvach kiize a v krevnim fecisti je transport hydrofilnich latek velmi snadny.
Dalsi dulezitou vlastnosti testovanych latek je velikost jejich molekuly (molekulova hmot-
nost). Pfes SC mohou dobte prochazet latky s molekulovou hmotnosti do 500 Da, avSak pii
poskozeni kiize (napt. atopickd kiize) mohou pronikat i latky s molekulovou hmotnosti

az do 800 Da [13, 5. 72], [32, s. 681], [33, s. 995-997].
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2.2.1.5 Rozpoustédlo

Rozpoustédlem pro testovanou latku miize byt jakakoliv chemicka latka, nesmi vsak po-
Skozovat kizi a kozni bariéru, a testovana latka v ni musi byt dobfe rozpustna. V této sou-
vislosti je nutné si uvédomit, ze nekteré tyto latky mohou ovliviiovat transdermalni pene-
traci. Enhancery penetraci zvySuji a urychluji, naopak retardéry ji snizuji a zpomaluji. Obé

skupiny jsou v soucasné dob¢ intenzivné studovany [20, s. 6-8].

2.2.1.6 Aplikace testované latky

Znamé mnozstvi testované latky je aplikovano na pfesné stanovenou plochu pokozky.

Testovana latka mtize byt aplikovana dvéma zptisoby:

e kone¢na davka (finite dose), kdy mnozstvi aplikované latky &ni 1-5 mg cm™ nebo
10 pul cm 2 a postadi k pokryti kize. Klize je pak ponechana bez okluze a situace
nejvice pfipomina readlnou expozici;

e nekoneénd davka (infinite dose), kdy je testovand latka v trvalém nadbytku
a aplikované mnozstvi ¢ini > 10 mg cm ™, nebo > 100 ul cm™ a k eliminaci odparu

se vyuziva okluze [3, s. 536, [11, s. 4674].

2.2.1.7 Pribéh testovani

Pii usporadani testu lezi absorpéni membrana spodni plochou na hladiné receptorové kapa-
liny, kterd je po celou dobu testu michdna (statickd komirka) nebo pribézné vyménovana
(pratokova komtirka). Na povrchu kiize v difuzni komirce je béhem experimentu udrzova-
na jiz zminénd teplota 32 +1 °C a vlhkost okolniho prostfedi by méla byt v rozmezi
30-70 %. Doba expozice je rliznd, méla by vSak odrazet podminky redlného pouziti latky.
Muze se pohybovat od n¢kolika minut pro oplachované (rinse-off) produkty az po 24 h
pro produkty, které se neoplachuji (leave-on). V ptipad¢ primyslovych vyrobkl je doba
expozice 6—8 h. Akceptovana muze byt 1 doba 48 h, pfi niz v§ak miize dojit k poruseni
integrity membrany. Standardni doba expozice testované latky aplikované v konecné davce

je24 h[3,s.537],[11, s. 4674-4675].
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2.2.1.8 Zpracovani vysledkii

Po aplikaci konecné davky by méla byt testovana latka stanovena v prebytku na kazi,
ve SC, viabilni Casti epidermis, dermis a v receptorové kapalin€. Mnozstvi latky, které zi-
stava ve SC, neni povazovano za dermaln¢ absorbované. Ve zbylych vrstvach epidermis
a dermis se mnozstvi latky povazuje za absorbovanou, a v receptorové kapaliné za systé-
move dostupnou. Mnozstvi latky absorbované v jednotlivych vrstvach SC se zjistuje
tzv. stripovanim, kdy se jednotlivé vrstvy korneocytl strhavaji pomoci nalepené adhezivni
pasky (obvykle se provadi 15-25 stripli) a nésledné se analyzuji. Analyzovéna byva
1 epidermis a dermis, jez se vzajemné oddéluji tepelné, chemicky nebo enzymaticky.
K analyze testovanych latek 1ze vyuzit fadu metod; u radioaktivné oznacenych zkousenych
latek se vyuziva scintilani poc€itani, u ostatni latek jsou pak vhodné chromatografické me-
tody, napt. HPLC, LC-MS a GC. Celkova névratnost testované latky, ziskana z povrchu
ktze, jednotlivych ¢asti kiize a receptorové kapaliny, by méla byt 100 + 10 % (dle WHO)
nebo 85-115 % (dle SCCP). Hodnota dermélni absorpce by méla byt vyjadiena jako abso-
lutni mnoZstvi (mg cm > povrchu kiize) nebo jako procento z mnozstvi testované latky ob-

sazené v davce aplikované na cm” povrchu kiize [7, s. 9-10], [8, s. 51].

V piipad¢ aplikace nekonecné davky se stanovuje koeficient propustnosti K, (cm h™! nebo
cm s ), ktery je dan podilem ustaleného pritoku (ug h™' cm™) a koncentrace testované

latky, aplikované na kazi (g cm™) [8, s. 51].

2.2.2 Testovani in vivo

Hlavni vyhodou in vivo metody je pouzivani fyziologicky a metabolicky intaktniho systé-
mu. Studie jsou provadény na laboratornich zvifatech (hlodavcich) nebo na lidskych dob-
rovolnicich. Dobrovolnici byvaji vyuZivani hlavné pfi testovani huménnich farmaceutik.
Nejcastéji pouzivanymi hlodavci pii testovani toxicity latek jsou potkani. Metodika testo-
vani podle OECD vsak uvadi i moZnost pouziti jinych druhii zvitat, u kterych byla proka-
zana podobnd absorpce kiizi jako u lidi, napf. opic a prasat. Dal§i moznosti je pouZiti ho-
lych krys nebo mysi. Hlavnimi nevyhodami pouziti laboratornich zvifat jsou potize
pii stanoveni Casné faze absorpce a rozdil ve stavbé a propustnosti zvifeci a lidské kiize.
Zviteci kize ma vyssi permeabilitu nez ktize lidska, a navic je u zvitfat nutné chranit misto

aplikace ptipravku pfed pozienim [8, s. 60], [34, s. 432—437].
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Testovana latka je aplikovana po urcitou dobu na vyznac¢enou oholenou plochu kiize. Dav-
ka aplikované latky a doba expozice by mély odpovidat ptredpokladané expozici u cloveka.
Zkoumanym zvifatim se v pravidelnych casovych intervalech odebiraji vykaly a télni te-
kutiny (mo¢ a krev), které¢ se analyzuji vhodnymi analytickymi metodami na pfitomnost
testované latky, ptipadné jejich metaboliti. U ¢loveéka se obvykle posuzuje plazma a vyka-
ly, mize se vSak také provadét analyza dechu, stripovani SC, mikrodialyza nebo rentgen

[35, s. 1-8].

Zavérem je nutno podotknout, Ze podle Natizeni (ES) 1223/2009, neni v Evropské unii
povoleno testovani transdermalni absorpce novych kosmetickych ptisad na zviratech

[36, s. 534].
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3 CYTOTOXICITA

Cytotoxicita je definovana jako schopnost chemické latky zptsobit neptiznivé Gc¢inky za-
sazené¢ bunice. K témto negativnim procesim Ize fadit naruseni bunécnych struktur
nebo procest nutnych pro pieziti, déleni a funkénost této buiiky. Cytotoxicita je parametr,
ktery musi byt testovan u 1éCiv, zdravotnickych prostfedkll a kosmetickych ptipravkda.
Vzhledem k tomu, Ze vSechny jmenované vyrobky ptichdzi do styku s bunikami, musi byt

prokazano, ze nejsou cytotoxické [37, s. 121], [38, s. 365].

Konkrétni test cytotoxicity je volen podle druhu studie, pfredpokladaného ucinku a mista

aplikace. In vitro studie cytotoxicity lze klasifikovat do péti tiid:

e Zzivotaschopnost (viabilita) — okamzita odezva, jako napf. zvySend nebo nekontro-
lovatelna zména v propustnosti membrany;

e preziti — schopnost dlouhodobého uchovani sebeobnovy bunék (5-10 generaci);

e metabolismus — mikrotitra¢ni testy méfici metabolickou odezvu (dehydrogendzova
aktivita, syntéza DNA, RNA nebo proteini) v dobé expozice testované latce
nebo kratce po ni;

e genotoxicita a transformace — piezZiti bun€k ve zménéném stavu nebo nadorové
transformaci;

e drdzdivost — uvolnéni cytokinli v orgdnovych kulturach, které vyvola reakce ana-

logické zanétu nebo alergii [38, s. 366].

3.1 Testovani Zivotaschopnosti bunék

Vystaveni bunék cytotoxickym latkdm muze narusit jejich bunéénou membranu, coz vede
k tniku bunééného obsahu. Testovani zivotaschopnosti bunék patii k rychlym a ¢asto pou-
zivanym testlim, a provadi se napf. s pouZzitim neutrdlni ¢ervené nebo trypanové modri.
K rozliSeni mezi zivymi a mrtvymi buiikami se pouzivaji 1 kolorimetrické testy, jez deteku-

ji naruSené bunécné membrany [39, s. 28-29].

3.1.1 Tests neutralni ¢erveni

Neutralni nebo toluenova Cerven jsou slaba kationicka barviva, kterda mohou prochazet
plazmatickou membranou difuzi a nasledné se hromadit v lysozomech buiiky. Pfi naruSeni

bunécné membrany se vyuziti neutrdlni ¢ervené snizi a mize unikat z buiikky. To umozni
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rozliSeni zivych a mrtvych bunék. Kvantitativni vyhodnoceni cytotoxicity se provadi spek-

trofotometricky méfenim absorbance neutralni ¢ervené pii rizné expozici testované latce.

3.1.2 Tests trypanovou modii

Trypanova modi patii mezi diazobarviva, jeZ jsou propustna pouze bunkami s oslabenou
membranou. Mrtvé buiiky jsou tedy zbarveny modie, zatimco zZivé bunky ziistdvaji bez-
barvé. Mnozstvi odumfelych bunék se stanovi napf. pomoci optické mikroskopie

[39, 5. 28].

3.1.3 Kolorimetrické testy

Mitochondrialni aktivita miize byt testovana s pouzitim tetrazoliové soli. Aktivni mito-
chondrie obsahuji enzymy-dehydrogenazy stépici tetrazoliovy kruh, k reakci vSak dochazi

pouze v zZivych bunikéch.

Nejrozsitenéjsim testem je MTT test, kdy uvnitt Zivych bunék dochazi ke zméné svétle
zlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu na tmavé modry,
ve vodé¢ nerozpustny formazan. Princip testu je zalozen na vystaveni bunék,
v exponencidlni fazi rlstu, cytotoxické latce. Délka expozice je stanovena jako Cas potieb-
ny pro maximalni poskozeni bunék, ale je ovlivnéna i stabilitou latky. Po odstranéni cyto-
taschopné buniky schopné mnozeni od Zivotaschopnych bunék, které se jiz nemohou mno-
zit. Pocet zivych bungk je nasledné stanoven neptimo redukci MTT barviva na formazan
(Obr. 6), jehoz mnoZzstvi se stanovi spektrofotometricky, kdy se méfi jeho absorbance

pti vlnové délce 570 nm [38, s. 373], [39, s. 29], [40, s. 316].
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Obr. 6: Redukce MTT na formazan [41].
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4 EMULZE

Emulze jsou heterogenni disperzni soustavy slozené ze dvou vzdjemné nemisitelnych ne-
bo omezen¢ misitelnych kapalin. Jedna z kapalin tvoti disperzni podil rozptyleny ve formé
kapic¢ek v kapalin¢ druhé, ktera je disperznim prosttedim. Pro tvorbu emulze je rovnéz
nutnd ptitomnost povrchové aktivnich latek (surfaktantl), které brani shlukovani dispergo-
vanych kapek. Nejcastéji se setkavame s emulzemi typu olej ve vodé (O/V — emulze pii-
mé) a emulzemi typu voda voleji (V/O — emulze obracené) [42, s. 26], [43],

[44, s. 188], [45, s. 80].

4.1 Klasifikace emulzi

Emulze Ize klasifikovat na zéklad¢ tady kritérii, kterymi jsou napft. polarita disperzniho
prostiedi, koncentrace disperzniho podilu ¢i velikost rozptylenych ¢astic. Jednotlivé skupi-

ny jsou podrobné&ji rozvedeny niZe.

4.1.1 Podle polarity disperzniho podilu a prostiedi (Obr. 7):

e emulze pfimé — oznacované jako emulze O/V, nebo 1. druhu, ve kterych je disperz-

nim prostfedim polarnéjsi kapalina;

e emulze obracené — oznaCované jako emulze V/O, nebo 2. druhu, jejichZ disperznim

prostfedim je nepolarni kapalina [44, s. 188].

Obr. 7: Emulze obracena (vlevo) a prima (vpravo) [46].

Typ emulze Ize ur¢it:

e podle jejich elektrické vodivosti — je déna vodivosti disperzniho prostiedi,
kdy emulze O/V jsou mnohem vodivéjsi nez emulze V/O);

e podle schopnosti rozpoustét polarni nebo nepolarni barviva;

e podle schopnosti misit se s rozpoustédly riizné polarity — emulze lze fedit kapalinou

misici se s jejim disperznim prostiedim,;
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4.1.2

4.1.3

pozorovanim v UV svétle — fluorescence olejové faze;

podle smacivosti — emulze O/V smaci hydrofilni povrchy a naopak emulze V/O po-
vrchy hydrofobni [43].

Podle koncentrace disperzniho podilu (Obr. 8):

emulze zifedéné — dispergovana faze zde zaujimd max. 2 % objemu emulze a pri-
mér kapek obvykle ¢ini 100 nm a je tedy blizky rozméru koloidnich ¢astic;

emulze koncentrované — obsahuji nedeformované kapky, v nichz je koncentrace
disperzniho podilu az 74 obj. % (monodisperzni systémy), coz odpovida nejtésnéj-
Simu geometrickému usporadani kulovitych ¢astic;

emulze vysoce koncentrované (gelovité) — ¢astice disperzniho podilu jsou v nich
usporadany tak tésné, ze se vzajemné deformuji do tvaru mnohosténd, oddélenych

tenkymi filmy tvofenymi vrstvami disperzniho prostedi a emulgatoru [42, s. 27].

P )
CYL NN )
o 0%

(a) (b) ()

Obr. 8: Emulze ziedenad (a), koncentrovana (b), gelovita (c), upraveno dle [47].

Podle velikosti rozptylenych éastic:

makroemulze — velikost Castic se pohybuje v rozmezi 100—1 000 nm, jsou kalné,

mlécné zbarvené a termodynamicky nestabilni;

nanoemulze — velikost ¢astic je vrozmezi 50-200 nm, jsou transparentni

az semitransparentni, termodynamicky nestabilni a kineticky stabilni;

mikroemulze (micelarni emulze) — obsahuji ¢astice o velikosti 10—-100 nm, jsou ¢iré
a termodynamicky stabilni. Vznikaji spontdnné pii vysokych koncentracich povr-
chové aktivni latky za soucasné piitomnosti ko-surfaktantu (napi. alkoholy

se stfedni délkou fetézce) [43], [48, s. 522], [49, s. 2].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Zvlastnim typem emulzi jsou slozené emulze (Obr. 9) a kritické emulze:

Slozena emulze jsou takové emulze, jejichz disperzni podil je také tvofen emulzi.
Napt. emulze typu V/O/V je tvofena casticemi vody, které jsou dispergovany
v ¢asticich oleje, a ty jsou jesté¢ nasledné dispergovany v kontinudlni vodné fazi.
Tyto emulze se obvykle pfipravuji dispergaci ve dvou krocich za pouziti dvou typt
surfaktanti (hydrofilniho a hydrofobniho). Jejich stabilita je ale, kvuli velké plose

fazového rozhrani, nizsi nez v ptipad¢ jednoduchych emulzi [43];

voda

voda

Obr. 9: Slozena emulze typu V/O/V [50].

Kritické emulze jsou tvofeny dvéma omezené misitelnymi kapalinami a vznikaji
pfi teploté blizké kritické rozpoustéci teploté. K dispergovani staci jen tepelny po-
hyb molekul. Tyto emulze vSak existuji pouze v uzkém teplotnim intervalu a vy-

znacuji se nestalosti disperzniho podilu [48, s. 522].
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4.2 Stabilita emulzi

Stabilita emulzi je definovana jako schopnost setrvat ve stavu, ve kterém se vyznamné ne-
meéni jejich pivodni vlastnosti. Posuzuje se z kinetického a termodynamického hlediska,
kdy termodynamicka stabilita udava pravdépodobnost rozpadu dané emulze, zatimco stabi-
lita kinetickd vyjadfuje rychlost jejiho rozpadu. Emulze jsou systémy agregatné nestalé,

je tedy nutné je vhodnym zptsobem stabilizovat [44, s. 189], [51, s. 169—-173].

4.2.1 Stabilizace elektrickou dvojvrstvou

Tento typ stabilizace se uplatituje pouze v ptipadé¢ ziedénych emulzi, jelikoz vzajemné
srazky emulznich kapek zde nejsou pfili§ casté. Vznik elektrické dvojvrstvy je spojen
s rozdilnou rozpustnosti pfitomnych kationtii a aniontii ve vodné a olejové fazi, kdy kation-
ty jsou vice rozpustné ve vodné fazi a anionty ve fazi olejové. Cim vétsi je naboj kapky
a tloustka dvojvrstvy, tim ucinnégji brani odpudivé sily mezi kapickami vzniku koalescen-

ce. [43], [44, s. 189-190].

4.2.2 Stabilizace pomoci surfaktantu

V koncentrovanégjSich emulzich jiZ stabilizace elektrickym nabojem neni dostate¢na, a pro-
to je tfeba stabilitu zajistit pfiddnim vhodné tfeti slozky — surfaktantu. Surtaktant vytvaii
na povrchu kapek ochranny film, ktery zabranuje jejich koalescenci pfi tepelné nebo sedi-
mentacni srazce. Hromadi se na rozhrani obou fazi a vytvaii tam soudrzny, elasticky film,

ktery nejevi adhezi k filmim vytvofenym okolo jinych kapek [42, s. 74], [43].

Mezi vhodné surfaktanty patii fada latek, napt. latky schopné gelace ¢i asociace v micely.
Ve vznikajicich filmech jsou vazany dostate¢né velkymi mezimolekuldrnimi silami, kte-

ré jim dodavaji pevnost a soudrznost.

Zvlastni skupinou latek schopnych stabilizovat emulzni systémy jsou i jemné nerozpustné
prasky, které jsou ¢asteéné smacené obéma fazemi. Castice pragki maji schopnost vytvofit
kolem kapek emulze dostatecné¢ pevny obal, ktery zabranuje koalescenci. Obecné
pro n¢ plati, Ze uvniti kapky je ta faze, kterd méné€ smaci praSkovy emulgator. Hydrofobni
prasky tedy stabilizuji emulze typu V/O a naopak. Mezi vyznamné typy emulzi stabilizo-
vanych pevnymi ¢asticemi se fadi Pickeringovy emulze, podrobnéji popsané v nasledujici

kapitole [42, s. 74], [43], [44, s. 190].
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Latky pouzivané ke stabilizaci emulzi lze zatadit do nasledujicich skupin:

e asociativni koloidy — hydrofilni (soli vysSich MK), rozpustné v nepolarnich roz-
poustédlech (soli vicemocnych kovu a stiibra), sulfonové kyseliny a soli sulfono-
vanych alkoholt;

e makromolekularni koloidy — hydrofilni (proteiny a polysacharidy) i rozpustné

v nepolarnich rozpoustédlech (kaucuk);

e praskovité emulgatory — hydrofilni i hydrofobni povahy [44, s. 190].

4.2.3 Stéricka stabilizace

Stéricka stabilizace je stabilizace emulznich kapek pomoci polymert, jejichz makromole-
kuly jsou schopny dostate¢n¢ silné adsorpce na povrchu kapek a soucasné jsou rozpustné
v disperznim prosttedi. Diky tomu, Ze makromolekuly obklopuji cely povrch kapek, nedo-

chézi k jejich dal§imu pfiblizovani ani rozpadu [52, s. 385], [53, s. 2].

4.2.4 Stabilizace pomoci deplece

K deple¢ni stabilizaci dochazi pti vysSich koncentracich polymeru v disperznim prostiedi,
zaroven vSak 1 emulzni kapky musi byt od sebe dostateéné vzdaleny. Pokud se kapky pfi-
bliZzi na malou vzdalenost, makromolekuly polymeru jsou z prostoru mezi ¢asticemi vypu-
zovany, mezi kapkami se tak mohou uplatnit pfitazlivé Van der Waalsovy sily a nastava

flokulace, tedy agregace castic do vétsich celkd [54, s. 7].

4.2.5 Stabilizace hydrataci

Stabilizace hydrataci je umoznéna puasobenim odpudivych sil, zpGsobenych zménou
v uspofadani hydratovaného povrchu. K tomu dochdzi, pokud povrch obsahuje molekuly

vody spojené vodikovymi vazbami [55, s. 238].
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S PICKERINGOVY EMULZE

Pickeringovy emulze byly objeveny S. U. Pickeringem jiz v roce 1907, ale dlouhou dobu
byly ignorovény. Jedna se o emulzni systémy, jejichz atraktivita spoc¢iva v tom, ze umoz-
nuji nahrazeni klasickych povrchové aktivnich latek SetrnéjSimi pevnymi Césticemi

[56, s. 1231, [57, s. 23-24].

5.1 Obecna charakteristika

Pickeringovy emulze si zachovavaji zakladni vlastnosti emulzi stabilizovanych povrchové
aktivnimi latkami (PAL), a proto je mohou nahradit ve vétsiné kosmetickych i1 farmaceu-
tickych aplikaci. Klasické PAL ptitomné v kosmetickych ptipravcich mohou zplsobovat
napt. podrazdéni kiize nebo hemolytické chovani, pii aplikaci v 1éCivych piipravcich pak
mohou pusobit toxicky nebo ménit distribuci a vylu¢ovani soucasné podanych 1é¢iv. Dalsi
vyhodou Pickeringovych emulzi je jejich schopnost zvysit propustnost latek pres SC
v nékterych lékovych formulacich, a zpisobit akumulaci 1é¢iv ve SC [58, s. 183],

[59, 5. 274].

5.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Diky stabilizaci pevnymi ¢asticemi jsou Pickeringovy emulze velmi odolné vii¢i koagulaci,
koalescenci a Ostwaldovu zrani. Stabilizace kapek emulze se uskutectiuje prostfednictvim
adsorpce pevnych castic na povrchu kapek emulze, coz je obdobné jako v ptipad¢ stabili-
zace emulzi pomoci PAL. Mechanismus adsorpce je vSak odlisny diky tomu, Ze pevné
castice nemusi byt amfifilni. Divodem silného kotveni pevnych ¢astic na rozhrani
olej-voda je ¢astecné smaceni povrchu pevnych Castic vodou 1 olejem. Pevné ¢astice stabi-
lizujici tyto emulze jsou mnohem mensi (fddové od nm do nékolika pm) nez velikost ka-
pek emulze. Velikost emulznich kapek je dana koncentraci pevnych &astic, stejné jako
v pripad¢ klasickych emulzi, u nichz zavisi na koncentraci PAL. VE&tSi mnozstvi stabilizu-
jicich ¢astic tedy umozni tvorbu vétsi mezipovrchové plochy, coz vede ke vzniku mensich
kapek emulze. Rozdil mezi klasickou a Pickeringovou emulzi je na Obr. 10 [57, s. 23-24],

[59, 5. 268-270], [60, s. 160].
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Emulze O/V stabilizovana PAL Pickeringova emulze O/

Obr. 10: Rozdil mezi klasickou a Pickeringovou emulzi [61].
Pro castice stabilizujici Pickeringovy emulze je typickd dvoji smacivost, diky niz
se hromadi na fizovém rozhrani. Castice tak mohou stabilizovat jak emulze typu O/V,
tak 1 emulze typu V/O. Typ emulze, kterou budou c{astice stabilizovat, l1ze odvodit
z kontaktniho ihlu na rozhrani olej-voda. Kapalna faze, ktera smaci ¢astice vice, bude tvo-
fit spojité prostfedi. Castice s kontaktnim thlem < 90 ° vytvoii emulze typu O/V a &astice

s kontaktnim thlem > 90 ° obvykle tvoii emulze typu V/O [60, s. 159].

5.3 Biopolymery stabilizujici Pickeringovy emulze

Pro pouziti v potravinaiském nebo farmaceutickém primyslu jsou atraktivni ekologicky
Setrné formulace Pickeringovych emulzi, které jsou stabilizovany biologicky rozloZzitelny-
mi nanocasticemi. Tyto ¢astice jsou vétSinou organického piivodu, napt. lipidové krystaly,
celuldza, chitin, proteinové micely, Skrobové granule, ale 1 ¢astice potaZzené hydroxyapati-

tem [57, s. 30], [62, s. 151].

5.3.1 Lipidové krystaly

Stabilizace pomoci lipidovych krystall je typickd pro emulze typu V/O. Tyto krystaly po-
skytuji stabilizaci emulznich systéma pomoci tvorby sité v objemové fazi, Pickeringovou
stabilizaci, nebo kombinuji oba tyto mechanizmy. Stabilizace pomoci sité zahrnuje imobi-
lizaci dispergované faze v kontinualni krystalické matrici, zatimco Pickeringova stabilizace
je dana adsorpci krystalti na rozhrani olej-voda. Obecné plati, ze triacylglyceroly poskytuji
stabilizaci pomoci tvorby krystalické sité, a nasycené¢ monoacylglyceroly tvoii krystalické
monovrstvy na rozhrani. Ke stabilizaci Pickeringovych emulzi v potravinafstvi se pouziva-
ji krystaly monoacylglyceroli, jez jsou méné hydrofobni nez di- a triacylglyceroly

[60, 5. 163].
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5.3.2 Polysacharidy

5.3.2.1 Skrobové granule a granule modifikovaného $krobu

Skrob je biopolymer b&Zné se vyskytujici v hlizdich brambor a v obilovinach. Nachazi
se zde ve form¢ semikrystalickych granuli a sklada se ze dvou polymert, amylézy a amy-
lopektinu. Skrobové granule maji velikost mezi 0,5-100 mm a li§i se tvarem i charakterem
povrchu. Nemodifikované Skrobové granule se diky hydrofilité¢ pouzivaji ke stabilizaci
emulzi typu O/V. ZvySeni afinity Skrobil k oleji l1ze dosdhnout jejich modifikaci pomoci
hydrofobni oktenylové skupiny, karboxylové skupiny nebo jeji sodné soli. Takto modifi-
kované skroby slouzi ke stabilizaci Pickeringovych emulzi typu V/O. V potravinafstvi

je povoleno pouziti Skrobu se stupném modifikace do 3 % [60, s. 165].

5.3.2.2 Chitin a chitosan

Ptirodni chitin se nachazi v tvrdé skotépce korysi a diky pfitomnosti krystalické a amorfni
domény mé semikrystalickou strukturu. Amorfni doménu Ize pomoci kyselé hydrolyzy
rozS8tépit, vznika tak chitin s vyssi krystalinitou, znamy také jako chitinové nanokrystaly.
Zvyseni koncentrace chitinovych nanokrystali mé vliv na reologické vlastnosti a stabilitu
emulzi. Naptiklad O/V emulze stabilizované témito nanokrystaly byly stabilni proti shlu-

kovani po dobu jednoho mésice.

Chitosan se ziskava alkalickou deacetylaci chitinu, n€kolikahodinovym varem s 50% hyd-
roxidem sodnym nebo enzymaticky pusobenim N-deacetylasy. Rozpustnost chitosanu
ve vode je zavisla na pH. Pfi nizké hodnoté pH je chitosan kladné nabity, pfi vy$Sim pH
dochazi k jeho deprotonaci a nenabité polymerni fetézce se sdruzuji a vytvareji Castice.
Nemodifikované chitosanové ¢astice se mohou adsorbovat na rozhrani olej-voda a stabili-
zovat tak emulze typu O/V. Nicméné diky rozpustnosti chitosanu ve vod¢, zavislé na pH,

je vznik téchto emulzi reverzibilni [60, s. 165].

5.3.2.3 Celuloza

Celuldza je polysacharid tvotfeny molekulami S-D-glukézy spojenymi f-1,4 glykosidickou
vazbou. Je to dilezity strukturni prvek bunécnych stén zelenych rostlin a vyskytuje se rov-
néz v biofilmu produkovaném nékterymi bakteriemi. Celuldza je material, ktery je dostup-
ny, biologicky rozlozitelny a netoxicky. Nativni celul6za se vyskytuje ve formé semikrys-
talickych makroskopickych vlaken nebo jako mikrofibrilarni celuléoza (MFC). Amorfni

oblast vlaken mtize byt odstranéna hydrolyzou, napt. v kyselém prostiedi, ¢imz vznika
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mikrokrystalicka celul6za (MCC). Pii dlouho trvajici hydrolyze z MCC vznika nanokrysta-
licka celuloza (NCC). Nemodifikované typy celuldézy maji diky krystalické organizaci vice

hydrofilni povahu, a diky tomu tvofi velmi stabilni Pickeringovy emulze typu O/V.

Snadno dostupnd MFC je diky netoxické povaze mikrovlaken vyuzivanym stabilizatorem
emulzi. Povrch mikrovldken je bohaty na hydroxylové skupiny, které jsou vhodnym mis-
tem pro zavedeni novych funkcnich skupin (pro modifikaci), pomoci které lze snadno
ovlivnit hydrofobicitu MFC. Hydrofobn¢ modifikovanda MFC je pak vhodna ke stabilizaci
emulzi typu V/O. Dalsi z celulézovych ¢astic MCC, diky hydrofilni povaze svého povrchu,
stabilizuje emulze typu O/V, v nichz tvofi sit’ kolem olejovych kapicek. Je také vhodnym
stabilizatorem ndsobnych emulzi typu V/O/V v systémech s fizenym uvoliiovanim 1é¢iv

[63, 5. 448], [64, 5. 202-203].

Nanokrystalicka celul6za (NCC) neboli celul6zové nanokrystaly jsou zejména hydrofilni
(diky vysoké hustoté hydroxylovych skupin a kontaktnimu thlu kolem 20 °) a diky tomu
tvoii velmi stabilni Pickeringovy emulze typu O/V. Nicméné€ organizace krystalickych
¢asti fetézcl tohoto polymeru umoziiuje vytvoreni ,.hydrofobnich konclt* nanokrystali,
coz jim celkové proplijcuje amfifilni vlastnosti. Krystaly NCC (Obr. 11) maji v prifezu
5-20 nm a délku stovky nm. Jejich pouZiti pro stabilizaci emulzi je vyhodné kviili tfem
hlavnim charakteristikdm, jimiz jsou 1) ireverzibilni adsorpce na rozhrani, kterd vede
k vytvoteni vysoce stabilni struktury; 2) tvar ty€¢inky umoziujici vytvoteni sité, kterd zvysi
soudrznost a stabilitu; 3) pfiznivé biologické vlastnosti, jelikoz se jedné o netoxicky bézné
dostupny material z obnovitelnych zdroji. Samotné celul6zové nanokrystaly nemaji vyraz-
nou povrchovou aktivitu, nicméné jejich vhodné smési s fosfolipidy, mastnymi kyselinami
a jinymi biologickymi PAL by mohly vést k ptipravé Pickeringovych emulzi s vyjimecnou

stabilitou [65, s. 291], [66, s. 140-147].

OH OH
, T \ A
&~ , , ‘ . —(> 5-20 nm
7 7 1 v
OH 0s0;” OH

A

100-200 nm >

Obr. 11: Struktura CNC [67].

Celulozu jsou schopné syntetizovat i nékteré bakterie (napt. Komagataeibacter sucrofer-
mentans DSM 15973). Bakteridlni celul6za (BC) se skladd z ndhodné sestavenych vlaken

o velikosti ca 100 nm. I kdyz je chemicka struktura BC podobna rostlinné celul6ze, ma BC
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totu. BC je proto vhodnym stabilizdtorem Pickeringovych emulzi typu O/V. Obdobné¢ jako
jiné typy celulozovych krystala, vykazuje BC vysokou odolnost vii¢i koalescenci a neni

ovlivnéna zménami pH, teploty a iontové sily prostiedi [68, s. 225-232].

5.3.3 Proteiny

Bilkoviny jsou amfifilni biopolymery schopné stabilizovat emulze typu O/V. Emulze jsou
stabilizovany prostfednictvim tvorby fyzikalni bariéry mezi emulznimi kapkami, ¢imz do-
chézi k tvorbé odpudivych interakci (stérické nebo elektrostatické). Mimo tuto stabilizaci
mohou byt emulze stabilizovany i tvorbou proteinovych agregati. Ke stabilizaci emulzi
se vyuzivaji ¢astice na bazi proteind rostlinného i zivoc¢isného pivodu. Z rostlinnych zdro-
ji jsou vyuzivany napt. sojové a kukuficné proteiny, ze zivociSnych zdroji jsou to syro-
vatkové proteiny, hovézi laktoglobulin, laktoferin, sérovy albumin, a-laktalbumin

nebo zelatina [60, s. 166].

5.3.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin, strukturné se jednd o polyfenoly s 15-C
skeletem. Ve vodné fazi se vyskytuji jako nerozpustné Castice schopné adsorpce na rozhra-
ni olej-voda. Pouzivaji se ke stabilizaci Pickeringovych emulzi typu O/V. Napt. flavonoidy

tilirosid, rutin a maringin ptisobi pii pH > 8 zvyseni stabilizace emulzi [60, s. 167].

5.3.5 Vosky

Vosky mohou byt ptirodni (napf. vceli vosk) nebo syntetické (napt. na bazi polyethylenu).
V jejich struktufe se miiZze nachéazet Siroka skala alkant s dlouhym fetézcem, estery, poly-
estery a hydroxylované estery alkohola s dlouhym fetézcem mastnych kyselin. Vosky jsou
velmi hydrofobni a pouZzivaji se tedy ke stabilizaci Pickeringovych emulzi typu V/O. Me-
chanizmus stabilizace zahrnuje adsorpci voskovych ¢astic na rozhrani voda-olej a vytvore-
ni sit€¢ Castic v kontinudlni olejové fazi, kterd zplisobi imobilizaci dispergovanych kapek

vody, a tim zabrani jejich sedimentaci [60, s. 167].
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6 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Metoda transdermalni absorpce aktivnich latek patii k dillezitym postupiim pro hodnoceni
jejich bezpecnosti. Touto metodikou se zabyva fada praci. Lenka Kotingova a kolektiv [3]
ve svém ¢lanku Testovani transdermalni absorpce chemickych latek in vitro obecné popi-
suji laboratorni postupy testovani dermalni absorpce chemickych latek, a podrobnéji
se zabyvaji popisem kozni membrany a difuznimi komtirkami, které jsou k testovani pou-
Zivany. ,,Zlatym standardem® pro testovani transdermalni absorpce latek metodou priicho-
du kozni membranou in vitro je pouziti lidské kuize. Alternativou k lidské kuzi jsou kiize
praseci (z usniho boltce), klize opi¢i, nebo uméle vytvorené modely kize. Lidskou ne-
bo zvifeci kiizi je mozno pouzit v plné tloustce 500—1 000 um, nebo kizi setiznutou der-
matomem na tloustku 200-500 um, tato kiize obsahuje SC, zbyvajici vrstvy epidermis
a pouze horni ¢ast dermis. Dermatomem sefiznutd kiize je vhodnéjsi pro testovani lipofil-
nich latek. Pro testovani je optimalni pouziti Cerstvé kize, vzhledem k dlouhodobé pouzi-
telnosti je vSak oficialné doporucovana kiize zmrazena na teploty od —18 °C do —20 °C.
Neporusena kiize je upevnéna mezi horni a dolni ¢ast difuzni komurky, pted aplikaci testo-
vané latky by méla byt klize ponechdna ve styku s receptorovou kapalinou o teploté
32 £ 1 °C po dobu 10-30 min, a také se doporucuje zhodnotit integritu kiize pomoci meto-
dy méfeni transepidermalni ztraty vody (TEWL), elektrického odporu kiize (TER), nebo
muze byt proveden pokus prichodu referencni latky absorpéni membréanou [3, s. 534-535].
Difuzni komurky jsou vyrobeny z inertnich materiala (sklo, teflon) a skladaji se ze dvou
¢asti. Horni ¢ast je oznacovéana jako donorova a spodni ¢ast jako receptorova, jez je napl-
néna receptorovou kapalinou. Mezi ob¢ Casti se pak vklada kiize pokozkou nahoru a na ni
se aplikuje zndmé mnozstvi testované latky. Existuji dva zakladni typy difuznich komtrek.
U statické vertikalni difuzni komurky (Franzovy) musi byt receptorova kapalina neustéle
michdna a manualné¢ odebirdna pro analyzu, u pratokové vertikdlni difuzni komurky
je receptorova kapalina kontinudln€ odstraiiovdna pomoci peristaltické pumpy. Doporuce-

na doba testovani je 24 h [3, s. 536-537].

Obecné doporuceni pro testovani transdermalni absorpce publikovala i dvojice autor Lu-
cie BartoSova s Jifim Bajgarem [11]. Jednotlivd doporuceni se zabyvaji pouzitou kozni
membranou, difuznimi komirkami, typem receptorové kapaliny a aplikované latky, a cel-
kovym prubéhem testovani. Vydany ¢lanek tak spojuje diive vydana pravidla a doporuceni

jinych autortt (OECD, WHO, Lenka Kotingova a kolektiv).
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Co se tyka konkrétniho testovani transdermdlni absorpce aktivnich latek enkapsulovanych
do Pickeringovych emulzi, neni pocet publikaci na toto téma pfili§ velky. Naptiklad Freli-
chowska a kolektiv [68] testovali transdermalni absorpci lipofilnich 1€¢iv in vitro ve tfech
riznych formulacich s pouzitim Franzovych difuznich komurek. Prvnim testovanym sys-
témem byly klasické emulze typu O/V stabilizované surfaktantem, druhym typem byly
Pickeringovy emulze typu O/V stabilizované ¢asticemi oxidu kfemicitého, a tietim systé-
mem byl roztok retinolu v oleji. Ve vSech formulacich byl obsah retinolu 0,1 %. Pro testo-
vani byla pouZita praseci kiize tloustky 1,35 £ 0,05 mm, a po 24h expozici byla hodnocena
distribuce retinolu ve SC (21 stripl), epidermis, dermis a receptorové kapaliné pomoci
HPLC. K extrakci retinolu byl u vSech vzorkl pouzit methanol s 0,5 % hm. a-tokoferol
acetatu, vSechny vzorky byly pro dosazeni uplné extrakce ponotfeny na 20 min do ledové
lazné€ pod ultrazvukem [68, s. 57-58]. V receptorové kapalin¢€ nebyl detekovan zadny reti-
nol a obecné byla jeho penetrace kiizi Spatna. Velmi ¢asto byva penetrace lipofilnich latek
ktzi niz$i nez u latek hydrofilnich, vzhledem k jejich vyssi afinité ke SC. Penetrace retino-
lu byla u obou typli emulzi pétkrat vyssi nez u roztoku, ale byly i rozdily mezi emulzemi.
Z klasickych emulzi retinol snadno proniknul aZ do epidermis a dermis, zatimco v ptipadé
Pickeringovych emulzi se hromadil ve SC. Vzhledem k tomuto chovani by mohly byt
Pickeringovy emulze vhodnymi formulacemi pro lé€iva s cilovym uéinkem ve SC,

nebo pro lé¢iva s pomalym uvolnovanim do nizsich vrstev kiize [68, s. 59-60].

Penetraci all-trans-retinolu z emulzi do hlubsSich vrstev praseci kiize se ve své praci zaby-
vali Simovic a kolektiv [56]. Zkoumany byly emulze stabilizované lecitinem (0,1 % hm.)
a emulze stabilizované oleylaminem (1 % hm.). Soucasn¢ byl zkouman 1 vliv pfitomnosti
nanocastic oxidu kiemicitého (0,5 % hm.) v téchto emulzich. Doba expozice byla u vSech
emulzi 24 h [56, s. 125]. Pti testovani emulze stabilizované lecitinem se all-¢rans-retinol
nachdzel pouze ve SC a epidermis. Pokud byly pfidany nanocastice oxidu kifemicitého,
all-trans-retinol se nachazel v epidermis az ve ¢tyfnasobném mnozstvi a pronikl 1 do der-
mis. Emulze stabilizované oleylaminem umozZnila rozsdhlejsi prinik all-frans-retinolu
do klize ve srovnani s emulzemi stabilizovanymi pouze lecitinem. Pfidani nanoc¢éstic oxidu
kfemicitého nemélo vyznamny vliv na miru penetrace all-frans-retinolu do kiiZze, pouze
na jeho distribuci do hlubsich vrstev klize. Z prace jednoznacné vyplynulo, ze nanocéstice
oxidu kiemicitého vyrazné¢ zvySuji pronikani latek do hlubSich vrstev kiize

[56, s. 129-130].
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Marku a kolektiv [70] pfipravili Pickeringovy emulze s vysokym obsahem olejové faze,
které stabilizovali Skrobem. U téchto emulzi nasledné¢ hodnotili stabilitu a vliv pouzitého
oleje na transdermalni absorpci. Pro formulaci emulzi byly pouzity parafinovy olej, Migly-
ol 812 aolej ziskany z plodi stromu Karité. Obsah oleje byl ve vSech emulzich 56 %
a ke stabilizaci emulzi byl pouzit skrob ziskany z Merliku cilského, jehoz granule maji
velikost 1-2 um [70, s. 1-2]. Studie ukazala, ze je z vySe uvedenych vychozich latek moz-
né pripravit Pickeringovy emulze typu O/V, které jsou stabilni po dobu osmi tydna. Tran-
sdermalni penetrace emulzi byla pomérné vysokd, ale mezi jednotlivymi typy oleji nebyl
pozorovan rozdil v penetraci. Tyto formulace by tedy mohly byt vhodné pro lokalni podani

1éciv [70, s. 6-7].

Studiem esencialnich oleji jako enhancerii/urychlovact transdermdalni absorpce léciv
se zabyvala dvojice Anna Herman a Andrzej P. Herman [71]. Ve své praci uvadéji, ze ide-
alni urychlova¢ by mél byt farmakologicky inertni, nedrazdivy, netoxicky, kompatibilni
s Iéky, bez chuti a bez zépachu. V soucasné dob¢ jsou nejvice studovanymi enhancery sul-
foxidy, pyrrolidony, mocovina, mastné kyseliny a jejich derivaty, alkoholy, polyoly, povr-
chové aktivni latky, chelata¢ni ¢inidla a esencidlni oleje a jejich konstituenty. Tyto pfirodni
latky mohou transportovat 1é¢iva pies kiizi ¢tyfmi zpisoby, jimiz jsou 1) naruseni vysoce
uspotadané mezibunécné lipidové struktury mezi korneocyty ve SC, coz déla tuto vrstvu
propustnéjsi pro 1éky; 2) vzdjemna interakce s mezibunéénou doménou proteint, jez zpu-
sobuje jejich konformacni zmény a vyssi propustnost SC; 3) ¢aste¢né oddéleni rozpouste-
dla, jezma za nasledek zménu vlastnosti SC vcetné oddélovani lé¢iva; 4) plsobeni
na desmosomalni spojeni mezi korneocyty nebo zména metabolické aktivity v kuzi.
Mechanismus uc¢inku latek ziskanych z esencialnich olejli je zaloZzen zejména na zméné
lipidové struktury SC a interakci s proteiny, coz vede ke zvySeni propustnosti pro lé€iva
[71, s. 474-475]. Mnoho enhacert je, vzhledem k jejich schopnosti narusit struktury SC,
spojovano s cytotoxicitou, podrazdénim nebo alergickou reakci. Esencialni oleje a jejich
sloZky sice snadno pronikaji ptfes kiizi az do krevniho fecisté, nicméné stejné¢ snadno
se vylucuji 1 z t€la ven moci nebo vykaly. Nejvyssi mira trandermalni absorpce byla zjisté-
na u limonenu, jez byl ziskan z grapefruitového oleje. Ukazalo se, Ze esencialni oleje
usnadiiuji pronikani hydrofilnich i lipofilnich 1éCiv s nizkou cytotoxicitou. Soucasné bylo
prokazano, ze toxicita esencidlnich oleji a jejich slozek je relativné nizkd v porovnéni
se syntetickymi zesilovaci penetrace, a proto mohou byt povazovany za bezpe¢né enhance-

ry pro transdermalni podéani 1éCiv [71, s. 478-482].
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Rhee a kolektiv [72] studovali transdermdlni podéni ketoprofenu obsazeného
k 1é¢be¢ revmatoidni dermatitidy a souvisejicich nemoci. Pti oralnim podani vSak zptsobuje
nezadouci vedlejsi Gcinky (podrazdéni gastrointestindlniho traktu), které lze omezit tran-
sdermalnim podénim. Pro tuto studii byly pouzity O/V mikroemulze obsahujici 3 % keto-
profenu, 15 % oleje, 15 % Labrasolu, 15 % Cremophoru RH 40, a 52 % vody. Olejovou
fazi postupné tvorily Ctyfi rizné oleje (triacetin, Myvacet (MAG), kyselina olejova, iso-
propyl myristat). Labrasol a Cremophor RH 40 byly pouzity jako surfaktanty, a k urychleni
transportu ketoprofenu byl pouzit 5% piidavek nasledujicich terpenti: limonen, mentol,
cineol, kafr. K testovani byly pouzity Franzovy komurky a kize o velikosti 5x5 cm byla
ziskdna ze hibetni ¢asti potkani kmene Sprague-Dawley [72, s. 161-164]. Rozpustnost
ketoprofenu byla nejvyssi v triacetinu, nasledné v Myvacetu, kyselin€ olejové a isopropyl
myristatu. Z této studie vyplynulo, ze nejrychlejsi pronikani ketoprofenu kizi zptisobila
kyselina olejova, jez je silnym enhacerem transdermalni penetrace pro mnoho 1é¢iv. Piida-
vek terpenti neovlivnil fyzikalni vlastnosti mikroemulzni. Nejvyraznéjsi zesilujici uc¢inek
na rychlost pronikéni ketoprofenu kiizi byl zaznamenéan u limonenu (tfikrat rychlejsi pro-
nikani ve srovnani se vzorkem bez terpentl), ostatni terpeny nemély na rychlost penetrace

vliv [72, s. 164-169].
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7 CIL DIPLOMOVE PRACE

Prvnim cilem prace bylo vypracovat literarni reserSi na téma stanoveni transdermalni ab-
sorpce kosmetickych emulzi in vitro, tuto problematiku popsat, a na zaklad¢ publikova-
nych dat zpracovat postup pro jeji stanoveni metodou in vitro. Reser$ni ¢ast prace se rov-
néz soustfedila na obecnou charakterizaci kosmetickych emulzi a zaméfila se na popis

a charakterizaci emulzi stabilizovanych ¢asticemi (Pickeringovy emulze).

Cilem praktické casti bylo pfipravit a charakterizovat Pickeringovy emulze, obsahujici
slozky esencialnich olejii (limonen, cinnamaldehyd a eugenol), stabilizované nanokrysta-
lickou a mikrofibrilarni celul6zou, a pripravené vzorky emulzi pak nasledné¢ pouzit
pro testovani transdermdlni absorpce metodou in vitro s vyuzitim Franzovych difuznich
komurek. Hlavnim cilem prace pak bylo stanovit mnozstvi uvedenych bioaktivnich lipofil-

nich latek v jednotlivych vrstvach klize a posoudit cytotoxicitu pfipravenych emulzi.
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II. PRAKTICKA CAST
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8 MATERIAL A METODIKA

8.1 Pristroje a pomicky

Digitalni vahy (Kern EW 420-3NM);

Ultrazvukova cisticka (Kraintek K-10LE);

Chladnicka kombinovana s mraznickou (Samsung RL39TGCSW1);

Franzova difuzni komutrka (JM-GLASS, s.r.0.);

Termostatova lazen se silikonovymi hadi¢kami (Isotemp 4100 H5P);
Magnetické nerezové michadlo typ MIX 15 eco (Unimed);

Stanice MPAS (TEWAMETER® TM 300, Courage & Khazaka);

Magnetick4 michacka (Lavat a.s. MM4);

Ultra-Turrax IKA® T25 (Janke & Kunkel IKA-Labortechnik);

Laserova difrakce Mastersizer 3000 (Malvern);

Vortex (Biosan V-1 plus);

HPLC (Shimadzu DGU-20A5R);

Chromatograficka kolona C18 (X-select, Waters);

Pocitac s programen LCSolution;

Holici strojek (Wilkinson Sword Classic), nerezovy skalpel (Celimed);
Transparentni lepici paska;

Mikrometr (0-25/0,01 mm, Somet);

Automatické mikropipety Eppendorf Research® PLUS (Eppendorf);
Stiikackové filtry s membranou z PTFE o velikosti pora 0,2 a 0,45 um (VWR);
Bézné pouzivané laboratorni sklo (kadinky, odmérné baiiky, pipety, vialky) a dalsi
laboratorni vybaveni (mikrostfikacky 5 ml, mikrozkumavky typu Eppendorf 2 ml,
Spicky pro automatické mikropipety, plastové hokejky, Spachtle).

8.2 Chemikalie a roztoky

Receptorova kapalina
o Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Biosera);
o Polyoxyethylen (20) oleyl ether 1,5 % (Brij” 98, Sigma Aldrich);
o Gentamycin sulfat 0,05 % (HiMedia Laboratories);

Methanol, HPLC grade (99,8+ % CH3;OH, Chem-Lab);
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e Acetonitril, HPLC gradient grade (99,9+ % CH3;CN, Chem-Lab);
e H;PO,, p.a. (Penta);
e Voda CiSténa reverzni osmoézou;
e Standardy esencidlnich oleji
o Cinnamaldehyd (trans-Cinnamaldehyd 99 %, Sigma Aldrich);
o Limonen ((R)-(+)-Limonen 97 %, Sigma Aldrich);
o Eugenol (99 %, Sigma Aldrich);
e Nanokrystalicka celuldza (Chalmers University of Technology, Goteborg);
e Mikrofibrilarni celul6za (Stora Enso);

e MTT kit (Duchefa Biochemie).
8.3 Bunécné linie

e Primdrni mys$i embryondlni fibroblasty (MEF);
e Embryonalni mysi fibroblasty (ATCC CRL — 1658 NIH-3T3).

8.4 Priprava emulzi

K piipravé Pickeringovych emulzi byly pouZity dva typy celulézovych ¢astic. Prvnim ty-
pem byly celul6zové nanokrystaly (CNC) s primérnou délkou 234 + 66 nm a tlouStkou
30 £ 7 nm, jez byly ziskany kyselou hydrolyzou komeréné dostupné mikrokrystalické celu-
lozy (AVicel® PH 101). Druhym typem stabilizujicich ¢astic byla vldkna mikrofibrilarni
celulozy (MFC) (StoraEnso), ktera méla délku > 1 mm a tloustku > 30 nm. Jako olejova
faze emulzi byly pouzity cinnamaldehyd, limonen a eugenol, které nebyly ptfed vlastni
emulgaci dale upravovany nebo CiStény. Charakteristiky pouzitych oleji jsou uvedeny

v Tab. 1.

Tab. 1: Charakteristiky pouzitych olejii

Olei M Hustota Rozpustnost Tini  Tvaru  Tenze
ej
[g/mol] [g/em’] vH,O[mg/ml] [°C] [°C] par [Pa]
Cinnamaldehyd (C) 132,16  1,0497 1,42 ~7,5 248 3,853
Limonen (L) 136,24  0,8411 0,014 ~74,5 176 264

Eugenol (E) 164,20 1,0652 2,46 —-9,2 254 2,946
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Pickeringovy emulze typu O/V byly pfipraveny po smiseni piislusSného mnozstvi oleje,
celulézovych c¢astic a vody homogenizaci pomoci vysokorychlostniho homogenizéru Hei-
dolph DX900. Rychlost homogenizace byla nastavena na 24 000 ot./min po dobu 5 min.
Mnozstvi kazdého z oleji (cinnamaldehydu, limonenu, nebo eugenolu) v obou typech
emulzi bylo 10 % a vodna faze obsahovala CNC nebo MFC o koncentraci 0,5 % hm.
Ke zlepseni emulgacnich vlastnosti byl do vodné suspenze, obsahujici CNC, pfidan
pied emulgaci 3mM chlorid véapenaty. Metodika ptipravy vychéazela z postupu uvedené¢ho
v publikaci Mikulcové a kol. [73, s. 781-782]. Bezprosttedné pied kazdym z testii byla
vzdy pfislusnd emulze homogenizovana za pouziti homogenizatoru Ultraturax IKA

po dobu 5 min pti 14 600 ot./min.

8.5 Charakterizace emulzi

Dulezitou charakteristikou emulzi je jejich velikost. Ta byla stanovena metodou laserové
difrakce, coz je bézné vyuzivana metodika méteni velikosti ¢astic v fadé primyslovych
odvétvi. Je to technika hromadného méfeni ¢astic, kterd generuje vysledek pro cely vzorek.
Meéfici celou kontinualné prochazi Castice, na nichZ se laserovy svazek ohyba do né€kolika
uhld. Difrakéni (ohybovy) obraz je pomoci Fourierovy transformace preveden na distri-
bucni kiivku, jeZ obsahuje informace o velikosti ¢astic. Metoda laserové difrakce je velmi
rychld, ale neposkytuje pfimy obraz castice. Proto je vhodné vysledky doplnit
o mikroskopické snimky [74, s. 8-9], [75, s. 52].

Laserova difrakce byla pouzita i v ptipadé stanoveni velikosti a distribuce ¢astic studova-
nych emulzi. Méteni bylo provedeno na pfistroji Mastersizer 3000 s dispergacni automati-
zovanou jednotkou Hydro. Pro difrakéni méfeni byly emulze vzorkovany a suspendovany
v proudu disperzniho média (demineralizovana voda), které je dopravilo do méfici cely
ptistroje. Mnozstvi davkovaného vzorku se fidilo dosazenim ptedepsané hodnoty obskura-
ce, ktera zajistila vhodny pomér ,,signal-Sum‘. Homogenita vzorku v pfistroji byla zajiste-
na zabudovanym michadlem nastavenym na 2 000 ot./min. Index lomu byl nastaven
na 1,421 a teplota méteni na 25 °C. Velikost emulznich ¢astic byla vyjadiena jako D [4;3],
cozZ je jejich objemove vazeny prumér (um). Kazdy ze vzorkli byl méfen v péti opakova-
nich. Odlehlé hodnoty méteni byly vylouceny na zédkladé Dean-Dixonova testu extrémnich

odchylek. Jednotlivé vysledky jsou pak priméry minimaln¢ ¢tyt stanoveni.

Dale byly piipravené emulze zhodnoceny pomoci vizudlniho pozorovani a byl zaznamenan

jejich vzhled, barva a potencialni pfitomnost neenkapsulovaného oleje na povrchu emulze.
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8.6 Stanoveni transdermalni absorpce metodou in vitro

Zkouska byla provedena v souladu s natfizenim Komise (ES) ¢. 440/2008, kterym se stano-
vi zkuSebni metody dle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 o regis-
traci, hodnoceni, povoleni a omezovani chemickych latek a dle metodiky OECD 428
(2004) Kozni absorpce: metoda in vitro s mensimi modifikacemi popsanymi nize v textu

diplomov¢ prace.

8.6.1 Biologicky material

Pro testovani byla pouzita kiize z usniho boltce prasete. Usni boltce byly ziskany od prasat,
jejichz staii bylo 100—-150 dni, z individudlni porazky. Podminkou bylo ziskat neposkozené
a nespafené usni boltce, aby nebyla porusena kozni bariéra, coz by mohlo vést ke zkresleni
vysledkli méteni. Usni boltce byly jednotlivé zabaleny do plastovych sackl a uchovavany
pfti teploté —20 °C do doby jejich pouziti. Pfed experimentem byly zmrazené boltce pone-
chany volné rozmrazit pti laboratorni teploté. Nasledné byla vnitini ¢ast boltce (Obr. 12)
oholena a pomoci skalpelu oddélena od podkladové chrupavky. Timto zpiisobem byla zis-
kana ktize o pIné tloust’ce (Obr. 13), véetné SC, epidermis a dermis. Z oddélené kize byly
nasledné vystiizeny vzorky ¢tvercového tvaru o velikosti 3x3 cm, v jejichz stiedu byl vy-
znacen tercik o praméru 1,5 cm (odpovidajici praiméru Franzovy komurky). Tloustka kaz-
dého terciku byla zméfena pomoci mikrometru. Takto ziskané vzorky ktze byly ihned po-

uzity k testovani.

Obr. 12: Oddelovani vnitini casti boltce od chrupavky
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Obr. 13: Oddélena kiize o plné tloustce (vpravo)

8.6.2 Aparatura

Na magnetickém michadle byla sestavena aparatura (Obr. 14) sloZzena z Franzovych difuz-
nich komirek, které byly vzdjemné propojeny silikonovymi hadickami. Cely systém byl
napojen na vodni 1azen s termostatem, jeZ udrZoval konstantni teplotu 32 + 1 °C po celou
dobu testovani. Do dolnich (receptorovych) ¢asti komirek byla nasledné vlozena michadla
a komirky byly po okraj naplnény receptorovou kapalinou. Receptorovou kapalinu tvofil
fosfatem pufrovany fyziologicky roztok s 1,5% ptidavkem surfaktantu Brij® 98 a 0,05%
pridavkem gentamycin sulfatu; nasledné byla receptorovéa kapalina pomoci ultrazvukové
lazné odplynéna. Na povrch dolni ¢asti komirek byly polozeny ptichystané vzorky praseci
kiize rohovou vrstvou smérem vzhiru tak, aby mezi kiizi a receptorovou kapalinou ne-
vznikly Zadné vzduchové bubliny. Pfed nanesenim testovanych latek byla kiize ponechana
ve styku s receptorovou kapalinou 20-30 min k vyrovnani povrchu a hydratace. Neporuse-

nost kozni membrany byla zkontrolovana méfenim transepidermalni ztraty vody (TEWL).
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Obr. 14: Testovaci aparatura propojenych Franzovych komiirek

8.6.3 NanaSeni testovanych vzorku

Automatickou mikropipetou byly na vyznaceny stied klize naneseny testované vzorky
a pomoci plastové hokejky rovnomérné rozetieny na celou plochu vyznaceného terciku.
Poté byla ptilozena horni (donorova) ¢ast komiirky. Horni i dolni ¢ast komirky byly upev-
nény pomoci gumicek. Pro kazdy vzorek byly provedeny tfi paralelni stanoveni. Aplikova-
né mnozstvi Cinilo u slozek esencidlnich oleja 18 ul, coz pfi pouziti hodnot hustoty, uve-
denych v Tab. 1, ¢inilo 18,89 mg pro cinnamaldehyd; 15,14 mg pro limonen a 19,17 mg
pro eugenol. V piipad¢ emulzi bylo aplikované mnozstvi 100 pl. Vzhledem ke skutecnosti,
ze emulze obsahovaly 10 % olejové slozky, €inilo nanesené mnozZstvi oleji z jednotlivych
emulzi 10 pl, coz odpovida 10,50 mg pro cinnamaldehyd; 8,41 mg pro limonen a 10,65 mg

pro eugenol. Doba expozice Cinila ve vSech ptipadech 24 h.

8.6.4 Zpracovani kiize

Po ukonceni expozice byla kazda kiize vyjmuta z Franzovych komirek a rozdélena na jed-
notlivé frakce, které byly nédsledné podrobeny analyze na pfitomnost testované latky. Nej-
prve byla donorova ¢ast komiirky, jez byla v kontaktu s kiizi a aplikovanou latkou, oplach-
nuta 1 ml metanolu (oznaceni vzorku Cap). Nésledné doslo k vysttizeni vnitfniho terciku
ktize (Obr. 15), z n¢hoz byly ziskany dalsi frakce. Nejprve byl ziskan piebytek nanasené
latky, ktery ztistal na povrchu kiize po expozici, opatrnym stérem pomoci Spachtle piene-

senym do 1 ml methanolu. Dale byly ziskany jednotlivé vrstvy SC pomoci tzv. stripovani.
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Transparentni lepici paska byla pfilozena na kiizi a diky tlaku, vyvolanému Spachtli, ulpéla
vzdy ¢ast SC na pasce. Celkem bylo ziskano 10 stripti, do kazdé frakce byly pouzity dva
po sobé jdouci stripy, jez byly vloZzeny do 1 ml methanolu. Nésledné¢ byla kiize na nékolik
sekund pfiloZzena na horkou plotnu vatice. Horkem vytvoteny puchyi epidermis (Obr. 15)
byl pomoci Spachtle a pinzety odd€len od dermis a pieveden do 1 ml methanolu. Zbyla
dermis byla rozsttihana na malé kousky a také vlozena do 1 ml methanolu, totéz bylo pro-
vedeno 1 s kiiZi z okoli vnitiniho ter¢iku (oznaceni vzorku zbytek). Posledni frakei pfedsta-
vovala receptorovéa kapalina odebrana z akceptorové ¢asti komurky. VSechny frakce byly

uchovavany v Eppendorfovych mikrozkumavkéch pfi teploté -20 °C az do doby analyzy.

Obr. 15: Vystrizeni vnitrniho terciku kize (vlevo) a puchyr epidermis (vpravo)

8.6.5 Analyza vzorki

Vzorky byly po vytazeni z mrazni¢ky nejprve alespont 24 h ponechany pfi laboratorni tep-
loté k rozmrznuti. Nasledn¢ byly vSechny mikrozkumavky po dobu 1 min intenzivné pro-
michavany na tfepacce Vortex, aby se veSkera testovana latka vyextrahovala do methano-
lického vyluhu. Kazdy vyluh byl poté pomoci jehly nasat do stiikacky o objemu 5 ml
a pres stiikackovy filtr s velikosti port 0,20 pm (Millipore) piefiltrovan do vialky, jez byla

nasledn¢ opatiena septem.

Mnozstvi testované latky bylo stanoveno vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s vyuzitim nasledujiciho postupu:

e kapalinovy chromatograf Shimadzu vybaveny DAD detektorem;

e kolona X-select C18 (Waters);

e prutok mobilni faze 0,8 ml/min;

e nastfikované mnozstvi vzorku 20 pl.
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Pro kalibraci HPLC byly nejprve zjednotlivych latek pfipraveny kalibra¢ni standardy

0 vhodném koncentratnim rozmezi (Tab. 2), jez byly analyzovany. Z analyzy standardii

vyplynuly retencni Casy jednotlivych latek a vinova délka, pfi které byla zaznamenana nej-

vetsi odezva (absorbance) piislusné testované latky. To vedlo k upraveni napt. délky trvani

analyzy nebo vhodné vinové délky pro danou testovanou latku, tyto parametry jsou uvede-

ny v Tab. 3.

Tab. 2: Rozmezi koncentraci kalibracnich standardii jednotlivych latek

Kalibraé¢ni standardy [mg/ml]
Testovana latka

1. 2. 3. 4. 5. 6.

Cinnamaldehyd 0,010 0,050 0,10 0,25 0,50 -—-
Limonen 0,0022 0,0088 0,020 0,055 0,11 0,20
Eugenol 0,0050 0,0110 0,022 0,050 0,11 0,22

Tab. 3: Parametry HPLC analyzy pro jednotlivé latky

VInova délka Délka analyzy

Testovana latka SloZeni mobilni faze
[nm] [min]

14r1] - h)

Cinnamaldehyd Acetonitril : 0,1% H3PO4 231 10
48 :52

Limonen Methanol : voda 205 11
90:10

Eugenol (olej) Methanol : voda 202 11
60 : 40

Eugenol (emulze) Acetonitril : voda 202 11

50:50

Koncentrace testovanych latek v jednotlivych frakcich kiize byla nasledné stanovena

ze sestrojené kalibra¢ni piimky standardi pomoci programu LC Solution.
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8.7 Stanoveni cytotoxicity

Cytotoxicita byla testovana u tfi vzorkl s nasledujicim sloZzenim: 1) disperze nanokrystalt
celulozy (CNC), které byly pouzity jako referencni vzorek; 2) emulze stabilizované nano-
krystalickou celul6zou s enkapsulovanym limonenem (Lcne) a 3) emulze stabilizované
nanokrystalickou celulézou obsahujici cinnamaldehyd (Cene). Pro stanoveni zivotaschop-
nosti bun¢k byla pouzita metoda MTT. K testovani byly soucasné vyuzity dvé bunécné
linie: 1) primarni mysi embryonalni fibroblasty (MEF), a 2) embryonalni mysi fibroblasty
NIH/3T3. Jako kultivacni médium bylo pro buné¢nou linii NIH/3T3 pouzito Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, obsahujici 10 % teleciho séra a 100 Uml' penicili-
nu/streptomycinu; pro bunéénou linit MEF pak bylo pouzito stejné médium s piidavkem
20 % teleciho séra a 7 pll' merkaptoethanolu. Buiiky byly inkubovany pii37 °C
v prostfedi o konstantni vlhkosti a v pfitomnosti 5 % CO, v inkubatoru Heracell 1501

(ThermoScientific).

Test cytotoxicity byl proveden podle modifikovaného postupu popsaného normou EN ISO
10993-5. Nejprve byly buiiky prekultivovany po dobu 24 h v pfislusném médiu, které pak
bylo nahrazeno jednotlivymi Pickeringovymi emulzemi zfedénymi tak, aby mnoZstvi ob-
sazen¢ho oleje odpovidalo néasledujicim koncentracim: 0,05; 0,10; 0,50; 1; 5; 10; 50; 100;
500 a 1000 ugml’'. Jako reference byla pouzita suspenze nanokrystalické celuldzy
bez ptitomného oleje. Po ptidavku emulzi byly buiiky opét 24 h kultivovany v inkubétoru.
Cytotoxické pusobeni piipravenych emulzi bylo provedeno pomoci testu MTT. Po vyse
zminéné 24h kultivaci byly emulze z bun¢k odsaty, bylo pfidano Cist¢ médium a MTT
o koncentraci 0,5 mgml' média. Buitky s MTT byly op&t po dobu 4 h kultivovany.
Mnozstvi zivych bun€k bylo stanoveno pomoci spektrofotometru a absorbance byla méfe-
na pii vlnové délce A = 570 nm. VSechny testy byly provedeny ve ¢tyfech opakovéanich.
V souladu s pozadavky ISO 10993-5 byly vysledky cytotoxického plsobeni emulzi vy-

hodnoceny nésledujicim zplisobem:

e necytotoxicky ucinek: mnozstvi zivotaschopnych bunék vyssi nez 80 %;

slabé cytotoxicky ti€inek: mnozstvi Zivotaschopnych bun¢k 60 — 80 %;

stitedné cytotoxicky u€inek: mnozstvi Zivotaschopnych bunék 40 — 60 %;

siln€ cytotoxicky u€inek: mnozstvi Zivotaschopnych bun¢k mensi nez 40 %.

Zména morfologie bunék po plisobeni Pickeringovych emulzi byla dale hodnocena vizual-

n¢ pomoci inverzniho mikroskopu s fazovym kontrastem Olympus (IX 81).
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Priprava a charakterizace emulzi

Ptiprava emulzi vychazela z postupu publikovaného Mikulcovou a kol. [73, s. 781-782].
K ptipravé byly pouzity tii slozky riznych esencidlnich olejli, cinnamaldehyd (skoficovy
olej), limonen (citronovy olej) a eugenol (hiebickovy olej), v mnozstvi 10 % hm. Emulze
byly stabilizovany pomoci 0,5 % MFC nebo CNC. Vzhled pfipravenych emulzi je ilustro-
van na Obr. 16 a Obr. 17. Z obrazkli a z provedené¢ho vizudlniho hodnoceni je ziejmé,
ze vzorky byly homogenni, a po pfipravé nevykazovaly znamky sedimentace nebo krémo-
vani. Vizudlni hodnoceni rovnéz ukézalo, Ze u emulzi obsahujicich eugenol nedoslo
k uplné enkapsulaci oleje, a na jejim povrchu byla zaznamenana ptitomnost volného euge-
nolu, jak v pfipad¢ stabilizace pomoci MFC, tak CNC. To odpovida zjisténim uvedenym

ve vyse jmenované publikaci.

Obr. 16: Emulze stabilizované CNC, zleva cinnamaldehyd, limonen a eugenol
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Obr. 17: Emulze stabilizované MFC, zleva cinnamaldehyd, limonen a eugenol

Pro charakterizaci v§ech emulzi byla pomoci laserové difrakce zmétena velikost emulznich
¢astic a jejich distribuce. Naméfené velikosti ¢astic jednotlivych emulzi, stabilizovanych
pomoci CNC i MFC jsou vyjadfeny jako objemové vazené priméry D[4;3] a jsou uvedeny
v Tab. 4.

Tab. 4: Hodnoty velikosti castic D[4,3] jednotlivych emulzi stanovené laserovou difrakci

(olejova faze: C = cinnamaldehyd, L = limonen, E = eugenol)

CNC MFC
Typ emulze
C L E C L E
22,40 1220 31,100 294 359 33,9
13,10 12,30 24,00 288 335 32,3
Velikost &astic [pm)] 6,08 12,30 1520 282 324 34,0
3,11 1230 790 281 314 34,5
225 1230 5710 284 30,8 34,7
Primér + SD 7+5 1240 16+8 29+1 33+2 341

“Hodnoty nejsou zahrnuty do vypoctenych primérnych hodnot. Hodnoty byly vylouceny na zdkladé

Dean-Dixonova testu extrémnich odchylek.
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Na zakladé provedenych méfeni lze konstatovat, Ze emulze stabilizované pomoci CNC
obsahovaly ¢astice menSich rozmérd, nez emulze stabilizované pomoci MFC. Z Tab. 4
je napt. zfejmé, ze velikost emulznich ¢astic byla v pfipadé emulze cinnamaldehydu stabi-
lizované pomoci MFC (28,4 + 0,3) um, zatimco stejna emulze stabilizovand pomoci CNC
obsahovala castice s primérnou velikosti (7 = 5) um, avSak namétené hodnoty ukazuji,
ze rozptyl mezi nejnizsi a nejvyssi hodnotou D[4;3] byl pomérmné velky. Priimérnd hodnota
byla proto stanovena po vylouceni odlehlé hodnoty, které bylo provedeno pomoci
Dean-Dixonova testu extrémnich odchylek. Srovnani distribuc¢nich kiivek obou emulzi
udava Obr. 18. V emulzich obsahujicich limonen se nachéazeji castice s velikosti
(12£0) um (emulze stabilizovand pomoci CNC) a (33 £2) um v emulzi stabilizované
pomoci MFC. Obr. 19 uvadi srovnani distribu¢nich kfivek téchto emulzi. V ptipad¢ euge-
nolu byla velikost emulznich ¢astic relativné stala u emulze stabilizované pomoci MFC
a Cinila (34 = 1) um, v ptfipad¢ emulze stabilizované pomoci CNC byl opét zaznamenan
emulznich c¢astic byla (16 + 8) um. Srovndni distribu¢nich kiivek obou typi emulzi
s eugenolem je uvedeno na Obr. 20. Z namétenych hodnot také vyplyva, Ze velikost ¢astic
emulzi je rovnéz ovlivnéna typem pouZitého oleje. Emulze obsahujici cinnamaldehyd, sta-
bilizované jak CNC, tak MFC, tvoii ¢astice s nejmensi velikosti, na rozdil od emulzi obsa-
hujicich eugenol, jez obsahuji ¢astice nejvétsSich primért. Rozdil ve velikosti emulznich
¢astic stabilizovanych MFC nebo CNC byl rovnéz pozorovan v publikaci Mikulcové a kol.
[73, s. 783] a byl vysvétlen skutecnosti, Ze CNC s kratS§imi vlakny tvoii na povrchu emulz-
ni ¢astice plochou monovrstvu, kterd umozni lepsi zakfiveni olejové kapky, a tim 1 tvorbu
emulznich ¢astic s mensi velikosti. Ve srovnani s touto situaci jsou vldkna MFC vyrazné

delsi, neumoznuji tak vysoké zakiiveni, a emulzni ¢astice jsou pak vétsi.
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Obr. 18: Srovnani distribucnich kifivek emulzi stabili-

zovanych MFC a CNC obsahujicich cinnamaldehyd
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Obr. 19: Srovnani distribucnich kiivek emulzi stabili-

zovanych MFC a CNC obsahujicich limonen
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Obr. 20: Srovnani distribucnich kifivek emulzi stabili-

zovanych MFC a CNC obsahujicich eugenol
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9.2 HPLC analyza

Vsechny piipravené vialky se vzorky byly podrobeny HPLC analyze pro stanoveni mnoz-
stvi testované latky v jednotlivych koznich vrstvach. K analyze byl pouzit kapalinovy
chromatograf Shimadzu vybaveny DAD detektorem s kolonou C18. Podminky testovani
byly nastaveny podle postupu, jenz byl popsan vyse. Pro kalibraci HPLC byly nejprve
z jednotlivych latek ptfipraveny kalibracni standardy o vhodném koncentracnim rozmezi,

nasledné byly sestrojeny kalibracni pfimky pro jednotlivé latky, jez jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Rovnice kalibracnich primek pro jednotlivé testované latky

Testovana latka Rovnice kalibraéni primky

Cinnamaldehyd y =4,0442 - 107°x — 0,2606 R*=10,999
Limonen y =1,9948 - 10~°x — 2,5398 R*=0,999
Eugenol y =3-107%x — 5,9831 R*=0,998

Vyslednd koncentrace testovanych latek v jednotlivych frakcich kize byla stanovena
ze sestrojené kalibrac¢ni pfimky standardd pomoci programu LC Solution. Na Obr. 21

je jako ptiklad uvedena kalibra¢ni ptfimka eugenolu.

Kalibrace eugenolu

80000000 -
70000000
60000000
50000000
40000000
30000000
20000000
10000000

area

0 50 100 150 200 250
¢ [ug/ml]

Obr. 21: Kalibracni primka eugenolu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

9.3 Transdermalni absorpce

Pomoci HPLC bylo stanoveno mnozstvi bioaktivnich lipofilnich latek (cinnamaldehyd,
limonen a eugenol) v jednotlivych vrstvach ktze. Latky byly testovany jak samot-

né, tak po enkapsulaci do emulzi stabilizovanych pomoci CNC nebo MFC.

9.3.1 Transepidermalni ztrata vody (TEWL)

Kvalita pouzitych vzorkl kiizi ve smyslu neporusenosti kozni membrany byla ovéfena
meéfenim hodnot transepidermalni ztraty vody. Vzorky byly hodnoceny v souladu se stup-
nici pouzitého Tewametru, kde TEWL 0 — 9 g h”' m™ predstavuje velmi dobry stav pokoz-
ky, 10 — 14 g¢h™ m™ dobry stav pokozky a 15 — 25 gh™ m™ jeji normalni stav. Vy3§i hod-
noty pak zna&i napjaty (26 — 29 g h™ m™) a kriticky stav (nad 30 g h™ m™). Pro stanoveni
transdermalni absorpce byly pouzity vzorky kuze, jejichz hodnoty TEWL lezely
vintervalu 13— 16 gh™ m™ pfi testovani samotnych latek, 9 — 13 gh™ m™ pfi testovani
emulzi stabilizovanych pomoci MFC, a 12 — 18 g h™ m™ pii testovani emulzi stabilizova-
nych pomoci CNC. Uvedena méteni svédci o skutecnosti, ze vSechny pouzité vzorky od-

povidaly velmi dobrému a dobrému stavu klize s neporusenou bariérovou funkei.

9.3.2 Transdermalni absorpce cinnamaldehydu a jeho emulzi

Transdermalni absorpce cinnamaldehydu 1 jeho emulzi byla testovdna vzdy ve trech para-
lelnich stanovenich. Vysledné koncentrace vcetné procentualniho zastoupeni cinnamalde-
hydu v jednotlivych koZnich vrstvach jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach. V Tab. 6
jsou uvedeny vysledky pro samotny cinnamaldehyd, v Tab. 7 pro cinnamaldehyd obsazeny
v emulzi stabilizované pomoci CNC a v Tab. 8 pro cinnamaldehyd obsazeny v emulzi sta-

bilizované pomoci MFC.
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Tab. 6: Koncentrace a procentualni zastoupeni cinnamaldehydu (C) v jednotlivych frak-

cich kiize (n = 3)

Koncentrace [png/ml] Zastoupeni [%]
Frakce kiiZe
C1 C2 C3 C1 C2 C3
Cap” 578 936 624 199 40,5 214
Povrch 242 7 11 8,3 0,3 0,4
Strip 1,2 1030 423 377 35,4 18,3 12,9
Strip 3.4 310 228 128 10,6 9,9 4,4
Strip 5,6 203 98 59 7,0 4,2 2,0
Strip 7,8 81 39 58 2,8 1,7 1,9
Strip 9,10 133 42 49 4,6 1,8 1,7
Epidermis 21 10 145 0,7 0,4 4,9
Dermis 112 317 1275 39 13,7 43,6
Receptorova kapalina 199 213 199 6.8 9.2 6,8
Zbytek 8746 9063 14271 --- --- ---
Celkové mnoZstvi 11655 11376 17196 100

“Oznaceni vzorku z donorové casti Franzovy komiirky

Z naméfenych vysledkd vyplyva, Ze nejvétsi koncentrace cinnamaldehydu se nachdzela
na donorové¢ ¢asti Franzovy komtrky (Cap), jez byla v kontaktu s kiizi a nanasenou latkou,
a v prvnich dvou koznich stripech. V dalSich vrstvach kiize uz jeho koncentrace imérné
klesala a az do receptorové kapaliny proslo jen malé mnozstvi cinnamaldehydu, jak lze
vidét 1 na Obr. 22. Celkova navratnost cinnamaldehydu vSak bylauvzorkd C1 a C2

jen 62 % a 60 %, pouze u vzorku C3 dosahla 91 %, coz odpovida doporuc¢eni WHO.
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Obr. 22: Procentualni zastoupeni cinnamaldehydu v jednotlivych koz-

nich frakcich

V ptipadé emulze stabilizované pomoci CNC (Tab. 7) se nejvétsi mnoZzstvi cinnamaldehy-
du nachazelo na povrchu kize, viilbec tak neproslo kozni membranou, a v prvnich dvou
koznich stripech. Stejné jako v pfipadé¢ samotného cinnamaldehydu, i v tomto piipade
se jeho mnoZstvi v dalSich vrstvach snizovalo, a znacné mnoZstvi proslo dokonce
az do dermis. Procentudlni zastoupeni cinnamaldehydu v jednotlivych vrstvach je znazor-
néno na Obr. 23. Celkova navratnost cinnamaldehydu, proslého z emulze stabilizované
pomoci CNC, byla u vsech tii vzorki vyssi nez 80 %. Pro vzorek C2¢ne navratnost Cinila
83 %, pro vzorek C3cnc Cinila 81 % a nejvyssi byla u vzorku Clene, kde Cinila dokonce

100 %.
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Tab. 7: Koncentrace a procentudlni zastoupeni cinnamaldehydu v jednotlivych frakcich

kiize po aplikaci emulze stabilizované CNC (n = 3)

Frakce kuze

Koncentrace [pg/ml]

Zastoupeni [%]

Clene

C2cne C3cene Clenc C2enc C3cene
Cap” 1312 48 335 13,0 0,6 4,6
Povrch 2184 2132 2263 21,7 28,1 31,1
Strip 1,2 1927 1902 1746 19,1 25,1 24,0
Strip 3,4 1141 869 0 11,3 11,5 0,0
Strip 5,6 562 280 641 5,6 3,7 8,8
Strip 7,8 402 155 0 3,9 2,1 0,0
Strip 9,10 279 138 157 2,8 1,8 2,1
Epidermis 82 120 94 0,7 1,6 1,3
Dermis 1529 1322 1505 15,2 17,4 20,7
Receptorova 675 617 542 6,7 8,1 7,4
kapalina
Zbytek 440 1096 1204 --- - ---
Celkové mnozZstvi 10533 8679 8487 100

Y Oznaceni vzorku z donorové casti Franzovy komiirky
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Obr. 23: Procentualni zastoupeni cinnamaldehydu v jednotlivych koz-

nich frakcich po aplikaci emulze stabilizované CNC

Stejné jako v ptipad¢ pfedchozi emulze s obsahem CNC, 1 v pfipad¢ emulze stabilizované

MFC bylo nejvétsi mnozstvi cinnamaldehydu obsazeno na povrchu vzorku, a vibec

tak neproslo kozni membranou (Tab. 8). V prvnich dvou stripech uz bylo jeho mnozstvi

niz8i, a v nasledujicich koznich vrstvach se cinnamaldehyd témet nevyskytoval. Nicméné

1z této emulze cinnamaldehyd ve zna¢ném mnozstvi penetroval az do dermis, jak 1ze vidét

na Obr. 24. Celkova navratnost cinnamaldehydu z emulze stabilizované pomoci MFC byla

u vSech tfi vzorkd velmi dobrd. U vzorku Clypc €inila navratnost 87 % a odpovidala

tak doporuceni SCCP, u dalSich dvou vzorkl odpovidala doporuc¢eni WHO, protoze €inila

95 % v ptipad¢ vzorku C2yrc a 91 % u vzorku C3ypc.
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Tab. 8: Koncentrace a procentudlni zastoupeni cinnamaldehydu v jednotlivych frakcich

kiize po aplikaci emulze stabilizované MFC (n = 3)

Koncentrace [pg/ml] Zastoupeni [%]
Frakce kiiZe

Clwmrc C2mrc C3vrc  Clmrc C2mrc  C3wmrc

Cap” 2059 917 859 23,1 10,3 10,7
Povrch 2914 3419 3627 32,7 38,4 45,1
Strip 1,2 1006 1050 1123 11,3 11,8 14,0
Strip 3,4 434 655 411 4,9 7,3 5,1
Strip 5,6 293 269 243 3,3 3,0 3,0
Strip 7,8 208 195 183 2,3 2,2 23
Strip 9,10 136 124 110 1,5 1,4 1,4
Epidermis 176 511 16 1,9 5,7 0,2
Dermis 1471 1498 1186 16,5 16,8 14,7
Receptorova 227 274 284 2,5 3,1 3,5
kapalina
Zbytek 260 1056 1549 - - -
Celkové mnozZstvi 9184 9968 9591 100

Y Oznaceni vzorku z donorové casti Franzovy komiirky
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Obr. 24: Procentudlni zastoupeni cinnamaldehydu v jednotlivych koz-

nich frakcich po aplikaci emulze stabilizované MFC

9.3.2.1 Porovnani transdermdlni absorpce cinnamaldehydu

Na zavér byly srovnany hodnoty, stanovené v jednotlivych vrstvach klize, ziskané testova-
nim samotného cinnamaldehydu a cinnamaldehydu obsaZené¢ho v emulzich stabilizova-
nych pomoci CNC a pomoci MFC. Tyto vysledky jsou zobrazeny na Obr. 25. Na obrazku
jsou vyznaceny prumérné hodnoty vcetné smérodatnych odchylek méteni, které byly zis-
kany vzdy po vylouceni odlehlych hodnot. Z tohoto obrazku je zifejmé, Ze cinnamaldehyd
obsazeny v emulzich obou typl nejvice zlstava na koznim povrchu a do hlubsich koznich
vrstev pronikd v menSim mnoZzstvi, nez je tomu u samotného oleje. Ten nejvice zlstava
na povrchu donorové ¢asti Franzovy komurky (Cap) a jeho mnozstvi v hlubsich koznich
vrstvach se postupné snizuje. Mnozstvi cinnamaldehydu proslého az do dermis je ale vyssi
u emulzi, a naopak je tomu u receptorové kapaliny, kde se nachdzi vys$§i mnoZzstvi samot-
ného oleje. Vysledky rovnéz naznacuji, ze rovnéz existuje rozdil mezi chovanim cin-
namaldehydu enkapsulovaného do emulzi stabilizovanych pomoci MFC a CNC. V ptipadé
MFC emulze je mnozstvi cinnamaldehydu, ktery ziistava na povrchu kiize vyrazné vyssi,
nez je tomu v pripadé¢ emulze stabilizované CNC a ¢ini (3 330 +317) ug pro emulzi
s MFC a (2 190 &+ 66) ug pro emulzi stabilizovanou CNC. Tuto skute¢nost je mozné vy-
svétlit rozdilnym charakterem castic CNC a MFC. Lze se domnivat, ze delsi vladkna MFC,
ktera zlstavaji na povrchu kozniho vzorku, mohou tvofit ochrannou vrstvu branici proni-

kani cinnamaldehydu do hlubsich vrstev kize.
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Obr. 25: Srovnani mnozstvi cinnamaldehydu v koznich frakcich podle

typu pouzitého vzorku

Transdermdlni absorpci cinnamaldehydu se vénuji 1 studie publikované v literatute. Prace
Smithové a kol. [76, s. 193] se zabyva absorpci cinnamaldehydu a cinnamyl alkoholu me-
tabolicky aktivni lidskou kiiZi pomoci metody in vitro. V praci je rovnéZ studovan metabo-
lismus téchto latek. Autofi zjistili, Ze nejvice cinnamaldehydu, a to 66 % aplikované dav-
ky, ziistalo neabsorbovano na povrchu kuze, 6,6 % bylo nalezeno vkiuzi a 9,4 %
v receptorové kapalin€. Vzhledem k tomu, ze byla pouzita metabolicky aktivni kiize, doslo
k enzymatické biotransformaci cinnamaldehydu na cinnamyl alkohol a kyselinu skofico-
vou. Bylo zjisténo, Ze biotransformace probihd za plisobeni alkoholdehydrogenazy a alde-
hyddehydrogenazy. Dal§im zajimavym poznatkem této studie bylo, ze preduprava koznich
vzorkll 20 pl vody méla za nasledek zvySeni transdermdlni absorpce. Celkova navratnost

cinnamaldehydu a jeho metabolitl byla 83 %.

Souhrnna data, tykajici se transdermalmi absorpce cinnamaldehydu, cinnamyl alkoholu
a kyseliny skoticové, ptedstavili rovnéZ Bickers a kol. [77, s. 802]. Tato obsahld prace
se vénuje rovnéz jejich toxikologii a dermatologickému hodnoceni. Jmenovani autofi shr-
nuli dostupné publikované udaje o transdermalni absorpci in vivo a in vitro na riznych
koznich modelech. Naptiklad pfi pouziti modelového systému krysi klze bylo zazname-
nano, ze tato kaze absorbovala 34 % cinnamaldehydu za podminek bez okluze a 42 %

pfi okluzi.
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9.3.3 Transdermalni absorpce limonenu a jeho emulzi

Transdermalni absorpce limonenu byla testovana ve dvou paralelnich stanovenich, u jeho
emulzi byla provedena tii paralelni stanoveni, a vysledné koncentrace véetn¢ procentualni-
ho zastoupeni limonenu v jednotlivych koznich vrstvach jsou uvedeny v Tab. 9 (samotny
limonen), v Tab. 10 (limonen obsazeny v emulzi stabilizované pomoci CNC), a v Tab. 11

(limonen obsazeny v emulzi stabilizované pomoci MFC).

Tab. 9: Koncentrace a procentualni zastoupeni limonenu (L) v jednotlivych frakcich kiize

(n=2)

Koncentrace [pg/ml] Zastoupeni [%]
Frakce kiize

L1 L2 L1 L2

Cap” 3 4 3,3 9,6
Povrch 2 1 1,8 2,7
Strip 1,2 2 2 2,3 4,6
Strip 3,4 3 1 2,6 2,2
Strip 5,6 1 1 1,3 2,7
Strip 7,8 7 1 7,4 3,1
Strip 9,10 1 0 1,0 0,0
Epidermis 17 19 16,7 48,3
Dermis 36 10 36,4 26,8
Receptorova kapalina 27 0 27,2 0,0
Zbytek 95 85 - -

Celkové mnoZzstvi 194 124 100

“Oznaceni vzorku z donorové casti Franzovy komiirky

Z namétenych vysledkt vyplyva, Ze se v koznich frakcich nachézelo jen malé mnozstvi

v

Tyto vysledky jsou znazornény na Obr. 26. Celkova névratnost limonenu vsak byla velmi

nizka, pouze 1 % z aplikované davky u obou stanoveni.
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Obr. 26: Procentualni zastoupeni cinnamaldehydu v jednotlivych koz-

nich frakcich

V ptipadé emulze stabilizované pomoci CNC (Tab. 10) uz bylo mnozstvi limonenu
v jednotlivych koZnich vrstvach vétsi, neZ u samotného esencidlniho oleje. VEtSi mnozstvi
se nachézelo v epidermis a opé€t bylo nejvétsi mnozstvi (kolem 40 %) v dermis, jak zobra-
zuje Obr. 27. 1 v tomto pfipad€ byla celkova navratnost limonenu pouze 1 % u vSech sta-

noveni.
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Tab. 10: Koncentrace a procentualni zastoupeni limonenu v jednotlivych frakcich kiize

po aplikaci emulze stabilizované CNC (n = 3)

Koncentrace [pg/ml]
Frakce kiiZe

Zastoupeni [%]

Llene L2ene L3ene Llene  L2ene  L3enc
Cap® 3 9 7 4,6 13,8 9,3
Povrch 4 4 3 6,9 6,5 3.8
Strip 1,2 3 7 6 4.9 10,1 8,1
Strip 3,4 7 2 4 12,6 3,7 6,0
Strip 5,6 1 2 5 2,5 3.3 6,6
Strip 7,8 3 0 8 52 0,0 10,7
Strip 9,10 1 5 2 1,6 8,4 2,2
Epidermis 9 10 9 15,5 14,8 12,3
Dermis 27 26 30 46,2 39,4 41
Receptorova kapalina 0 0 0 0,0 0,0 0,0
Zbytek 2 44 24 --- --- -—-
Celkové mnoZstvi 60 107 98 100

“Oznaceni vzorku z donorové casti Franzovy komiirky
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Obr. 27: Procentudlni zastoupeni limonenu v jednotlivych koznich

frakcich po aplikaci emulze stabilizované CNC

Naméiené vysledky u emulze stabilizované pomoci MFC (Tab. 11) byly podobné vysled-

kim z méfeni samotného esencidlniho oleje. Ve vSech koZnich vrstvach se nachdzelo malé

mnozstvi limonenu, a téméef vSechen limonen byl v epidermis a dermis, jak zndzoriuje

Obr. 28. Procentudlni zastoupeni limonenu v dermis bylo v tomto ptfipadé stejné, jako

v piipad¢ emulze stabilizované pomoci CNC. Celkova névratnost limonenu byla i v tomto

ptipadé velmi nizka, a to 1 % u vzorku L1lyrc a 2 % u dalSich dvou vzork.
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Tab. 11: Koncentrace a procentualni zastoupeni limonenu v jednotlivych frakcich kiize

po aplikaci emulze stabilizované MFC (n = 3)

Koncentrace [pg/ml] Zastoupeni [%]
Frakce kiiZe

Llwmrc L2mrc L3mrc Llwmrc L2vrc L3wmrc

Cap® 3 4 5 4,1 4,3 4,6
Povrch 4 7 4 5,6 7,9 4,4
Strip 1,2 0 7 5 0,0 8,3 53
Strip 3.4 4 4 3 5,2 5,1 34
Strip 5,6 3 4 7 4,3 5,1 0,4
Strip 7,8 4 4 3 5,5 4,2 3,0
Strip 9,10 4 6 3 5,9 6,7 2,5
Epidermis 25 14 26 32,6 15,9 25,6
Dermis 28 37 46 36,8 42.5 448
Receptorova 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
kapalina
Zbytek 14 51 31 -—- - —
Celkové mnoZstvi 89 138 133 100

Y Oznaceni vzorku z donorové casti Franzovy komiirky
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Obr. 28: Procentudlni zastoupeni limonenu v jednotlivych kozZnich

frakcich po aplikaci z emulze stabilizované MFC

9.3.3.1 Porovnani transdermdlni absorpce limonenu

Hodnoty, stanovené v jednotlivych vrstvach klize, ziskané testovanim samotného limonenu
a limonenu obsazeného v emulzich stabilizovanych pomoci CNC a MFC byly na zavér
srovnany a vysledky jsou zobrazeny na Obr. 29. Toto srovnani bylo provedeno i piesto,
Ze navratnost stanoveni byla nizka. Cilem srovnani vSak bylo zhodnotit, do jaké hloubky
limonen, ktery jiz pronikne do klize, penetruje, a posoudit, jestli se chova odlisné, pokud
je volny, a pokud je enkapsulovéan ve studovanych emulzich. Vyznacené primérné hodno-
ty vCetné smérodatnych odchylek méteni byly ziskany vzdy po vylouceni odlehlych hod-
not. Z tohoto obrazku vyplyva, ze vyrazny rozdil ve vysledcich samotného limonenu
a emulzi obou typil neni. Ve vSech tfech ptipadech prochazi nejveétsi mnozstvi limonenu
az do hlubsich koZnich vrstev. Rozdilem mezi samotnym olejem a olejem enkapsulovanym
do emulzi je v tom, Ze samotny olej je vice obsazen v epidermis, a limonen z obou typil
emulzi je nejvice zastoupen v dermis. Z vysledkd je patrné, ze existuje rozdil v chovani
1mezi limonenem enkapsulovanym do emulzi stabilizovanych pomoci CNC a MFC.
V piipadé emulze stabilizované pomoci CNC se v epidermis nachazi niz§i mnozstvi limo-
nenu (9 £ 1) pg, nez je tomu u emulze stabilizované pomoci MFC (22 + 7) pg. Tuto sku-

tecnost je mozné vysvétlit rozdilnym charakterem ¢astic CNC a MFC.
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Obr. 29: Srovnani mnozstvi limonenu v koznich frakcich podle typu

pouzitého vzorku

Vyse uvedené vysledky této diplomové prace ukazuji, ze pti ndmi provedenych experimen-
tech byla navratnost limonenu, at’ uz samotného oleje, ¢i oleje v emulzich, velmi nizka.
Proto byla provedena literarni studie s cilem alespon ¢aste¢né objasnit diivod tohoto cho-
vani. Ze studie vyplynulo, Ze limonen se na vlhkém vzduchu snadno oxiduje prostiednic-
tvim volnych radikali, ze kterych vznikd smés Sesti nestabilnich hydroperoxidi.
Ty pak davaji vzniknout sekundarnim oxidacnim produktim. Studii oxidace limonenu
provedli Pokorny a kol. [78, s. 667], ktefi zahtivali limonen pfi teploté 40 °C za ptitomnos-
ti omezeného mnozstvi kysliku. Degradacni produkty byly stanoveny pomoci plynové
chromatografie. Po 20h namahani byly jako produkty oxidace zji§tény, mimo jiné, karvon,

karveol, limonen oxid, ¢i p-cymen.

Uvedené informace naznacuji, Ze pfi 24h namahéni limonenu b&hem stanoveni transder-
malni absorpce, které probiha pti 32 °C za ptitomnosti vlhkosti a vzdu$ného kysliku, mize
dochazet k jeho oxidaci a vzniku uvedenych oxida¢nich produktii s kratSimi reten¢nimi
casy Ry, nez jsou R; samotného neoxidovaného limonenu. Rovnéz Lewis a kol. [79, s. 757]
ve své praci zmifuji, Ze limonen na vzduchu oxiduje, tvofi film a jeho oxidacni chovani
je podobné jako u vysychavych oleji (napt. Inény, konopny). Proto pfi dal$i praci na této
problematice bude potiebné rozsifit chromatatografické stanoveni o analyzu moznych de-

gradac¢nich produkta limonenu, pfitomnych v jednotlivych frakcich ktize.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

Dalsi mozny diivod nizké nadvratnosti limonenu miize byt spojen s charakteristickou vlast-
nosti esencialnich olejii a jejich slozek, kterou je jejich t€kavost. Je znamo, ze citronovy
olej, jehoz soucasti je limonen, patii k olejtim, jez se rychle vypaiuji. Literarni data uvade-
ji, Ze tenze par limonenu pii 25 °C ¢ini 264 Pa [80], coz je hodnota vyrazné vyssi ve srov-
nani s tenzi par napt. cinnamaldehydu, ktera pfi stejné teploté ¢ini 3,853 Pa [81]. Lze tedy
predpokladat, ze i kdyz je vzorek ve Franzové komurce ptikryt jeji donorovou Casti, do-
chazi bé¢hem testu k odpafeni Casti limonenu, coz samoziejmé ovlivni jeho ndvratnost.
Tuto skute¢nost bude potieba v dalsi experimentalni praci ovéfit, zjistit mnozstvi vypare-
ného limonenu a pfipadné provést test transdermalni absorpce za podminek okluze. Vzhle-
dem k uvedenym skutecnostem je tedy ziejmé, Ze studii transdermalni penetrace limonenu,
pfedstavenou v diplomové praci, lze povazovat za pilotni, bude ji nutno zopakovat
a do vlastni metodiky testovani i do analytické casti (HPLC metoda) zahrnout vSechny

poznatky ziskané pii zpracovani této diplomové prace.

Z provedené literarni studie bylo dale zjisténo, Ze limonen je v literatufe oznacovan jako
jeden z tzv. akcelerantli penetrace aktivnich latek pfes kozni bariéru. Tyto latky se vyuZzi-
vaji k usnadnéni priniku aktivnich latek (obvykle 1é¢iv) pies kizi. Mechanismus jejich
pusobeni spociva v reverzibilnim snizeni bariérové funkce kize tim, ze dezintegruji lipido-
vé dvojvrstvy klize a zvySuji tak jejich fluiditu. Mén¢ rigidni struktura kize je pak pro 1¢é-
¢ivo propustngjsi. PiestoZe je limonen k tomuto ucelu Casto vyuZivan, nejsou literarni data
o jeho transdermalni absorpci Castd. Ve vEtsi mitfe se 1ze setkat s informacemi o penetraci

konkrétnich aktivnich latek v jeho pfitomnosti.

Penetraci D-limonenu, L-limonenu, jejich racemické smési (a dalSich terpenti) ptes lidskou
k@71 se ve své praci zabyvali Cal a kol. [82, s.81]. Tyto latky byly inkorporovany
do polymerni, polyuretanové matrice, kterd byla umisténa pod povrch kiize v difuzni ko-
murce. Jako receptorova kapalina slouZzil dvoufdzovy systém slozeny z izotonického fosfa-
tového pufru o pH 7,3 s ptidavkem 5 ml metylenchloridu, doba trvani testu ¢inila 8 h. Vy-
sledky ukazaly, ze D- a L-limonen penetruji ptes kizi do receptorové kapaliny malo,
a po 8 h bylo zjisténé mnozstvi limonenu v receptorové kapaling nizsi, nez 0,5 mg cm™
ktze. Naopak racemicka smés D a L limonenu penetrovala kiizi mnohem Iépe, a mnozstvi
proslé do receptorové kapaliny &nilo ca 2,2 mg cm™ kiiZe. Pro toto prekvapivé zjisténi
nem¢li autofi Clanku zadné vysvétleni. V dalsi publikaci [83, s. 826] studovali autofi nano-
emulze D-limonenu stabilizované kombinaci dvou surfaktantl, a to sorbitan trioleatu

a polyoxyethylen (20) oleyl etheru. Bylo studovano vice poméru surfaktantl, které byly
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zvoleny tak, aby hodnota hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB) lezela mezi 2 a 12. Tran-
sdermalni penetrace byla testovana in vitro pomoci Franzovych difuznich komurek
s pouzitim klze potkanii a jako receptorova kapalina byl pouzit hexan. Studie ukézala,
ze transdermalni penetrace je vyznamné ovlivnéna velikosti emulznich kapek. Nejmensi
kapky byly ziskany pro HLB = 12, kdy byla rovnéz zaznamendna nejvyssi t€innost enkap-
sulace. Emulze s nejmensi velikosti kapek (54 nm) dosahla maximalni rychlosti permeace.
Koncentrace D-limonenu v kiiZi po Sesti hodinach (doba trvani testu) Einila 40 pl cm™ k-
ze. Ani v jedné z publikaci vSak nebyly uvedeny tidaje o navratnosti aplikovaného limone-

nu.

9.3.4 Transdermalni absorpce eugenolu a jeho emulzi

U samotného eugenolu i jeho emulzi byla transdermalni absorpce testovana ve dvou para-
lelnich stanovenich a vysledné koncentrace vcetné procentualniho zastoupeni eugenolu
v jednotlivych koznich vrstvach jsou uvedeny v Tab. 10 (samotny eugenol), v Tab. 11 (eu-
genol obsazeny v emulzi stabilizované pomoci CNC), a v Tab. 12 (eugenol obsaZeny

v emulzi stabilizované pomoci MFC).
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Tab. 12: Koncentrace a procentudlni zastoupeni eugenolu (E) v jednotlivych frakcich kiize

(n=2)

Koncentrace [pg/ml] Zastoupeni [%)]
Frakce kiize

El E2 El E2

Cap” 128 0 10,1 0,0
Povrch 0 6 0,0 0,5
Strip 1,2 123 58 9,7 5,5
Strip 3,4 51 26 4,1 2,5
Strip 5,6 25 18 2,0 1,7
Strip 7,8 16 13 1,2 1,2
Strip 9,10 11 7 0,9 0,7
Epidermis 42 102 33 9,5
Dermis 340 323 26,8 30,3
Receptorova kapalina 531 513 41,9 48,1
Zbytek 549 473 --- ---

Celkové mnoZstvi 1816 1539 100

“Oznaceni vzorku z donorové casti Franzovy komiirky

Nameétfené hodnoty ukazuji, ze samotny eugenol se témeét nevyskytoval v jednotlivych
koznich frakcich, ale prochéazel az do dermis a receptorové kapaliny. Na Obr. 30 jsou zna-
zornény vSechny kozni frakce vcetné receptorové kapaliny a z téchto hodnot vyplyva,
ze nejvetsi mnozstvi eugenolu (mezi 40 az 50 % z celkového mnoZstvi) se nachéazelo
az v receptorové kapalin€. MenSi mnozstvi eugenolu (kolem 30 %) bylo obsaZeno

v dermis. Celkova navratnost eugenolu vSak byla nizk4, pro E1 9 % a 8 % pro E2.
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Obr. 30: Procentudlni zastoupeni eugenolu v jednotlivych koznich

frakcich

U emulze stabilizované pomoci CNC (Tab. 13) uz bylo rozloZeni eugenolu v jednotlivych
koznich frakcich jiné, nez u samotného eugenolu. Opét sice znacné mnozstvi eugenolu
proSlo az do receptorové kapaliny (Obr. 31), nicméné je patrné, ze jeho vyS$$i mnozstvi
se nachazelo i na povrchu kiize a v prvnich dvou koznich stripech. Nejvyssi mnozstvi
(vice nez 30 %) eugenolu pak bylo obsazeno v prvnich dvou koZnich stripech. V této sou-
vislosti je rovnéZ tfeba konstatovat, Ze pro analyzu obsahu eugenolu v jednotlivych vrst-
vach kize po aplikaci emulzi stabilizovanych CNC, musela byt pouzita jind chromatogra-
ficka soustava, nez pro samotny olej. Mobilni faze pro analyzu eugenolu v emulzich obsa-
hovala acetonitril, pro samotny olej to byl methanol. Dlivodem zmény byla Spatné separace
eugenolu v mobilni fazi s methanolem. Navic bylo pozorovano, ze extrakt tohoto vzorku
byl znaéné zakalen a musel byt pfed nastfikem né€kolikrat filtrovan. Lze se tedy domnivat,
ze zde dochazi k interakci eugenolu s koZznim modelem, coz vede ke znehodnoceni vzorku,
které miZe ovlivnit jak vlastni analyzu, tak vysledky HPLC stanoveni. Co se tyka celkové
navratnosti aplikovaného eugenolu z emulze stabilizované pomoci CNC, tak byla vyssi
nez u samotného eugenolu, nicmén¢ stile byla v obou ptipadech nizkd (20 % u Elene

al8%u EZCNC)-
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Tab. 13: Koncentrace a procentualni zastoupeni eugenolu v jednotlivych frakcich kiize

po aplikaci emulze stabilizované CNC (n = 2)

Koncentrace [png/ml] Zastoupeni [%)]
Frakce kiiZe
Elence E2cne Elene E2cnc
Cap® 199 154 9,3 8,2
Povrch 411 91 19,2 4.9
Strip 1,2 663 666 31,0 35,5
Strip 3,4 125 124 5,8 6,6
Strip 5,6 0 0 0,0 0,0
Strip 7,8 93 104 4,4 5,5
Strip 9,10 92 38 4,3 2,1
Epidermis 96 68 4.5 3,6
Receptorova kapalina 459 630 21,5 33,6
Celkové mnoZstvi 2138 1875 100

“Oznacent vzorku z donorové casti Franzovy komirky
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Obr. 31: Procentualni zastoupeni eugenolu v jednotlivych koZnich

frakcich po aplikaci emulze stabilizovanée CNC
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Tab. 14: Koncentrace a procentualni zastoupeni eugenolu v jednotlivych frakcich kiize

po aplikaci emulze stabilizované MFC (n = 2)

Koncentrace [png/ml] Zastoupeni [%)]
Frakce kiiZe
Elmrc E2mrc Elmrc E2mrc
Cap® 84 219 3,2 7,3
Povrch 706 670 26,7 22,4
Strip 1,2 279 329 10,5 11,0
Strip 3.4 105 87 4,0 2,9
Strip 5,6 46 32 1,7 1,1
Strip 7,8 29 0 1,1 0,0
Strip 9,10 16 5 0,6 0,2
Epidermis 48 19 1,8 0,6
Receptorova kapalina 1332 1629 50,4 54,5
Celkové mnoZstvi 2645 2990 100

“Oznacent vzorku z donorové casti Franzovy komirky

Obdobn¢ jako u ptedchozi emulze, ani v ptipad¢ emulze stabilizované pomoci MFC nelze
jednoznacné urcit mnozstvi eugenolu obsazené¢ho v dermis. Diivodem je opét vznikajici
zakal. Na Obr. 32 jsou opét zobrazena mnozstvi eugenolu v jednotlivych koZnich vrstvach
ktze, v¢etné receptorové kapaliny, v niZ se eugenol nachéazel v nejvyssi koncentraci. Vyssi
mnozstvi eugenolu se nachazelo i na povrchu kiize a v dalSich koznich vrstvach se jeho
mnozstvi postupné snizovalo témet na nulovou hodnotu ve stripech 9,10. Celkové néavrat-

nost aplikovaného eugenolu byla i v pfipadé této emulze pomérné nizka, 25 % pro Elurc
a 28 % pro E2yrc.
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Obr. 32: Procentudlni zastoupeni eugenolu v jednotlivych koznich

frakcich po aplikaci emulze stabilizované MFC

9.3.4.1 Porovnani transdermdlni absorpce eugenolu

Pfi srovnani vysledkii transdermalni absorpce eugenolu ve sledovanych vzorcich je nutno
opét zdlraznit vySe uvedenou skutecnost, ze pro HPLC samotného eugenolu a jeho emulzi
byly pouzity odli§né chromatografické metody s odlisSnymi mobilnimi fAzemi. Pro samotny
esencialni olej byla pouzita mobilni faze methanol : voda (v poméru 60 : 40), kterd vSak
neposkytla uspokojivé vysledky pii analyze emulzi. Bylo tedy provedeno opétovné piefil-
trovani vzorkt emulzi, diky némuz doslo k vytvotreni zakalu a pravdépodobnému vysrazeni
rozkladnych produktii u vzorkl obsahujicich dermis a zbytky kiiZze po vystfiZzeni vnitiniho
ter¢iku, a proto nemohly byt tyto vzorky déle testovany. Pro analyzu emulzi byla tedy na-

sledn€ pouzita mobilni faze ve slozeni acetonitril : voda (v poméru 50 : 50).

Pokud i pfes uvedené potize vysledky srovname, je patrné, ze zna¢né mnozstvi eugenolu
pfi analyze samotného oleje proSlo do nejhlubSich koznich vrstev, jak je zobrazeno
na Obr. 33. Jeho nejvysSi mnozstvi se nachdzelo v receptorové kapalin€ a znaéné mnozstvi
bylo obsazeno 1 v dermis. I v pfipad€ obou typli emulzi se nejvyssi mnoZzstvi eugenolu na-
chazelo v receptorové kapalin€. Z obrazku je patrné, ze existuje rozdil v chovani i mezi
eugenolem enkapsulovanym do emulzi stabilizovanych pomoci CNC a MFC. U emulze
stabilizované pomoci CNC se nejvyssi mnozstvi eugenolu nachazelo na koznim povrchu

a v prvnich dvou koZnich stripech (v obou frakcich dohromady kolem 50 % z celkového
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mnozstvi), v dalSich koznich vrstvach bylo mnozstvi eugenolu zanedbatelné. U emulze
stabilizované pomoci MFC se nejvyssi mnozstvi eugenolu nachazelo na povrchu kize
a v dalSich koznich stripech se jeho mnozstvi postupné snizovalo az k nule. Tuto skutec-
nost je mozné vysvétlit rozdilnym charakterem ¢astic CNC a MFC. Stejné jako v ptipadée
cinnamaldehydu se 1ze domnivat, ze delsi vlakna MFC, ktera zistdvaji na povrchu kozniho
vzorku, mohou tvofit ochrannou vrstvu branici pronikédni eugenolu do hlubsich vrstev

ktze.
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Obr. 33: Srovndni mnozstvi eugenolu v koznich frakcich podle typu

pouczitého vzorku

Vzhledem k ziskanym vysledklim Ize tuto studii transdermalni absorpce eugenolu i jeho
emulzi stabilizovanych pomoci CNC a MFC povaZovat za uvodni. Nicméné, ze ziskanych
dat Ize stanovit doporuceni pro dalsi testovani, jez se tykd vybéru vhodné mobilni faze.
Z testovani vyplynulo, Ze pro samotny eugenol muze byt vhodnou mobilni fazi smés
methanolu s vodou (v poméru 60 : 40), kterd vSak neni vhodnd pro emulze. V ptipadé
emulzi se jevila lepsi smés obsahujici vétsi podil vody (smés acetonitrilu s vodou v poméru
50:50). V ptipad¢ dalSiho testovani by mohla byt jako mobilni faze pouzita bud’ smés
jinych rozpoustédel, nebo stejnych rozpoustédel ale v jiném poméru obou fazi. Bude proto

potieba se vénovat vice a podrobnéji vyvoji vhodné HPLC metody.
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9.4 Cytotoxicita emulzi

Cytotoxické pusobeni pripravenych emulzi bylo provedeno pomoci testu MTT. Pro testo-
vani byly zvoleny vzorky, které byly stabilizovany CNC a obsahovaly cinnamaldehyd
(Cene) a limonen (Lene), tedy oleje s rozdilnou polaritou, a predevs$im s rozdilnou antibak-
teridlni ucinnosti, kdy emulze s cinnamaldehydem vykazovaly vyrazné vys$si aktivitu
nez emulze obsahujici limonen [73, s. 787]. Pro srovnani s emulzemi byla testovana rovnéz

suspenze samotnych CNC nanokrystald.

Byly pouzity dvé bunécné linie, a to primdrni mysi embryonalni fibroblasty (MEF), a em-
bryonalni mysi fibroblasty NIH/3T3. Mnozstvi zivotaschopnych bunék po aplikaci emulzi
bylo stanoveno zmétenim absorbance pomoci spektrofotometru. Hodnoty viability bunék
jsou uvedeny v Tab. 15. Koncentrace, pfi kterych nevykazuji testované vzorky cytotoxici-

tu, jsou oznaceny Sedou barvou.

Ze ziskanych vysledkd 1ze usuzovat, ze samotnd celuloza ma na zivotaschopnost bun¢k
pouze maly vliv, a to 1 pfi jeji vysoké koncentraci 1 000 ug ml™ v kultivaénim médiu. Pou-
ze na bunikdch MEF, jeZ jsou obecné citlivéjsi na environmentalni faktory, bylo pfi této
koncentraci zaznamenano snizeni viability a ucinek suspenze krystalt celuldzy byl klasifi-
kovan jako slab¢ cytotoxicky. K ovlivnéni Zivotaschopnosti bunék dochazi az pii plsobeni
emulzi s obsahem limonenu a pfedevSim cinnamaldehydu. Cinnamaldehyd vyznamné sni-
zuje zivotaschopnost bunék i pii nizké koncentraci. V piipadé MEF tato koncentrace ¢ini
5 ng ml™ (stfedni cytotoxicita) a v pripadé NIH/3T3 50 pg ml™ (silné cytotoxicita). Absen-
ce cytotoxické koncentrace cinnamaldehydu v emulzich pak nastava pti 1 pg ml™' pro MEF
a 5ugml’ pro NIH/3T3. Emulze obsahujici limonen pak ztraceji svoji cytotoxicitu
pii koncentracich rovnych a nizsich nez 50 pg ml™ pro MEF a 500 pg ml™ pro NIH/3T3.
Obecné lze proto konstatovat, ze pouziti cinnamaldehydu v emulzich ovliviiuje zivo-
taschopnost bun¢k vyrazné vice, nez pouziti limonenu. To je v souladu s vysledky antibak-
terialnich testli, provedenych na uvedenych emulzich a publikovanych Mikulcovou a kol.
[73, s. 787], kdy antibakterialni aktivita emulzi s cinamaldehydem vii¢i béznym gram pozi-
tivnim a gram negativnim bakteriim byla vyrazné vyssi, neZ u emulzi obsahujicich limo-

nen.
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Tab. 15: Mnozstvi zivotaschopnych bunek v jednotlivych bunéecnych liniich pri testovani

cytotoxicity tri riznych typu emulzi

Koncentrace Mnozstvi Zivotaschopnych bunék [%]
celulézy/oleje CNC Lone Conc
v emulzi
(ng/ml] MEF NIH/3T3 MEF NIH/3T3 MEF NIH/3T3
0,05 131 99 93 110 103 103
0,10 122 89 100 110 99 96
0,50 118 90 109 108 98 95
1 117 89 92 101 84 91
5 114 92 99 105 46 88
10 115 90 97 106 31 69
50 109 91 90 103 0 25
100 99 88 78 97 0 2
500 91 86 74 98 0 4
1000 63 80 66 74 0 2

necytotoxicky ucinek = mnozstvi Zivotaschopnych bunék vyssi nez 80 %, slabé cytotoxicky
ucinek = mnozstvi Zivotaschopnych bunéek 60 — 80 %, stredné cytotoxicky ucinek = mnoz-
stvi zivotaschopnych bunek 40 — 60 %, silné cytotoxicky ucinek = mnozstvi zivotaschop-
nych bunék mensi nez 40 %.

Spolu s testem cytotoxicity byl rovnéz hodnocen vzhled a morfologie bunék po aplikaci
jak emulzi, tak i disperze celulézy. Na Obr. 34 jsou ptedstaveny mikrofotografie bunck
kultivovanych po dobu 24 h v piitomnosti 100 pg ml™” celulézy (Obr. 34 B), emulze
s limonenem (Obr. 34 C) a cinnamaldehdem (Obr. 34 D). I z téchto obrazka jsou patrné
vyznamné rozdily v chovani buné¢k. Je ziejmé, Ze morfologie bunék a jejich mnozstvi jsou
srovnatelné mezi referenci, kterou byly buiiky kultivované pouze v pfitomnosti kultiva¢ni-
ho média, a disperzi celuldézy (Obr. 34 A). Pfi srovnani s referenci je rovnéz pozorovan

maly rozdil ve vzhledu a poc¢tu bunck v piipadé emulze s limonenem, avSak velmi vy-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 84

znamny rozdil je patrny v piipadé emulze s cinnamaldehydem. Zde bunky ztraceji svij

obvykly tvar a jejich pocet je oproti referenci vyrazn¢ snizen.

Obr. 34: Cytotoxicita vzorkii pfi koncentraci 100 ug ml™'. A) reference, B) disperze celu-

l6zy, C) emulze s limonenem, D) emulze s cinnamaldehydem; vSe na buitkach MEF
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na testovani transdermalni absorpce piipravenych Pickeringo-
vych emulzi metodou in vitro s vyuzitim Franzovych difuznich komtrek. Jako absorpcni
membrana byla pouzita kiize z uSniho boltce prasete a mnozstvi testovanych latek, obsaze-

nych v jednotlivych vrstvach kize, bylo stanoveno pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie.

Byly testovany dva typy Pickeringovych emulzi s obsahem bioaktivnich lipofilnich latek,
kdy prvni typ byl stabilizovan pomoci celul6zovych nanokrystalti, a ke stabilizaci druhého
typu byla pouzita mikrofibrildrni celuléza. V obou pfipravenych emulzich byly pfitomny
bioaktivni lipofilni latky (sloZky esencidlnich olejli) v mnozZstvi 10 % a obsah celulozy
tvotil 0,5 % hm. Kromé& emulzi byla transdermalni absorpce testovana i u samotnych slo-

zek esencialnich olejl, jimiz byl limonen, cinnamaldehyd a eugenol.

Bylo zjisténo, ze prostup jednotlivych latek pies kozni vrstvy je rizny pro samotné latky,
a pro latky obsaZené v Pickeringovych emulzich. Z testovani cinnamaldehydu vyplynulo,
Ze nejvyssi mnozstvi samotného cinnamaldehydu zlistalo na povrchu donorové ¢asti Fran-
zovy komurky, a v dalSich frakcich se jeho mnozstvi postupné snizovalo. V ptipadé obou
typt emulzi se jeho nejvyss$i mnoZstvi nachazelo na koznim povrchu, nicméné 1 mezi obé&-
ma emulzemi byl rozdil. U emulze stabilizované pomoci MFC bylo mnozZstvi cinnamalde-
hydu na povrchu kiize vys$i neZ u emulze stabilizované pomoci CNC, cozZ lze vysvétlit
rozdilnym charakterem stabilizujicich celul6zovych ¢astic. Delsi vldkna MFC mohou tvofit

na povrchu kiize ochranny film, ktery brani priiniku cinnamaldehydu do hlubsich vrstev.

Pti testovani limonenu bylo zji$téno, Ze mezi samotnym limonenem a jeho emulzemi nebyl
vyrazny rozdil. Ve vSech tifech ptipadech se limonen na povrchu témér nevyskytoval,
a nejvyssi mnozstvi bylo obsazeno az v hlubSich koznich vrstvach. Samotny limonen byl
nejvice zastoupen v epidermis, zatimco limonen enkapsulovany do obou typli emulzi byl
nejvice obsazen az v dermis. Problém nizké navratnosti, jeZ se objevil v souvislosti
s testovanim limonenu, byl dan do souvislosti s jeho moznou oxidaci a tvorbou oxida¢nich
produktl, vznikajicich pti delSim casovém namahani v pfitomnosti vlhkosti a volného kys-
liku. Nizka navratnost také mohla byt zptisobena odpafenim limonenu i ptesto, Ze byl vzo-

rek pfi testu prekryt donorovou ¢asti Franzovy komtirky, ktera vSak neni zcela uzaviena.
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Z testovani eugenolu bylo zjisténo, ze ve vSech tfech piipadech jeho nejvys$si mnozstvi
proslo az do receptorové kapaliny. Samotny olej byl ve vy$§im mnoZzstvi obsazen
1 v dermis, zatimco u emulzi bylo jeho vyssi mnozstvi hlavné na povrchu ktize. U emulze
stabilizované pomoci CNC ¢inilo mnozstvi obsazené na povrchu a v prvnich dvou koznich
stripech celkem 50 % z celkového mnozstvi, zatimco u emulze stabilizované pomoci MFC
bylo nejvyssi mnozstvi na povrchu, a v dal§ich vrstvach se postupné snizovalo. Tu-
to skutecnost 1ze vysvétlit obdobné, jako v ptipadé cinnamaldehydu, a to tak, ze delsi vlak-
na MFC tvofi na povrchu kize ochranny film branici prostupovéani eugenolu do hlubsich

kozZnich vrstev.

Vysledky prace vSak naznacily, ze této problematice bude potieba vénovat dalsi pozornost,
a to jak pfi navrhu samotného experimentu, tak pfi analytické praci a vyvoji HPLC meto-

dy, konkrétné pro stanoveni eugenolu.

Testy na MEF a NIH/3T3 buikach ukazaly i rozdilnou cytotoxicitu pfipravenych emulzi.
Pti srovnani emulze s obsahem cinnamaldehydu a limonenu bylo zjisténo, Ze pouziti cin-
namaldehydu v emulzich ovliviluje Zivotaschopnost bun¢k vyrazné€ vice neZ pouziti limo-

nenu, a to 1 pfi nizké koncentraci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BC Bakterialni celuléza.

CNC Celul6zové nanokrystaly.

CNCs  Celul6zové nanokrystaly.

Da Dalton.

DAD UV-VIS detektor s diodovym polem.
DNA Deoxyribonukleova kyselina.

GC Plynova chromatografie.

HLB Hydrofilné-lipofilni rovnovéha.

HPLC  Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie.
LC-MS Kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem.
MCC Mikrokrystalicka celuldza.

MCE Methylceluléza.

MEF Mysi embryonalni fibroblasty.

MFC Mikrofibrilarni celuldza.

MK Mastna kyselina.

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid.
NCC Nanokrystalicka celuldza.

ov Systém olej ve vodé.

PAL Povrchové aktivni latka.

RNA Ribonukleova kyselina.

& Stratum corneum.

SCCP  Védecky vybor pro spotiebni zbozi (Scientific Committee on Consumer Pro-

ducts).
TER Elektricky odpor kiize.

TEWL  Transepidermalni ztrata vody.
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Uuv

V/O

V/O/V

WHO

Ultrafialové (z angl. ultraviolet).
Systém voda v oleji.

Systém voda v oleji ve vode.

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization).
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