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ABSTRAKT 

Bakalářská práce se zabývá formulací a charakterizací emulzí stabilizovaných pomocí kom-

plexu protein-polysacharid. Proteinovou složku v těchto komplexech tvoří kaseinát sodný a 

jako polysacharid byl zvolen chitosan. V teoretické části se pojednává obecně o emulzích, 

jejich stabilitě a o možnostech jejich stabilizace. Dále jsou rozebrány typy v hodných pro-

teinů a polysacharidů. Konečná část literární rešerše je věnována použitým polymerům a 

popisu stabilizace emulzí pomocí komplexu protein-polysacharid. Část praktická se pak vě-

nuje přípravě samotných roztoků polymerů, tvorbě jejich komplexů a v konečné fázi pří-

pravě emulzí stabilizovaných vyhovujícími komplexy. Příprava emulzí byla provedena 

dvěma způsoby, a to za pomocí vysokorychlostního homogenizátoru a sonikátoru. U roztoků 

polymerů a komplexů byla měřena velikost částic a zeta potenciál. Emulze pak byly charak-

terizovány velikostí emulzních kapek. 

 

Klíčová slova: emulze, stabilita, komplex, kaseinát sodný, chitosan

 

ABSTRACT 

The bachelor thesis deals with the formulation and characterization of emulsions stabilized 

with protein-polysaccharide complexes. In the complexes, sodium caseinate and chitosan 

were chosen as the protein and polysaccharide, respectively. The theoretical part of the work 

focuses on emulsions, their stability and the possibilities of their stabilization. It also de-

scribes the types of suitable proteins and polysaccharides for complex formation. Finally, 

the stabilization of emulsions using a protein-polysaccharide complex is described. The ex-

perimental part of the thesis describes the preparation of the caseinate and chitosan solutions, 

the formation of their complexes and, finally, the preparation of emulsions stabilized by 

suitable complexes. The emulsions were prepared using a high-speed homogenizer and a 

sonicator. Polymers and complexes were characterized by their particle sizes and zeta po-

tentials. For the emulsions, the sizes of their droplets were also measured. 

. 

Keywords: emulsion, stability, complex, sodium caseinate, chitosan
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ÚVOD 

Užití emulzních systému v potravinářství, farmacii a především pak v kosmetickém prů-

myslu není dnes ničím výjimečným. Naopak, v kosmetice jsou emulze jedním z nejvíce po-

užívaných přípravků. Proto je stále věnována velká pozornost dalšímu výzkumu emulzních 

systémů, a to především v kontextu jejich lepší a účinnější stabilizace. S touto problematikou 

souvisí i snaha nahradit surfaktanty (PAL), které jsou sice poměrně levným a účinným sta-

bilizátorem emulzí, ale vykazují často iritační účinky na kůži, jinými typy stabilizátorů. Hle-

dání nových metod má také příčinu v rychlém technologickém rozvoji, který vede k novým 

postupům a metodám stabilizace emulzí, jež mimo stabilizační funkci s sebou nesou další 

přidaná pozitiva. 

V posledních letech se ke stabilizaci emulzí začalo užívat jak samotných biopolymerů, tak i 

jejich kombinací, jako jsou např. komplexy protein-polysacharid. Tloušťka proteino-polysa-

charidové vrstvy, která se vytvoří okolo dispergovaných olejových kapek emulze, je větší, 

než například tloušťka filmu, který okolo dispergovaného podílu vytvoří asociativní (mice-

lární) koloidy (PAL). Čím větší je tloušťka tohoto filmu, tím větší jsou odpudivé síly mezi 

molekulami působící proti van der Waalsovým přitažlivým silám, což vede ke zvýšení sta-

bility emulze. 

V této práci byly k tvorbě komplexů a následné stabilizaci emulzí použity biopolymery 

kaseinát sodný a chitosan. Kaseinát sodný je v kosmetice hojně používán, jako přírodní 

emulgátor. Chitosan zatím tak často používán není, nicméně je to ekonomicky snadno do-

stupný polysacharid a v kosmetickém průmyslu je atraktivní především pro své antibakteri-

ální a hydratační vlastnosti, biologickou rozložitelnost, biokompatibilitu a absenci toxicity. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 EMULZE 

Emulze lze definovat jako disperze kapaliny v kapalném disperzním prostředí [1, s. 172]. 

Kapaliny, které spolu tvoří emulzi, musí být nemísitelné nebo jen omezeně mísitelné a v sys-

tému musí být přítomna povrchově aktivní látka (emulgátor). Čím menší je rozdíl v hustotě 

disperzního prostředí a dispergované fáze, tím jsou emulze odolnější vůči sedimentaci [2, s. 

293].  

1.1 Kategorizace emulzí 

1.1.1 Podle polarity disperzního podílu a prostředí   

 Emulze přímé (olej ve vodě O/V), ve kterých je disperzním prostředím polárnější 

kapalina.  

 Emulze obrácené (voda v oleji V/O), jejichž disperzním prostředím je nepolární ka-

palina [1, s. 172]. 

 

Typ emulze je možno určit pomocí následujících jednoduchých testů  

 Pomocí elektrické vodivosti emulze, která je dána vodivostí jejího disperzního 

prostředí. Emulze typu O/V vedou elektrický proud mnohem lépe. 

 Podle schopnosti rozpouštět polární nebo nepolární barviva. Polární barviva za-

barví emulzi typu O/V spojitě, zatímco druhý typ emulze zabarven nebude.  

 Podle mísitelnosti s polárními nebo nepolárními rozpouštědly. Emulzi je možno 

ředit kapalinou, která se mísí s jejím disperzním prostředím.  

 Podle smáčivosti. Emulze smáčí ten typ povrchu, který je smáčen jejím disperz-

ním prostředím [1, s. 172]. 

1.1.2 Podle koncentrace disperzního podílu 

 Zředěné emulze, ve kterých dispergovaná fáze zaujímá nejvýše 2 % celkového ob-

jemu. Průměr kapiček je blízký rozměru koloidních částic.  

 Koncentrované emulze s nedeformovanými kulovitými kapkami, které mohou v mo-

nodisperzních systémech dosahovat koncentrace disperzního podílu až 74 obj. %.  

 Vysoce koncentrované (gelové) emulze s kapkami disperzního podílu uloženým tak 

těsně, že se vzájemně deformují. Jednotlivé kapky jsou ohraničeny tenkými filmy 

disperzního prostředí a emulgátoru s koloidními rozměry [1, s. 172]. 
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1.1.3 Podle velikosti dispergovaných částic 

 Makroemulze – velikost částic se pohybuje mezi 100-1000 nm. Jsou mléčně zabar-

vené a termodynamicky nestabilní. 

 Mikroemulze – částice jsou veliké 10-100 nm. Jedná se o transparentní a termodyna-

micky stabilní emulze, jež vznikají pouhým smícháním vybraných komponent. 

 Nanoemulze – s částicemi o velikosti 50-200 nm. Jsou to transparentní a stabilní 

emulze, na které je v posledních letech, s rozvojem nanotechnologií, soustředěna po-

zornost [3]. 

 

Setkat se lze také s takzvanými vícečetnými emulzemi (multiple emulsion, double emulsion) 

typu O/V/O či V/O/V. Jsou to složité disperzní systémy, při jejichž výrobě je zapotřebí po-

užít dva typy emulgátorů. V případě emulze O/V/O jsou kapky oleje dispergovány do kapek 

vody, obklopených kontinuální olejovou fází. Tyto termodynamicky nestabilní emulze na-

chází široké uplatnění v potravinářském, kosmetickém a farmaceutickém průmyslu [4]. 

Zvláštním druhem emulzí jsou tzv. kritické emulze, jež obvykle vznikají mísením dvou na-

vzájem nemísitelných kapalin při teplotě blízké kritické teplotě rozpouštěcí. Tyto emulze 

jsou obecně velmi nestálé [1, s. 172]. 

1.2 Stabilita emulzí 

Emulze jsou obecně termodynamicky velmi nestabilní soustavy. Jejich stabilitu ovlivňuje 

řada fyzikálně-chemických faktorů, včetně gravitačního působení [5]. 

 

Faktory ovlivňující stabilitu emulze 

 velikost částic a jejich distribuce 

 rozdíl hustoty disperzní a dispergované kontinuální fáze 

 Van der Waalsovy síly mezi molekulami 

 rozpustnost disperzního podílu v kontinuální fázi 

 stabilita kapalného filmu mezi kapkami 

 inverze fází [6]. 
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Vlivem těchto faktorů dochází v průběhu času k rozpadu emulze a separaci na vodnou a 

olejovou fázi. Možné mechanismy rozpadů emulze, znázorněné na Obr. 1.a jsou ovlivněny 

kinetickou a agregátní stabilitou systému.  

 

 

 

                      Obrázek 1: Mechanismy rozpadu emulze. [35] 

 

Stabilita kinetická je dána schopností systému, zachovat si koncentraci a rozdělení disper-

govaných kapek v celém objemu emulze. Projevuje se krémováním a sedimentací.  

Stabilita agregátní pak vychází ze schopnosti systému, zachovat si svůj stupeň disperzity. 

Zde jsou projevy nestability flokulace nebo koalescence [3]. 
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2 STABILIZACE EMULZÍ 

Vhodně zvolným způsobem stabilizace lze nežádoucí proces jejího rozpadu oddálit. Zředěné 

emulze lze stabilizovat elektrickou dvojvrstvou, která je důsledkem rozdílné rozpustnosti 

kladně a záporně nabitých iontů v olejové a vodné fázi. Koncentrovanější emulze je však 

potřeba stabilizovat přidáním další látky-emulgátoru [1, s. 173-174]. 

2.1 Emulgátor 

Emulgátor je látka, která umožňuje vznik emulzí. Její funkce spočívá v tom, že je buď 

schopná zmenšovat energii potřebnou ke tvorbě emulzních částic, nebo zabraňuje jejich zá-

niku tím, že na fázovém rozhraní vytváří film nebo bariéru, která brání emulzním částicím 

ve flokulaci a koalescenci [1, s. 174]. Emulgátory lze rozdělit do následujících skupin 

 asociativní (micelární) koloidy-surfaktanty 

 makromolekulární koloidy-polymery 

 práškové emulgátory-částice [1, s. 174]. 

2.2 Surfaktanty 

Jedná se o povrchově aktivní látky (PAL), hromadící se na fázovém rozhraní. To je způso-

beno jejich amfipatickou strukturou, kdy svou hydrofilní částí reagují s polární kapalinou a 

hydrofobní s nepolární kapalinou. Nepolární část je tvořena většinou alkylovým řetězcem a 

část polární obsahuje funkční skupinu. Surfaktanty v emulzních systémech snižují povr-

chové napětí obou fází a tím pomáhají ke vzniku těchto disperzních systému a k jejich sta-

bilizaci [7].   

 

Obrázek 2: Amfipatická struktura molekuly surfaktantu. 
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Hlavním principem stabilizace emulzí pomocí surfaktantů, je jejich schopnost tvořit micely, 

pro jejichž vznik je potřebná určitá koncentrace surfaktantu v systému [8].   

2.2.1 Klasifikace surfaktantů 

Surfaktanty lze klasifikovat různými způsoby, nejčastěji však dle povahy hydrofilní části 

molekuly. 

Ionické 

Rozpustnost je dána schopností molekuly disociovat ve vodném prostředí. Dle nesoucího 

náboje na funkční nedisociovatelné skupině se dále dělí na 

 

 Anionické – obsahující záporně nabitou funkční skupinu. Jedná se o karboxyláty (R-

COO- M+), sulfonáty (R-SO3
- M+), sulfáty (R-OSO3

- M+), nebo fosfáty (R-OPO3
- 

M+). Nejznámějším anionickým surfaktantem je mýdlo, tedy sodná sůl vyšších ali-

fatických karboxylových kyselin. 

 Kationické – kde hydrofilní část nese kladný náboj. Patří sem kvartérní amonné soli 

(R4-N
+X-), kde čtyři R-alkylové řetězce, mohou, ale nemusí být všechny stejné. Tyto 

surfaktanty se používají především pro své mikrobiální účinky. 

 Amfoterní (a zwitterionické) - molekula obsahuje jak negativní, tak kladný náboj. 

Základem těchto sloučenin je betain v kombinaci s jinou látkou, například alkylpo-

lyglykolsulfátem [9, s. 34], [10].   

Neionické  

Hydrofilní část v tomto typu surfaktantů nemá náboj. Rozpustnost ve vodě je dána přítom-

ností vysoce polárních skupin. Patří sem polyoxyethylenáty, polyhydroxysloučeniny nebo 

deriváty alkanolaminů a aminoxidy. Výhodou oproti ionickým tenzidům, je jejich snížená 

citlivost na přítomnost elektrolytů v systému a jejich snížený vliv na pH roztoku [9, s. 34, 

75], [10].   

2.2.2 Tvorba micel 

Při nízkých koncentracích surfaktantu v roztoku, se jeho molekuly vyskytují ve formě sa-

mostatných jednotek-monomerů. V případě, že jejich koncentrace v roztoku vzroste na tzv. 

kritickou micelární koncentraci (CMC), začnou povrchově aktivní molekuly tvořit mi-

cely [8].   
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               Obrázek 3: Micela v polárním a nepolárním prostředí.  

 

Hodnota kritické micelární koncentrace se mění v závislosti na typu použitého surfaktantu 

v systému. Je dále ovlivněna přítomností přidaného elektrolytu v roztoku, přítomností orga-

nických sloučenin nebo působící teplotou [11, s. 121].   

V případě emulze typu O/V jsou hydrofobní řetězce shromažďovány uvnitř micely a hydro-

filní hlavy zasahují do polární fáze. Tím je vytvořena elektrostaticky stabilizovaná ochranná 

vrstva kolem dispergovaného podílu. U emulzí typu V/O jsou molekuly orientovány opačně 

[8].   

2.3 Polymery 

Uspokojivé stability koloidních disperzí je dosaženo pouze v případě, že proti přitažlivým 

van der Waalsovým silám působí dostatečně silné odpudivé síly. Velikost a dosah přitažli-

vých van der Waalsových sil jsou proto rozhodujícím faktorem pro určení strategie vedoucí 

ke stabilizaci koloidních částic. Polymery s molekulovou hmotností větší než ca 10000 g/mol 

mají rozměry řetězce srovnatelné nebo větší, než je dosah výše zmíněných přitažlivých sil.  

Proto tedy tyto polymerní řetězce mohou působit odpuzování koloidních částic a lze je použít 

pro jejich stabilizaci. Stabilizace koloidů pomocí polymerů se může uskutečňovat dvěma 

mechanismy: stérickou stabilizací a depleční stabilizací. Sterické stabilizace pomocí poly-

merů je dosaženo připojením (roubováním nebo chemisorpcí) makromolekul na povrchu 
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emulzních částic. Depleční stabilizace se naopak dosáhne pomocí makromolekul, které jsou 

volně přítomné v disperzní fázi emulze [12].  

2.4 Částice 

Stejně jako v případě povrchově aktivních látek, je stabilizace emulze uskutečněna prostřed-

nictvím adsorpce pevných částic anorganické, nebo organické povahy na povrchu dispergo-

vaného podílu emulze. Mechanismus adsorpce částic je však velmi odlišný od adsorpce po-

vrchově aktivních látek, neboť pevné částice nemusí mít amfifilní strukturu. Adsorpce pev-

ných částic na mezifázovém rozhraní, je dána částečným smáčením povrchu částice oběma 

fázemi. 

 

Obrázek 4: Rozdíl mechanismu stabilizace pomocí surfaktantu a částic [13]. 

 

Adsorpce částic kolem dispergovaných kapek vede ke vzniku stabilizující vrstvy, jejíž me-

chanické vlastnosti zabraňují koalescenci [13]. Z anorganických látek se používají např. čás-

tice upraveného oxidu křemičitého, jílu nebo kovů. V posledních letech došlo ke zvýšení 

zájmu o používání organických latexových částic, lipidových krystalů, nebo částic celulózy 

[14].  

Takto stabilizované emulze se nazývají Pickeringovy emulze. Nalézt je lze také pod názvem 

„surfactant-free“, což je dělá atraktivními zejména v kosmetickém a farmaceutickém prů-

myslu, neboť emulze stabilizované surfaktanty často vykazují iritační účinky [13]. 
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3 KOMPLEX PROTEIN-POLYSACHARID 

Komplexy mezi proteiny a polysacharidy patří mezi biopolymerní systémy, jež jsou v po-

sledních letech stále více používány k enkapsulaci aktivních látek. Růst zájmu o tyto sys-

témy je spojen s jejich výhodnými vlastnostmi, jako je univerzálnost a četné možnosti vyu-

žití v oblastech potravin, farmacie, kosmetiky a zemědělství [15]. 

Vznik protein-polysacharidového komplexu je umožněn buď elektrostatickými interakcemi 

mezi těmito makromolekulami, nebo kovalentními vazbami vzniklými zahříváním (Maillar-

dova reakce). V případě komplexu tvořeného opačně nabitými molekulami proteinu a poly-

sacharidu vznikají komplexy prostřednictvím již zmíněných fyzikálních, elektrostatických 

nebo hydrofobních interakcí. Tyto komplexy pak mohou být rozpustné nebo nerozpustné. 

Rozpustné komplexy spolu následně agregují, což vede ke snížení volné energie v systému 

a solubilizaci. To se projeví rozdělením fází kapalina-kapalina a koacervací. V této souvis-

losti je vhodné připomenout, že podle IUPAC je koacervace definována, jako separace ko-

loidního systému do dvou kapalných fází [15].  

Tvorba komplexů je ovlivněna mnoha důležitými parametry, jako je například poměr pro-

teinu a polysacharidu, pH jejich roztoků, iontová síla (koncentrace soli), celková koncen-

trace polymerů a molekulovou hmotností polysacharidu a proteinu. Na jejich vznik má vliv 

také flexibilita makromolekul, hustota jejich náboje a metoda přípravy (intenzita míchání, 

tlak a teplota) [15]. Jak již bylo zmíněno, důležitým faktorem ovlivňujícím tvorbu komplexu 

je pH. V případě, že se hodnota pH prostředí sníží pod hodnotu izoelektrického bodu pro-

teinu, ten nese kladný náboj a bude interagovat s negativně nabitým polysacharidem za 

vzniku stabilního elektrostatického komplexu. Podobně, pokud bude pH roztoku proteinu 

vyšší, než je jeho izoelektrický bod, ponese protein záporný náboj a bude mít tendenci tvořit 

komplex s kladně nabitým polysacharidem. Je tedy zřejmé, že slabší komplexy budou vzni-

kat v případech, kdy pH roztoku bude blízké izoelektrickému bodu proteinu a jeho náboj se 

bude blížit nule [16]. 

3.1 Typy vhodných proteinů a polysacharidů 

V literatuře byly publikovány studie využívající celou řadu proteinů a polysacharidů vhod-

ných pro tvorbu komplexů. Pokud se jedná o proteiny, mohou být jak živočišného, tak rost-
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linného původu. Nejčastěji používanými polysacharidy jsou pak vybrané druhy pektinu, al-

gináty, karagenany, arabská guma, modifikované škroby a modifikované celulózy [17], [18], 

[19]. V následující části práce budou stručně představeni vybraní zástupci obou skupin. 

3.1.1 Proteiny 

Proteiny jsou polymery složené z aminokyselin kovalentně vázaných peptidovou vazbou. 

Mléčné proteiny: Dělí se do dvou hlavních kategorií na kaseiny a syrovátkové bílkoviny. 

Obě tyto skupiny existují v mnoha různých formách. U kaseinů obecně platí, že molekuly 

tvoří v roztoku náhodné struktury a jejich funkční vlastnosti jsou dány také tím, že je lze 

nalézt jak v nepolární, tak polární podobě. V závislosti na způsobu jejich izolace pak hovo-

říme o kaseinátu sodném, kaseinátu vápenatém nebo o kyselém či sladkém kaseinu [20]. 

Emulze stabilizované kaseináty jsou odolnější vůči zahřívání, než emulze stabilizované sy-

rovátkovým proteinem. Syrovátková bílkovina je složena z jednotlivých proteinů, nejčastěji 

z β-laktoglobulinu (~55%), α-laktalbuminu (~24%), sérového albuminu (~ 5%) a imunoglo-

bulinu (~ 15%). Emulze stabilizované tímto proteinem mají sklon k flokulaci při hodnotách 

pH ~4-5,5 v blízkosti izoelektrického bodu. Vlastnosti syrovátkového proteinu se liší šarže 

od šarže, což může být způsobeno přítomností nečistot a částečnou denaturací proteinů bě-

hem izolace [20].  

Proteiny z masa a ryb lze také použít jako stabilizátory emulzních systémů. Konkrétně se 

jedná o želatinu, myosin, aktomyosin, sarkoplazmatického proteiny a aktin. Tyto proteiny 

se vyznačují schopností zvyšovat viskozitu vodné fáze a schopností tvořit ve vodné fázi 

emulzí gel, což vede k zesílení stabilizace. Nejčastěji se používá želatina, která působí jed-

nak jako látka zvyšující viskozitu vodné fáze emulzí a jednak jako emulgátor v emulzích 

přímého typu, tedy O / V [20], [34].  

Rostlinné proteiny: Povrchově aktivní proteiny mohou být také extrahovány z růz-

ných rostlin, včetně luštěnin a obilovin. Jedním z nejvíce studovaných rostlinných proteinů 

je sójový protein, složený z mnoha proteinových podjednotek o různých funkčních vlastnos-

tech. Díky vysokému sklonu k flokulaci emulzí stabilizovaných sójovým proteinem, je tento 

protein vhodný především do vysoce koncentrovaných emulzních systémů. Naopak velmi 

nevhodné je jeho použití ve zředěných systémech [20].  
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3.1.2 Polysacharidy 

Pektin je anionický polysacharid obvykle izolovaný extrakcí ze slupky citrusových plodů. 

Svou funkci stabilizátoru plní nejlépe při pH ~3,5. Při pH nižším, než je tato hodnota začíná 

doházet k hydrolýze glykosidických a esterových vazeb v molekule. Stejně tak tomu je, na-

chází-li se ve vysoce alkalickém prostředí. Hydrolýza esterových vazeb způsobuje nestabi-

litu viskozity v produktech, kde je pektin použit [19]. 

Alginát sodný, tedy sodná sůl kyseliny alginové, je anionický, biologicky rozložitelný po-

lysacharid, jež se získává z hnědých druhů řas a některých bakterií. Je rozpustný ve vodě a 

v praxi se velmi často využívá pro svou schopnost tvořit zesíťované struktury za přítomnosti 

kationtů dvojmocných kovů [19], [21]. 

Karagenany jsou anionické strukturní polysacharidy, izolované z červených mořských řas. 

Tento sulfátovaný polysacharid je složen z D-galaktosy a 3,6-anhydro-D-galaktos. Je známo 

nejméně sedm druhů karagenanů lišících se svou strukturou. Nejčastěji se lze setkat s kappa, 

iota a lambda karagenany. Stabilní jsou při pH 5-10, kdy se kromě gelačních a stabilizačních 

vlastností využívá jejich schopnosti tvořit komplexy s proteiny, které jsou pak vhodné pro 

enkapsulaci aktivních látek [19], [22, s.296-297]. 

Arabská guma je rostlinný exudát, vytékající z kůry akácií čeledi bobovitých. Skládá se ze 

směsi polysacharidů a obsahuje 90–99 % arabinogalaktan a 1 % glykoproteinů.  Je snadno 

rozpustná a v komplexu spolu s navázanými proteiny dobře stabilizuje emulze typu O/V 

[18], [22, s.291-292].  

Karboxymethylcelulosa sodná vzniká derivatizací ve vodě nerozpustné celulosy. Reakcí 

s kyselinou chloroctovou za přítomnosti NaOH vzniká její sodná sůl rozpustná ve vodě. 

Tento aniontový polysacharid se používá jako zahušťovadlo a solubilizátor vybraných pro-

teinů [19], [22, s.274]. 

Okt-1-enylsukcinátový škrob se připravuje reakcí okt-1-enylsukcinanhydridem s vodným 

roztokem škrobu v neutrálním, až slabě zásaditém prostředí. Do emulzních systémů se při-

dává v nadbytku, z důvodu své nízké mezifázové aktivity. Takto stabilizované emulze jsou 

odolné vůči změně teploty, pH a iontové síly [20], [22, s.262]. 
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3.2 Protein a polysacharid použitý v práci 

3.2.1 Kaseinát sodný 

NaCAS je ve farmaceutickém, potravinářském a kosmetickém průmyslu široce používán, 

jako pěnotvorné činidlo a pro své stabilizující účinky v emulzních systémech [23]. 

Jak již bylo zmíněno, jedná se o mléčný protein, jež se získává z kyselého kaseinu, a to 

srážením kaseinových micel při pH 4,6 a následným promytím, za účelem odstranění fosfo-

rečnanu vápenatého. Nakonec je k roztoku přidán hydroxid sodný [24]. NaCAS je složen z 

S1, S2, , a  kaseinů ve stejném poměru, jako v kaseinových micelách. Rozdílem je ab-

sence fosforečnanu vápenatého, což umožňuje agregaci frakcí kaseinů do menších celků s 

velikostí přibližně 10 nm [25]. Tento makromolekulární emulgátor snadno adsorbuje na roz-

hraní dvou nemísitelných kapalin a pomocí elektrostatických a současně sterických interak-

cích stabilizuje emulzní systémy [26]. 

3.2.2 Chitosan 

Tento biopolymer je tvořen N-acetyl-2-amino-2-deoxy- D-glukopyranosou a 2-amino-2-de-

oxy- D -glukopyranosou, které jsou spojeny (1,4) --glykosidickou vazbou.  Jedná se o ka-

tionický aminopolysacharid, jehož deriváty se vyskytují v nejrůznějších biologických struk-

turách. To je důvodem jeho atraktivity pro použití v biomedicínských a průmyslových apli-

kacích [27].  V přírodě se chitosan vyskytuje jen v malém množství, a to u vybraných hub 

rodu Aspergillus a Mucoraceae. Průmyslově se získává z chitinu alkalickou deacetylací va-

rem v přítomnosti NaOH, nebo pomocí enzymů N-deacetylas [28]. Roční světová produkce 

chitinu činí několik miliónů tun, proto je tento zdroj pro výrobu chitosanu levný a snadno 

dostupný [27]. 
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Obrázek 5: Struktura chitosanu. 

 

V molekule chitosanu se nacházejí tři reaktivní centra.  První dvě jsou tvořena primární a 

sekundární hydroxylovou skupinou a třetí je tvořeno primární aminoskupinou. Chitosan je 

bez modifikací sám o sobě nerozpustný při pH 7 [28]. Při nižších hodnotách pH jsou však 

amino skupiny protonizované, chitosan se tedy stává kladně nabitým polyelektrolytem a je 

možné jej rozpustit, např. ve zředěné kyselině octové. Se zvyšujícím se pH (pH >7) naopak 

dochází k deprotonaci aminoskupin, což vede ke ztrátě náboje a chitosan se tak stává neroz-

pustným [27]. Rozpustnost chitosanu ve vodě lze zvýšit kvarterizací aminoskupiny [28]. 

Použití chitosanu je různorodé. Vyznačuje svou netoxicitou, dobrou biokompatibilitou a bi-

odegradabilitou. Dále se uplatňuje pro své antimikrobiální účinky proti řadě gramnegativ-

ních i grampozitivních bakterií a vyznačuje se i fungicidními účinky při pH nižším, než 6. 

Ve farmacii se uplatňuje jako vhodné vehikulum při transportu léčiv. Také se o něm mluví 

v souvislosti s účinky proti rakovině [28]. Používá se i při stabilizaci emulzí, k tvorbě ionto-

vých komplexů a k iontové želatinaci. V neposlední řadě se o něm hovoří v souvislosti s 

tvorbou polyelektrolytových komplexů, tedy komplexů vzniklých pomocí elektrostatických 

sil [27]. 
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4 EMULZE STABILIZOVANÉ KOMPLEXEM PROTEIN-

POLYSACHARID 

Tyto emulze je možné připravit dvěma alternativními metodami. Při první metodě je vodný 

roztok obsahující již připravený protein-polysacharidový komplex přidán jako stabilizační 

činidlo k olejové fázi. Poté následuje běžná homogenizace. Druhá metoda staví na přídavku 

roztoku polysacharidu k primární emulzi, jež už je stabilizována vrstvou proteinu. Polysa-

charid reaguje s proteinem za vzniku dvojvrstvy [16]. Dalším sekvenčním přídavkem pro-

teinu a polysacharidu pak lze vytvořit více těchto vrstev. Mimo emulze typu O/V, V/O se 

tím to postupem dají stabilizovat i vícečetné emulze (multiple emulsion, double emulsion) 

[29]. V této práci byla aplikována metoda první. 

Stabilita takto připravených emulzí je dána především odolností proti Ostwaldovu zrání, ke 

kterému dochází z důvodu rozdílného chemického potenciálu menších a větších kapiček (ko-

alescence) a dále odpudivými silami mezi dvěma těsně sousedícími kapičkami dispergované 

kapaliny. Čím větší je tloušťka tenkého filmu mezi emulzními kapkami, tím jsou odpudivé 

síly větší. V porovnání s filmy, které kolem dispergované fáze vytváří povrchově aktivní 

látky (surfaktanty), nebo například samotné proteiny (polymery), je tloušťka filmu tvoře-

ného komplexem protein-polysacharid největší. Dá se tedy předpokládat, že takto stabilizo-

vané emulze budou odolnější vůči rozpadu [16].  
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5 CÍL BAKALÁŘSKÉ PRÁCE 

Cílem bakalářské práce bylo v teoretické části vypracovat literární rešerši pojednávající o 

emulzích, jejich typických vlastnostech a především o jejich stabilitě. Dalším cílem bylo 

zaměřit se na emulze stabilizované komplexem protein-polysacharid. 

V praktické části pak bylo úkolem připravit sérii komplexů sestávajících ze zvoleného pro-

teinu a polysacharidu. Konkrétně se jednalo o komplexy kaseinátu s chitosanem o různém 

zastoupení těchto složek. Dále bylo úkolem připravené komplexy charakterizovat pomocí 

dynamického rozptylu světla a zeta potenciálu a komplexy s vhodnými vlastnostmi využít 

při přípravě emulzí typu O/V. Tyto emulze následně opět charakterizovat a získané výsledky 

zpracovat a diskutovat. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 MATERIÁLY A PŘÍSTROJE 

Pro přípravu emulzí stabilizovaných komplexem kaseinát sodný-chitosan byly použity ná-

sledující materiály a chemikálie. Dále byly využity níže jmenované pomůcky a přístrojové 

vybavení. 

6.1 Použité materiály a chemikálie 

6.1.1 Protein 

 Kaseinát sodný (NaCAS) z kravského mléka, od spol. Sigma-Aldrich., CAS: 9005-

46-3, C8654-500G, vyrobeno v Německu. 

6.1.2 Polysacharid 

 Chitosan (CHIT) s nízkou molární hmotností (50 000-190 000 Da, vztaženo na vis-

kozitu) a stupněm deacetylace 75-85% od spol. Sigma-Aldrich., CAS: 9012-76-4, 

C448869-250G, vyrobeno na Islandu.  

6.1.3 Oleje 

 Dodecane ≥ 99% – Sigma-Aldrich, CAS: 112-40-3, D112204-500ML  

 Trikaprylin/trikaprin – Tegosoft ®CT, Evonik Industries AG 

 Slunečnicový olej – Vitae d´Oro 

 Bio olej z černého kmínu – od spol. Hemani 

6.1.4 Ostatní chemikálie 

Demineralizovaná voda, ethanol, hydroxid sodný, fosforečnan sodný, hydrogenfosforečnan 

sodný dodekahydrát, fosfátový pufr o pH 5,7, kyselina chlorovodíková, kyselina octová. 

6.2 Použité pomůcky a přístroje 

 digitální váhy KERN 

 pH metr CPH 51 s magnetickým míchadlem HANNA, HI 190M 

 magnetické míchadlo LAVAT CHOTUTICE 

 automatické mikropipety Intech a Eppendorf Research plus 

 Stříkačkové filtry VWR, materiál PES, s póry o velikosti 0,2 a 0,45 µm 

 Zetasizer Nano-ZS90, Malvern Instruments Ltd. 
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 kyveta SARSTEDT, DTS0012 pro měření velikosti částic 

 kyveta DTS1060 pro měření zeta potenciálu 

 vysokorychlostní homogenizér IKA® T25, digital ULTRA TURRAX® 

 sonikátor UP400S Hielscher, sonda H7 

 ostatní běžné laboratorní pomůcky a vybavení (kádinky, odměrné baňky, pipety, od-

měrné válce, tyčinky, magnety, stojany, chladnička) 
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7 METODIKA 

7.1 Příprava roztoků chitosanu 

Pro experimentální část byly přichystány 2% zásobní roztoky chitosanu (CHIT), které byly 

připraveny navážením 10 g chitosanu a jeho rozpuštěním v 490 g 0,1M kyseliny octové 

(přesnost vážení na 0,001 g). Polymerní roztok byl rozpouštěn v kádince po dobu 5 hodin za 

stálého míchání na magnetickém míchadle. Po počátečním zvýšení teploty na ~ 50 °C, bylo 

rozpouštění prováděno při laboratorní teplotě. Pro odstranění případně nerozpuštěného po-

lymeru, byl roztok chitosanu před použitím filtrován přes stříkačkový filtr s velikostí pórů 

0,45 µm. Z tohoto zásobního roztoku byly poté, dalším ředěním demineralizovanou vodou, 

která byla napřed filtrována přes stříkačkový filtr o velikosti pórů 0,2 µm, připraveny roz-

toky CHIT o rozdílné koncentraci, uvedené v Tabulce 1. 

Tabulka 1: Množství 2% roztoku CHIT a demineralizované vody, použité na přípravu roz-

toků o celkové hmotnosti 50 g 

Konečná koncentrace 

[%] 

Hmotnost 2% CHIT 

[g] 

Hmotnost vody   

[g] 

1,0  25,0 25,0 

0,8  20,0 30,0 

0,5  12,5 37,5 

0,2  5,0 45,0 

0,1  2,5 47,5 

0,04 1,0 49,0 

 

Pro výpočet jednotlivých navážek zásobního roztoku CHIT a demineralizované vody byl 

použit vztah (1): 

                           𝑚1 ∙ 𝑤1 +𝑚2 ∙ 𝑤2 = 𝑚3 ∙ 𝑤3                                    (1) 

Kde:  

m1, m2 – hmotnosti směšovaných roztoků [g] 

m3 – výsledná hmotnost konečného roztoku [g] 

w1, w2 – hmotnostní zlomky rozpuštěných látek ve směšovaných roztocích [1] 

w3 – hmotnostní zlomek rozpuštěné látky v konečném roztoku [1] 
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7.2 Příprava roztoků kaseinátu sodného 

Obdobným způsobem, jako u roztoků chitosanu, byly připraveny 2% zásobní roztoky Na-

CAS. Bylo naváženo 5 g NaCAS a smícháno s 245 g přefiltrované demineralizované vody. 

Roztok byl ponechán 24 h v ledničce bobtnat a poté byl po dobu 5 hodin míchán v kádince 

na magnetickém míchadle při laboratorní teplotě. Následným ředěním přefiltrovanou demi-

neralizovanou vodou, byly připraveny roztoky s různým zastoupením NaCAS (Tabulka 2). 

 

Tabulka 2: Množství 2% roztoku NaCAS a demineralizované vody, použité na přípravu 

roztoků o celkové hmotnosti 50 g. 

Konečná koncentrace 

[%] 

Hmotnost 2%   NaCAS  

[g] 

Hmotnost vody      

[g] 

1,0  25,0 25,0 

0,5 12,5 37,5 

0,2  5,0 45,0 

 

Pro jednotlivé výpočty byl opět uplatněn vztah (1). 

Dále byl také připraven 2% roztok NaCAS v pufru, a to smícháním 4 g NaCAS s 200 ml 

pufru, připraveného z fosforečnanu sodného a hydrogenfosforečnanu sodného dodekahyd-

rátu o pH 5,7. Část roztoku byla poté ještě jedenkrát zředěna pufrem na konečnou 1% kon-

centraci proteinu ve směsi.  

7.3 Měření a adjustace pH roztoků chitosanu a kaseinátu sodného 

Pomocí pH metru byla u všech připravených vzorků CHIT a NaCAS změřena míra kyselosti. 

Zpravidla pak bylo potřeba tuto hodnotu upravit na pH ≈ 6. Roztoky CHIT byly adjustovány 

přídavkem 1M NaOH a roztoky NaCAS pomocí 0,5M HCl. 

7.4 Charakterizace roztoků chitosanu a kaseinátu sodného 

K charakterizaci připravených koloidních roztoků byly použity techniky, na základě jejichž 

výsledků lze určit budoucí stabilitu/nestabilitu emulzních systémů. To je důležité pro výrobu 

a jejich optimalizaci, klasifikaci a nakládání s konečnými výrobky. V této práci byl k cha-

rakterizaci použit přístroj Zetasizer Nano-ZS90, pomocí kterého lze stanovit velikost částic 
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emulzí, která má na stabilitu velký vliv a také jejich elektrický potenciál, rovněž působící na 

stabilitu/rozpad budoucí emulze. 

7.4.1 Velikost částic 

Velikost částic byla stanovována pomocí dynamického rozptylu světla. Tato technika, 

známá také pod pojmem kvazi-elastický rozptyl světa, měří velikost částic na základě vy-

hodnocení jejich difuzního koeficientu D. Ze světelného zařízení dopadá na částice světlo. 

Částice, pohybující se Brownovým pohybem, jsou nestacionární a tím dochází k fluktuaci 

intenzity jimi rozptýleného světla. Z toho plyne přímá závislost rychlosti fluktuace intenzity 

rozptýleného světa, na pohybu molekul. Okamžitou hodnotu fluktuace v čase τ určuje funkce 

g(τ), která je dána tzv. relaxačním časem τc. To je čas, potřebný k návratu k průměrné hod-

notě fluktuace. Relaxační čas je v úzkém vztahu s difuzním koeficientem D, a tak lze pomocí 

Stokes-Einstenovy rovnice (2) určit hydrodynamický průměr částic [30],[33]. 

 

                                                           𝑑(𝐻) =
𝑘𝑇

3𝜋𝜂𝐷
                                                        (2) 

Kde:  

d(H) – hydrodynamický průměr částice 

k – Boltzmannova konstanta 

T – absolutní teplota 

η – viskozita disperzního prostředí 

D – translační difuzní koeficient 

Pro účel měření byly připraveny vzorky a to odpipetováním 10 µl měřeného roztoku chi-

tosanu a 1 ml přefiltrované demineralizované vody do plastových kyvet s uzávěrem. Pro 

měření vzorku kaseinátu sodného, bylo opět odpipetováno 10 µl měřeného roztoku NaCAS 

a smícháno s 1 ml demineralizované přefiltrované vody. Takto připravené vzorky byly vlo-

ženy do přístroje Zetasizer Nano-ZS90. Ten na základě nastavených parametrů vyhodnotil 

velikost částic. Pro měření byly zadány následující parametry: index lomu polysacharidu 

n=1,33; index lomu proteinu n=1,45; index lomu disperzního prostředí n=1,33. Měření pro-

bíhalo pod detekčním úhlem 90° a při teplotě 25°C. 
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7.4.2 Zeta potenciál 

Jedná se o elektrokinetický potenciál v koloidních soustavách. Ten vzniká na pohybovém 

rozhraní tzv. Sternovy vrstvy a vrstvy difuzní v elektrické dvojvrstvě okolo nabité koloidní 

částice [31]. U dostatečně malých částic s velkým zeta potenciálem pak dochází k vyššímu 

působení odpudivých sil mezi molekulami, což vede ke snížení sklonu k agregaci. Obecně 

platí, že je-li hodnota zeta potenciálu vyšší, než ±30 mV, dochází k elektrické stabilizaci 

disperze [32].  

Pro toto měření bylo do speciální kyvety odpipetováno po 1 ml dále neředěného měřeného 

roztoku CHIT nebo NaCAS. Kyveta byla umístěna do přístroje Zetasizer Nano-ZS90 a mě-

ření probíhalo opět za teploty 25 °C. Výsledkem byla průměrná hodnota zeta potenciálu 

stanovená ze tří po sobě jdoucích měření. 

7.5 Tvorba komplexů 

Do 50 ml kádinky na magnetickém míchadle bylo odpipetováno 10 ml NaCAS o zvolené 

koncentraci. Za stálého míchání při laboratorní teplotě bylo následně k proteinu pipetou při-

kapáváno 10 ml vybraného roztoku chitosanu, po dobu 10-15 min. Vzniklé komplexy se 

lišily celkovým množstvím polymeru v roztoku a také různým poměrem polysacharidu ku 

proteinu, které byly přítomné v komplexu. Dále byly komplexy rozdílné, co se týká pH dis-

perzního prostředí, ve kterém vznikaly. To bylo ovlivněno různou pH hodnotou roztoků chi-

tosanu a kaseinátu sodného užitých k jejich tvorbě. Komplexy byly do dalšího zpracování 

uchovávány v chladničce při teplotě 5–8 °C. Komplexy, které byly vybrány pro přípravu 

emulzí pomocí sonikátoru, byly před užitím ještě podrobeny krátké sonikaci.  

7.6 Charakterizace komplexů 

Připravené komplexy CAS a CHIT byly charakterizovány měřením jejich pH v disperzním 

prostředí pomocí pH metru. Velikost částic a zeta potenciál komplexů byly rovněž měřeny 

na přístroji Zetasizer Nano-ZS90. Pro účely měření velikosti bylo do kyvety odpipetováno 

5 µl vzorku komplexu a 1 ml přefiltrované demineralizované vody. Byly nastaveny násle-

dující parametry měření: index lomu dispergovaného podílu n = 1,45, index lomu disperz-

ního prostředí (voda) n = 1,33. Zeta potenciál byl měřen na vzorcích připravených stejným 

způsobem při teplotě 25 °C. U komplexů, které byly vybrány na přípravu emulzí, byla mě-

řena jejich velikost po smíchání roztoků NaCAS a CHIT a ještě znovu po sonikaci. Pro každý 

vzorek byla provedena 3 stanovení a finální výsledek byl vyjádřen jako jejich průměr. 
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7.6.1 Změna velikosti komplexu s teplotou 

U dvou vybraných vzorků komplexů byla také stanovena závislost jejich velikosti na teplotě. 

Studované komplexy měly totožné složení a sestávaly ze 0,5 % NaCAS a 0,1 % CHIT ve 

směsi. Stejně tak se u obou komplexů pohybovala hodnota pH ≈ 6. Pro stanovení byly ode-

brány do kyvety 3µl komplexu a 1 ml přefiltrované demineralizované vody. Kyveta byla 

vložena do přístroje Zetasizer Nano-ZS90, kde bylo pro první měření nastaveno měření ve-

likosti komplexu od počáteční teploty 20 do 85 °C s ΔT = 1 °C. Pro druhé měření byl nasta-

ven rozsah teplot měření od 20 do 50 °C a posléze měření při poklesu teploty zpět na teplotu 

20 °C. Teploty byly opět odčítány pro krocích ΔT = 1 °C. 

7.7 Příprava emulzí  

K přípravě emulzí typu O/V o poměru 10:90 byly použity 4 různé oleje, konkrétně dodekan, 

slunečnicový olej, bio olej z černého kmínu a trikaprylin/trikaprin Tegosoft. Jako vodná fáze 

pak byly použity disperse vyhovujících komplexů. Zvoleny byly také dva postupy homoge-

nizace, a to pomocí vysokorychlostního homogenizátoru a sonikací.  

7.7.1 Homogenizace pomocí vysokorychlostního homogenizátoru 

V tomto případě byly do zkumavky odváženy vždy 2 g vybraného oleje, ke kterým bylo 

přidáno 18 g disperze komplexu. Směsi byly následně emulgovány 10-12 minut při 13 400 

ot/min, pomocí vysokorychlostního homogenizátoru ULTRA TURRAX. Zkumavka s emul-

govanou směsí byla po celou dobu homogenizace ponořena v nádobě s ledem. Tímto způ-

sobem byla připravena série emulzí, za použití všech výše zmíněných olejů. Použité kom-

plexy se lišily jak celkovým množstvím polymeru v komplexu, tak poměrem polysacharidu 

ku proteinu. 

7.7.2 Homogenizace pomocí sonikátoru 

Pro tento účel byly do zkumavky opět odváženy 2 g vybraného oleje a k němu bylo přidáno 

18 g disperze vybraného komplexu, který byl před použitím podroben sonikaci a byla pro-

měřena velikost jeho částic. Tyto vzorky byly následně podrobeny homogenizaci na soniká-

toru UP400S, po dobu 1 minuty a při 100% amplitudě. Tímto postupem byly připraveny 

pouze čtyři emulze. Použity zde byly dodekan a trikaprylin/trikaprin jako olejové fáze a 

komplexy o zastoupení polymerů v roztoku NaCAS 0,5% / 0,1% CHIT a NaCAS 0,1% / 

0,05% CHIT. 
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7.8 Charakterizace emulzních systémů 

Vzorky pro měření byly odebírány z vrchní vrstvy emulzí a byla stanovena pouze velikost 

emulzních kapek. Pipetou bylo do kyvety převedeno 250 µl emulze a přidáno 750 µl přefil-

trované demineralizované vody. Měření opět probíhalo na přístroji Zetasizeru Nano-ZS90, 

s detekčním úhlem 90 ° a při teplotě 25 °C. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUSE 

8.1 Příprava roztoků CHIT a NaCAS 

Práškový chitosan byl rozpouštěn v 0,1M kyselině octové z toho důvodu, že od hodnoty pH 

7 a víš, je chitosan deprotonizovaný a nerozpustný. V kyselých roztocích naopak dojde k 

protonizaci, vzniku kladného náboje a chitosan lze rozpustit. Aby došlo k důkladnému roz-

puštění, bylo potřeba roztok v kádince homogenizovat na magnetickém míchadle. Z 2% zá-

sobního roztoku byly poté připraveny roztoky o nižší koncentraci chitosanu (Tabulka 1), kdy 

k ředění již postačila destilovaná voda. Příprava konečných roztoků chitosanu opět probíhala 

za pomoci magnetického míchadla, aby došlo k důkladné homogenizaci. Pro přípravu dis-

perzí kaseinátu sodného bylo důležité sušený NaCAS nechat nabobtnat ve vodě o neutrálním 

pH, protože při tomto pH jsou kaseináty nejlépe rozpustné. Zároveň při pH vyšším, než je 

pH v blízkosti jejich izoelektrického bodu (4,6), nese kaseinát sodný záporný náboj, což je 

důležité pro interakci s kladně nabitým chitosanem, v pozdější fázi přípravy komplexů.  Pro 

důkladné rozpuštění byl NaCAS ponechán 24 h v chladničce nabobtnat (hydratovat) v de-

mineralizované vodě a roztok byl poté ještě důkladně homogenizován v kádince na magne-

tickém míchadle. Ředění 2% zásobních roztoků na výsledné koncentrace poté probíhalo také 

za homogenizace na magnetickém míchadle. 

U všech připravených vzorků CHIT a NaCAS bylo změřeno pH, s výsledkem poukazujícím 

na skutečnost, že před adjustací se pH roztoků CHIT pohybovalo převážně okolo hodnoty 

5,5-6 , zatím co u NaCAS byly naměřeny hodnoty od 6 do 7. Na stabilitu výsledných emulzí 

má velký vliv velikost částic proteinu a polysacharidu a následně vzniklého komplexu. Ta 

je ovlivněna hodnotou pH roztoku, ve kterém se CHIT i CAS nacházejí, a tak bylo snahou 

zjistit, při kterém pH mají zmíněné polymery v roztocích nejmenší velikost částic. Nejmenší 

velikost měly částice NaCAS a CHIT při pH ≈ 6 (Tabulka 3) a tak bylo potřeba jejich roztoky 

na tuto hodnotu pH adjustovat, ještě před tvorbou komplexů. Snížení pH NaCAS roztoků na 

hodnotu 6, pomocí přídavku 0,5M HCl, probíhalo bez problémů. V případě CHIT byl použit 

1M NaOH a při adjustaci docházelo v některých případech k tvorbě hydrogelu. Z Tabulky 3 

je dále vidět, že při hodnotě pH ≈ 6 tvoří NaCAS menší částice než CHIT. Na Obrázku 6 je 

pak znázorněno srovnání distribucí velikosti částic roztoků obou polymerů uvedených v Ta-

bulce 3, které rovněž potvrzuje, že v dané oblasti pH mají částice CHIT větší velikost. 

. 
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Tabulka 3: Naměřené hodnoty velikosti částic a zeta potenciálu u adjustovaných zásobních 

roztoků NaCAS a CHIT. Průměrné hodnoty veličin a jejich směrodatné odchylky (SD) 

vzorek pH 
Z-average ± SD 

[nm] 
PDI ± SD 

ZP ± SD 

[mV] 

NaCAS 6,0 235±8 0,413±0,04 −27±3 

CHIT 5,8 669±15 0,779±0,09 66±4 

 

 

Obrázek 6: Distribuce velikosti částic zásobních roztoků NaCAS (červená čára) a 

CHIT (černá čára). 

 

8.2 Příprava a charakterizace komplexů 

Jak již bylo zmíněno v teoretické části, má na velikost částic komplexů vliv celkové množ-

ství polymerů v roztoku a dále také poměr jednoho z nich, k jejich celkovému množství. 

V Tabulce 4 jsou shrnuta data, na kterých lze vidět, jak se vzrůstajícím množstvím chitosanu, 

roste také velikost částic komplexu CAS/CHIT. Na Obrázku 7 je tato skutečnost znázorněna 

graficky.  

Množství jednotlivých polymerů v komplexu rovněž ovlivňuje hodnotu jeho zeta potenciálu. 

Jelikož má NaCAS při daném pH ≈ 6 záporný náboj a chitosan náboj kladný, má jejich 

vzájemný poměr vliv na výsledný zeta potenciál. To je znázorněno na Obrázku 8, ze kterého 

je vidět, že se vzrůstajícím množstvím CHIT v komplexu jeho zeta potenciál v kladných 

hodnotách roste. 
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Tabulka 4: Vliv množství CHIT v celkovém množství použitých polymerů (vyjádřeno hmot-

nostním zlomkem wCHIT) na velikost částic komplexů a zeta potenciál. Průměrné hodnoty 

veličin a jejich směrodatné odchylky (SD) 

Obsah 

CHIT+NaCAS 

[%] 

wCHIT 

 

z-average 

[nm] 
PDI± SD 

ZP± SD 

[mV] 

0,6 0,17 488±49 0,64±0,06 27,0±0,2 

0,6 0,17 306±10 0,35±0,07 3,8±1,3 

1,25 0,20 1515±324 0,98±0,03 42,2±0,7 

0,75 0,33 1936 0,90±0,17 45,8±0,7 

1,0 0,50 2179±42 1,00±0 59,9±0,1 

0,75 0,67 2001±243 1,00±0 59,2±1,5 

 

 

 

 

Obrázek 7: Vliv poměru CHIT k celkovému množství polymerů (vyjádřeno hmot-

nostním zlomkem wCHIT) na velikost částic komplexů. 
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Obrázek 8: Vliv poměru CHIT k celkovému množství polymerů (vyjádřeno hmot-

nostním zlomkem wCHIT) na zeta potenciál roztoku komplexu. 

 

Ke stabilizaci olejové fáze v emulzích byly v této práci nejčastěji použity komplexy o slo-

žení: NaCAS/CHIT 0,5%/0,1%. Příklad distribuce jejich velikosti částic je znázorněn na 

Obrázku 9. Z obrázku je zřejmé, že v rozsahu měření přístroje Zetasizer nano je distribuce 

částic monomodální, avšak v oblasti velikostí nad 5 μm lze na obrázku pozorovat počátek 

dalšího píku, který naznačuje, že ve vzorku se nacházejí i částice s velikostí > 5 μm, které 

nejsou použitou technikou detekovatelné. Při další práci bude proto potřeba použít k charak-

terizaci komplexů přístroje s větším měřícím rozsahem.   

 

Obrázek 9: Příklad distribuce velikosti komplexu o zastoupení polymerů                          

NaCAS/CHIT 0,5% / 0,1%. 
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Z důvodu zajištění konstantního pH (jež má vliv na velikost částic) při přípravě komplexů, 

byly připraveny 1% roztoky NaCAS ve fosfátovém pufru o pH 5,7. Po vytvoření komplexů 

však, vhledem k přítomnosti solí v pufru, byly jejich částice velké, takže následně sedimen-

tovaly. Proto v další práci již nebyly pufrované roztoky využívány. 

 

8.3 Vliv teploty na chování komplexu 

Pro stanovení chování komplexu při změně teploty byl vybrán komplex o zastoupení poly-

merů NaCAS/CHIT 0,5 %/0,1 % s celkovým pH ≈ 6. Při měření se sledovala závislost 

změny velikosti částic na vzrůstající teplotě (ΔT = 1 °C). Jak lze vidět na Obrázku č.10, kde 

je tato závislost graficky znázorněna, dochází se vzrůstem teploty k postupnému růstu veli-

kosti částic. Při teplotě v blízkosti 45 °C lze v závislosti pozorovat zlom a velikost částic 

prudce stoupla. To bylo nejspíše zapříčiněno denaturací proteinové části komplexu. Tím do-

šlo k reorganizaci struktury NaCAS a dalším konformačním změnám v molekule, které pak 

mohou vést ke zvětšování velikosti komplexů a tvorbě velkých agregátů. V blízkosti teploty 

54 °C došlo k sedimentaci částic a při teplotě 59 °C přístroj předčasně ukončil měření, z dů-

vodu absence měřitelných částic. 

  

Obrázek 10: Závislost změny velikosti částic komplexu o složení NaCAS/CHIT  

0,5 %/0,1 %, na vzrůstající teplotě. 
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Při opakovaném měření změny velikost částic komplexu v závislosti na vzrůstající teplotě 

byl nastaven rozsah teplot měření od 20 do 50 °C a posléze mělo měření probíhat při poklesu 

teploty zpět na teplotu 20 °C, jak již bylo popsáno v metodice. Bohužel při 28 °C, tedy ihned 

v začátku měření, došlo k neočekávané poruše přístroje Zetasizer Nano-ZS90 a měření bylo 

předčasně ukončeno.  

 

8.4 Příprava emulzí 

Cílem práce bylo připravit komplexy protein-polysacharid a vzorky s vhodnými vlastnostmi 

pak použít jako částicové stabilizátory při přípravě emulzí. Schopnost použitých komplexů 

stabilizovat emulze byla nejprve testována v krátké studii na všech testovaných olejích (část 

6.1.3). 

8.4.1 Homogenizace pomocí vysokorychlostního homogenizátoru 

Touto technikou byly připraveny emulze O/V o poměru 10:90 za použití komplexů o pro-

centuálním složení polymeru ve směsi NaCAS/CHIT 0,5/0,1; 0,5/0,25; 0,5/0,4; 0,5/0,5 a 

0,1/0,05 s pH ≈ 6. Schopnost komplexů stabilizovat emulze byla testována na všech olejích, 

tedy dodekanu, slunečnicovém oleji, bio oleji z černého kmínu a trikaprylin/trikaprinu. Při 

použití bio oleje z černého kmínu bylo ihned po homogenizaci vysokorychlostním homoge-

nizátorem Ultra Turrax možné sledovat rozpad emulze vedoucí k aglomeraci a sedimentaci 

emulzních kapek. Z tohoto důvodu již nebyl tento olej v dalších studiích používán. Obecně 

lze konstatovat, že emulze připravené touto homogenizační technikou vykazovaly velkou 

nestabilitu. U většiny z nich došlo k jejich rozpadu a tvorbě viditelných rozhraní mezi ole-

jovou a vodnou fází. Vzhledem k rychlému rozpadu těchto systémů nebyla již dále měřena 

velikost jejich emulzních kapek.  

Přes výše uvedené problémy a při použití dvou komplexů o složení NaCAS/CHT 0,5/0,1; 

0,5/0,01 (vše v %) byly emulze pomocí homogenizátoru úspěšně připraveny. Velikosti 

emulzních kapek ve vzniklých emulzích se však stále pohybovaly v řádech mikrometrů (Ta-

bulka 5) a emulze vykazovaly špatnou stabilitu. V této tabulce jsou také popsány použité 

komplexy. Výsledky proto poukazují na skutečnost, že tato metoda přípravy emulzí nebyla 

zcela úspěšná. 
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Tabulka 5: Charakteristika použitých komplexů a vzniklých emulzí připravených homogeni-

zací Ultra Turraxem, průměrné hodnoty velikostí a jejich směrodatné odchylky 

Použitý komplex Emulze 

NaCAS/CHIT 

[%] 

z-average 

[nm] 
Olej 

z-average 

[nm] 

0,5/0,1 

648±10 

 

Dodekan 1200±510 

0,5/0,1 Slunečnicový 3400±140 

0,5/0,1 Trikaprylin/trikaprin 2500±560 

0,1/0,05 447±24 Trikaprylin/trikaprin 3100±930 

 

8.4.2 Homogenizace pomocí sonikátoru 

Pro přípravu emulzí O/V 10:90 za použití komplexů o procentuálním zastoupení polymerů 

ve směsi NaCAS/CHIT 0,5/0,1 a 0,1/0,05 (vše v %) byla rovněž použita sonikace. Na zá-

kladě dat naměřených na emulzích připravených vysokorychlostním homogenizátorem, byly 

použity pouze oleje dodekan a trikaprylin/trikaprin. U komplexů byla před jejich použitím 

k emulgaci změřena velikost částic, následně byly sonikovány a opět podrobeny proměření 

velikosti částic. Výsledky měření poukázaly na skutečnost, že při sonikaci dochází k částeč-

nému rozpadu komplexu na menší částice. V případě emulzí, při jejichž tvorbě byly oba výše 

zmíněné oleje stabilizovány komplexem o zastoupení polymerů v roztoku NaCAS/CHIT 

0,5% / 0,1% , došlo ke značnému krémování, a proto tyto emulze nebyly dále charakterizo-

vány.  

V případě složení komplexu NaCAS/CHIT 0,1/0,05 (%) byly emulze pomocí sonikace 

úspěšně připraveny. Vlastnosti použitého komplexu a výsledné hodnoty velikostí emulzních 

kapek vzniklých sonikací jsou uvedeny v Tabulce 6. Velikost kapek emulzí je také znázor-

něna pomocí distribučních křivek na Obrázku 11 a 12, ze kterých je patrné, že distribuce 

byly v měřené oblasti monomodální, ale vzhledem k píku pozorovaném ve velikostní oblasti 

> 5 µm je ve vzorcích možné očekávat i přítomnost emulzních kapek výrazně větších, které 

ale nejsou přístrojem detekovány.  
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Tabulka 6: Charakteristika použitých sonikovaných komplexů a emulzí vzniklých sonikací, 

průměrné hodnoty veličin a jejich směrodatné odchylky (SD) 

Použitý komplex Emulze 

NaCAS/CHIT 

[%] 

z-average ± SD 

[nm] 
Olej 

z-average ± SD 

[nm] 
PDI± SD 

0,1/0,05 268±17 
Trikaprylin 

/trikaprin 
630±23 0,38±0,07 

0,1/0,05 344±35 Dodekan 463±6 0,32±0,02 

 

 

Obrázek 11: Distribuční křivka velikostí emulzních kapek s obsahem                  

Trikaprylinu/trikaprinu. 

 

Obrázek 12: Distribuční křivka velikosti emulzních kapek s obsahem dodekanu. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 42 

 

ZÁVĚR 

Cílem této bakalářské práce bylo formulovat emulze O/V s poměrem 10:90, ve kterých byla 

stabilizace olejové složky v disperzním prostředí provedena za pomoci komplexů dvou bio-

polymerů. Komplexy byly tvořeny kaseinátem sodným (CAS), jakožto proteinovou složkou 

a chitosanem (CHIT), představujícím polysacharidovou složku komplexu. Nepolární disper-

govanou fázi tvořily oleje dodekan, slunečnicový olej, bio olej z černého kmínu a trikapry-

lin/trikaprin. Zvoleny byly také dva emulgační procesy, a to homogenizace vysokorychlost-

ním homogenizátorem a sonikace. 

Z měření bylo zjištěno, že největší vliv na velikost částic komplexů a výsledný zeta poten-

ciál, má jak celkové množství obou použitých polymerů, tak i jejich vzájemný poměr, vy-

jádřený množstvím CHIT v komplexu v poměru k celkovému množství CHIT a CAS. Se 

vzrůstajícím hmotnostním zlomkem CHIT ve směsi se úměrně zvětšovala i velikost částic 

vzniklých komplexů.  

Podle naměřených dat velikosti částic komplexů byly pro následnou přípravu emulzí vy-

brány komplexy se složením NaCAS/CHIT 0,5/0,1 a 0,1/0,05 (vše v %). 

Velikost kapek výsledných emulzí připravených pomocí homogenizátoru v přítomnosti uve-

dených komplexů se pohybovala v řádech mikrometrů a emulze byly velmi nestabilní. Tato 

studie však poskytla informaci, že nejlepší emulze lze připravit s olejovou fází tvořenou do-

dekanem a trikaprylinem/trikaprinem. Kvalitnější emulze pak byly připraveny pomocí soni-

kátoru, a za přítomnosti obou posledně jmenovaných olejů. I přes výrazně menší velikost 

emulzních kapek získaných sonikací (olej dodekan 463±6 nm, olej trikaprylin /tri-

kaprin 630±23 nm) nebyla stabilita těchto emulzí uspokojivá a docházelo k jejich rozpadu 

krémováním.  

Bakalářská práce prokázala, že vhodnou kombinací CAS a CHIT lze připravit jejich kom-

plexy s příznivými vlastnostmi vhodnými pro stabilizaci emulzí. Vlastní příprava emulzí ob-

sahujících jako olej dodekan i trikaprin/trikaprilin však nepřinesla očekávané výsledky. So-

nikací byly sice emulze úspěšně připraveny, ale jejich stabilita byla nedostačující. Přesto lze 

z perspektivního hlediska považovat emulze stabilizované komplexy protein-polysacharid 

za slibné nosiče aktivních látek. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

CMC 

CHIT 

HCl 

max. 

NaCAS 

NaCAS/CHIT 

NaOH 

O/V 

obj. % 

PAL 

PDI 

tzv. 

 kritická micelární koncentrace 

chitosan 

kyselina chlorovodíková 

maximálně 

kaseinát sodný 

komplex kaseinát sodný, chitosan 

hydroxid sodný 

olej ve vodě 

objemových procent 

povrchově aktivní látka 

index polydisperzity 

tak zvané 

V/O 

ZP 

 voda v oleji 

zeta potenciál 
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