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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva formulaci a charakterizaci emulzi stabilizovanych pomoci kom-
plexu protein-polysacharid. Proteinovou slozku v téchto komplexech tvoii kaseinat sodny a
jako polysacharid byl zvolen chitosan. V teoretické ¢asti se pojednava obecné o emulzich,
jejich stabilité a o moznostech jejich stabilizace. Dale jsou rozebrany typy v hodnych pro-
teini a polysacharidi. Konecné Cast literarni reSerSe je vénovana pouzitym polymertim a
popisu stabilizace emulzi pomoci komplexu protein-polysacharid. Cést prakticka se pak vé-
nuje ptipravé samotnych roztokd polymert, tvorb¢ jejich komplext a v kone¢né fazi pii-
pravé emulzi stabilizovanych vyhovujicimi komplexy. Pfiprava emulzi byla provedena
dvéma zpisoby, a to za pomoci vysokorychlostniho homogenizétoru a sonikatoru. U roztokl
polymerti a komplext byla méfena velikost ¢astic a zeta potencidl. Emulze pak byly charak-

terizovany velikosti emulznich kapek.

Kli¢ova slova: emulze, stabilita, komplex, kaseinat sodny, 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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UvVOD

Uziti emulznich systému v potravinarstvi, farmacii a predev§im pak v kosmetickém pri-
myslu neni dnes ni¢im vyjime¢nym. Naopak, v kosmetice jsou emulze jednim z nejvice po-
uzivanych ptipravkil. Proto je stidle vénovana velka pozornost dalsimu vyzkumu emulznich
systémd, a to pfedevsim v kontextu jejich lepsi a i€innéjsi stabilizace. S touto problematikou
souvisi 1 snaha nahradit surfaktanty (PAL), které jsou sice pomérné levnym a uc€innym sta-
bilizatorem emulzi, ale vykazuji ¢asto irita¢ni ¢inky na kizi, jinymi typy stabilizatort. Hle-
dani novych metod ma také pfiinu v rychlém technologickém rozvoji, ktery vede k novym
postupim a metodam stabilizace emulzi, jezZ mimo stabiliza¢ni funkci s sebou nesou dalsi

pridana pozitiva.

V poslednich letech se ke stabilizaci emulzi zacalo uzivat jak samotnych biopolymerd, tak 1
jejich kombinaci, jako jsou napt. komplexy protein-polysacharid. Tloustka proteino-polysa-
charidové vrstvy, kterd se vytvoii okolo dispergovanych olejovych kapek emulze, je vétsi,
nez naptiklad tlouSt’ka filmu, ktery okolo dispergované¢ho podilu vytvoii asociativni (mice-
larni) koloidy (PAL). Cim vétsi je tloustka tohoto filmu, tim vétsi jsou odpudivé sily mezi
molekulami ptisobici proti van der Waalsovym pfitazlivym sildm, coz vede ke zvyseni sta-

bility emulze.

V této praci byly k tvorbé komplexli a nasledné stabilizaci emulzi pouZity biopolymery
kaseinat sodny a chitosan. Kaseinat sodny je v kosmetice hojné pouZivan, jako pfirodni
emulgator. Chitosan zatim tak ¢asto pouZzivan neni, nicméné je to ekonomicky snadno do-
stupny polysacharid a v kosmetickém primyslu je atraktivni predev§im pro své antibakteri-

alni a hydratac¢ni vlastnosti, biologickou rozloZitelnost, biokompatibilitu a absenci toxicity.
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I. TEORETICKA CAST
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1 EMULZE

Emulze Ize definovat jako disperze kapaliny v kapalném disperznim prostredi [1, s. 172].

Kapaliny, které spolu tvoti emulzi, musi byt nemisitelné nebo jen omezené misitelné a v sys-

tému musi byt pfitomna povrchové aktivni latka (emulgator). Cim mensi je rozdil v hustoté

disperzniho prostiedi a dispergované faze, tim jsou emulze odolné;jsi vici sedimentaci [2, s.

293].

1.1 Kategorizace emulzi

1.11

Podle polarity disperzniho podilu a prostiedi

Emulze primé (olej ve vodé O/V), ve kterych je disperznim prostfedim polarné;si
kapalina.
Emulze obracené (voda v oleji V/O), jejichZ disperznim prostfedim je nepolarni ka-

palina [1,s. 172].

Typ emulze je mozno urcit pomoci nasledujicich jednoduchych testt

1.1.2

e Pomoci elektrické vodivosti emulze, kterd je dana vodivosti jejiho disperzniho
prostiedi. Emulze typu O/V vedou elektricky proud mnohem Iépe.

e Podle schopnosti rozpoustét polarni nebo nepolédrni barviva. Polarni barviva za-
barvi emulzi typu O/V spojité, zatimco druhy typ emulze zabarven nebude.

e Podle misitelnosti s polarnimi nebo nepoldrnimi rozpoustédly. Emulzi je moZno
tedit kapalinou, ktera se misi s jejim disperznim prosttedim.

e Podle smacivosti. Emulze smaci ten typ povrchu, ktery je sméacen jejim disperz-

nim prosttedim [1, s. 172].

Podle koncentrace disperzniho podilu

Zredené emulze, ve kterych dispergovana faze zaujima nejvyse 2 % celkového ob-
jemu. Primér kapicek je blizky rozméru koloidnich ¢astic.

Koncentrované emulze s nedeformovanymi kulovitymi kapkami, které mohou v mo-
nodisperznich systémech dosahovat koncentrace disperzniho podilu az 74 obj. %.
Vysoce koncentrované (gelové) emulze s kapkami disperzniho podilu ulozenym tak
tésné, ze se vzajemné deformuji. Jednotlivé kapky jsou ohrani¢eny tenkymi filmy

disperzniho prostiedi a emulgatoru s koloidnimi rozméry [1, s. 172].
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1.1.3 Podle velikosti dispergovanych ¢astic

o  Makroemulze — velikost ¢astic se pohybuje mezi 100-1000 nm. Jsou mlééné zabar-
vené a termodynamicky nestabilni.

o  Mikroemulze — ¢astice jsou veliké 10-100 nm. Jedna se o transparentni a termodyna-
micky stabilni emulze, jez vznikaji pouhym smichanim vybranych komponent.

e Nanoemulze — s casticemi o velikosti 50-200 nm. Jsou to transparentni a stabilni
emulze, na které je v poslednich letech, s rozvojem nanotechnologii, soustfedéna po-

zornost [3].

Setkat se 1ze také s takzvanymi vicecetnymi emulzemi (multiple emulsion, double emulsion)
typu O/V/O ¢i V/O/V. Jsou to slozité disperzni systémy, pfi jejichz vyrobé je zapotiebi po-
uzit dva typy emulgatorti. V ptipadé emulze O/V/O jsou kapky oleje dispergovany do kapek
vody, obklopenych kontinudlni olejovou fazi. Tyto termodynamicky nestabilni emulze na-

chézi Siroké uplatnéni v potravinarském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu [4].

Zvlastnim druhem emulzi jsou tzv. kritické emulze, jez obvykle vznikaji misenim dvou na-
vzajem nemisitelnych kapalin pfi teploté blizké kritické teploté rozpoustéci. Tyto emulze

jsou obecné velmi nestalé [1, s. 172].

1.2 Stabilita emulzi

Emulze jsou obecné termodynamicky velmi nestabilni soustavy. Jejich stabilitu ovliviiuje

fada fyzikalné-chemickych faktorti, véetné gravitacniho plisobeni [5].

Faktory ovliviiujici stabilitu emulze

o velikost ¢astic a jejich distribuce

e rozdil hustoty disperzni a dispergované kontinualni faze
e Van der Waalsovy sily mezi molekulami

e rozpustnost disperzniho podilu v kontinualni fazi

e stabilita kapalného filmu mezi kapkami

e inverze fazi [6].
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Vlivem téchto faktorti dochazi v pribéhu ¢asu k rozpadu emulze a separaci na vodnou a
olejovou fazi. Mozné mechanismy rozpadd emulze, znazornéné na Obr. 1.a jsou ovlivnény

kinetickou a agregatni stabilitou systému.

Flokulace

\ Koalescence

Krémovini nebo sedimentace

Fazova
separace

Pivodni
emulze

Obrazek 1: Mechanismy rozpadu emulze. [35]

Stabilita kineticka je dana schopnosti systému, zachovat si koncentraci a rozdéleni disper-

govanych kapek v celém objemu emulze. Projevuje se krémovéanim a sedimentaci.

Stabilita agregatni pak vychdzi ze schopnosti systému, zachovat si svij stupen disperzity.

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

Vhodné zvolnym zplisobem stabilizace 1ze nezadouci proces jejiho rozpadu oddalit. Zredéné
emulze lze stabilizovat elektrickou dvojvrstvou, ktera je disledkem rozdilné rozpustnosti
kladn¢ a zadporné nabitych iontli v olejové a vodné fazi. Koncentrovanéjsi emulze je vSak

potieba stabilizovat pfidanim dalsi latky-emulgatoru [1, s. 173-174].

2.1 Emulgator

Emulgator je latka, kterd umozniuje vznik emulzi. Jeji funkce spociva v tom, Ze je bud’
schopna zmenSovat energii potfebnou ke tvorbé emulznich ¢astic, nebo zabraiuje jejich za-
niku tim, Ze na f4zovém rozhrani vytvafi film nebo bariéru, kterd brani emulznim ¢asticim

ve flokulaci a koalescenci [1, s. 174]. Emulgétory lze rozdélit do nasledujicich skupin

e asociativni (micelarni) koloidy-surfaktanty
e makromolekularni koloidy-polymery

e praskové emulgatory-cCastice [1, s. 174].

2.2 Surfaktanty

Jedna se o povrchové aktivni latky (PAL), hromadici se na fazovém rozhrani. To je zplso-
beno jejich amfipatickou strukturou, kdy svou hydrofilni ¢asti reaguji s polarni kapalinou a
hydrofobni s nepolarni kapalinou. Nepolarni ¢ast je tvofena vétSinou alkylovym fetézcem a
¢ast polarni obsahuje funkéni skupinu. Surfaktanty v emulznich systémech snizuji povr-
chové napéti obou fazi a tim pomahaji ke vzniku téchto disperznich systému a k jejich sta-

bilizaci [7].

Hydrofilni ¢ast

AN
-

Hydrofobni ¢ast

Obrazek 2: Amfipaticka struktura molekuly surfaktantu.
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Hlavnim principem stabilizace emulzi pomoci surfaktantt, je jejich schopnost tvofit micely,

pro jejichz vznik je potfebnd urcita koncentrace surfaktantu v systému [8].

2.2.1 Klasifikace surfaktantua

Surfaktanty Ize klasifikovat riznymi zpiisoby, nejcastéji vSak dle povahy hydrofilni ¢asti

molekuly.
Ionické

Rozpustnost je dana schopnosti molekuly disociovat ve vodném prostfedi. Dle nesouciho

naboje na funkéni nedisociovatelné skupiné se dale déli na

e Anionické — obsahujici zaporné nabitou funkéni skupinu. Jedna se o karboxylaty (R-
COO" M"), sulfonaty (R-SO3” M"), sulfaty (R-OSO3” M"), nebo fosfaty (R-OPO3
M"). Nejznaméjsim anionickym surfaktantem je mydlo, tedy sodna sil vyssich ali-
fatickych karboxylovych kyselin.

o Kationické — kde hydrofilni ¢ast nese kladny naboj. Patfi sem kvartérni amonné soli
(R4-N"X), kde ¢tyii R-alkylové fetézce, mohou, ale nemusi byt v§echny stejné. Tyto
surfaktanty se pouzivaji predevSim pro své mikrobidlni ucinky.

e Amfoterni (a zwitterionické) - molekula obsahuje jak negativni, tak kladny nabo;j.
Zakladem téchto sloucenin je betain v kombinaci s jinou latkou, naptiklad alkylpo-

lyglykolsulfatem [9, s. 34], [10].
Neionické

Hydrofilni ¢ast v tomto typu surfaktantl nemé naboj. Rozpustnost ve vodé je dana ptitom-
nosti vysoce polarnich skupin. Patfi sem polyoxyethylenaty, polyhydroxyslouc¢eniny nebo
derivaty alkanolamint a aminoxidy. Vyhodou oproti ionickym tenzidiim, je jejich snizena
citlivost na ptitomnost elektrolytli v systému a jejich snizeny vliv na pH roztoku [9, s. 34,

751, [10].

2.2.2 Tvorba micel

Pti nizkych koncentracich surfaktantu v roztoku, se jeho molekuly vyskytuji ve formé sa-
mostatnych jednotek-monomera. V ptipadé, Ze jejich koncentrace v roztoku vzroste na tzv.
kritickou miceldrni koncentraci (CMC), zacnou povrchové aktivni molekuly tvofit mi-

cely [8].
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Obrazek 3: Micela v polarnim a nepoldarnim prostredi.

Hodnota kritické micelarni koncentrace se méni v zavislosti na typu pouzitého surfaktantu
v systému. Je dale ovlivnéna ptitomnosti ptidaného elektrolytu v roztoku, pfitomnosti orga-

nickych sloucenin nebo piisobici teplotou [11, s. 121].

V ptipadé emulze typu O/V jsou hydrofobni fetézce shromazd’ovany uvnitt micely a hydro-
filni hlavy zasahuji do polarni faze. Tim je vytvotena elektrostaticky stabilizovana ochranna

vrstva kolem dispergovaného podilu. U emulzi typu V/O jsou molekuly orientovany opacné

[8].

2.3 Polymery

Uspokojivé stability koloidnich disperzi je dosaZeno pouze v piipadég, ze proti pfitazlivym
van der Waalsovym silam piisobi dostatecné silné odpudivé sily. Velikost a dosah pfitazli-
vych van der Waalsovych sil jsou proto rozhodujicim faktorem pro urceni strategie vedouci
ke stabilizaci koloidnich ¢astic. Polymery s molekulovou hmotnosti vétsi nez ca 10000 g/mol
maji rozméry fetézce srovnatelné nebo veEtsi, nez je dosah vySe zminénych pfitazlivych sil.
Proto tedy tyto polymerni fetézce mohou plisobit odpuzovéni koloidnich ¢astic a 1ze je pouZzit
pro jejich stabilizaci. Stabilizace koloidii pomoci polymerli se miiZze uskutectiovat dvéma
mechanismy: stérickou stabilizaci a deple¢ni stabilizaci. Sterické stabilizace pomoci poly-

meril je dosazeno pfipojenim (roubovanim nebo chemisorpci) makromolekul na povrchu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

emulznich ¢astic. Deplecni stabilizace se naopak dosahne pomoci makromolekul, které jsou

voln¢ ptitomné v disperzni fazi emulze [12].

2.4 Castice

Stejné jako v ptipadé povrchové aktivnich latek, je stabilizace emulze uskutecnéna prostied-
nictvim adsorpce pevnych ¢astic anorganické, nebo organické povahy na povrchu dispergo-
vaného podilu emulze. Mechanismus adsorpce ¢astic je vSak velmi odlisny od adsorpce po-
vrchové aktivnich latek, nebot’ pevné ¢astice nemusi mit amfifilni strukturu. Adsorpce pev-

nych ¢astic na mezifazovém rozhrani, je dana c¢aste¢nym smacenim povrchu ¢astice obéma

fazemi.
‘}g,s,.)ﬁ... -3 @ pewné Eastice
L o |
o olej :_E y olej .
c ‘% qj” .
voda = Qoo voda
ON Klasicka emulze ON Pickeringova mulze’

Obrazek 4: Rozdil mechanismu stabilizace pomoci surfaktantu a castic [13].

Adsorpce castic kolem dispergovanych kapek vede ke vzniku stabilizujici vrstvy, jejiz me-
chanické vlastnosti zabranuji koalescenci [13]. Z anorganickych latek se pouzivaji napt. ¢as-
tice upraveného oxidu kiemicitého, jilu nebo kovl. V poslednich letech doslo ke zvySeni
zajmu o pouzivani organickych latexovych ¢astic, lipidovych krystalii, nebo ¢astic celuldzy

[14].

Takto stabilizované emulze se nazyvaji Pickeringovy emulze. Nalézt je 1ze také pod nazvem
»surfactant-free, coz je déla atraktivnimi zejména v kosmetickém a farmaceutickém pri-

myslu, nebot’ emulze stabilizované surfaktanty ¢asto vykazuji iritacni u€inky [13].
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3 KOMPLEX PROTEIN-POLYSACHARID

Komplexy mezi proteiny a polysacharidy patfi mezi biopolymerni systémy, jez jsou v po-
slednich letech stale vice pouzivany k enkapsulaci aktivnich latek. Rist zdjmu o tyto sys-
témy je spojen s jejich vyhodnymi vlastnostmi, jako je univerzalnost a ¢etné moznosti vyu-

ziti v oblastech potravin, farmacie, kosmetiky a zeméd¢lstvi [15].

Vznik protein-polysacharidového komplexu je umoznén bud’ elektrostatickymi interakcemi
mezi témito makromolekulami, nebo kovalentnimi vazbami vzniklymi zahiivanim (Maillar-
dova reakce). V piipad¢ komplexu tvofen¢ho opacné nabitymi molekulami proteinu a poly-
sacharidu vznikaji komplexy prostfednictvim jiz zminénych fyzikalnich, elektrostatickych
nebo hydrofobnich interakci. Tyto komplexy pak mohou byt rozpustné nebo nerozpustné.
Rozpustné komplexy spolu nasledné agreguji, coz vede ke snizeni volné energie v systému
a solubilizaci. To se projevi rozdélenim fazi kapalina-kapalina a koacervaci. V této souvis-
losti je vhodné ptipomenout, Ze podle IUPAC je koacervace definovana, jako separace ko-

loidniho systému do dvou kapalnych fazi [15].

Tvorba komplexil je ovlivnéna mnoha dalezitymi parametry, jako je napiiklad pomér pro-
teinu a polysacharidu, pH jejich roztokt, iontova sila (koncentrace soli), celkova koncen-
trace polymerd a molekulovou hmotnosti polysacharidu a proteinu. Na jejich vznik ma vliv
také flexibilita makromolekul, hustota jejich naboje a metoda ptipravy (intenzita michani,
tlak a teplota) [15]. Jak jiZ bylo zminéno, dilezitym faktorem ovlivitujicim tvorbu komplexu
je pH. V pfipad¢, ze se hodnota pH prosttedi snizi pod hodnotu izoelektrického bodu pro-
teinu, ten nese kladny ndboj a bude interagovat s negativné nabitym polysacharidem za
vzniku stabilniho elektrostatického komplexu. Podobné&, pokud bude pH roztoku proteinu
vyssi, neZ je jeho izoelektricky bod, ponese protein zaporny ndboj a bude mit tendenci tvorit
komplex s kladné€ nabitym polysacharidem. Je tedy zfejmé, Ze slabsi komplexy budou vzni-
kat v ptipadech, kdy pH roztoku bude blizké izoelektrickému bodu proteinu a jeho naboj se
bude blizit nule [16].

3.1 Typy vhodnych proteinii a polysacharidi

V literatute byly publikovany studie vyuzivajici celou fadu proteini a polysacharidti vhod-

nych pro tvorbu komplext. Pokud se jedna o proteiny, mohou byt jak Zivocisného, tak rost-
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linného ptivodu. Nejcastéji pouzivanymi polysacharidy jsou pak vybrané druhy pektinu, al-
ginaty, karagenany, arabska guma, modifikované Skroby a modifikované celulézy [17], [18],

[19]. V nasledujici Casti prace budou stru¢né piedstaveni vybrani zastupci obou skupin.

3.1.1 Proteiny
Proteiny jsou polymery slozené z aminokyselin kovalentné vazanych peptidovou vazbou.

Milécné proteiny: Déli se do dvou hlavnich kategorii na kaseiny a syrovatkové bilkoviny.
Ob¢ tyto skupiny existuji v mnoha rtiznych forméch. U kaseinl obecné plati, ze molekuly
tvofi v roztoku nahodné struktury a jejich funk¢ni vlastnosti jsou dany také tim, Ze je lze
nalézt jak v nepolarni, tak polarni podobé. V zavislosti na zplisobu jejich izolace pak hovo-
fime o kaseinatu sodném, kaseinatu vapenatém nebo o kyselém ¢i sladkém kaseinu [20].
Emulze stabilizované kaseinaty jsou odolnéjsi viici zahtfivani, nez emulze stabilizované sy-
rovatkovym proteinem. Syrovatkova bilkovina je sloZena z jednotlivych proteind, nejcastéji
z B-laktoglobulinu (~55%), a-laktalbuminu (~24%), sérového albuminu (~ 5%) a imunoglo-
bulinu (~ 15%). Emulze stabilizované timto proteinem maji sklon k flokulaci pti hodnotach
pH ~4-5,5 v blizkosti izoelektrického bodu. Vlastnosti syrovatkového proteinu se 1isi Sarze
od Sarze, coz mlze byt zplisobeno piitomnosti necistot a ¢aste€nou denaturaci proteind bé-

hem izolace [20].

Proteiny z masa a ryb lze také pouzit jako stabilizatory emulznich systémut. Konkrétn¢ se
jedna o Zelatinu, myosin, aktomyosin, sarkoplazmatického proteiny a aktin. Tyto proteiny
se vyznacuji schopnosti zvySovat viskozitu vodné faze a schopnosti tvofit ve vodné fazi
emulzi gel, coz vede k zesileni stabilizace. Nej€astéji se pouziva Zelatina, kterd plsobi jed-
nak jako latka zvySujici viskozitu vodné faze emulzi a jednak jako emulgator v emulzich

pfimého typu, tedy O / V [20], [34].

Rostlinné proteiny: Povrchové aktivni proteiny mohou byt také extrahovany z riiz-
nych rostlin, v€etné lusténin a obilovin. Jednim z nejvice studovanych rostlinnych proteinii
je sojovy protein, sloZeny z mnoha proteinovych podjednotek o riznych funkcnich vlastnos-
tech. Diky vysokému sklonu k flokulaci emulzi stabilizovanych s6jovym proteinem, je tento
protein vhodny ptedev§im do vysoce koncentrovanych emulznich systémi. Naopak velmi

nevhodné je jeho pouziti ve ziedénych systémech [20].
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3.1.2 Polysacharidy

Pektin je anionicky polysacharid obvykle izolovany extrakci ze slupky citrusovych plodu.
Svou funkei stabilizatoru plni nejlépe pii pH ~3,5. Pti pH nizs§im, nez je tato hodnota za¢ina
dohazet k hydrolyze glykosidickych a esterovych vazeb v molekule. Stejné tak tomu je, na-
chazi-li se ve vysoce alkalickém prostiedi. Hydrolyza esterovych vazeb zptisobuje nestabi-

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

Alginat sodny, tedy sodna siil kyseliny alginové, je anionicky, biologicky rozlozitelny po-
lysacharid, jez se ziskava z hnédych druht fas a nékterych bakterii. Je rozpustny ve vodé a
v praxi se velmi €asto vyuziva pro svou schopnost tvofit zesitované struktury za pfitomnosti

kationti dvojmocnych kovt [19], [21].

Karagenany jsou anionické strukturni polysacharidy, izolované z ¢ervenych motskych fas.
Tento sulfatovany polysacharid je sloZzen z D-galaktosy a 3,6-anhydro-D-galaktos. Je znamo
nejmén¢ sedm druhil karagenant liSicich se svou strukturou. NejCastéji se Ize setkat s kappa,
iota a lambda karagenany. Stabilni jsou pfi pH 5-10, kdy se kromé& gela¢nich a stabilizacnich
vlastnosti vyuziva jejich schopnosti tvofit komplexy s proteiny, které jsou pak vhodné pro

enkapsulaci aktivnich latek [19], [22, s.296-297].

Arabska guma je rostlinny exudat, vytékajici z kiry akacii ¢eledi bobovitych. Sklada se ze
smési polysacharidli a obsahuje 90-99 % arabinogalaktan a 1 % glykoproteinti. Je snadno
rozpustna a v komplexu spolu s navdzanymi proteiny dobte stabilizuje emulze typu O/V

[18], [22, 5.291-292].

Karboxymethylcelulosa sodna vznika derivatizaci ve vodé nerozpustné celulosy. Reakci
s kyselinou chloroctovou za ptitomnosti NaOH vznika jeji sodnd stl rozpustna ve vodé.
Tento aniontovy polysacharid se pouziva jako zahuStovadlo a solubilizator vybranych pro-

teind [19], [22, s.274].

Okt-1-enylsukcinatovy S§krob se pfipravuje reakci okt-1-enylsukcinanhydridem s vodnym
roztokem Skrobu v neutralnim, az slabé zasaditém prostfedi. Do emulznich systému se pfi-
dava v nadbytku, z dvodu své nizké mezitazové aktivity. Takto stabilizované emulze jsou

odolné vii¢i zmeéne teploty, pH a iontové sily [20], [22, 5.262].
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3.2 Protein a polysacharid pouzity v praci

3.2.1 Kaseinat sodny

NaCAS je ve farmaceutickém, potravinaiském a kosmetickém priimyslu Siroce pouzivan,

jako pénotvorné ¢inidlo a pro své stabilizujici i¢inky v emulznich systémech [23].

Jak jiz bylo zminéno, jednd se o mléény protein, jez se ziskava z kyselého kaseinu, a to
srazenim kaseinovych micel pii pH 4,6 a naslednym promytim, za i¢elem odstranéni fosfo-
rec¢nanu vapenatého. Nakonec je k roztoku piidan hydroxid sodny [24]. NaCAS je slozen z
asi, as2, B, a k¥ kaseintl ve stejném poméru, jako v kaseinovych micelach. Rozdilem je ab-
sence fosforeCnanu vapenatého, coz umoziuje agregaci frakci kaseini do menSich celkl s
velikosti ptiblizn¢ 10 nm [25]. Tento makromolekularni emulgétor snadno adsorbuje na roz-
hrani dvou nemisitelnych kapalin a pomoci elektrostatickych a souc¢asné sterickych interak-

cich stabilizuje emulzni systémy [26].

3.2.2 Chitosan

Tento biopolymer je tvoien N-acetyl-2-amino-2-deoxy- D-glukopyranosou a 2-amino-2-de-
oxy- D -glukopyranosou, které jsou spojeny (1,4) -f-glykosidickou vazbou. Jedna se o ka-
tionicky aminopolysacharid, jehoz derivaty se vyskytuji v nejriznéjSich biologickych struk-
turach. To je divodem jeho atraktivity pro pouziti v biomedicinskych a primyslovych apli-
kacich [27]. V ptirod€ se chitosan vyskytuje jen v malém mnozstvi, a to u vybranych hub
rodu Aspergillus a Mucoraceae. Primyslové se ziskava z chitinu alkalickou deacetylaci va-
rem v pritomnosti NaOH, nebo pomoci enzymti N-deacetylas [28]. Ro¢ni svétova produkce
chitinu ¢ini nékolik miliénl tun, proto je tento zdroj pro vyrobu chitosanu levny a snadno

dostupny [27].
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Obrazek 5: Struktura chitosanu.

V molekule chitosanu se nachézeji tfi reaktivni centra. Prvni dv€ jsou tvofena primdrni a
sekundarni hydroxylovou skupinou a tfeti je tvofeno primarni aminoskupinou. Chitosan je
bez modifikaci sdm o sob& nerozpustny pii pH 7 [28]. Pfi nizSich hodnotach pH jsou vSak
amino skupiny protonizované, chitosan se tedy stava kladné nabitym polyelektrolytem a je
mozné jej rozpustit, napt. ve zfedéné kyselin¢€ octové. Se zvysujicim se pH (pH >7) naopak
dochazi k deprotonaci aminoskupin, coz vede ke ztraté naboje a chitosan se tak stava neroz-

pustnym [27]. Rozpustnost chitosanu ve vod¢ lze zvysit kvarterizaci aminoskupiny [28].

Pouziti chitosanu je rliznorodé. Vyznacuje svou netoxicitou, dobrou biokompatibilitou a bi-
odegradabilitou. Dale se uplatituje pro své antimikrobidlni u¢inky proti fadé gramnegativ-
nich 1 grampozitivnich bakterii a vyznacuje se 1 fungicidnimi ucinky pti pH niZs§im, nez 6.
Ve farmacii se uplatiiuje jako vhodné vehikulum pfi transportu 1é¢iv. Také se o ném mluvi
v souvislosti s U¢inky proti rakoving [28]. Pouziva se i pii stabilizaci emulzi, k tvorbé ionto-
vych komplext a k iontové Zelatinaci. V neposledni fad¢ se o ném hovoti v souvislosti s
tvorbou polyelektrolytovych komplexti, tedy komplexti vzniklych pomoci elektrostatickych
sil [27].
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4 EMULZE STABILIZOVANE KOMPLEXEM PROTEIN-
POLYSACHARID

Tyto emulze je mozné pfipravit dvéma alternativnimi metodami. Pfi prvni metod¢ je vodny
roztok obsahujici jiz pfipraveny protein-polysacharidovy komplex pfidan jako stabilizacni
¢inidlo k olejové fazi. Poté nasleduje bézna homogenizace. Druhd metoda stavi na piidavku
roztoku polysacharidu k priméarni emulzi, jez uz je stabilizovana vrstvou proteinu. Polysa-
charid reaguje s proteinem za vzniku dvojvrstvy [16]. Dalsim sekven¢nim ptidavkem pro-
teinu a polysacharidu pak Ize vytvofit vice téchto vrstev. Mimo emulze typu O/V, V/O se
tim to postupem daji stabilizovat i viceCetné emulze (multiple emulsion, double emulsion)

[29]. V této praci byla aplikovdna metoda prvni.

Stabilita takto pfipravenych emulzi je dana ptedevsim odolnosti proti Ostwaldovu zrani, ke
kterému dochézi z divodu rozdilného chemického potencialu mensich a vétsich kapicek (ko-
alescence) a dale odpudivymi silami mezi dvéma tésné sousedicimi kapickami dispergované
kapaliny. Cim vétsi je tloustka tenkého filmu mezi emulznimi kapkami, tim jsou odpudivé
sily vétsi. V porovnani s filmy, které kolem dispergované faze vytvarii povrchové aktivni
latky (surfaktanty), nebo naptiklad samotné proteiny (polymery), je tloustka filmu tvote-
ného komplexem protein-polysacharid nejvetsi. Da se tedy predpokladat, Ze takto stabilizo-

vané emulze budou odolnéjsi vici rozpadu [16].
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5 CILBAKALARSKE PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo v teoretické ¢asti vypracovat literarni reserSi pojednavajici o
emulzich, jejich typickych vlastnostech a piedevsim o jejich stabilit¢. DalSim cilem bylo

zam¢éfit se na emulze stabilizované komplexem protein-polysacharid.

V praktické ¢asti pak bylo ukolem pfipravit sérii komplexti sestavajicich ze zvoleného pro-
teinu a polysacharidu. Konkrétné se jednalo o komplexy kaseinatu s chitosanem o razném
zastoupeni téchto slozek. Dale bylo ukolem pfipravené komplexy charakterizovat pomoci
dynamického rozptylu svétla a zeta potencialu a komplexy s vhodnymi vlastnostmi vyuzit
pfi ptipravé emulzi typu O/V. Tyto emulze nasledné opét charakterizovat a ziskané vysledky

zpracovat a diskutovat.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIALY A PRISTROJE

Pro ptipravu emulzi stabilizovanych komplexem kaseinat sodny-chitosan byly pouzity na-
sledujici materialy a chemikalie. Dale byly vyuzity nize jmenované pomucky a pfistrojové

vybaveni.
6.1 Pouzité materialy a chemikalie

6.1.1 Protein

e Kaseinat sodny (NaCAS) z kravského mléka, od spol. Sigma-Aldrich., CAS: 9005-
46-3, C8654-500G, vyrobeno v Némecku.

6.1.2 Polysacharid

e Chitosan (CHIT) s nizkou molérni hmotnosti (50 000-190 000 Da, vztazeno na vis-
kozitu) a stupném deacetylace 75-85% od spol. Sigma-Aldrich., CAS: 9012-76-4,
C448869-250G, vyrobeno na Islandu.

6.1.3 Oleje

e Dodecane > 99% — Sigma-Aldrich, CAS: 112-40-3, D112204-500ML
e Trikaprylin/trikaprin — Tegosoft ® CT, Evonik Industries AG
e Slunecnicovy olej — Vitae d'Oro

e Bio olej z ¢erného kminu — od spol. Hemani

6.1.4 Ostatni chemikalie

Demineralizovana voda, ethanol, hydroxid sodny, fosfore¢nan sodny, hydrogenfosfore¢nan

sodny dodekahydrat, fosfatovy pufr o pH 5,7, kyselina chlorovodikova, kyselina octova.

6.2 Pouzité pomiicky a pristroje

e digitalni vdahy KERN

e pH metr CPH 51 s magnetickym michadlem HANNA, HI 190M

e magnetické michadlo LAVAT CHOTUTICE

e automatické mikropipety Intech a Eppendorf Research plus

e Stiikackove filtry VWR, materidl PES, s pory o velikosti 0,2 a 0,45 pm

e Zetasizer Nano-ZS90, Malvern Instruments Ltd.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

e kyveta SARSTEDT, DTS0012 pro méfeni velikosti ¢astic

e kyveta DTS1060 pro méfeni zeta potencialu

e vysokorychlostni homogenizér IKA® T25, digital ULTRA TURRAX®

e sonikator UP400S Hielscher, sonda H7

e ostatni bézné laboratorni pomticky a vybaveni (kadinky, odmérné banky, pipety, od-

mérné valce, tyCinky, magnety, stojany, chladnicka)
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7 METODIKA

7.1 Priprava roztoku chitosanu

Pro experimentalni ¢ast byly ptichystany 2% zasobni roztoky chitosanu (CHIT), které byly
piipraveny navazenim 10 g chitosanu a jeho rozpusténim v 490 g 0,1M kyseliny octové
(ptesnost vazeni na 0,001 g). Polymerni roztok byl rozpoustén v kadince po dobu 5 hodin za
stalého michani na magnetickém michadle. Po pocatecnim zvyseni teploty na ~ 50 °C, bylo
rozpousténi provadéno pii laboratorni teploté. Pro odstranéni ptipadné nerozpusténého po-
lymeru, byl roztok chitosanu ptfed pouzitim filtrovan pies stiikackovy filtr s velikosti port
0,45 um. Z tohoto zasobniho roztoku byly poté, dalsim fedénim demineralizovanou vodou,
ktera byla napfted filtrovana ptes stiikackovy filtr o velikosti port 0,2 um, pfipraveny roz-

toky CHIT o rozdilné koncentraci, uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Mnozstvi 2% roztoku CHIT a demineralizované vody, pouzité na pripravu roz-

tokii o celkové hmotnosti 50 g

Konecna koncentrace Hmotnost 2% CHIT Hmotnost vody

[l [g] [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 vypocet jednotlivych navazek zasobniho roztoku CHIT a demineralizované vody byl
pouzit vztah (1):
my-wy My wy =Mz ws (1)
Kde:
mi, mz — hmotnosti sméSovanych roztoki [g]
m3 — vyslednd hmotnost kone¢ného roztoku [g]
w1, w2 — hmotnostni zlomky rozpusténych latek ve sméSovanych roztocich [1]

w3 — hmotnostni zlomek rozpusténé latky v kone¢ném roztoku [1]
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7.2 Priprava roztoki kaseinatu sodného

Obdobnym zplsobem, jako u roztokl chitosanu, byly pfipraveny 2% zasobni roztoky Na-
CAS. Bylo navazeno 5 g NaCAS a smichano s 245 g piefiltrované demineralizované vody.
Roztok byl ponechan 24 h v lednicce bobtnat a poté byl po dobu 5 hodin michan v kédince
na magnetickém michadle pfi laboratorni teploté. Naslednym fedénim ptefiltrovanou demi-

neralizovanou vodou, byly pfipraveny roztoky s riiznym zastoupenim NaCAS (Tabulka 2).

Tabulka 2: MnozZstvi 2% roztoku NaCAS a demineralizované vody, pouzité na pripravu

roztokit o celkové hmotnosti 50 g.

Konecna koncentrace Hmotnost 2% NaCAS Hmotnost vody
[l g] gl
1,0 25,0 25,0
0,5 12,5 37,5
0,2 5,0 45,0

Pro jednotlivé vypocty byl opét uplatnén vztah (1).

Déle byl také ptipraven 2% roztok NaCAS v pufru, a to smichdnim 4 g NaCAS s 200 ml
pufru, ptipraveného z fosforeCnanu sodného a hydrogenfosfore€nanu sodného dodekahyd-

-----

centraci proteinu ve smesi.

7.3 Meéreni a adjustace pH roztoki chitosanu a kaseinatu sodného

Pomoci pH metru byla u vSech pfipravenych vzorki CHIT a NaCAS zméfena mira kyselosti.
Zpravidla pak bylo pottfeba tuto hodnotu upravit na pH = 6. Roztoky CHIT byly adjustovany
pfidavkem 1M NaOH a roztoky NaCAS pomoci 0,5M HCI.

7.4 Charakterizace roztoku chitosanu a kaseinatu sodného

K charakterizaci ptipravenych koloidnich roztokli byly pouZity techniky, na zaklad¢ jejichz
vysledki Ize urcit budouci stabilitu/nestabilitu emulznich systémt. To je dulezité pro vyrobu
a jejich optimalizaci, klasifikaci a nakladani s kone¢nymi vyrobky. V této préci byl k cha-

rakterizaci pouZzit piistroj Zetasizer Nano-ZS90, pomoci kterého Ize stanovit velikost ¢astic
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emulzi, kterd ma na stabilitu velky vliv a také jejich elektricky potenciél, rovnéz plisobici na

stabilitu/rozpad budouci emulze.

7.4.1 Velikost ¢astic

Velikost Castic byla stanovovana pomoci dynamického rozptylu svétla. Tato technika,
znama také pod pojmem kvazi-elasticky rozptyl svéta, méfi velikost ¢astic na zaklad€ vy-
hodnoceni jejich difuzniho koeficientu D. Ze svételného zatizeni dopada na ¢astice svétlo.
Castice, pohybujici se Brownovym pohybem, jsou nestacionarni a tim dochézi k fluktuaci
intenzity jimi rozptyleného svétla. Z toho plyne piima zavislost rychlosti fluktuace intenzity
rozptyleného svéta, na pohybu molekul. OkamzZitou hodnotu fluktuace v €ase t urcuje funkce
g(1), ktera je dana tzv. relaxacnim casem tc. To je ¢as, potfebny k navratu k primérné hod-
noté fluktuace. Relaxacni €as je v izkém vztahu s difuznim koeficientem D, a tak 1ze pomoci

Stokes-Einstenovy rovnice (2) ur¢it hydrodynamicky pramér ¢astic [30],[33].

d(H) = —— )

3mnD
Kde:
d(H) — hydrodynamicky primér ¢astice
k — Boltzmannova konstanta
T — absolutni teplota
N — viskozita disperzniho prostiedi
D — transla¢ni difuzni koeficient

Pro ucel méteni byly pfipraveny vzorky a to odpipetovanim 10 pl méteného roztoku chi-
tosanu a 1 ml pfefiltrované demineralizované vody do plastovych kyvet s uzavérem. Pro
méfeni vzorku kaseinatu sodného, bylo opét odpipetovano 10 ul méteného roztoku NaCAS
a smichéno s 1 ml demineralizované ptefiltrované vody. Takto ptipravené vzorky byly vlo-
zeny do ptistroje Zetasizer Nano-ZS90. Ten na zaklad€ nastavenych parametrti vyhodnotil
velikost ¢astic. Pro méteni byly zadany nasledujici parametry: index lomu polysacharidu
n=1,33; index lomu proteinu n=1,45; index lomu disperzniho prostfedi n=1,33. Méfeni pro-

bihalo pod detekénim thlem 90° a pfi teploté 25°C.
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7.4.2 Zeta potencial

Jedna se o elektrokineticky potencial v koloidnich soustavach. Ten vznik4 na pohybovém
rozhrani tzv. Sternovy vrstvy a vrstvy difuzni v elektrické dvojvrstvé okolo nabité koloidni
¢astice [31]. U dostatecn¢ malych ¢astic s velkym zeta potencidlem pak dochazi k vyssimu
pusobeni odpudivych sil mezi molekulami, coz vede ke snizeni sklonu k agregaci. Obecné
plati, ze je-li hodnota zeta potencialu vyssi, nez £30 mV, dochézi k elektrické stabilizaci

disperze [32].

Pro toto méteni bylo do specidlni kyvety odpipetovano po 1 ml dale nefedéného métené¢ho
roztoku CHIT nebo NaCAS. Kyveta byla umisténa do pfistroje Zetasizer Nano-ZS90 a mé&-
feni probihalo opét za teploty 25 °C. Vysledkem byla primérna hodnota zeta potencidlu

stanovena ze tfi po sob¢ jdoucich méfeni.

7.5 Tvorba komplexti

Do 50 ml kadinky na magnetickém michadle bylo odpipetovano 10 ml NaCAS o zvolené
koncentraci. Za stdlého michani pfi laboratorni teploté bylo nasledné k proteinu pipetou pfi-
kapavano 10 ml vybraného roztoku chitosanu, po dobu 10-15 min. Vzniklé komplexy se
lisily celkovym mnoZstvim polymeru v roztoku a také riznym pomérem polysacharidu ku
proteinu, které byly pfitomné v komplexu. Dale byly komplexy rozdilné, co se tyka pH dis-
perzniho prosttedi, ve kterém vznikaly. To bylo ovlivnéno riznou pH hodnotou roztokt chi-
tosanu a kaseinatu sodného uzitych k jejich tvorb&. Komplexy byly do dalsiho zpracovani
uchovavany v chladnicce pfi teploté 5-8 °C. Komplexy, které byly vybrany pro ptipravu

emulzi pomoci sonikatoru, byly pfed uzitim jesté podrobeny kratké sonikaci.

7.6 Charakterizace komplexii

Ptipravené komplexy CAS a CHIT byly charakterizovany méfenim jejich pH v disperznim
prostfedi pomoci pH metru. Velikost ¢astic a zeta potencial komplexti byly rovnéZz méteny
na pfistroji Zetasizer Nano-ZS90. Pro ucely méteni velikosti bylo do kyvety odpipetovano
5 ul vzorku komplexu a 1 ml pfefiltrované demineralizované vody. Byly nastaveny nasle-
dujici parametry méfeni: index lomu dispergovaného podilu n = 1,45, index lomu disperz-
niho prostiedi (voda) n = 1,33. Zeta potencial byl méfen na vzorcich pfipravenych stejnym
zpiisobem pfi teploté 25 °C. U komplexi, které byly vybrany na pfipravu emulzi, byla mé-
fena jejich velikost po smichani roztokti NaCAS a CHIT a jesté znovu po sonikaci. Pro kazdy

vzorek byla provedena 3 stanoveni a finalni vysledek byl vyjadien jako jejich primér.
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7.6.1 Zména velikosti komplexu s teplotou

U dvou vybranych vzorkii komplext byla také stanovena zavislost jejich velikosti na teploté.
Studované komplexy mély totozné sloZeni a sestavaly ze 0,5 % NaCAS a 0,1 % CHIT ve
smési. Stejné tak se u obou komplexii pohybovala hodnota pH = 6. Pro stanoveni byly ode-
brany do kyvety 3ul komplexu a 1 ml prefiltrované demineralizované vody. Kyveta byla
vlozena do pristroje Zetasizer Nano-ZS90, kde bylo pro prvni métfeni nastaveno méteni ve-
likosti komplexu od pocatecni teploty 20 do 85 °C s AT =1 °C. Pro druhé méfeni byl nasta-
ven rozsah teplot méteni od 20 do 50 °C a posléze méteni pii poklesu teploty zpét na teplotu

20 °C. Teploty byly opét od¢itany pro krocich AT =1 °C.

7.7 Priprava emulzi

K piipraveé emulzi typu O/V o poméru 10:90 byly pouZity 4 rizné oleje, konkrétné dodekan,
slune¢nicovy olej, bio olej z cerného kminu a trikaprylin/trikaprin Tegosoft. Jako vodna faze
pak byly pouzity disperse vyhovujicich komplexi. Zvoleny byly také dva postupy homoge-

nizace, a to pomoci vysokorychlostniho homogenizétoru a sonikaci.

7.7.1 Homogenizace pomoci vysokorychlostniho homogenizatoru

V tomto ptipad¢ byly do zkumavky odvéazeny vzdy 2 g vybraného oleje, ke kterym bylo
pfidano 18 g disperze komplexu. Smési byly nasledné emulgovany 10-12 minut pii 13 400
ot/min, pomoci vysokorychlostniho homogenizatoru ULTRA TURRAX. Zkumavka s emul-
govanou smési byla po celou dobu homogenizace ponoifena v nadob¢ s ledem. Timto zpi-
sobem byla pfipravena série emulzi, za pouziti vSech vySe zminénych olejl. Pouzité kom-
plexy se lisily jak celkovym mnoZstvim polymeru v komplexu, tak pomérem polysacharidu

ku proteinu.

7.7.2 Homogenizace pomoci sonikatoru

Pro tento ucel byly do zkumavky opét odvazeny 2 g vybraného oleje a k nému bylo ptidano
18 g disperze vybrané¢ho komplexu, ktery byl ptfed pouzitim podroben sonikaci a byla pro-
méiena velikost jeho Castic. Tyto vzorky byly nasledné podrobeny homogenizaci na sonika-
toru UP400S, po dobu 1 minuty a pii 100% amplitud€. Timto postupem byly pfipraveny
pouze Ctyfi emulze. Pouzity zde byly dodekan a trikaprylin/trikaprin jako olejové faze a
komplexy o zastoupeni polymera v roztoku NaCAS 0,5% / 0,1% CHIT a NaCAS 0,1% /
0,05% CHIT.
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7.8 Charakterizace emulznich systémiu

Vzorky pro métfeni byly odebirany z vrchni vrstvy emulzi a byla stanovena pouze velikost
emulznich kapek. Pipetou bylo do kyvety pfevedeno 250 ul emulze a ptidano 750 pl piefil-
trované demineralizované vody. Méfeni opét probihalo na pfistroji Zetasizeru Nano-ZS90,

s detek¢nim tthlem 90 © a pfi teploté 25 °C.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Priprava roztoki CHIT a NaCAS

Praskovy chitosan byl rozpoustén v 0,1M kyselin€ octové z toho diivodu, ze od hodnoty pH
7 a vis, je chitosan deprotonizovany a nerozpustny. V kyselych roztocich naopak dojde k
protonizaci, vzniku kladného ndboje a chitosan Ize rozpustit. Aby doslo k dikladnému roz-
pusténi, bylo potfeba roztok v kddince homogenizovat na magnetickém michadle. Z 2% za-
sobniho roztoku byly poté pfipraveny roztoky o nizsi koncentraci chitosanu (Tabulka 1), kdy
k fedéni jiz postacila destilovana voda. Piiprava kone¢nych roztokt chitosanu opét probihala
za pomoci magnetického michadla, aby doslo k ditkladné homogenizaci. Pro ptipravu dis-
perzi kaseinatu sodného bylo diileZité suseny NaCAS nechat nabobtnat ve vodé o neutralnim
pH, protoze pti tomto pH jsou kaseinaty nejlépe rozpustné. Zaroven pii pH vy$$im, nez je
pH v blizkosti jejich izoelektrického bodu (4,6), nese kaseinat sodny zdporny naboj, coz je
dulezité pro interakci s kladné nabitym chitosanem, v pozdé&jsi fazi ptipravy komplext. Pro
dikladné rozpusténi byl NaCAS ponechan 24 h v chladni¢ce nabobtnat (hydratovat) v de-
mineralizované vodé a roztok byl poté jesté diikladné homogenizovan v kadince na magne-
tickém michadle. Redéni 2% zasobnich roztokd na vysledné koncentrace poté probihalo také

za homogenizace na magnetickém michadle.

U vSech ptipravenych vzorkti CHIT a NaCAS bylo zméteno pH, s vysledkem poukazujicim
na skute¢nost, ze pred adjustaci se pH roztoki CHIT pohybovalo pfevazné okolo hodnoty
5,5-6, zatim co u NaCAS byly naméfeny hodnoty od 6 do 7. Na stabilitu vyslednych emulzi
ma velky vliv velikost ¢astic proteinu a polysacharidu a nésledné€ vzniklého komplexu. Ta
je ovlivnéna hodnotou pH roztoku, ve kterém se CHIT 1 CAS nachézeji, a tak bylo snahou
zjistit, pii kterém pH maji zminéné polymery v roztocich nejmensi velikost ¢astic. Nejmensi
velikost mély castice NaCAS a CHIT pfi pH = 6 (Tabulka 3) a tak bylo potieba jejich roztoky
na tuto hodnotu pH adjustovat, jesté pred tvorbou komplexi. SniZzeni pH NaCAS roztoki na
hodnotu 6, pomoci ptidavku 0,5M HCI, probihalo bez problému. V piipadé CHIT byl pouzit
IM NaOH a pfi adjustaci dochazelo v nékterych ptipadech k tvorbé hydrogelu. Z Tabulky 3
je dale vidét, ze pti hodnoté pH = 6 tvoii NaCAS mensi ¢astice nez CHIT. Na Obrazku 6 je
pak znazornéno srovnani distribuci velikosti ¢astic roztokli obou polymeri uvedenych v Ta-

bulce 3, které rovnéZ potvrzuje, Ze v dané oblasti pH maji castice CHIT vétsi velikost.
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Tabulka 3: Namerené hodnoty velikosti Castic a zeta potencidlu u adjustovanych zasobnich

roztokit NaCAS a CHIT. Prumeérné hodnoty velicin a jejich smérodatné odchylky (SD)

Z-average £ SD ZP = SD
vzorek pH PDI £ SD
[nm] [mV]
NaCAS 6,0 23548 0,413+0,04 —2743
CHIT 5,8 669+15 0,779+0,09 66+4

Size Distribution by Intensity

257 .................. R . ................. _ .................
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Intensity (Percent)
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Size (d.nm)

|—— Record 2: kaseinét 1% 1 Record 20: chitosan 2% 2|

Obrazek 6: Distribuce velikosti castic zasobnich roztokii NaCAS (Cervena cara) a

CHIT (¢erna cara).

8.2 Priprava a charakterizace komplext

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, ma na velikost ¢astic komplext vliv celkové mnoz-
stvi polymert v roztoku a dale také pomér jednoho z nich, k jejich celkovému mnozstvi.
V Tabulce 4 jsou shrnuta data, na kterych lze vidét, jak se vzriistajicim mnozstvim chitosanu,
roste také velikost ¢astic komplexu CAS/CHIT. Na Obrazku 7 je tato skute¢nost zndzornéna

graficky.

Mnozstvi jednotlivych polymert v komplexu rovnéZ ovlivituje hodnotu jeho zeta potencialu.
Jelikoz m& NaCAS pii daném pH = 6 zédporny naboj a chitosan naboj kladny, ma jejich
vzajemny pomér vliv na vysledny zeta potencial. To je zndzornéno na Obréazku 8, ze které¢ho
je vidét, Ze se vzristajicim mnozstvim CHIT v komplexu jeho zeta potencial v kladnych

hodnotach roste.
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Tabulka 4: Vliv mnozstvi CHIT v celkovém mnozstvi pouZitych polymerii (vyjadieno hmot-
nostnim zlomkem wcurr) na velikost castic komplexii a zeta potencial. Prumérné hodnoty

velicin a jejich smérodatné odchylky (SD)

Obsah WCHIT Z-average 7P+ SD
CHIT+NaCAS PDI+ SD
[nm] [mV]

[Yo]

0,6 0,17 488+49 0,64+0,06 27,0+0,2
0,6 0,17 30610 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 1,000 59,9+0,1
0,75 0,67 2001+243 1,00+0 59,2+1,5

2500 r

B °

£ 2000 | ° +

2

QEJ 1500

.©

o 1000 |

oo

o

¢ 500 t )

® [

O 1 1 1 J
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Wenrr

Obrazek 7: Vliv pomeru CHIT k celkovému mnozstvi polymeru (vyjadieno hmot-

nostnim zlomkem wcurr) na velikost castic komplexii.
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Zeta potencial [mV]

70

50

40

30

20

]
0 1 1 1 1 1 1 1 J

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

W chir

Obrdazek 8: Viiv pomeru CHIT k celkovému mnozstvi polymeru (vyjadreno hmot-

nostnim zlomkem wcuir) na zeta potencial roztoku komplexu.

Ke stabilizaci olejové faze v emulzich byly v této praci nejcastéji pouzity komplexy o slo-

zeni: NaCAS/CHIT 0,5%/0,1%. Ptiklad distribuce jejich velikosti ¢astic je zndzornén na

Obrazku 9. Z obrazku je ziejmé, ze v rozsahu méfeni piistroje Zetasizer nano je distribuce

¢astic monomodalni, avSak v oblasti velikosti nad 5 um lze na obrdzku pozorovat pocatek

dalsiho piku, ktery naznacuje, Ze ve vzorku se nachézeji i ¢astice s velikosti > 5 pum, které

nejsou pouzitou technikou detekovatelné. Pti dalsi praci bude proto potieba pouzit k charak-

terizaci komplext pfistroje s vétsim méticim rozsahem.

Intensity {Percent)

Size Distribution by Intensity

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 27: komolex NaCAS + CHIT 0,5/01 ; pH6/pH5,98 3‘

Obrazek 9: Priklad distribuce velikosti komplexu o zastoupeni polymerii

NaCAS/CHIT 0,5% / 0,1%.
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Z diavodu zajisténi konstantniho pH (jez ma vliv na velikost ¢astic) pfi piipravé komplex1,
byly pfipraveny 1% roztoky NaCAS ve fosfatovém pufru o pH 5,7. Po vytvofeni komplexi
vSak, vhledem k pfitomnosti soli v pufru, byly jejich Castice velké, takze nasledné sedimen-

tovaly. Proto v dalsi praci jiz nebyly pufrované roztoky vyuzivany.

8.3 Vliv teploty na chovani komplexu

Pro stanoveni chovani komplexu pfi zméné teploty byl vybran komplex o zastoupeni poly-
mertt NaCAS/CHIT 0,5 %/0,1 % s celkovym pH = 6. Pii méfeni se sledovala zavislost
zmeény velikosti ¢astic na vzristajici teploté (AT = 1 °C). Jak lze vidét na Obrazku ¢.10, kde
je tato zavislost graficky znazornéna, dochézi se vzrustem teploty k postupnému rustu veli-
kosti ¢astic. Pti teploté v blizkosti 45 °C lze v zavislosti pozorovat zlom a velikost ¢astic
Slo k reorganizaci struktury NaCAS a dal$im konforma¢nim zménam v molekule, které pak
mohou vést ke zvétSovani velikosti komplexti a tvorbé velkych agregati. V blizkosti teploty
54 °C doslo k sedimentaci Castic a pfi teploté 59 °C pfistroj pred¢asné ukoncil méteni, z di-

vodu absence méfitelnych ¢astic.
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Obrazek 10: Zavislost zmény velikosti ¢astic komplexu o slozeni NaCAS/CHIT
0,5 %/0,1 %, na vzristajici teplote.
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Pti opakovaném méteni zmény velikost ¢astic komplexu v zavislosti na vzristajici teploté
byl nastaven rozsah teplot méteni od 20 do 50 °C a posléze mélo méteni probihat pii poklesu
teploty zpét na teplotu 20 °C, jak jiz bylo popsano v metodice. Bohuzel pii 28 °C, tedy ihned
v zacatku méteni, doslo k neocekavané poruse ptistroje Zetasizer Nano-ZS90 a méteni bylo

pfed¢asné ukonceno.

8.4 Priprava emulzi

Cilem prace bylo ptipravit komplexy protein-polysacharid a vzorky s vhodnymi vlastnostmi
pak pouzit jako ¢asticové stabilizatory pfi pripravé emulzi. Schopnost pouzitych komplext
stabilizovat emulze byla nejprve testovana v kratké studii na vSech testovanych olejich (st

6.1.3).

8.4.1 Homogenizace pomoci vysokorychlostniho homogenizatoru

Touto technikou byly pfipraveny emulze O/V o poméru 10:90 za pouziti komplexl o pro-
centudlnim sloZeni polymeru ve smési 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 komplext stabilizovat emulze byla testovana na vsech olejich,
tedy dodekanu, slune¢nicovém oleji, bio oleji z cerného kminu a trikaprylin/trikaprinu. Pii
pouziti bio oleje z cerného kminu bylo thned po homogenizaci vysokorychlostnim homoge-
nizatorem Ultra Turrax moZné sledovat rozpad emulze vedouci k aglomeraci a sedimentaci
emulznich kapek. Z tohoto diivodu jiZ nebyl tento olej v dalSich studiich pouZivan. Obecné
1ze konstatovat, Ze emulze ptfipravené touto homogenizacni technikou vykazovaly velkou
nestabilitu. U vétSiny z nich doslo k jejich rozpadu a tvorbé viditelnych rozhrani mezi ole-
jovou a vodnou fazi. Vzhledem k rychlému rozpadu téchto systému nebyla jiz dale métena

velikost jejich emulznich kapek.

Ptes vySe uvedené problémy a pii pouziti dvou komplext o slozeni NaCAS/CHT 0,5/0,1;
0,5/0,01 (vS8e v %) byly emulze pomoci homogenizatoru uspesné piipraveny. Velikosti
emulznich kapek ve vzniklych emulzich se vSak stale pohybovaly v fadech mikrometra (Ta-
bulka 5) a emulze vykazovaly Spatnou stabilitu. V této tabulce jsou také popsany pouzité
komplexy. Vysledky proto poukazuji na skutecnost, Ze tato metoda ptipravy emulzi nebyla

zcela Gspésna.
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Tabulka 5: Charakteristika pouZitych komplexii a vzniklych emulzi pripravenych homogeni-

zact Ultra Turraxem, primérné hodnoty velikosti a jejich smerodatné odchylky

Pouzity komplex Emulze
NaCAS/CHIT | z-average z-average
Olej
[Yo] [nm] [nm]
0,5/0,1 Dodekan 1200+£510
0,5/0,1 648+10 Slune¢nicovy 3400+140
0,5/0,1 Trikaprylin/trikaprin 2500+£560
0,1/0,05 447424 Trikaprylin/trikaprin 3100+930

8.4.2 Homogenizace pomoci sonikatoru

Pro ptipravu emulzi O/V 10:90 za pouziti komplexti o procentuélnim zastoupeni polymerii
ve smési NaCAS/CHIT 0,5/0,1 a 0,1/0,05 (vSe v %) byla rovnéz pouzita sonikace. Na za-
kladé¢ dat naméfenych na emulzich ptipravenych vysokorychlostnim homogenizatorem, byly
pouzity pouze oleje dodekan a trikaprylin/trikaprin. U komplext byla pied jejich pouzitim
k emulgaci zmétena velikost ¢astic, nasledné byly sonikovany a opét podrobeny promeéteni
velikosti ¢astic. Vysledky méteni poukéazaly na skutecnost, Ze pii sonikaci dochéazi k ¢astec-
nému rozpadu komplexu na mensi ¢astice. V ptipad¢ emulzi, pii jejichz tvorbé byly oba vyse
zminéné oleje stabilizovany komplexem o zastoupeni polymert v roztoku NaCAS/CHIT
0,5% /0,1% , doslo ke zna¢nému krémovani, a proto tyto emulze nebyly déale charakterizo-

vany.

V ptipadé slozeni komplexu NaCAS/CHIT 0,1/0,05 (%) byly emulze pomoci sonikace
uspesné pripraveny. Vlastnosti pouzitého komplexu a vysledné hodnoty velikosti emulznich
kapek vzniklych sonikaci jsou uvedeny v Tabulce 6. Velikost kapek emulzi je také zndzor-
néna pomoci distribu¢nich kiivek na Obrazku 11 a 12, ze kterych je patrné, ze distribuce
byly v méfené oblasti monomodalni, ale vzhledem k piku pozorovaném ve velikostni oblasti
> 5 um je ve vzorcich mozné o¢ekavat i pfitomnost emulznich kapek vyrazné vétsich, které

ale nejsou pfistrojem detekovany.
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Tabulka 6. Charakteristika pouzitych sonikovanych komplexit a emulzi vzniklych sonikact,

prumeérné hodnoty velicin a jejich smerodatné odchylky (SD)

Pouzity komplex Emulze
NaCAS/CHIT z-average £ SD z-average = SD

Olej PDI+ SD

[Yo] [nm] [nm]

Trikaprylin
0,1/0,05 268+17 . . 630423 0,38+0,07
/trikaprin

0,1/0,05 344435 Dodekan 463+6 0,32+0,02

Size Distribution by htensity
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Obrdazek 11: Distribucni kiivka velikosti emulznich kapek s obsahem
Trikaprylinu/trikaprinu.
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Obrazek 12: Distribucni krivka velikosti emulznich kapek s obsahem dodekanu.
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ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo formulovat emulze O/V s pomérem 10:90, ve kterych byla
stabilizace olejové slozky v disperznim prostiedi provedena za pomoci komplexii dvou bio-
polymerii. Komplexy byly tvofeny kaseindtem sodnym (CAS), jakozto proteinovou slozkou
a chitosanem (CHIT), piedstavujicim polysacharidovou slozku komplexu. Nepolarni disper-
govanou fazi tvotily oleje dodekan, slune¢nicovy olej, bio olej z ¢erného kminu a trikapry-
lin/trikaprin. Zvoleny byly také dva emulgacni procesy, a to homogenizace vysokorychlost-

nim homogenizatorem a sonikace.

Z méfteni bylo zjisténo, Ze nejvetsi vliv na velikost ¢astic komplexii a vysledny zeta poten-
cidl, ma jak celkové mnozstvi obou pouzitych polymerd, tak i jejich vzdjemny pomér, vy-
jadteny mnozstvim CHIT v komplexu v poméru k celkovému mnozstvi CHIT a CAS. Se
vzrustajicim hmotnostnim zlomkem CHIT ve smési se umérné zvétSovala i velikost ¢astic

vzniklych komplext.

Podle namétenych dat velikosti ¢astic komplexti byly pro naslednou pfipravu emulzi vy-

brany komplexy se slozenim NaCAS/CHIT 0,5/0,1 a 0,1/0,05 (vSe v %).

Velikost kapek vyslednych emulzi piipravenych pomoci homogenizatoru v pfitomnosti uve-
denych komplexii se pohybovala v fadech mikrometri a emulze byly velmi nestabilni. Tato
studie vSak poskytla informaci, zZe nejlepsi emulze lze pfipravit s olejovou fazi tvotenou do-
dekanem a trikaprylinem/trikaprinem. Kvalitngj$i emulze pak byly pfipraveny pomoci soni-
katoru, a za ptitomnosti obou posledné¢ jmenovanych olejti. I pies vyrazné mensi velikost
emulznich kapek ziskanych sonikaci (olej dodekan 463+6 nm, olej trikaprylin /tri-
kaprin 630+£23 nm) nebyla stabilita téchto emulzi uspokojiva a dochazelo k jejich rozpadu

krémovanim.

Bakalarské prace prokézala, ze vhodnou kombinaci CAS a CHIT lze ptipravit jejich kom-
plexy s pfiznivymi vlastnostmi vhodnymi pro stabilizaci emulzi. Vlastni ptiprava emulzi ob-
sahujicich jako olej dodekan 1 trikaprin/trikaprilin vSak nepfinesla o¢ekavané vysledky. So-
nikaci byly sice emulze GspéSné piipraveny, ale jejich stabilita byla nedostacujici. Pfesto lze
z perspektivniho hlediska povazovat emulze stabilizované komplexy protein-polysacharid

za slibné nosice aktivnich latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CMC
CHIT
HCl
max.
NaCAS
NaCAS/CHIT
NaOH
o/v
obj. %
PAL
PDI
tzv.
V/O

7p

kritickd micelarni koncentrace
chitosan

kyselina chlorovodikova
maximalné

kaseinat sodny

komplex kaseinat sodny, chitosan
hydroxid sodny

olej ve vodeé

objemovych procent
povrchov¢ aktivni latka

index polydisperzity

tak zvané

voda v oleji

zeta potencial
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