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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva piipravou nanocastic ligninu a jejich vyuzitim
jako stabilizatorGi Pickeringovych emulzi. Teoreticka Cast diplomové prace je vénovana
charakterizaci ligninu od jeho struktury az po specifické vlastnosti, diky kterym se tomuto
materidlu v souCasnosti vénuje Siroka Skdla studii. Experimentdlni ¢ast je zamétena
na pfipravu ligninovych nanocéstic riznymi metodami. Nanocastice ligninu
byly pfipravovany metodou piikapavani a dialyzy do Ctyf organickych rozpoustédel.
Ligninovymi nanoc¢asticemi byly nasledné stabilizovany Pickeringovy emulze s jojobovym
olejem, ktery vykazuje dobré vlastnosti pro lidskou pokozku. Pfipravené nanocéstice
1 emulze byly charakterizovany zejména =z pohledu jejich velikosti, stability

nebo morfologie.

Kli¢ova slova: lignin, nanoc¢astice ligninu, Pickeringovy emulze

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the preparation of lignin nanoparticles and their use
as stabilizers of Pickering emulsions. The theoretical part of the thesis is devoted
to the characterization of lignin from its structure to its specific properties, which have led
to a wide range of studies on this material. The experimental part is focused
on the preparation of lignin nanoparticles by different methods. Lignin nanoparticles were
prepared by the method of addition and dialysis in four organic solvents. The lignin
nanoparticles were then stabilized by Pickering emulsions with jojoba oil, which shows good
properties for human skin. The prepared nanoparticles and emulsions were characterized

mainly in terms of their size, stability or morphology.

Keywords: lignin, lignin nanoparticles, Pickering emulsions
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UvVOD

Lignin patfi mezi nejrozsifenéjsi obnovitelny biopolymer na Zemi, ktery se v posledni dob¢
t&si velké pozornosti diky svému Sirokému aplika¢nimu potencidlu v riznych priimyslovych

odvétvich.

Lignin je vysoce rozvétvena, amorfni biomakromolekula skladajici se z trojrozmérné sité
slozené ze tii fenylpropanovych jednotek. Obecné lignin charakterizuje mnoho funk¢nich
skupin, které jsou pfitomny v jeho struktufe a tim disponuje hned nékolika dobrymi
vlastnostmi jako je ochrana proti UV zafeni, nebo vykazuje antimikrobidlni ¢i antioxida¢ni

aktivitu.

Nepravidelna morfologie a velikost ligninovych ¢astic jsou hlavni faktory ovliviiujici vyuziti
tohoto materidlu v systémech s pfidanou hodnotou. Z tohoto divodu se lignin pfeménuje
na nanocastice ligninu, které maji vétsi specificky povrch, ¢imz se zvySi naptiklad
jeho antioxidacni aktivita. Bylo vyvinuto hned nékolik metod ptipravy, kdy se prakticka ¢ast
této prace zamétuje na metody precipitace, a to antirozpoustédlem a dialyzou. Pfipravené
ligninové nanocastice maji Siroké moZnosti primyslového vyuziti. V kosmetickém
a farmaceutickém primyslu mohou najit tyto nanocéstice uplatnéni v systémech

pro podavani 1éCiv, v ptipravcich na ochranu proti sluneCnimu zafeni nebo pro stabilizaci

Pickeringovych emulzi.

Pickeringovy emulze stabilizované nanocésticemi se fadi mezi nejvice studované systémy
vlivem snadné vyroby a vynikajici stabilité. Emulze jsou atraktivni pro svou Sirokou §kélu
aplikaci, jako je zvySené uvoliiovani 1éCiva nebo zlepsena stalost emulze na ktizi. Konkrétné
Pickerinogovy emulze stabilizované ligninovymi nanocasticemi lze vyuzit v kosmetickém

primyslu v opalovacich krémech k ochrané lidské pokozky ptfed UV zafenim.

rowr

V praktické ¢asti této diplomové prace byly pfipraveny nanocastice ligninu, které se poté
vyuzily pro stabilizaci Pickeringovych emulzi. Byla porovndna Gc¢innost metod pfipravy
nanocastic a vliv ¢astic na stabilitu Pickeringovych emulzi. Jak nanocéstice, tak emulze byly
charakterizovany méfenim velikosti Castic, zeta-potencidlu, byla zkoumdna morfologie

¢astic nebo emulgacni efektivita.
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I. TEORETICKA CAST
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1 LIGNIN

Lignin, odvozeny z latinského slova pro dievo, tj. lignum, je druhym nejrozsifenéjSim

obnovitelnym biopolymerem na Zemi [1].

Je rovnéz nejrozsifenéjSim vedlejSim produktem celulézo-papirenského pramyslu,
kdy v poslednich letech ptitahuje zvySenou pozornost diky svému potencidlu v piipraveé
riznych materialti. Cehoz se vyuziva ve znacné Skale aplikaci, zejména u dispergacnich

¢inidel, pojiv, polymernich materiali nebo biopaliv [2, 3].

Diky mnoha funkénim skupinam ptitomnych v jeho struktuie lignin disponuje hned nékolika
dobrymi vlastnostmi, jako je ochrana proti ultrafialovému zafeni, antioxidacni

¢1 antimikrobialni aktivita [4].

1.1 Chemicka struktura

Lignoceluloza ptedstavuje nejlevnéj$i obnovitelny materidl ziskany ze difeva a rostlin,
ktery je slozeny piedevSim ze tii zdkladnich makromolekul, a to celulézy, hemicelulozy
a ligninu (viz Obrazek 1). Pravé biomasa procentualné¢ obsahuje 35-50 % celulozy,
20-35 % hemicelulozy a 10-25 % ligninu. Molekuléarni struktura ligninu je velmi zavisla
na druhu dfeva, rostliny, lokalité a na procesech extrakce. OdliSné typy ligninu obsahuji
ruzné funkéni skupiny, a tudiz vykazuji 1 odliSnou molekulovou hmotnost ¢i prvkoveé
sloZeni. Strukturu ligninu je ztéchto divodi nesmirné komplikované a obtizné urcit.
Jde o amfifilni polymerni materidl, kde je hlavni fetézec hydrofobni povahy,
zatimco pritomné funkéni skupiny vykazuji hydrofilni charakter. Jedna se o fenolické
a alifatické hydroxylové skupiny, methoxylové skupiny, karbonylové nebo fenylové
skupiny, které jsou velmi dalezitymi aktivnimi misty pro pfipadné chemické modifikace

3, 5, 6].
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Obrazek 1 Struktura lignocelulozového materialu, upraveno dle [5]

Obecné je ale lignin vysoce rozvétvend, amorfni biomakromolekula sloZena z trojrozmérné
sité¢, kterd se sklada ze tii zdkladnich fenylpropanovych jednotek. Témito monomery
jsou p-kumaryl alkohol, koniferyl alkohol a sinapyl alkohol, (viz Obrazek 2). Tyto jednotky
jsou spojeny tfadou vazeb, predev§im etherovymi a C-C vazbami, zdkladni jednotky

se nazyvaji monolignoly [3].

CH,OH CH,OH CH,OH
a P L Z
1
6 2
5 3
p OCH,  H3CO OCHj
OH OH OH
p-kumaryl alkohol koniferyl alkohol sinapyl alkohol

Obrazek 2 Struktura zakladnich monolignolu, upraveno dle [1]
Ukladani ligninu v bunééné sténé je dilezitym faktorem pro vyvoj rostlin, jelikoz zajistuje
tuhost a pevnost bunécné stény a poskytuje mechanickou oporu rostlinnym bunkam.
Lignin v rostlinach ptsobi jako lepidlo, které spojuje hemicelulézu a celuldzu, diky némuz
je umoznén transport rozpusténych latek a vody v cévnim systému a ochrana buiky

pied patogeny [5].
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1.2 Metody extrakce

Rozmanitost ligninovych struktur zavisi pfedevsim na jejich rGznych zdrojich, typech,
a purifikacnich nebo extrak¢nich metodach. Pravé odlisné extrakéni metody a postupy
rozvlaknovani vytvareji lignin s riznou strukturou a vlastnostmi, které poté ovliviiuji dalsi
vyvoj nebo pouziti. Obecné lze lignin izolovat pomoci kraftovaciho, sodného, sulfatového

nebo organosolv procesu, anebo enzymatické hydrolyzy (viz Obrazek 3) [1, 7].

[ Extrak¢ni procesy ]
Procesy Procesy
zahrnujici siru nezahrnujici siru
[ Kraft proces J [ Sulfitovy proces ] [ Organosolv ] [ Soda proces ]
170 °C; NaOH +Nay$ 140 °C; 803 + Na*/Ca*/Mg*/NH4* 150-200 °C; AcOH 150-170 °C: NaOH

HCOOH/EtOH/HO

U U U @

Kraft lignin Lignosulfonatovy lignin Organosolv lignin Soda lignin

Obrazek 3 Souhrn extrakcnich metod pripravy ligninu z lignocelulozové biomasy,
upraveno dle [8]

1.2.1 Lignosulfonatovy lignin

Lignosulfonat se pfipravuje procesem sulfitového rozvldknovani obsahujici reakce
mezi ligninem a sifiitanovymi solemi, nebo sifi¢itymi kyselinami a sodikem, vapnikem
nebo hoicikem jako protiionty. Reakce probihd pii teplot¢ 120—180 °C za urcitého pH
(kyselé, alkalické, neutralni), po dobu 1-5 hodin. Tento lignin obsahuje sulfonové skupiny,
které spolu s dal$imi hydrofilnimi (karboxylovymi a fenolickymi, hydroxylovymi)
skupinami zajist'uji vyrazné zlepSeni rozpustnosti lignosulfonatu ve vodé€. Ve své struktute
obsahuje i1 hydrofobni (alifatické a aromatické) skupiny, proto je povazovan za aniontovou
povrchové aktivni latku. Tim, Ze je rozpustny a caste¢né povrchové aktivni,
tak se lignosulfonat Siroce vyuziva v komercnich oblastech, jako jsou dispergatory barviv,
¢inidla snizujici obsah vody v betonu, dispergatory vodni uhelné kase a kalt, dispergacni

¢inidla pro ropné vrty a pesticidy. Pii této extrakci jsou vyhodami Siroké zdroje surovin,
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nizké naklady a Setrnost k zivotnimu prostfedi. Naopak nevyhodou je strukturdlni zména
ligninu v disledku tvorby novych C-C vazeb a nizka Cistota po izolaci, kde se nachazi

vysoky obsah jinych necistot, naptiklad popela [3].

1.2.2 Kraft lignin

Na rozdil od lignosulfonatu je sulfatovy lignin pfipravovan z procesu sulfatové vyroby
buni¢iny, kterd tvofi nejvétsi podil primyslového ligninu. Proces se provadi pii vysoké
teploté a vysokych hodnotach pH. Nejdiive se lignin upravi hydroxidem sodnym pfi teploté
170 °C v rozmezi hodnot pH 13—-14. Dochdzi tak ke $tépeni etherové vazby a zavedeni
fenolickych hydroxylovych skupin. Timto procesem dochazi k solubilizaci ligninu.
Poté nasleduje oddéleni ligninu od zbyvajicich alkalickych roztokl vlivem metody srazeni
kyselinou (naptiklad kyselina sirovd), kdy hodnota pH klesne na 5-7,5. Ziskany sulfatovy
a anorganickych necistot. Naopak obsahuje mens$i mnozstvi siry, kdy v disledku dochazi
k hor$i rozpustnosti ve vodé. Kraft lignin je hydrofobni a neni aktivni chemickou
slouceninou, pokud neni modifikovan za ucelem zlepSeni jeho reaktivity. Tento lignin
se nejcastéji vyuziva jako biopalivo a biochemikélie po chemické pyrolyze nebo degradaci

3, 9].

1.2.3 Organosolyv lignin

Organosolv lignin se pfipravuje z buni€iny zpracovanim lignocelul6zové biomasy za vyuziti
organickych rozpoustédel jako delignifika¢nich ¢inidel. Pfi tomto procesu se pouzivaji rizna
rozpoustédla, jako jsou ethanol, methanol, aceton, glycerol, ethylenglykol, dioxan
nebo organické kyseliny. Casto se misi svodou, a to pfi teplotich 170-190 °C.
Neékdy se do procesu ptipravy pridava kysely nebo zasadity katalyzator z divodu vyroby
vysoce kvalitniho ligninu. Vysledny lignin se vyznacuje niz§i molekulovou hmotnosti
siru a tim si zachovava pfirozenou strukturu. Navzdory vyhoddm se organosolvovy lignin
obtizné vyrabi ve velkém métitku. Diivodem je rozsahl4 koroze zatfizeni a zna¢né naklady

na pouzitd rozpoustédla [3].
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1.2.4 Soda lignin

Soda lignin (alkali lignin) je ziskdvan procesem rozvladkiovani v pfitomnosti hydroxidu
sodného. Béhem typického procesu vyroby se lignocelulozovd biomasa Stépi piidanim
vodného roztoku hydroxidu sodného za pouziti katalyzatoru antrachinonu. Cela pfiprava
probiha pfti teplotach 140—-170 °C. V disledku oxidace alifatickych hydroxylovych skupin
obsahuje piipraveny lignin znaéné mnozstvi karboxylovych kyselin, coz ztéZuje regeneraci
filtraci nebo centrifugaci. AvSak vyrobeny lignin neobsahujici siru ma vyhody pro dalsi

aplikace s vysokou ptidanou hodnotou, kterymi jsou bioplasty a kompozity [3].

1.2.5 Enzymaticka hydrolyza

Lignin se ziskdva z procesu enzymatické hydrolyzy, ve kterém jsou enzymy celulazy
a hemiceluldzy vyuzivany k degradaci celulézy a hemiceluldézy v biomase. Pfi¢emz lignin
zustava jako nerozpustny pevny zbytek. Tento cely proces disponuje fadou ekologickych
vyhod a je ndkladové efektivni. Lignin opét neobsahuje siru, tudiz vykazuje velmi nizkou
rozpustnost ve vodé nebo nékterych organickych rozpoustédlech. Ma vsak blizsi strukturu
podobajici se nativnimu ligninu nez ostatni druhy, které byly ziskany jinym zplsobem

extrakce. Vyuziti nachézi jako dispergac¢ni €inidlo, sorbent, emulgator ¢i pojivo [3].

1.3 Vlastnosti a vyuziti ligninu

Lignin pfedstavuje obnovitelny polymer a je vedlejSi produkt celulézy a papirenského
primyslu, coZ z néj ¢ini odpadni material s potencialem pro vyuziti pfi ptipravé novych

materialti [7].

Stérickeé castice na bazi polymerid jsou v poslednich letech velmi popularni diky jejich
nizkym vyrobnim nékladlm, udrzitelnosti, netoxicité a vysoké dostupnosti. Pravé lignin
se stal oblibenym materidlem pro vyrobu téchto ¢astic. Pfitomnost riznych funkénich skupin
vede ktad€ odlisSnych vlastnosti, ¢ehoz vyuziva velkd tfada pramyslovych odvétvi

(viz Obrazek 4) [7].
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Obrdazek 4 Priklady vyuZiti ligninovych cdstic v riiznych odvétvich, upraveno dle [7]

Nizka rozpustnost, u¢inek blokovat UV zéfeni nebo vysoka stabilita umoziiuji Siroké vyuziti
ligninu. V biomedicing se lignin vyuziva jako systém pro podavani 1é¢iv a regeneraci tkani,
jakoZzto 1 pro fizené uvoliiovani, nebo v biosenzorech. V kosmetickych ptipravcich se lignin

muze vyuzivat predevs§im jako blokator UV zafeni v krémech na opalovani [7].

Lignin lze vyuzit 1 vzeméd¢€lstvi, naptiklad pii ochrané plodin. Dale se pouziva
jako zpeviujici plnivo nebo prekurzor uhliku. V oblasti inteligentnich materiali bylo vyuziti

zaméfeno na lignin a kompozity z termoplasti, elastomerti a pénovych materiala [1].

1.3.1 Lignin jako UV blokator

Lignin je latka schopna plisobit jako blokator slune¢niho zateni v Sirokém spektru vinovych
délek. Uginnost této makromolekuly jako néhradni slozky sluneéni ochrany zavisi mimo jiné
na zdroji, sloZeni a na jeho specifické strukture. Mechanismus jeho pisobeni je zndzornén
na Obrazku 5. Jestlize se lignin vhodnymi metodami upravi, mé velky aplikacni potencial

praveé v kosmetickych ptipravcich na slunéni [10].
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Obrazek 5 Mechanismus pusobent ligninu v pripravcich proti UV zdreni,
upraveno dle [11]

Materidly na bazi ligninu se vyuZivaji jako blokatory UV zafeni ve zdravotnictvi
nebo kosmetice, kde se mohou nachéazet v opalovacich krémech s ochrannym faktorem
(SPF). Avsak hodnota SPF neupraven¢ho ligninu je nizkd, a proto nemusi uspokojovat
naroky konecného spotiebitele. V souCasné dobé¢ je hlavnim problémem ligninu,
jakoZzto u€inné latky v opalovacich ptipravcich, jeho struktura. Prave struktura ligninu byva
po procesu rozvlaknovani siln€ narusena, protoze pifi tomto procesu dochazi ke kondenzaci
zna¢ného mnozstvi chromoforti a struktur, coz mé za nasledek tmavsi barvu ligninu.
Tato tmava barva neni v krémech Zadouci, proto spotiebitelem neni Uplné¢ vyhledavana

[1, 10].

Lignin je material, ktery mé vysoce aromatickou a konjugovanou strukturu, diky tomuto
uc¢innému systému absorbuje UV zafeni a hojné¢ se vyuzivd v optoelektronice
nebo v potravinaiském prumyslu. UV absorpéni zatizeni, kterd se vyuzivaji v jiz zminéné
optoelektronice, jsou napiiklad soldrni ¢lanky, organické svételné diody nebo vyroba
kontaktnich c¢ocek. Vyuziti biologickych absorbenti UV zafeni, napiiklad ligninu,
v elektronickych zatizenich umozZiuje jakési omezeni poruch zpisobenym nadmérnému
vystavovani pravé UV zafeni. Dale funguji jako i1 ochrana jiz zminénych soucastek.
V potravinaiském primyslu se zvazuje vyuziti v oblasti baleni potravin, kde se ocekava,
ze pouzity materidl bude prihledny pro viditelné svétlo a neprihledny v UV oblasti,

aby chranil potraviny pfed oxida¢nim znehodnocenim, zménou barvy ¢i ztratou chuti
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zpisobenou timto zafenim. Zaroven je rovnéz dulezité se vyhnout ucinkiim UV zafeni,
jelikoz vyvolava oxidaci lipidd v potravinach obsahujicich velké mnozstvi nenasycenych
mastnych kyselin. Vzhledem k vyjimecnym vlastnostem fenolickych hydroxylovych skupin,
které¢ chrani pfed UV zéfenim, je lignin rovnéz vhodnym materidlem pro vyrobu UV

absorp¢nich kompozitii a nanokompozitt [1].

1.3.2 Podavani lé¢iv a biomedicinské aplikace

Materialim na bazi ligninu je vénovana pozornost 1 v biomedicinském odvétvi. Ve vyvoji
ekologickych medicinskych materiali je moZzné vyuzit i ligninovych extraktl. VyuZiti
ligninu a jeho derivati sméfuje predevSim k ndvrhu a vyrobé inovativnich [éCiv
s osteoprotektivnimi,  kardioprotektivnimi,  protizanétlivymi,  neuroprotektivnimi
nebo imunoprotektivnimi vlastnostmi. Ve zdravotnickych a biomedicinskych aplikacich
lze materidly na bazi ligninu diky jeho antioxidacnim, antimikrobialnim, antimutagennim
¢i protizanétlivym vlastnostem vyuzit napiiklad v tkanovém inzenyrstvi [1].

Lidskd ktize je bariérou proti vnéjSimu prostiedi, kde je velmi dualezité rychlé hojeni
poskozené tkan€ po zranéni. Byly navrzeny systémy pro rychlejsi hojeni ran
napf. s kurkuminem, ktery taktéz vykazuje antioxidani a protizanétlivé vlastnosti.
Tyto systémy jsou biokompatibilni a nejsou zaroven nikterak cytotoxické pro koZni bariéru,
kde je moznym ukazatelem zarucend proliferace bunék béhem hojeni ran. OSetfeni timto
systémem ligninovych nano€astic s kurkuminem vykazuji lepSi uzavieni koZni rany.
Nicméné terapeutické vyuZiti je omezeno Spatnou biologickou dostupnosti a propustnosti
vlivem nizké rozpustnosti a stability [1].

Ligninové castice mimo jiné tvoii jednu z nejslibngjSich aplikaci pii pifipravé systémi
dodavani 1éc¢iv. V posledni dobé srostoucim poctem novych nespecifikovanych
onemocnéni, se za¢ind pracovat na novych metodach, jak zlepsit kvalitu zivota pacienttl.
Castice na bazi ligninu nabizeji tepelné stabilni vlastnosti reagujici na pH s velmi vysokou
ucinnosti enkapsulace. ObsaZené aktivni latky jsou uvnitf ligninové kapsle vyborné
chranény, coz znaci kvalitni biologickou dostupnost a distribuci. Cilené dodavani 1é¢iv mtze
byt efektivnéjsi, diivodem je rychly rozpad castic vlivem ptitomnosti enzymu s rychlym
uvolnénim G¢inné latky, bez zvyseni vedlejsich G¢inki ¢i cytotoxicity ke zdravym bunikdm

[7].
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1.3.3 Baleni potravin

[ 24

technologii pro jejich konzervaci. Vyvoj aktivnich obali je vhodnou moznosti,
jak prodlouzit trvanlivost potravin. Jednou z moznosti je vyuziti antimikrobidlnich latek
ziskavanych z pfirodnich zdroji. Ke zvySeni cinnosti téchto obalG se vyuZzivaji rGzné
metody a technologie. Jednou =znich je nanoenkapsulace, kdy nanonosice
s antimikrobidlnimi latkami jsou schopny zajistit fizené¢ uvoliiovani antimikrobidlni latky
bchem jejich skladovani. Ligninové extrakty mohou byt vyuzivany ke stabilizaci potravin
a potravinarskych vyrobkt, krmiv, a to vzhledem k jejich antimykotickym, antiparazitnim

¢i antioxida¢nim u¢inkam [1].
1.3.4 Sanace Zivotniho prostiedi

Vzhledem ke stile vyraznému poctu probléml zivotniho prostiedi se hledd vhodna
alternativa vysoce aktivniho a levného materidlu, ktery by mohl alesponn z Casti tyto
problémy eliminovat. Jednim ze znecistujicich latek, které jsou Skodlivé pro ekosystém
a zivotni prostfedi, jsou barviva z textilniho primyslu. Kationtova barviva, jako je naptiklad
methylenova modf, jsou obsaZeny ve znaéném mnozstvi odpadnich vod, coz zplsobuje fadu
vaznych problémi. Pokud je voda nedostate¢né vycisténa, mohou se u lidské populace
objevit zdravotni problémy piedstavujici poruchy reprodukce nebo mutagenni UcCinky.
Vzhledem ke slozité chemické struktufe jsou tato barviva odolnd vic¢i zpisobim cisténi
odpadnich vod zaloZenych na aerobni biodegradaci. Pro Gpravu a sniZeni barviv by mohlo
byt vyuzito adsorpéni €isténi, které je vhodné a levnéjsi. Vyvoj riznych novych a cenové
dostupnych adsorpénich materidli s uspokojivym vykonem odstraniovat kationtova barviva
je nezbytny pro ochranu zivotniho prostiedi. V posledni dobé€ se objevuji levné adsorbenty
z obnovitelné biomasy, kterymi jsou kokosovd vldkna, piliny a lignin. Praveé lignin,
at’ uz v nativni nebo modifikované formé, lze pouzit pro odstraniovani téchto barviv,

kdy jeho maximalni adsorpcni kapacita zavisi na zdroji ligninu a jeho chemické modifikaci

[1].
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2 LIGNINOVE NANOCASTICE

Lignin je nejrozsifenéj$i methoxylovana polyfenolova sloucenina, kterd je ptitomna
v ptirod¢€. Je povazovan za molekulu s vysokym potencialem a s vynikajicimi vlastnostmi,
jako jsou netoxicita, vysoky vynos, ptivod z udrzitelnych zdroji ¢i nizkd cena. Bohuzel

se znac¢na ¢ast ligninu stale spaluje pro energetické ucely [12].

Velikost castic a nepravidelnd morfologie jsou hlavnimi faktory, které omezuji vyuziti
ligninu v materidlech s vysokou ptidanou hodnotou, avSak neddvné studie ukazaly, ze tyto
nedostatky lze prekonat. Metoda spociva v preméné ligninu na nanocastice ligninu.
Pravé biologicka aktivita ligninu souvisi se specifickym povrchem a velikosti ligninu.
Ve srovndni s mikronovymi nebo vétSimi Casticemi maji ligninové nanocéstice vétsi
specificky povrch, tudiz je jejich vyuziti vyssi [12].

Pfemeéna na ligninové nanocastice umozni, aby obvykle ve vod€ nerozpustny lignin vytvoftil
stabilni koloidni disperze. Navic se naptiklad zvysi jeho antioxidacni aktivita vlivem vys$siho
specifického povrchu. Samotny povrch nanocéstic 1ze snadno chemicky modifikovat diky
velké dostupnosti funkénich skupin, jako jsou fenolické hydroxylové, karboxylové

¢1 alifatické skupiny [1].

2.1 Vlastnosti

Na rozdil od surového ligninu, ktery je tvofen nepravidelnymi ¢asticemi rliznych tvar
nebo velikosti, nabizi vyroba nanoc¢astic morfologickou kontrolu nad velikosti, tvarem ¢astic
a vubec celou strukturou ligninu. Za ucelem =zlepsit vyuzitelnost ligninu pro rizné
primyslové oblasti je nutné ptistoupit k chemické modifikaci, frakcionaci za icelem srazeni
do submikronovych ¢astic pro snadnéjsi dispergaci nebo tvorby homogennéjSich vzorku.
Pfeména ligninu na nanocéastice ma oproti pouZiti nativniho ligninu vyhody,
jelikoZ nanocastice maji dobré vlastnosti. Mezi né se fadi zvySena elektrostaticka repulze
pro vyssi stabilitu, nebo niz8i povrchova energie a vysoka celkova plocha na jednotku

hmotnosti, ktera je odvozena od velikosti nanocastic [1].
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2.2 Metody pripravy

Pro ptevedeni rtiznych druhti ligninu na nanocastice bylo vyvinuto nékolik metod, naptiklad
srazeni proti rozpoustédlu/vymeény rozpoustédla, mezifazova vymeéna a mezifazové srazeni,

sitovani, polymerace ¢i dialyza [13].

Na Obrazku 6 jsou zobrazené nékteré z jiz zminénych metod piipravy. Kazdd metoda
ma své vyhody a omezeni, pokud jsou vyuzity pro syntézu nanocastic. Je tieba volit vhodnou

metodu ptipravy, aby bylo dosazeno pozadovanych velikosti a tvaru [1].

Lignin

v rozpouitédle
Voda/
antirozpoustédlo

a) b) c)

Obrazek 6 Priprava nanocastic ligninu metodou a) prikapavanim ligninu
do vody, b) prikapavanim vody do ligninu, c) dialyzou, upraveno dle [14]

2.2.1 Precipitace antirozpoustédlem

Nejbeézné&jsi postup pripravy pravidelnych sférickych ligninovych nanocastic je precipitace
antirozpoustédlem, kde se nejCastéji vyuzivaji rozpoustédla, jako jsou tetrahydrofuran,
dimethylsulfoxid, ethanol nebo aceton. Touto metodou se ziskaji rovnomérné velikosti,
hladky povrch a pravidelny tvar nanocastic, coz je rozhodujici pro dosazeni koloidni
stability. Nicméné morfologie a homogenita nanocastic pripravenych touto metodou se lisi
v zé&vislosti na kvalité ligninu, jelikoz kazdy vykazuje odliSné vlastnosti (naptf. molarni
hmotnost, fenolické hydroxyskupiny, &istotu, rozpustnost). Castice piipravené touto
metodou se vyuzivaji v riiznych oblastech, v¢etné stabilizace emulzi ¢i podavani 1é€iv [13].
Dalsi moznosti je rozpusténi ligninu v ethylenglykolu, tento postup je vhodny piedev§im
diky vysoké rozpustnosti sulfatového ligninu v tomto rozpoustédle. Nanocastice ptfipravené
pomoci precipitace antirozpoustédlem nebo dialyzy vykazuji zajimavé antioxidacni,
antikorozni nebo antimikrobialni vlastnosti. Takto pfipravené nanocastice jsou stabilni

a odolné vici vysokym hodnotam pH [15].
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2.2.2 Polymerace

Metoda syntézy nanoCdstic na bazi ligninu spociva v procesu roubovani
2-(diethyl-amino)ethylmethakrylatu na alkalicky lignin prostiednictvim radikalové
polymerizace s pfenosem atomu. Pfipravené nanocastice se mohou vyuzit
do Pickeringovych emulzi, coz pfedstavuje inovativni piistup ve vyvoji ligninovych

nanocastic s vysokou pfidanou hodnotou [3].

2.2.3 Superkritické antisolventni sraZeni

Technologie superkritického srazeni je casto vyuzivand v oblasti pfipravy nanocéstic
riznych materidli. Diivodem je mnoho vyslednych unikatnich fyzikalnich a chemickych
vlastnosti. Principem technologie superkritického antisolventniho srazeni je fakt,
ze rozpustnost ligninu v superkritické kapaliné CO; je mensi nez rozpustnost v rozpoustédle.
Rozpustnost ligninu v ptivodnim rozpoustédle se snizuje, kdyz se superkriticka kapalina
rozpusti v roztoku. Vytvofi se vysoky stupen nasyceni, vlivem vysrazeni vysoce Cistych
nanocastic ligninu. Vyhodou této piipravy je uzka distribuce a mala velikost ¢astic vlivem
nizké viskozity a nulového povrchového napéti superkritické kapaliny. Kromé téchto vyhod

je i pouzivany CO; netoxicky a levny [16].

2.2.4 Ultrazvuk

Metoda pfipravy nanocastic ultrazvukem se jiz pouziva pro syntézu biopolymerd,
jako je celuldza nebo chitosan. Ultrazvukova kavitace zptisobuje rozpad polymeru, rozruseni
chemickych vazeb a néaslednou tvorbu radikalt vlivem vysoké teploty a tlaku generovanych
béhem kavitace. Principem je rozbijeni molekularnich vazeb ligninu ultrazvukovou energii.
Makromolekularni lignin se rozpad4d za vzniku nizkomolekuldrniho ligninu, coZ znaci
1 zmenSeni velikosti Castic. Pii této metod¢ se ziskaji Castice vykazujici dobrou stabilitu

s velmi nizkou tendenci sedimentovat [16].

2.2.5 Homogenizace

Proces dispergace a homogenizace Castic ligninu v suspenznim nebo emulznim systému
probihd homogenizaci s vysokym smykem. Na rozdil od pfipravy nanocastic ultrazvukem
jsou chemické vazby ligninu rozruSeny ptisobenim vysoké smykové sily. Nanocastice

ligninu maji horsi stabilitu a vice sedimentuji, nez u pfipravy ultrazvukem [16].
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2.2.6 Dialyza

Ze sférickych ligninovych ¢astic, které¢ jsou ziskdvany rozpusténim sulfatového ligninu
v organickém rozpoustédle, se ziskaji nanocastice naslednym zavedenim vody do systému
dialyzy. Roztok ligninu v rozpoustédle je umistén do dialyzacni membrany, kde je poté
ponofen do vody. Dochazi k vyméné rozpoustédla za vodu. Cely tento proces trva po dobu
nejméné 24 hodin, je velmi jednoduchy a nezahrnuje zZadnou chemickou tpravu ligninu.
V této metodé¢ voda pusobi jako antirozpoustédlo, snizuje stupné volnosti ligninu,
kdy v disledku tohoto jevu zplsobuje segregaci hydrofobnich oblasti na kompartmenty
uvniti tvoficich se nanocastic. Vysledna velikost vzniklych nanocastic zavisi na koncentraci
rozpusténého ligninu pied dialyzou, pouzitém rozpoustédle nebo pH. Obecné ale maji

ziskané nanocastice vybornou stabilitu [3, 17].

2.3 Vyuziti ligninovych nanocastic

Castice ligninu v mikro/nano méfitku se t&§i velkému zdjmu vzhledem k rozsahlym
moznostem vyuziti. Lze je pouZit jako dispergatory, v technickych a biomedicinskych
lepidlech, uspéSn¢ se vyuzivaji 1 ke zpevnéni fenolovych pén. V kosmetickém
a farmakologickém primyslu ligninové nanoc¢astice mohou najit uplatnéni v pfipravcich
na ochranu proti slune¢nimu zateni, pii stabilizaci Pickeringovych emulzi nebo k pfenosu
iontl stiibra a jejich nanocastic. Kromé toho byly nanocastice Siroce zkoumany v systémech
pro podavani 1é¢iv, proto by mohly byt potencialnim prekurzorem pro aplikace pii podavani
1é¢iv. Dale se hojné vyuzivaji jako plniva pro zvySeni mechanicke, tepelné a antimikrobialni
ucinnosti. V neposledni fad€ nachéazeji uplatnéni 1 jako plniva pro zvySeni kvality a u¢innosti
chemickych vlastnosti polymernich smési a biokompozitli v biomedicinskych aplikacich.
K feSeni téchto potencialnich aplikaci je zapotiebi cela fada vyrobnich postupii pro pifipravu

jak mokrych, tak suchych ¢astic ligninu riznych tvara [1, 17].

2.3.1 Nosic protirakovinnych léciv

Chemoteraupetika maji nizkou klinickou u¢innost z divodu Spatné selektivity, stability
a nizké rozpustnosti. Vlivem téchto omezeni existuje celd fada nosi¢l léCiv,
které¢ se zkoumaji, aby cilen¢ dorucily protirakovinna léciva. Primarnim cilem je vyvoj
nosi¢li 1éCiv  vykazujici biokompatibilni a biologicky rozlozitelné vlastnosti.
Pravé proto mize byt vyuziti ligninovych nanocéastic zajimavé pii dodavani

chemoterapeutickych latek. Existuje né€kolik studii potvrzujicich pouziti nanocéstic
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jako potencidlnich nosici pro léc¢iva. Kromé toho lignin vykazuje antioxidacni
a protirakovinny potencidl, ktery mtize poskytnout synergicky tc¢inek v 1écbé rakoviny,
protoze studie potvrzuji, Zze jsou reaktivni formy kysliku zapojeny v karcinogenezi.
U pacientl s karcinomem bylo pozorovano zvysené mnozstvi markera oxida¢niho stresu.
Vyzkumy naznaCuji, Ze antioxidanty mohou pulsobit jako preventivni Ccinidla
proti rakovinnému bujeni. Z téchto diivodu je lignin vhodnym nosi¢em diky zminovanym
vlastnostem, ale také vzhledem ke skutecnosti, ze je schopny vychytavat volné radikaly diky

svym fenolickym hydroxylovym skupinam [18].

2.3.2 Antimikrobialni aktivita

Nanocastice ligninu, které jsou napusténé ionty stiibra a potazené vrstvou kationtového
polyelektrolytu vykazuji antimikrobidlni vlastnosti. Syntetizované ligninové nanocastice
prokazaly vynikajici schopnost pii zabijeni bakterii, jako je Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa apod., vlivem pfilnuti nanocastic k bunécné stén€¢ a negativnimu naboji.
Byla hodnocena antibakteridlni a protiplisiiova aktivita, kde castice vykazovaly
jak antifungalni, tak antibakteridlni aktivitu proti lidskym patogenim Staphylococcus

aureus, Aspergillus niger nebo Eschericha coli [19].

2.3.3 Tkanové inZenyrstvi

Lignin lze pfeménit na nanovldkna, hydrogely nebo dal$i nanokompozity pro tkanove
inZenyrstvi, coZ je slibny nastroj vyuzivany piedevSim k nahrazeni, opravé nebo posileni
funkce konkrétni tkdn€ nebo organu. Vyvoj struktur vhodnych pro bunéény rist in vitro
a in vivo pfedstavuje znacnou piekazku, kterou je tfeba v této technologii pifekonat.
Byly navrZzeny modely kopolymeru sestavajiciho z nanocéstic ligninu a poly(N-
isopropylakrylamidu), poly(ethylenglykolu) a poly(propylenglykolu) pomoci radikalové
polymerizace. Vzniklé systémy vykazovaly termogelujici chovani, diky ¢emuz je pouziti
téchto hydrogell vyhodné, jelikoz jsou injektovatelné a tvaruji se uvniti tkan€, coz eliminuje
pottebu chirurgického zdkroku. Dal§imi moZnostmi je naptiklad vyroba biokompatibilnich
elektrosptadanych nanovlaken kopolymeraci nanocastic ligninu na poly(methylmethakrylat)
pomoci radikdlové polymerizace a smichdnim s poly(e-kaprolaktonem). Tyto hybridni
nanokompozity vykazuji kladny charakter pfi proliferaci, pfichyceni a interakci lidskych

dermalnich fibroblastt [19].
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3 PICKERINGOVY EMULZE

Emulze je disperzni systém, ktery tvofi dvé vzajemné nemisitelné kapaliny, ve kterych jsou
kapicky jedné kapaliny rozptyleny ve druhé. Jedna se o opticky izotropni systém, tvofici
nano- nebo mikronové kapicky. Nabizi tak Sirokou Skalu aplikaci vyzadujicich uc¢inné
aplikacni systémy nebo makroskopické homogenni smési, jako napt. kosmetika, palivo,
jidlo, Sablony pro porézni materialy, tekuté emulzni a pénové filmy a dalsi. Tyto nano-
a mikroemulze ale vykazuji Spatnou stabilitu vlivem velkého mezifazového rozhrani.
Ke stabilizaci systému se proto pridavaji povrchové aktivni latky, které se diky svym
amfifilnim vlastnostem prednostné adsorbuji na nemisitelnych rozhranich kapalina-kapalina
a vedou tak k u¢innému sniZeni mezifdzové energie [20].

Emulze stabilizované pevnymi Césticemi se nazyvaji Pickeringovy emulze a jedna
se o stabiln¢jsi systémy nez emulze stabilizované povrchové aktivni latkou, kde rozdil mezi

témito emulzemi zobrazuje Obrazek 7 [20].

Voda Voda

SAE®e ] Devné Eastice
@‘ﬁ = 1 v

% Okj 8 oi @
2y q;% O

Klasicka emulze O/V Pickeringova emulze O/V

Obrazek 7 Rozdil ve stabilizaci klasické a Pickeringovy emulze,
upraveno dle [21]

Pickeringovy emulze jsou velmi atraktivni formulace vzhledem k jejich silné podobnosti
s klasickymi emulzemi na bazi povrchové aktivnich latek. Jedna se o emulze jakéhokoli
typu, a to olej ve vodé (O/V) nebo voda v oleji (V/O), ¢i dokonce vicendsobné stabilizované
praveé pevnymi ¢asticemi. Tyto systémy si zachovavaji zakladni vlastnosti klasickych emulzi
stabilizovanych  povrchové aktivnimi latkami (emulgatory), zcehoz vyplyva,

ze Pickeringovou emulzi Ize ve vétSin€ aplikaci nahradit klasickou emulzi [21].
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3.1 Charakterizace Pickeringovych emulzi

Pickeringovy emulze stabilizované nanoc¢asticemi se fadi mezi nejvice studované systémy
diky jejich vynikajici stabilizaci kapicek emulze, snadné vyrobé nebo vysoké retenci
molekul aktivni latky. Existence Castic na rozhrani mezi vodnou a olejovou fazi poskytuje
vysokou stabilitu, citlivost na podnéty ¢i nizkou toxicitu. Tyto pozitivni vlastnosti ¢ini
emulze atraktivnéjsi, napt. pfi aplikaci v biomediciné [22].

Pevné Castice, které Pickeringovy emulze stabilizuji, pfinasi t€émto systémum specifické
vlastnosti. Na rozdil od molekul povrchové aktivnich latek dochazi u pevnych ¢Eéstic
k nevratné adsorpci na rozhrani kapalina-kapalina vlivem jejich vysoké adsorpéni energie.
Castené smageni povrchu pevnych &astic olejem a vodou je ptivodcem velmi silného
ukotveni pevnych ¢astic na mezifazovém rozhrani. Diky tomuto jevu jsou Pickeringovy
emulze nejen stabilnéjs$i, ale vykazuji i vysokou odolnost proti koalescenci. Dale tyto emulze
neobsahuji povrchové aktivni latky, které maji iritacni potencidl. Emulze jsou atraktivni
pro Siroké oblasti pouziti, zejména v kosmetickém a farmaceutickém primyslu,

kde emulgatory vykazuji neptijemné Uc¢inky (drazdivost, hemolytické chovani,...) [20, 21].

3.1.1 Fyzikidlné-chemické vlastnosti Pickeringovych emulzi

Vhodnd piiprava stabilnich emulzi vyzaduje splnéni nékolika hlavnich kritérii,
zejména dlouhodobd stabilita viic¢i jakémukoli destabiliza¢nimu jevu jako je koagulace,
Ostwaldovo zrani nebo koalescence. Dlouhodoba stabilita je zavisla zejména na formulaci,
ale 1 na i¢inném procesu emulgace, jelikoz velikost kapicek se Casto fidi smykovou rychlosti
emulgacniho procesu. Fyzikdlni chemie jakékoli emulze, vCetné Pickeringovych emulzi
zahrnuje adsorpci Castic, stabilizaci kapicek adsorbovanymi ¢asticemi, reologické vlastnosti,
které tidi sedimentaci ¢i krémovani, a kinetiku adsorpce, kterd ovlivituje proces emulgace

[21].
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3.1.2 Morfologie pevnych ¢&astic

Pevné castice jsou jednim zvelmi dulezitych faktord, ktery ovliviiuje stabilitu
Pickeringovych emulzi. Tradi¢ni a nejCastéji vyuzivané Pickeringovy stabilizatory jsou
kulovité, ale existuje 1 fada jinych tvart, vcetné¢ vlocek, vlaken, jehli¢ek ¢i elipsoidnich
¢astic. Byly publikovany prace zaméfujici se primarné na mechanismus stabilizace téchto
emulzi pomoci nekulovitych pevnych ¢astic. Ty prokazaly stabilizaéni ucinek,
ktery se netyka pouze stérického efektu, ale mize byt vysledkem kapilarnich sil ptisobicich

na mezifazovém rozhrani voda-olej [23].

3.1.3 Adsorpce nanoc¢astic na rozhranich

Adsorpce pevnych ¢astic na mezifadzovém rozhrani olej-voda vyzaduje ¢astecné smaceni
pevné latky olejovou a vodnou fazi. Jedna se o zaleZitost mezifazovych energii tfi rozhrani,
a to pevna castice-olej, pevna Castice-voda a voda-olej. Povrch hydrofilnich pevnych ¢astic
je zcela smacen vodou, tudiz se pevné ¢astice neadsorbuji, zistavaji tak rozptyleny ve vodné
fazi emulze. Na stejném zéklad¢ jsou hydrofobni Castice zcela smacené olejem. Proto je
adsorpce caste¢né smacenych pevnych ¢astic znacné silnd. Volna energie adsorpce (volna
energie potfebnd pro desorpci jedné Castice bud’ do vodné, nebo olejové faze) souvisi
s velikosti pevnych astic a mezipovrchovym napétim. Adsorpce je nejsilnéjsi, pokud je
kontaktni tthel 90°, coz odpovidd maximalni stabilit¢ emulzi (viz Obrazek 8). Na poloze
Castice na rozhrani a kontaktnim thlu zavisi typ emulze. Velké Castice, které maji veétsi
plochu ve styku s olejem a vodou vykazuji vétsi adsorpcni volnou energii. Pevné nanocéstice
se siln€ adsorbuji na rozhrani voda-olej, kdy ve skutecnosti je volnad adsorpéni energie

vzdy vétsi nez tepelna energie, 1 kdyz jsou pevné Castice velmi malé [21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

(A)

(B)

5 y

Obrazek 8 (A) Poloha pevné castice na rozhrani kapky s kontaktnim

thlem (6) mensim nez 90°- systém o/v, (B) Poloha pevné Cdstice na

rozhrani kapky s kontaktnim iihlem (0) vétsim nez 90° - systém v/o,
upraveno dle [24]

3.1.4 Druhy stabilizujicich ¢astic

Velké mnozstvi typt Castic, at’ uz organickych nebo anorganickych, spliiuje podminku
¢aste¢ného smaceni pro vétSinu oleji. Jedna se o Siroké spektrum ¢éstic, mezi kterymi jsou
uhli¢itan vépenaty, jily, siran barnaty, chitosan, saze, latex, uhlikové nanotrubice,
magnetické ¢astice, blokové kopolymerové micely, nebo piirodni stabilizatory (Skrob, zein,
sojovy protein apod.). Mezi u¢inné stabilizatory Pickeringovych emulzi se fadi i spory
nebo bakterie. Funkéni ¢éstice pifindseji dopliikové vlastnosti emulzi, jako je citlivost

na teplotu nebo specifické pH emulzi [21, 23].

Velmi vyuzivané anorganické castice byly prvnimi studovanymi koloidnimi ¢ésticemi
pii pripravé a stabilizaci Pickeringovych emulzi. Stale jsou velmi atraktivnimi a nejvice
studovanymi ¢asticemi pro tento ucel. Nékteré jsou na povrchu velmi hydrofilni a vyZaduji
¢astecné hydrofobni povlak z diivodu zajisténi caste¢ného smaceni olejem a vodou. Jedna

se o ptipad oxidu kiemicitého, ktery je hojn¢ vyuzivanym systémem vzhledem ke své dobré
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odolnosti vici kyselému a zasaditému prostfedi nebo pro snadnou modifikaci povrchu,

¢i kontrolované velikosti a struktufe [21, 25].

3.1.5 Stabilita Pickeringovych emulzi

Pickeringovy emulze jsou povazovany za vysoce stabilni systémy diky témeéf nevratné
mezifazové adsorpci cCasticovych stabilizatord. Diky vysoké energii desorpce castic
z rozhrani miZze vysokd stabilita téchto emulzi U¢inn€ chranit zapouzdiené aktivni latky,

proteiny nebo i enzymy v kapkach emulze po dlouhou dobu [25].

Stabilita Pickeringovych emulzi se tyka schopnosti emulze zachovat si své fyzikalni
vlastnosti v pribéhu ¢asu. Témito vlastnostmi je velikost, tvar, morfologie, reologie a dalsi
mechanické vlastnosti. Nejbéznéjsi destabilizatni mechanismy emulzi jsou gravitacni
separace, jako je sedimentace nebo krémovani, koalescence, Ostwaldovo zrani, flokulace

a separace fazi [26].

Stabilitu Pickeringovych emulzi ovlivituji i vSechny typy interakci mezi adsorbovanymi
Casticemi, a to zejména disperzni a elektrostatické interakce. Vliv na stabilitu mayji
1 interakce, které nemaji specificky mezifazovy charakter. Nejen Ze ovliviuji pfitomnost

¢astic v emulzi, ale i na mezifdzovém rozhrani [21].

3.1.6 Piiprava Pickeringovych emulzi

Pti pripravé Pickeringovych emulzi je dulezité, aby se pevné ¢astice adsorbovaly na rozhrani
voda-olej, kdy je nezbytné, aby byly Castice smaceny témito fazemi. Jakmile jsou pevné
¢astice adsorbovany, zvétsuji plochu rozhrani, a tim sniZuji energii, ktera snizuje hnaci silu
pottebnou pro prenos Castic. Tvorba téchto emulzi tedy zavisi na koncentraci, smacivosti,
velikosti, hustoté, pH vodné faze a ptitomnosti aditiv. Tyto parametry jsou hlavnimi kritérii

pro hodnocenti stability Pickeringovych emulzi [24].

Hlavnimi procesy pro ziskdni Pickeringovych emulzi je s vyuZzitim emulgacnich technik,
jako je vysokotlakd homogenizace, vysokorychlostni homogenizace s rotor-stator systémem
nebo nejvyuzivangjsi sonikaci pomoci ultrazvukového procesoru. Nedavné studie poukazuji
na nové techniky vytvofeni Pickeringovy emulze pomoci membranové emulgace

a mikrokandlové nebo mikrofluidni emulgace [24].

V experimentalni ¢asti prace byl pro ziskani Pickeringovych emulzi pouzit ultrazvukovy
procesor. Zatizeni vyuziva metody kavitace, ktera zptisobuje rozpad kapicek. Lze jej nazyvat

jako rychlou tvorbu a kolaps bublin v kapaling. Ultrazvukova energie se koncentruje
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zejména v blizkosti sondy, coz zpusobuje kavitaci a tim pfipravuje emulzi s menSimi
kapickami emulze (viz Obrazek 9). Kavitace a smykové napéti zptisobené touto metodou
piipravy mohou podporovat adsorpci stabilizatoru na dvoufazovém rozhrani, kdy v disledku

toho bude stabilita systému vétsi a velikost kapicek emulze mensi [24].

Obrazek 9 Schématické znazornéni emulgace
v ultrazvukovém zarizeni [24]

3.1.7 Biomedicinské aplikace Pickeringovych emulzi

Pickeringovy emulze jsou velmi casto stabilizovany pevnymi casticemi, které jsou
biokompatibilni, jako jsou pfirodni cyklodextrin nebo chitosan. Pickeringovy emulze budou
mit diky ¢asticim rovnéz tyto vlastnosti. Kolem kapicek se vytvoii hustd bariéra pevnych
¢astic, které zastavaji bariérovou funkei, kdy v n€kterych piipadech jsou polymerni Castice
schopny interagovat s nabitymi lécivy. TudiZ se 1épe dosahuje profilu trvalého uvoliiovani
lé¢iva, kdy uvoliovani probihd pomalu a rovnomérné po del§i dobu, coZz je Zadouci
pro lécivé piipravky vyzadujici dlouhodobou a stabilni G¢innost. Efektivni 1é¢ba vyzaduje
zejména ucinné 1éky, ale 1 spravné dodani 1€ku a postupné uvolnovani vehikul na konkrétni
mista. Dle nejriiznéjSich studii miZzeme dojit k zavéru, ze Pickeringova emulze je velmi

perspektivnim vehikulem pro fizené dodavani 1é¢iva [23, 27].

Dalsi moznosti napiiklad k 1écbé nebo regeneraci tkani jsou tkanové scaffoldy,
které ptitahuji pozornost vzhledem k moznym aplikacim pravé v tkanovém inZenyrstvi.
Ty dokédzou poskytnout jakési leSeni pro biomimetické prosttedi pro bunécnou proliferaci
a diferenciaci, stejn¢ jako fyzickou podporu pro nové vzniklé tkan€é. Vhodné biologické
scaffoldy pro inZenyrstvi kostnich tkani by mély byt zejména porézni s dostateCnou
mechanickou stabilitou, biologickou odbouratelnosti, vysokou biologickou aktivitou

a také dostateCnou schopnosti adheze a adsorpce proteinii. Pro piipravu takovychto
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materiald byly vyuzity rizné metody, zatimco Pickeringova emulze jako templat
je nejperspektivnéjsim kandidatem. Divodem je vysoka stabilita, snadné zpracovani a kratsi

¢asova narocnost piipravy [23].

Inteligentni materiadly reagujici na podnéty Ci prostiedi, jejichz vlastnosti mohou byt
ovlivnény vné&jsimi podnéty jako je pH, teplota, svétlo, iontova sila, magnetické/elektrické
pole, pritahuji pozornost v biologickych a Iékafskych oblastech. Divodem je vyuziti
pro fizené uvoliiovani 1éCiva nebo separaci protein. Pickeringova emulgace je jedna z velmi
dobfe vyvinutych a popsanych metod, kterda by mohla zaClenit zajimavé materidly

a motivovat k dal§imu zkoumani pii vyrob¢ chytrych systéma [23].

3.2 MozZnosti vyuZiti emulzi v kosmetice

Emulze jsou hojné pouzivany ve farmaceutickych, ale i kosmetickych aplikacich. Lokalni
aplikace emulzi predstavuje hned n€kolik vyhod, mezi kterymi je napiiklad zvySené
uvoliovani aktivni latky. Vzhledem k faktu, Ze emulze nejsou termodynamicky stabilni
systémy, je pro formulaci emulzi a dlouhodobou stabilitu velmi dilezity vhodny vybér
stabilizatori. V soucasnosti jsou emulze v kosmetice stabilizovany nizkomolekularnimi
povrchové aktivnimi latkami. Navic je znamo, Ze nékteré povolené syntetické povrchové
aktivni latky maji nezadouci vlastnosti jako je toxicita (kozni reakce, kontaktni dermatitida,
zanét ¢i poSkozeni bungk, karcinogenita), nebo zplisobuji obavy tykajici se zivotniho
prostedi. V tomto sméru byly vyvinuty nové a méné Skodlivé stabilizacni postupy emulzi,
jako je pouziti biopolymeri nebo pravé pevnych ¢astic, které se stavaji atraktivnéjSimi

pro pouziti ve farmaceutickych a kosmetickych aplikacich [28, 29].

Dal8imi vyhodami je niZ§i toxicita, niz§i cena nebo jednoduché regenera¢ni vlastnosti
ve srovnani s klasickymi emulzemi. Dilezitym parametrem je velikost ¢astic pouzitych
v emulzich pro topické aplikace. Nanocastice a mikrocastice jsou vhodnou volbou vzhledem
své prizpusobitelné velikosti a polarité povrchu, které zlepSuji prunik ktizi. Taktéz mohou
vytvofit okluzivni vrstvu a prodlouzit retencni as, ¢ehoZ se primarn€ vyuziva pro dodavani

aktivnich latek [28, 29].
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3.2.1 Castice pouZivané v Pickeringovych emulzich pro kosmetické ticely

Nano- a mikroc¢astice maji vhodné vlastnosti pro pouziti do kosmetickych ptipravk,
¢imz oteviraji dilezité cesty pro vyrobu novych produkti, které¢ vynikaji lepsSim slozenim,

penetraci kizi, dodanim aktivnich slozek nebo dlouhodobymi ucinky [30].

Polymerni ¢astice (ptirodni i syntetické) se v soucasnosti vyuzivaji v produktech péce o plet,
hydrata¢nich krémech nebo krémech proti starnuti. Nejcastéji se jedna o Castice chitosanu,

kdy diivodem pouziti je biokompatibilita ¢i snadna biologicka rozlozitelnost [30].

Nanocéstice oxidu titani¢itého a oxidu zine¢natého jsou v kosmetice bézné vyuzivany
pro zajisténi ochrany proti UV zafeni diky jejich schopnosti odrazet UVB a UV A paprsky.
Kombinace obou oxidii umoziuje pfipravit transparentni produkty s velmi dobrou

roztiratelnosti a texturou [30].

Nanocéstice oxidu kiemicitého se v kosmetice vyuZzivaji pro jeho pfijemné senzorické
vlastnosti. Tento typ oxidu lze bézn¢ ziskat ve velkych mnozstvich za pomoci
nizkonakladovych procest a lze jej chemicky upravit tak, aby ziskal specifické vlastnosti.
Tento fakt podnitil vyuZivani nanocastic oxidu kiemicitého v produktech vlasového

stylingu, zubnich pastach nebo skin care [30].

Zminéné Castice byly v Pickeringovych emulzich pouzity 1 v dalSich systémech,
napf. v emulzich stabilizovanych oxidem kiemicitym. Ukézaly zvySené dodavani aktinu
do klize ve srovnani s klasickou emulzi na bazi povrchové aktivnich latek. Pickeringova
emulze byla navic pouZita v pfipravcich na ochranu proti slune¢nimu zafeni, kdy umozni,
aby chemické UV filtry zGstavaly na povrchu kliZze a nepronikaly do hlubSich vrstev.
Dale byly Pickeringovy emulze stabilizovany napt. chitosanem, ktery diky svym dobrym
stabilizanim vlastnostem a baktericidni aktivité pfispival k pfiznivému hojeni ran.
Pro topické aplikace se dale vyuzivaji jako stabilizatory arabska guma, cyklodextrin, Skrob,

jily, celul6zové nanokrystaly, oxid titani¢ity apod. [28, 29].
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3.3 Pickeringovy emulze stabilizované ligninovymi ¢asticemi

Jednim z mnoha rGznych zplsobi, jak vyuzit nativni lignin a jak se vyrovnat
s jeho heterogenitou, je transformace na koloidni ligninové Castice s dobie definovanou
povrchovou energii a morfologii. Tyto castice jsou k dispozici ve vodnych, vysoce
koncentrovanych disperzich, které¢ jsou déale rtizné vyuzivany. Lignin se vyznacuje
jedinecnymi vyhodami oproti ostatnim pifirodnim materidlim, a to obsahem hydrofobni
aromatické fenylové skupiny, a hydrofilnimi skupinami, kterymi jsou hydroxylové
a karboxylové skupiny. Tim je mozné dale zavadét funkéni skupiny pro dosazeni razné
hydrofobnich a hydrofilnich ¢astic, aby byly splnény pozadavky pro tvorbu emulze. DalSimi

vyhodami jsou vynikajici UV absorpce a antioxidacni vlastnosti ligninu [31, 32].

Jednou z aplikaci je vyuziti ligninovych ¢astic jako stabilizatoru v Pickeringovych emulzich.
Pickeringovy emulze pfipravené s nanocasticemi ligninu jsou extrémné konkurenceschopné
v aplikacnich oblastech, kde jsou ti¢inné slozky 1é¢iv nebo kosmetiky velmi citlivé na svétlo,
oxidaci a teplo. Dale mtiZze lignin agregovat do Castic a stabilizovat Pickeringovy emulze
za kyselych podminek, zatimco za alkalickych podminek bude depolymerovat

a vést k deemulgaci, vlivem ¢ehoz emulze reaguji na pH [31, 32].

V kosmetickém primyslu se lignin a jeho vlastnosti v Pickeringovych emulzi mohou
vyuzivat zejména v opalovacich krémech k ochrané lidské pokozky pted UV zéafenim.
Lignin nahrazuje i1 syntetické povrchové aktivni latky, coZ znamena zlepSeni kosmetickych

ptipravki z hlediska lidského zdravi a Setrnosti k zivotnimu prostiedi [31].
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4 SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY

V poslednich dvou desetiletich prosly Pickeringovy emulze velmi dilezitym vyvojem,

kdy byly velmi intenzivné studovany [23, 30].

Pickeringovy emulze je mozné pfipravit s riznymi vlastnostmi dle zamysSlené aplikace,
coz otevirad Siroké piilezitosti pro design novych vyrobka v primyslovych odvétvich,
vcetné kosmetického. Pouziti pevnych Castic umoziuje kontrolovat vlastnosti jako napf-.
modifikovat pocit pfi aplikaci, vzhled, texturu, nebo ovlivilovat organizaci kapicek
a viskozitu. Tyto aspekty umoznuji vyrobu inovativnich multifunkénich systému,
véetné kosmetickych piipravka. Nicméné vyvoj Pickeringovych emulzi pro kosmetické
aplikace je velmi omezeny vlivem dostupnych studii zkoumajici pouziti kosmeticky

ptijatelnych ¢astic [30].

Mezi pevnymi Casticemi, které se vyuzivaji ke stabilizaci Pickeringovych emulzi, se fadi
1 pfirodni biopolymer lignin. V soucasné dobé se napf. mikrocastice nebo nanocastice
ligninu, které¢ ucinné stabilizuji emulze, protoze vykazuji zvySenou adsorpéni schopnost
na rozhrani voda-olej, coz je vyhodné pro tvorbu stabilnich Pickeringovych emulzi. Dosud
byly zkoumény rizné metody piipravy téchto nanocastic, napt. pomoci kyselého srazeni
nebo vyménou rozpousStédla apod. Vlivem vybornych vlastnosti, kterymi se lignin
vyznacuje, se v Pickeringovych emulzich stile vice objevuje a nachazi vyuziti v Sirokém

spektru priimyslovych oblasti [32].

Studie dle Qian a kol. se zamé&fila na naroubovani diethylaminoethylmethakrylatu na ¢éstice
ligninu, kdy tyto vzorky reaguji na oxid uhli¢ity za G€elem piipravy Pickeringovych emulzi,
které lze tidit pfivodem oxidu uhli¢itétho nebo dusiku pro emulgaci a deemulgaci.
Wang a kol. provedli modifikaci ligninu selektivni fenolizaci za ucelem pfiipravy
Pickeringovych emulzi. Tato modifikace vedla zejména ke zlepSeni stability emulze, UV
odolnosti a piiznivym antioxida¢nim vlastnostem. Vyrobena emulze byla pouZita jako nosi¢

pro avermektin, a umoznila ochranu a fizené uvoliiovani této slouceniny [32-34].

Dai a kol. naroubovali poly-n-isopropylakrylamin na alkalicky lignin a vytvofil nanocastice,
kter¢ by mohly stabilizovat emulze, kde by se dosdhlo tepelné fizeného uvolnovani
trans-resveratrolu. Jednd se o 1é¢ivo, které je nestabilni na svétle a méa nizkou rozpustnost
ve vodé. Studie Wei a kol. popisuje pouziti Pickeringovy emulze typu O/V stabilizované
pomoci c¢astic alkalického ligninu jako templatu pro vyrobu makroporézni pény,

polystyrenovych ¢astic a vicevrstvych mikrokapsli. Lie a kol. popsali pouziti ¢astic ligninu,
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ktery byl zapusStén do obalu mikrokapsle slouzicim k redukci iontt stfibra, ¢im se dosahlo

znaén¢ antibakteridlni aktivity [22, 32, 35-37].

Vyse zminéné studie jsou vSak ve fazi pocCatecniho vyvoje a je nutné vice zékladniho
vyzkumu pro zjisténi faktorti ovlivitujici emulgacni vykon ¢astic, jako je jejich velikost,
hydrofilita a hydrofobicita. Nékteré studie se lisi i ve svych vysledcich. Studie Ago a kol.
pozorovala, ze emulze generované z menSich castic ligninu vykazuji vétsi stabilitu.
Naopak studie Nypeloe a kol. uvedla pokles stability emulze vlivem zmensSeni velikosti
¢astic. Vzhledem k témto vysledkiim se ale rizné studie shoduji, Ze Pickeringovy emulze
stabilizované pevnymi cCasticemi vykazuji lep$i stabilitu a vyssi aplikaéni potencial
nez klasické emulze stabilizované pomoci povrchové aktivnich latek. Ligninové Castice
v emulzich vynikaji anti-ultrafialovymi a antioxida¢nimi vlastnostmi a dobrou stabilitou.

Tim si do budoucna zajist'uji Siroké aplikacni vyhlidky [32, 38, 39].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A PRISTROJE

Experimentalni ¢ast prace se zamétuje na piipravu nanocastic ligninu (LNP) pomoci metod

precipitace. Nasledné byla sledovana schopnost téchto nanocastic stabilizovat Pickeringovy

emulze. Nanocastice i vyrobené emulze byly charakterizovany pomoci riznych metod.

5.1 Pouzité materialy a chemikalie

Pro ptipravu ligninovych nanocéstic byl pouzit alkalicky lignin, ktery byl ziskan sulfatovou

(kraft) metodou s nizkym obsahem siry. Vyrobcem je Sigma-Aldrich spol., s.r.o. V ramci

ptipravy LNP byly pouzity nasledujici chemikalie a materialy:

Organicka rozpoustédla
o Dimethylsulfoxid (DMSO, Chemapol, Ceska republika)
o Ethanol, 96 % (EtOH)
o Tetrahydrofuran (THF, PENTA, Ceska republika)

o Aceton (Ac, IPL Ing. Lukes, Ceska republika)

Antirozpoustédla

o Citrat-fosfatovy pufr
= Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Chemapol, Ceska republika)
= Kyselina citronova (IPL Ing. Lukes, Ceska republika)

o Demineralizovana voda

o Pro upravu pH

= 1MHCI I M NaOH

Pro ptipravu Pickeringovych emulzi a jejich charakterizaci byly dale pouzity:

BIO Jojobovy olej (Nobilis Tilia)

Cedrovy olej (PENTA, Ceska republika, pro mikroskopické pozorovani emulzi)
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5.2 Pouzité pristroje
e Analytické vahy (BA 110 S, Sartoritus, Némecko)
e Laboratorni vahy (EW 420-3NM, Kern, Némécko)
e Bariérovy pH metr CPH 51 s kombinovanou elektrodou HC 103
e Elektromagnetické michadlo (Helidolph MR Hei-Standard)
e Ultrazvukovy sonikator (UP 400St, Heilscher, Némecko)
e Laboratorni centrifuga (EBA 20, Hettich, Némecko)
e Analyzétor nanocastic Zetasizer (Malvern Nano ZS 90, Velka Britanie)
e Laserovy analyzator ¢astic (Mastersizer 3000, Malvern, Velké Britanie)
e Opticky mikroskop (Olympus CX21, Japonsko)
e Skenovaci elektronovy mikroskop Nova NanoSEM 450 (FEI, Czech Republic)
e See Systém (Advex Instruments, Ceska republika)
e Tenziometr EasyDyne (Kriiss, Némecko)

e Susarna Memmert (Verkon, Ceska republika)
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6 POUZITE METODY

6.1 Priprava ligninovych ¢astic

Surovy lignin se vyznacuje nepravidelnym tvarem a riznou velikosti Céstic,
proto se pfeméiuje na nanocastice z ditvodu kontroly struktury a vzniku jednotné velikosti
¢astic. Pro tento experiment byl vyuzit alkalicky lignin, ktery byl rozpustén ve Ctyfech

organickych rozpoustédlech.

Jako rozpoustédla byly vybrany dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran, ethanol a aceton.
Dle literatury [2] je kombinace rozpoustédla s uréitym pomérem vody pro rozpousténi

ligninu vyhodnéjsi. Proto byly zasobni roztoky ligninu pfipraveny nasledujicim zpiisobem.

6.1.1 Priprava ziasobniho roztoku

Pro ptipravu zasobniho roztoku byla pouzita organickd rozpoustédla a demineralizovana
voda v poméru 90:10. Pfitomnost DEMI H>O v tomto poméru byla zvolena z ditvodu lepsi
rozpustnosti ligninu neZ v samotném rozpoustédle, kde lignin sedimentoval a nebylo mozné

jej rozpustit.

Pt1 pouziti odliSnych rozpoustédel se diky jejich rozdilné polarité rozpoustéla jina frakce

ligninu [4, 14]. Typem rozpoustédla lze napt. ovlivnit morfologii a velikost ¢astic.

Zasobni roztok ligninu (viz Obrazek 10) byl pfipraven navézenim a rozpusténim ligninu
ve smési rozpoustédlo/voda v poméru 90:10, aby vyslednd koncentrace ligninu byla
5 mg/ml. Tato disperze byla michana po dobu 24 hodin na elektromagnetickém michadle.
Nésledné byla zcentrifugovana po dobu 5 minut pii 6000 rpm, aby se oddé€lil nerozpustny
podil ligninu od rozpustné frakce. Rozpustna frakce byla na zavér jesté sonikovana (1 minutu
pti 60% amplitud€) z divodu lepsiho rozpusténi ligninu. Na Obrazku 10 lze vidét znatelny

rozdil v rozpousteéni ligninu v jednotlivych rozpoustédlech.
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Obrazek 10 Pripravené zasobni roztoky ligninu ve ctyrech rozpoustédlech

6.1.2 Priprava antirozpoustédla

Dle literatury se pro separaci ligninu z organickych rozpoustédel velmi casto pouziva srazeni
ligninu za pouziti antirozpoustédel, kterou provedli Colucci a kol. [40]. Byly pfipraveny dva
druhy antirozpoustédel, které se dale pouzivaly pro ptipravu ligninovych ¢astic. U metody
ptikapavani se jako antirozpoustédlo vyuzival citrat-fosfatovy pufr a DEMI H>O, jejichz pH
bylo upraveno na hodnoty 2, 4, 6 a 8.

Citrat-fosfatovy pufr byl namichan z hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho (Na2HPOs), kyseliny
citronové a DEMI H,0. Vzdy bylo ptipravovano 100 ml roztoku, kdy k pfesnym navazkam
chemikalii (viz Tabulka 1) pro dané pH bylo napipetovano 80 ml DEMI H>O, pH bylo
upraveno pomoci IM HCl a IM NaOH. Poté byl odmérny roztok doplnén po rysku na objem
100 ml.

Tabulka 1 Prislusné navazky pro citrat-fosfatovy pufr v danych pH

pH Na:HPOs4 [g] Kyselina citronova [g]
2 0,06 2,06
4 1,09 1,29
6 1,88 0,71
8 2,76 0,06
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V ptipadé¢ DEMI H;O jako antirozpoustédla bylo upraveno jeji pH pomoci 1M HCl a 1M
NaOH. Pomoci pH metru bylo pH vody upraveno na hodnoty pH 2, 4, 6 a 8, a nasledn¢ byla

pouzita pro piipravu ligninovych nanocastic.

6.1.3 Priprava ligninovych ¢astic

Organizovand struktura nanocastic vznikd diky specifickym intermolekularnim
nekovalentnim interakcim. Pfidavkem ligninu do antirozpoustédla dochazi k asociaci
molekul a diky hydrofobnim interakcim se tvoii koloidni ¢astice. Ligninové nanocastice

byly pfipravovany precipitaci antirozpoustédlem, a to metodou ptikapavani a dialyzou [41].

6.1.3.1 Metoda pFikapdavani

U metody pfikapavani byl zasobni roztok ligninu nakapan pomoci injekéni stiikacky
do antirozpouStédla (pufr nebo DEMI H>O supravenym pH) v poméru
lignin/antirozpoustédlo 1:2, smés byla michana na elektromagnetickém michadle po dobu
30 minut. Timto zpGsobem vznikly ligninové nanocéstice, které byly pfipravovany
i ve studiich Osterberg a kol. nebo Figueriedo a kol. [13, 42]. V dal$im kroku bylo pfitomné
organické rozpoustédlo odpafeno za stdlého michani ve vodni lazni a pfi zvySené teploté
na elektromagnetickém michadle. Vzorky byly poté sonikovany (1 minuta, 60% amplituda)
kvili leps$i dispergaci Castic ligninu a rozruseni pripadnych agregatii. Disperze piipravenych
¢astic jsou zobrazeny na Obrazku 11. Jelikoz mé dimethylsulfoxid (DMSO) vysoky bod
varu, a jeho pritomnost v disperzi vyrazné ovliviiuje vlastnosti castic, nebylo DMSO
odpafeno, a dale nebyly castice zligninu rozpusténych v . DMSO vyuzity k dal§im

experimentlim.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

L4 e F T

.

AT

Mmﬂl lelfr I s

i - ::.
1 Fomsas,  EhSees EEEmwm B
r'.: I

Obrazek 11 Jednotlivé vzorky pripravené metodou prikapdvani do pufru
v danych pH

6.1.3.2 Metoda dialyzy

Postup ptipravy LNP pomoci dialyzy byl odlisny, avSak korespondoval se studii,
kterou provedli Lievonen a kol. [17]. Byla vyuzita dialyzacni membrana (6-8 kDa),
ktera byla nejprve hydratovana v DEMI H»O, a poté se do ni napipetovalo 10 ml zasobniho
roztoku ligninu. Takto pfipravena membrana s ligninem se vlozila na 24 hodin do kadinky
s 600 ml antirozpoustédla (DEMI H>O supravenym pH), antirozpoustédlo bylo
v pravidelnych intervalech vyménovano za cerstvé. Timto postupem doslo k vyméné
rozpoustédel a v dialyzacni membrané precipitaci vznikaly nanocastice ligninu. Kadinky
s membranami byly zakryty parafilmem a alobalem, aby se zamezilo odpatovani kapaliny
a ptistupu denniho svétla. Po 24 hodinach byla membrana vyjmuta a jeji obsah (nanocastice)
byly transferovany do vialky. Jednotlivé vzorky byly sonikovany po dobu 1 minuty pii 60%
amplitudé, opét aby doSlo k rozruSeni vzniklych agregat ligninu. Vzniklé disperze LNP
jsou zobrazeny na Obrazku 12.

Nize popsané testy (stanoveni suSiny, povrchové napéti, SEM a méfeni kontaktnich thli)

byly provedeny jen u ¢astic ptipravenych dialyzou.
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Obrazek 12 Jednotlivé vzorky pripravené metodou dialyzy v ruznych pH
6.2 Charakterizace ligninovych ¢astic

Ptipravené ligninové nanocastice (LNP) byly charakterizovany po fyzikalné-chemické
strance, kdy byla stanovena velikost ¢astic a stabilita. Déle byla studovana morfologie ¢astic
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Bylo stanoveno i mnozstvi Castic
v pripravenych vzorcich pomoci stanoveni susiny. Na zavér bylo u vzorkit LNP zméfeno

povrchoveé napéti a kontaktni tthly mezi ¢asticemi a jojobovym olejem.

6.2.1 Meéreni velikosti ¢astic a zeta-potencidlu

Pro méfeni velikosti ¢astic a zeta-potencialu byl vyuzit pfistroj Zetasizer Malvern Nano ZS
90, ktery pracuje na principu dynamického rozptylu svétla, méti Browntv pohyb a uvadi jej
do vztahu s velikosti ¢astic. Vyuziva se ozafeni ¢astic laserem a analyza fluktuaci intenzity
v rozptyleném svétle. Vysledkem méfeni je distribuce velikosti podle intenzity, kde osa X

popisuje distribuci tfid dle velikosti, osa Y relativni intenzitu rozptyleného svétla [43].

Prométeny byly vSechny piipravené vzorky nanocastic ligninu, jak z metody piikapavani,
tak z dialyzy. VSechna méteni probéhla v demineralizované vodé, kde do plastovych kyvet
bylo nadavkovano 100-300 pl vzorku a 1000 pl demineralizované vody, ktera byla z divodu
veétsi  Cistoty 2x  prefiltrovana pres mikrostiikackovy filtr (PVDF, 0,2 um).
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Vysledkem je pramér ze tfi méfeni. Velikost Castic byla proméfena ihned po pfiprave
a poté znovu po jakékoliv prave, napt. po odpateni rozpoustédla nebo sonikaci, cilem bylo

sledovat vliv téchto uprav na velikost LNP.

Zeta-potencial nanocastic v roztoku zjiStuje povrchovy néboj na zaklad¢ pohyblivosti
nanocastic mezi dvéma elektrodami. Hodnota zeta-potencidlu je dulezitym voditkem
pro piedpovéd’ elektrostatické stability disperzi. Pokud jsou hodnoty zeta-potencidlu vyssi

nez + 30 mV nebo nizsi nez — 30 mV, povazuji se Castice za koloidn¢ stabilni [44].

Zeta-potencial byl prométen opé€t u vSech ptipravenych vzorkdt LNP i u poté piipravenych
emulzi. Méfeni probihalo v destilované vodé, ktera byla ptefiltrovana ptes mikrostiikackovy
filtr. U pfipravenych vzorka jak z pfikapavani, tak dialyzy bylo smichano 300 pul disperze
LNP a 3000 pl demineralizované vody. Koloidni stabilita byla pfemétovéana i u vzniklych
emulzi, které byly stabilizovany pfipravenymi nanocasticemi. U emulzi bylo nadavkovéano

9 ul vzorku a 3000 pl demineralizované vody. Vyslednd hodnota je primérem ze tfi méteni.

6.2.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro zjisténi morfologie ligninovych nanocastic byla vyuZita skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM). Ta vyuZivd metody proudu elektronli a tvorby vysledného obrazu,
kde se dle charakteru povrchu méni irovnen signalu v detektoru. U této mikroskopie je tedy
vzorek zkouman bod po bodu a vysledny obraz vznika sloZzenim jednotlivych signali [45].
Pro SEM byly ptipraveny vzorky z pfipravy LNP pomoci dialyzy, a to tak, Ze 1 ml vzorku
byl zlyofilizovan. VysuSeny vzorek byl nanesen na uhlikovou pasku. Vzorky byly zapraseny
Avu/Pd kviili zamezeni kumulace naboje na povrchu. Vzorky byly pozorovany pii zvétSeni
30 000 a 50 000. Foceny byly pomoci ETD detektoru pii 5 kV SEM mikroskopem Nova
NanoSEM 450.

6.2.3 Stanoveni mnoZstvi ¢astic v disperzi

Mnozstvi Castic v disperzi bylo ureno stanovenim hmotnosti ¢astic po odstranéni vody
ze vzorku suSenim. Hmotnost Castic se stanovi z hmotnostniho tbytku po vysuseni dané¢ho
vzorku pfi dané teplot€¢ do konstantni hmotnosti. Pro stanoveni byly zvoleny vzorky
pfipravené metodou dialyzy. Pro stanoveni byly pouZity €isté, vysuSené a zvaZené vaZenky,
do kterych se nadavkoval 1 g vzorku. SuSeni probihalo za teploty 104 °C a vzorek byl

v suSarn¢ ponechan do konstantni hmotnosti.
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Koncentrace ¢astic byla vypocitana dle vzorce:

c=™

(1)

mo
mo — hmotnost vzorku pied vysuSenim [g]
mi — hmotnost vzorku po vysuseni [g]

¢ — koncentrace ¢astic [mg/g]

6.2.4 Stanoveni povrchového napéti a kontaktnich dhlua

Pro stanoveni povrchového napéti byla vyuzita metoda vyvazovani Wilhelmyho desticky,
kde principem je méteni sily potiebné k vyvazeni rovné svislé destiky, kterd je vnotfena
do zkoumané¢ kapaliny. Sila je méfena pomoci vah vysoké citlivosti [46]. Métfenou kapalinou
byla disperze nanocastic ligninu o pH 6, které¢ byly pfipraveny dialyzou. Pfipraveny vzorek
ve sklenéné misce byl vlozen do pfistroje a nasledné byly zméteny hodnoty povrchového
nap¢ti.

Smacivost ligninovych nanocéstic olejovou fazi byla stanovena méfenim kontaktniho thlu
pomoci See Systemu. Jedna se o metodu, ktera vyuziva pokrocilého obrazového zpracovani
a analyzy obrazli k méfeni riznych parametrti, jako je napiiklad kontaktni thel, povrchové
napéti nebo rozlozeni povrchového filmu. Zakladem méteni jsou profily kapek méfticich
kapalin na zkoumané vrstve, na které se analyzuje hodnota kontaktniho uhlu [47].

Pro tento experiment byl stanoven kontaktni thel ze vzorki ¢astic z dialyzy v pH 6. Ptiprava
vzorkli byla velmi podobnd jako u stanoveni mmnozZstvi Castic. Byly nadavkovany
2 ml vzorku LNP na mikroskopickeé kryci sklicko ve vazZence. Takto ptipravené vzorky byly
vysuSeny pii teploté¢ 104 °C. Po vysuseni bylo kryci sklicko vyjmuto a podrobeno analyze
na See Systemu. Na vrstvu ¢astic na krycim sklicku byly nakapany v objemu 4 pl jojobovy
olej a DEMI H>O a byly zméfeny kontaktni tihly.

Vrstva castic na krycim sklicku byla pozorovéna i pod optickym mikroskopem Olympus
CX 21 z divodu zjisténi morfologie vzniklych vrstev. Pozorovani probihalo pfi zvétSeni

10x, 40x.
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6.3 Priprava Pickeringovych emulzi

Ptipravené disperze nanocastic ligninu byly vyuzity pro stabilizaci emulzi typu O/V.
Byly vyuzity ¢astice z obou metod piipravy, a to ptikapavani i dialyzy. Jako olejova faze byl
pouzit bio jojobovy olej s vlastnostmi vhodnymi pro piipravu kosmetickych emulzi (vysoka
hydratace pokozky nebo tvorba nemastného filmu, ktery neucpava poéry). Dalsi vyhodou,

kterou jojobovy olej disponuje je rovnéz SPF faktor [48].

Jako prvni byly pfipraveny emulze v poméru O/V 10:90 a to navaZzenim 1 g oleje a 9 g
disperze ¢astic. Emulgace byla provedena sonikaci po dobu 1 minuty pti amplitudé 60 %,

dle potieby byly emulze sonikovany dal$i minutu.

Vlastnosti emulzi byly vyhodnoceny, pro dalsi testovani a pfipravu emulzi byly vybrany
Castice pripravené pii pH 6 metodou dialyzy. Témito ¢asticemi byly stabilizovany emulze

ve tfech pomérech pro porovnani vyslednych vlastnosti.

Emulze byly proto vyrobeny jak v pomérech 10:90, tak i v 5:95 a 20:80. Pro pomér 5:95
bylo navédzeno 0,5 g oleje a pfidano 9,5 g vzorku. Pro pomér 20:80 byly navaZeny 2 g oleje

a pfidano 8 g vzorku. Sonikace probihala po dobu 2 minut, pti 60% amplitudé.

6.4 Charakterizace emulzi

Charakterizace emulzi je klicovd pro urfeni vlastnosti a dal$i pouZiti v rliznych
kosmetickych aplikacich. U vyrobenych emulzi byly sledovany parametry
jako je emulgacni G¢innost, jejich velikost a zeta-potencidl. Nasledné byly emulze sledovany

pod optickym mikroskopem z dtivodu zjisténi jejich mikrostruktury.

6.4.1 Emulgacni u¢innost

Emulgacni u€innost (téZ emulgacni efektivita) predstavuje zasadni vlastnost pro emulzni
systétmy a urCuje schopnost stabilizatoru emulgovat olej. Metoda ptipravy, pH castic
a pouzité rozpoustédlo pro lignin zdsadné ovlivnilo vlastnosti ¢astic a jejich schopnost
emulgovat olej. Pouzita rozpoustédla (THF, aceton, ethanol) rozpousti jiné frakce ligninu,

proto budou mit vysledné Castice, a tim i emulze, odliSné vlastnosti.

Ptipravené emulze obsahovaly 1 nezaemulgovany olej, ktery byl odebran pomoci inzulinové

injek¢ni stiikacky a zvdzen na analytickych vahach.
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Obsah nezaemulgovaného oleje byl spocitan dle vztahu:

mMex100

EE =100 — ( ) (2)

EE — emulgacni efektivita [%]
mo— hmotnost nezaemulgovaného oleje [g]

mr — celkovd hmotnost olejové faze [g]

6.4.2 Méreni velikosti emulznich kapek

Velikost emulznich kapek byla charakterizovana pomoci pfistroje Mastersizer 3000.
Principem méfeni je svételna difrakce, kdy méfeni je zaloZzeno na interakci Castic
s laserovym paprskem, ktery na Castice dopadd. Timto jevem se ziska difrakéni obrazec.
Me¢fteni probihé v disperzi, v jednotce ,,Hydro* (tzv. mokrou cestou) naplnéné DEMI H;O,
diky niz je vzorek dopraven do méfici cely. Jednotka obsahuje ultrazvukovy homogenizator

a michadlo, které zajiSt'uje pravidelné rozptyleni vzorku pfi jeho méfeni.

Otacky michadla byly nastaveny na 2200 ot/min. Méfeni probihalo pii 25 °C a parametry
meteni byly nasledujici: absorbance emulznich kapek byla nastavena na hodnotu 0,001
a refrak¢ni index na hodnotu 1,421. Kazdy vzorek byl proméfen tfikrat a vysledna hodnota
byla vyjadiena jako primérna hodnota z méfeni. Vysledkem je velikost kapek emulze,
oznacovana jako D [4;3], kterd znaci primér castic v mikrometrech vztazeny k jejich

objemu.

6.4.3 Opticka mikroskopie

U wvzniklych emulzi bylo provedeno i mikroskopické pozorovani. Byl vyuzZit opticky
mikroskop znacky Olympus CX 21. Mikroskopie byla vyuzita z divodu urceni
mikrostruktury emulzi. Na podlozni skli¢ko byly naneseny 3 upl emulze a nasledné
ptiklopeny krycim sklickem. Pozorovéani probihalo nejcastéji pii zvétSeni 40x. Z divodu
lepSiho pozorovani byl na kryci sklicko nakapan cedrovy olej a dalsi pozorovani probihalo

pii zvétSeni 100x.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Charakterizace ligninovych ¢astic
Pro ptipravu LNP byly pouzity dvé metody pfipravy, a to ptikapavani (LNP-P) a dialyza

(LNP-D). Na vlastnosti ¢astic mély vliv kromé metody ptipravy, rovnéz pouzité

antirozpoustédlo a pH.

7.1.1 Vliv antirozpoustédla a pH na ligninové ¢astice

Pti ptipravé ligninovych nanocéstic byla pouzita dvé antirozpoustédla. Jednalo se o pufr

(LNP-pufr) a o DEMI H20 s upravenym pH (LNP-voda).

Jako prvni byly disperze ¢astic srovnany vizudlné. Na Obrazku 13 jsou zobrazeny disperze
¢astic z ligninu rozpusténého v acetonu (LNP-Ac) pfipravené do pufru a vody. U metody

prikapavani je viditelngjsi vétsi zakal Castic v prostiedi upravené DEMI H>O. Nejvétsi

viditelny zékal je jen u pH 2, jak u LNP-puft, tak LNP-voda.

Obrazek 13 Ligninové castice pripravené metodou prikapavani A) LNP-Ac-pufr,
B) LNP-Ac-voda
V kazdém pH je viditelnd 1 jind barva disperzi c¢astic, kterd je zplsobend odliSnym
prosttedim. U LNP-pufr 1 LNP-voda se barva pfipravenych LNP liSila 1 v jinych
rozpoustédlech. Nejvétsi rozdil byl u LNP-EtOH, kde byla jina barva v riznych pH
LNP-pufr, avSak u LNP-voda se barva vyrazné neliSila. Nicméné nejvétsi zékal byl opét

viditelny v pH 2 jak u LNP-voda, tak LNP-puft.
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Pro cely experiment bylo velmi dilezité¢ znat koloidni stabilitu disperzi a interakce mezi
casticemi. U vSech Castic byl zméfen zeta-potencidl a hodnoty se pohybovaly
pod —30 mV, coz znaci koloidni stabilitu. Ta je déana vysokou elektrostatickou silou,
ktera piisobi na Castice a pomaha jim tak se od sebe odpuzovat a udrzovat disperzi stabilni.

Tyto ¢astice nebudou mit tendenci se shlukovat nebo agregovat.

V této kapitole bude diskutovana velikost LNP-Ac, LNP-THF a LNP-EtOH. Castice byly
meéfeny ihned po pfiprave, dale po odpafeni rozpoustédla a po sonikaci, proto aby byl
sledovan vliv téchto uprav na velikost castic. Vysledky a hodnoty uvedené v jednotlivych

grafech jsou z méteni po sonikaci, tedy z posledniho méfent.

Na Obrazcich 14, 15, 16 lze pozorovat srovnani velikosti ¢astic v zavislosti na pouzitém
antirozpoustédle (puftr, voda) a pH (2, 4, 6, 8). Je zfejmé, Ze u pufru je velikost vzniklych

¢astic rizna v zavislosti na pH v kazdém z rozpoustédel.
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Obrazek 14 Vliv metody prikapdavani na velikost
castic LNP-EtOH v ruznych pH
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Obrazek 15 VIiv metody prikapavani na velikost
castic LNP-Ac v ruznych pH
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Obrazek 16 VIiv metody prikapavani na velikost
castic LNP-THF v ruznych pH
Také je z téchto grafi zjevné, ze u prikapavani ligninu do pufru je velikost LNP vétsi,
a to v rozsahu 150-1346 nm, nez u prikapavani vody, kde se velikost Castic pohybovala
vrozsahu 137-827 nm. U LNP-pufr nebyl pozorovan zadny trend a velikosti byly

nekonzistentni, divodem vysSich hodnot wvelikosti Castic mohou byt slozky pufru.
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Naptiklad u LNP-Ac-pufr (viz Obrazek 15) je velikost ¢astic v pH 2 nizka, a to 176 nm,
zatimco v pH 4 je 979 nm. V pH 6 hodnota velikosti sice klesa na 231 nm, ale v pH 8 opét
roste na 358 nm. AvSak u LNP-Ac-voda je v pH 2 velikost 812 nm a v dalSich pH velikost
postupné klesé az k hodnoté 137 nm (pH 8).

Vliv pufru byl diskutovan ve studii Figueiredo a kol., kde velikost pfipravenych LNP nebyla

jednotna, divodem mohou byt shluky mensich castic nebo vznikajici agregaty [13].

Z grafli je rovnéz ziejmé, ze LNP-voda v pH 2 maji vzdy nejvétsi velikost, jelikoz se v okoli
pH 2 pravdépodobné nachazi izoelektricky bod ¢astic, kde dochazi k protonaci nabitych
skupin a tim k agregaci Castic, ktery diskutovala mimo jiné studie Lievonen a kol. [17, 49].
Od pH 4 Ize pozorovat stabilni trend ve velikosti ¢astic v zavislosti na jejich pH, kdy velikost
klesd a pftili§ se neméni a pohybuje se napiiklad pro LNP-EtOH-voda 146,5-167,4 nm.
I ve vysledcich studie, kterou provedli Zhang a kol. dosahuji ¢astice z ligninu rozpusténého

v THF a EtOH velikosti v priméru kolem 200 nm [16].

Na Obrazku 17 jsou srovnany distribuéni kiivky velikosti LNP-THF-voda, kde lze vidét
rozdil ve velikosti ¢astic pti pH 2 a pH 6. Hodnota piku ¢astic pti pH 2 je 803 nm a pii pH 6
je 307,5 nm. Vzhledem k blizkosti izoelektrického bodu v pH 2 a vyssi velikosti ¢astic
nebyly v nésledujicich fazich ptipravovany LNP v tomto pH. Pokracovalo se jen v pH 4, 6
ag.

Size Distribution by Intensity
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Record 642: LNP, THF, pH 2, po sonikaci 2 Record 647: LNP, THF, pH 6, po sonikaci 1‘

Obrazek 17 Distribuce castic LNP-THF-voda v pH 2 a pH 6

Pti snaze ziskat co nejmensi LNP byla ptiprava ¢astic do pufru vyfazena, protoze piitomnost
soli ovliviiuje charakter cCastic, kde pravdépodobné dochézelo k jejich agregaci. Dale

se jako antirozpoustédlo pouZzivala jen voda.
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7.1.2  Vliv metody pripravy na velikost ¢astic

V této kapitole srovnavame vliv metody pfipravy, kterymi jsou piikapavani (P) a dialyza

(D). Tyto metody ptipravy LNP jsou popsany v kapitole 6.1.3.

Na Obrazcich 18, 19 a 20 je graficky zndzornéno srovnani metod piipravy LNP
prikapavanim a dialyzou v jednotlivych rozpoustédlech. Na vSech obrazcich je vidét,
ze pii pH 2 je velikost ¢astic nejvétsi bez ohledu na metodu piipravy LNP. Na Obrazku 18
a 19 je velikost ¢astic pripravenych dialyzou (LNP-EtOH-D a LNP-Ac-D) obecné vétsi,
nez Castic pripravenych pfikapavanim (LNP-EtOH-P a LNP-Ac-P). Tuto skutecnost
potvrzuji studie Frangville a kol., kde metodou ptikapavani vznikaly LNP mensi velikosti
v rozmezi 100—200 nm, a studie Lievonen a kol., kde LNP pfipravené dialyzou dosahovaly
velikosti az 500 nm [17, 50]. Vyjimka nastala u LNP-THF (viz Obrazek 20), kde velikost
castic je u LNP-THF-D v pH 2 a 4 mensi nez LNP-THF-P.
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Obrazek 18 VIiv pouzité metody pripravy
na velikost castic LNP-EtOH
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Obrazek 19 VIiv pouzité metody pripravy
na velikost castic LNP-Ac

900

800

700

600

500

400

300

Velikost ¢astic [nm]

200

100

pH
—— LNP-THF-P  —A— LNP-THF-D

Obrazek 20 VIiv pouzité metody pripravy
na velikost castic LNP-THF
Zasadni vliv na velikost Céastic mely i jednotlivé kroky tupravy Castic po ptipravé.
Nejvyznamnéjsi vliv na velikost ¢astic méla sonikace. Pti sonikaci se vytvareji mikrotrhliny
a mikrobubliny v kapalin€, coz mize vést k rozbijeni aglomeratti a agregatti ¢astic na mensi.

Sonikace méla zasadni vliv na velikost castic LNP-EtOH, pfipravenych jak metodou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

prikapavani, tak dialyzou. Tyto ¢astice tvotily pravdépodobné agregaty, které byly sonikaci
naruSeny a velikost LNP byla nasledné mensi, jak 1ze vidét v Tabulce 2.

Tabulka 2 Srovnani velikosti castic LNP-EtOH-D
pred/po sonikaci

Velikost ¢astic LNP-EtOH-D

pH [nm]
Pted sonikaci Po sonikaci
2 1125,7+ 10,2 585,6 £ 14,5
4 819,7 +10,3 284,1+£3,2
6 695,4+9,5 3499+3.8
8 770,4 + 23,6 2728+ 0,4

Srovnat metody pfipravy lze i z vizualniho pozorovani, na Obrazku 21 lze vidét, Ze se vzorky

LNP-THF-P (A) a LNP-THF-D (B) na prvni pohled lisi. U ptikapavani Castice vyrazné

sedimentuji, avSak u dialyzy jsou ¢astice v celém objemu rovnomérné rozptyleny.

Obrazek 21 Fotografie ihned po pripravé A) LNP-THF-P a B) LNP-THF-D

Velikost castic v zavislosti na pouzitych metodach zobrazuji i distribuéni kiivky z pfistroje
Zetasizer. Na Obrazcich 22 a 23 lze pozorovat, Ze Castice pfipravené dialyzou maji uzsi
monodisperzni distribuci znacici uniformnéjsi charakter ¢astic, oproti ¢asticim pfipravenym
prikapavanim, kde je distribuce 8ir§i ¢i bimodalni. Z Obrazku 22 Ize pozorovat, Ze velikost
LNP-P je vyssi (pik 405,1 nm) nez u dialyzy, kde je pik distribuce 342 nm. Na Obrazku 23
je znazornén stejny trend, kdy ¢astice LNP-EtOH-P maji mensi velikost, kde vyska piku
je 189,5 nm, ale disperze obsahuje dvé populace Castic, au dialyzy je pik 284,1 nm, nicméné

distribuce je monomodalni.
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Size Distribution by Intensity

12
o
S 8
= : : :
C . . .
I :

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)
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Obrazek 22 Srovnani distribuce velikosti c¢astic pro LNP-THF-P a LNP-THF-D

Size Distribution by Intensity
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Record 658: LNP, ETHANOL, pH 4, po sonikaci 3
Record 920: LNP, DIALYZA, ETHANOL, pH 4, po sonikaci 1

Obrazek 23 Srovnani distribuce velikosti ¢astic LNP-EtOH-P a LNP-EtOH-D

Castice byly piipravovany bez nutnosti odpafovani pouZitého rozpoustédla, které mélo
taktéZ vliv na velikost ¢astic. Navic LNP-Ac a LNP-THF nemusely byt po pfipravé
sonikovany, jelikoZ se se netvofily agregaty a po sonikaci se nemeénila velikost ¢astic.
Castice piipravené dialyzou vykazovaly monodisperzni charakter a uniformngjsi velikosti

¢astic. Z téchto ditvodii byly dale LNP ptipravovany jen pomoci dialyzy.

Obecné byla piiprava LNP metodou dialyzy vyhodnocena jako vyhodné&jsi, coz potvrdila
1 studie Beisl a kol., kde se ukézala ptizniva schopnost pracovat s riznymi typy jak ligninu,

tak rozpoustédly ¢i antirozpoustédly [S51].
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7.1.3 Vliv rozpoustédla na ligninové ¢astice

Pro ptipravu LNP byly pouzity Ctyfi organicka rozpoustédla, a to DMSO, THF, EtOH a Ac.
Kazdé z pouzitych rozpoustédel ma rozdilnou polaritu, a proto rozpousti jinou frakci ligninu,
diky tomu vzniklé nanocastice vykazuji odlisné chovani, které se projevuje riznou velikosti

LNP, distribuci velikosti ¢astic, morfologii nebo stabilitou LNP.

Dulezitym faktorem byla i rozdilnd permitivita pouzitych rozpoustédel (viz Tabulka 3),
ktera udava schopnost rozpoustédla polarizovat se v pfitomnosti elektrického pole.
Rozpoustédla, kterd maji vysokou permitivitu, jsou typicky polérni, coz znamend, Ze maji
kladny a zéporny konec kvuli rozdilim v elektronegativit¢ mezi atomy. Tato rozpoustédla
1épe rozpoustéji polarni latky diky silngjsi interakci dipdl-dipol. Nepoldrni rozpoustédla
s nizkou permitivitou jsou vhodné&j$i pro rozpousténi nepolarnich latek prostfednictvim
disperznich sil. Permitivita rozpoustédla mize vyznamné ovlivnit rozpustnost ovlivnénim

sily a povahy interakci mezi molekulami rozpusténé latky a vybranym rozpoustédlem

[52, 53].

Tabulka 3 Souhrn permitivit jednotlivych

rozpoustédel
Rozpoustédlo | Permitivita rozpoustédla & [F-m™']
DMSO 46,7
THF 7,58
Ac 20,7
EtOH 24,5

Jak zobrazuje Tabulka 3, kazdé pouzité rozpoustédlo je odlisné. U DMSO je znatelna
nejvyssi permitivita, kterd znaéi charakter polarniho rozpoustédla. Alkalicky lignin
se v DMSO rozpoustél kompletné bez sedimentujicich castic, avSak velikost LNP-DMSO
se pohybovala mimo trend ostatnich rozpoustédel (viz Obrazky 24, 25). Nevyhodou
u DMSO byl jeho vysoky bod varu, ktery je 189 °C, takze jej nebylo mozné u LNP-P odpafit
tak jako aceton, THF a ethanol, proto bylo vylouceno z dalSich ptiprav LNP.

Jak Tabulka 3 déle zobrazuje, jak velmi podobny charakter maji rozpoustédla aceton

a ethanol. Jedna se o polarni rozpoustédla, ktera maji dobrou schopnost solvatace polarnich

latek diky vodikovym mustkiim. Mohou tak hrat klicovou roli pti solvataci hydroxylovych
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skupin ligninu a tim pfispet k jeho rozpousténi [54]. Z Obrazkl 24, 25 je vidét i velmi
podobny trend velikosti ¢astic LNP-Ac a LNP-EtOH.

Rozpoustédlo THF ma vyrazné odliSnou permitivitu na rozdil od ostatnich rozpoustédel.
THF se tadi mezi nepolarni rozpoustédla, tudiz bude rozpoustét jiné frakce ligninu
nez DMSO, Ac a EtOH. Mezi mozné frakce, které by mohly byt rozpoustény v THF
patii naptiklad alifatické a malé aromatické struktury ligninu, jelikoz jsou méné polarni.
Opét z Obrazkt 24, 25 lze pozorovat jiné chovani castic, kde jak u LNP-THF-P,
tak LNP-THF-D vznikaly nejvétsi ¢éstice s nejvetsim rozsahem velikosti, a to v rozmezi

312-827 nm.
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Obrazek 24 Srovnani velikosti LNP-P v zavislosti
na pouZzitém rozpoustédle ligninu
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Obrazek 25 Srovnani LNP-D v zavislosti na pouzitém
rozpoustédle ligninu

7.1.4 Shrnuti vlivu riiznych parametrii na vlastnosti ¢astic

Pro ptipravu nanocastic ligninu byla dle literatury vyuzita precipitace antirozpoustédlem
a to metodou ptikapavani a dialyzou [14]. LNP byly pfipravovany v pH 2, 4, 6, 8.
Pro rozpusténi ligninu byly vyuzZity Ctyfi organickd rozpoustédla s rozdilnou polaritou,
ato DMSO, THF, Ac, EtOH [10]. Prvni metodou bylo ptikapavani do pufru nebo upravené
DEMI HxO. Z vysledka v kapitole 7.1.1 je ztejmé, Ze soli obsazené v pufru ovliviiovaly
velikost ¢astic, ktera byla nekonzistentni, a nebyl viditelny Zadny trend ve velikostech
ligninovych ¢&astic [13]. Z tohoto divodu byly déale LNP pfipraveny ptikapavanim
jen do vody.

Ve srovnani pouziti ptikapavani a dialyzy bylo zjiSténo, ze dialyzou se ziskaji uniformné;jsi
c¢astice, které maji uzsi monodisperzni distribuce. I z vizudlniho hlediska nebyl pozorovan
zadny sediment na dné vialek. Dialyza byla pro pfipravu LNP vyhodné&jsi, jelikoz se Castice
pfipravovaly bez nutnosti odpafovani pouZitého rozpoustédla. Castice LNP-Ac-D
a LNP-THF-D nemusely byt po pfipravé ani sonikovany, jelikoZ se velikost ¢Eastic

pfed/po sonikaci neménila.

Vzhledem k riznym pH antirozpoustédla bylo zjisténo i vhodné pH pro piipravu LNP.
Castice mély nejvétsi velikost vpH 2, kde se nachazi izoelektricky bod &astic

a pravdépodobné dochézelo k agregaci ¢astic vlivem nedostateénych odpudivych sil mezi
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LNP [17]. Byl ale potvrzen trend, ze velikost klesa s rostoucim pH, kdy od pH 4 se velikost
castic pfilis§ neméni. V prvnim kroku bylo z ptipravy LNP vylouceno antirozpoustédlo

s pH 2, nasledn¢ byly ¢astice pfipravovany pouze do antirozpoustédla s pH 6.

Co se tykéd pouzitych rozpoustédel, vyrobené LNP v prostiedi Ac a EtOH m¢ély velmi
podobny charakter. THF vlivem rozdilnych vlastnosti rozpoustélo jiné ligninové frakce,
proto byla velikost vzniklych LNP jind, a to vyrazné vys$i. Rozpoustédlo DMSO
bylo vylouceno z experimentu, protoze ma vysoky bod varu a jeho odpafeni by bylo
komplikované, avSak i mimo tento divod vzniklé LNP vykazovaly Gplné€ jiny charakter

nez ostatni, viz kapitola 7.1.3.

7.1.5 Stanoveni koncentrace ¢astic

Stanoveni bylo provadéno u vzorkil Céstic pfipravenych metodou dialyzy. Konkrétné
s pH 4 a 8, které bylo provedeno dvakrat vedle sebe. U pH 6 bylo stanoveni zopakovano

¢tytikrat vedle sebe.

Hodnoty koncentrace Castic v disperzich se pohybuji v rozmezi od 0,6—1,3 mg/g. Znalost

koncentrace ¢astic v disperzi byla dilezita z hlediska stabilizace emulzi.

7.1.6 Stanoveni povrchovych vlastnosti

Stanoveni povrchovych vlastnosti pfipravenych castic bylo testovano z hlediska ptipravy
emulzi. Kde napf. povrchové napéti ovliviluje schopnost interakce s disperznim médiem

nebo morfologie ¢astic mize ovlivnit stabilitu emulzi.

Pro toto stanoveni se vyuzivaly nanocastice vyrobené metodou dialyzy piipH 6.
U povrchového napéti, které bylo méfeno pomoci metody Wilhelmyho desticky byly

zmé&feny disperze Castic tiikrat vedle sebe.

Pro srovnani bylo zméteno 1 povrchové napéti demineralizované vody, které pii teploté

26,3 °C dosahovalo 72 mN'm™!, coZ je standardni hodnota.

Z Tabulky 4 je patrné, Ze povrchové napéti Castic je niZsi neZ u demineralizované vody.
Diivodi, pro¢ maji ¢astice mensi povrchové napéti, mize byt hned nékolik, avsak hlavnim
muzou byt rizné funkéni skupiny ligninu. DalSimi vlastnostmi, které ovliviiuji vysledné

hodnoty, mohou byt rozpustnost, molekularni struktura nebo molekularni hmotnost.
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Tabulka 4 Namérené hodnoty povrchového napéti u vzorkii nanocastic

Vzorek 6 [mN/m] Teplota [°C]

Aceton 53,5+0,3 26,4

Ethanol 60,0 = 0,1 26,4
THF 50,6 +0,2 26,4

Smacivost ¢astic byla stanovena méfrenim kontaktniho thlu kapalin (DEMI H>O, jojobovy
olej) na povrchu ¢astic. Pro predstavu, jak vypada vrstva vysusenych ligninovych nanocastic
byly vzorky mikroskopicky pozorovany pod optickym mikroskopem pii zvétSeni 40x
(viz Obrazky 26, 27 a 28).

Obrdazek 26 Morfologie vrstvy LNP-EtOH, zvétseni 40x
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Obrazek 28 Morfologie vrstvy LNP-THF, zvétseni 40x

Samotné méteni kontaktniho Uhlu bylo provedeno na pfistroji See System. Méfenymi
Casticemi byly opét vzorky pfipravené dialyzou piipH 6. M¢étfeni probihalo pétkrat

vedle sebe, kde v Tabulce 5 jsou uvedeny primérné hodnoty téchto méfeni.
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Obecné vztah velikosti kontaktniho tthlu a smacivosti popisuje interakce mezi pevnym
povrchem a kapalinou. Velikost kontaktniho thlu vyjadiuje miru, do jaké kapalina smaci
povrch, kdy maly thel naznacuje vysokou smacivost, zatimco vysoky kontaktni uhel
odpovidd nizké smacivosti. Samotna smacivost znac¢i schopnost kapaliny rozprostiit
se na pevném povrchu a vytvofit co nejvétsi kontaktni plochu [55]. Z Tabulky 5 lze
pozorovat, Zze voda na vysusenych ¢asticich méla mnohem vyssi kontaktni thel nez jojobovy

olej. To znamen4, Ze Castice jsou vice smaceny jojobovym olejem nez vodou.

Tabulka 5 Vysledné hodnoty kontaktnich uhlii u jednotlivych meéreni

Jojobovy olej Demineralizovana voda
Rozpoustédlo
6 [°] 0 [°]
Aceton 129+1,5 38,0+£3,6
Ethanol 17,6 £ 1,4 26,1 £3,2
THF 142+1,1 41,9+0,6

7.1.7 Morfologie ¢astic

Morfologie castic byla stanovena pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM),
pro kterou byly vybrany vzorky ligninovych nanocéstic pfipravenych metodou dialyzy

pfi pH 6 a metodou piikapavani do vody s pH 4.

Na Obrazku 29 a 30 je znateln¢ vidét morfologie LNP-THF pfipravenych obéma zptlisoby,
kdy u pfikapavani je velikost ¢astic riznoroda, avSak v levé ¢asti Obrazku 29 lze vidét
1 kulovité castice. U LNP-THF-D (viz Obrazek 30) je patrné, ze vzniklé Castice maji
charakter dutych, symetrickych kulovitych utvart. Vysledky lze porovnat se studii,
kterou provedli Lievonen a kol., kde byla taktéz sledovana struktura a velikost Céstic
ptipravenych jako LNP-THF. Vysledkem byly symetrické a kulovité tvary ¢astic. Diivodem
muZe byt lepSi rozpustnost ligninu v THF a niZ§i rozpustnost ve vod¢, dale polarita

rozpoustédla nebo vhodna interakce vymény rozpoustédla s vodou [17].
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HV mag [ WD spot | det node — 111
00kY | 30000x |81mm | 3.5 | ETD < Nova NanoSEM

HV mag [ WD spot | det | mode ' pm
5.00kv | 50000x | 8.2mm | 3.5 ETD | SE Nova NanoSEM

Obrazek 30 Morfologie castic LNP-THF-D, pH 6
U LNP-Ac-P a LNP-EtOH-P v pH 4 nemély ¢astice hladky symetricky kulovity tvar, a byly
podstatné mensi nez u LNP-THF-P. Zatimco ¢astice LNP-Ac-D a LNP-EtOH-D v pH 6

vykazovaly navzajem podobnou velikost ¢astic, kdy jejich tvar nebyl symetricky a uniformni

tak jako u LNP-THEF-D. Céstice byly rovnéZ vyrazné mensi nez u LNP-THF.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

7.2 Charakterizace emulzi

Ligninové nanocastice byly vyuzity pro stabilizaci Pickeringovych emulzi typu O/V.
Emulze byly charakterizovany pomoci piistroje Mastersizer 3000, kde byla zmétena velikost
castic. Dale byla zjiStovana koloidni stabilita emulzi méfenim zeta-potencidlu pomoci
pfistroje Zetasizer Malvern Nano ZS 90. Dulezitym aspektem bylo i vizudlni pozorovani
pfipravenych emulzi, hlavnim diivodem bylo pozorovani krémovani emulzi a mnozstvi
zaemulgovaného oleje. Po vizualnim pozorovani byly emulze pozorovany i pod optickym
mikroskopem Olympus CX21, pro zjisténi mikrostruktury emulzi. Rovnéz byla stanovena

emulgacni t€innost.

7.2.1 Vizualni pozorovani a emulgaéni uéinnost

Na Obrazku 31 vidime emulze O/V 10:90 stabilizované ¢asticemi z ptikapavani (LNP-P).
U emulzi stabilizovanymi LNP-EtOH s pH 2 a 4 je viditelna silna agregace emulznich kapek
vlivem castic s pH v blizkosti izoelektrického bodu, zatimco pokud byly pouzity LNP
spH 6 a 8, emulze jsou bez agregace, s homogenni emulzni vrstvou. U emulzi
stabilizovanych LNP-Ac a LNP-THF s pH 4 je viditelny nezaemulgovany ole;j,

zatimco u pH 6 a 8 byla emulgac¢ni Gi¢innost 100 % a Ize vidét krémovou vrstvu emulzi.

Na stabilizaci emulzi mél zasadni vliv typ Castic, a to v zavislosti na pouZzitém rozpoustédle
ligninu a pH antirozpoustédla, podobny trend pozorovali ve studii [56]. Jak je z Obrazku 31
zfejmé, LNP poskytuji emulze rozdilnych vlastnosti, co se tykd krémovani nebo emulgacni

uéinnosti.
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Obrazek 31 Fotografie emulzi s LNP pripravenych metodou prikapdvani

U pfipravenych emulzi byla stanovena emulgacni Gcinnost (viz Obrazek 32). Ta byla
stanovena piedevsim u emulzi stabilizovanych LNP-P (E-LNP-P), kde lze fict, ze emulgacni
ucinnost je vysokd u E-LNP-EtOH, avSak v pH 2 a 4 se tvofi agregaty (viz Obrazek 31).
Podobné vlastnosti mély i emulze ptfipravené ve studii Colucii a kol., kde se projevily
nepatrné znamky agregace emulznich kapek [2]. U emulzi stabilizovanych LNP-Ac-P

a LNP-THF-P je vysoké4 emulgaéni i¢innost v pH 6 a 8. Naopak nizka je v pH 2 a 4.

Emulgacéni ucinnost LNP-P
120
100
S
+ 80
8 HpH?2
£
5 60 pH 4
’é mpH6
o
S 40 HpH8
£
w
20 I
0
E-LNP-DMSO E-LNP-Ac E-LNP-THF E-LNP-EtOH

Obrazek 32 Emulgacni ucinnost emulzi stabilizovanych LNP-P
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Na Obrazku 33 vidime fotografie emulzi, které byly stabilizovany ¢asticemi ptfipravenymi
metodou dialyzy (LNP-D). Emulze maji jednak jinou barvu oproti emulzim stabilizovanymi
Casticemi pripravenych metodou ptikapavani. Navic je z fotografii ziejmé, ze u emulzi
nedochazelo k agregaci emulznich kapek, jako u emulzi stabilizovanych LNP-EtOH-P
pii pH 4, ani nedochazelo ke krémovani. Emulze stabilizované LNP-D (E-LNP-D) jsou
homogenni, vykazuji tak vyssi kinetickou stabilitu systému. Emulze mély taktéz vysokou
emulgacni u€innost bez zavislosti na pH LNP, které byla témét 100 %. I studie Pang a kol.
uvedla, Ze emulze stabilizované ligninovymi nanoc¢ésticemi pfipravenymi metodou dialyzy

vykazuji vysokou stabilitu [57].

Obrazek 33 Fotografie emulzi s LNP pripravenych metodou dialyzy

V pozd¢jsi fazi experimentu byly pfipraveny emulze stabilizované pouze LNP-D diky lepsi
emulgaci a homogenité emulzi. Nasledné byly vylouceny pro stabilizaci emulzi LNP-D
s pH 2 a ve finalni ¢asti byly emulze stabilizovany pouze s LNP-D s pH 6 (viz kapitola
7.2.2). Nicméné emulze byly pfipravovany v riznych pomérech O/V, a to 10:90, 20:80
a5:95.
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Na Obrazku 34 jsou emulze v riiznych pomeérech stabilizované nanocasticemi ligninu
ptipravenych metodou dialyzy pii pH 6. Emulze viditeln¢ neobsahuji nezaemulgovany ole;j,

tudiz emulgacni G€innost byla opét vysoka (100 %). Tyto emulze v jakémkoliv poméru O/V

maji vSechny stejnou barvu a nekrémuji. Dale vykazuji i homogenni charakter.

|

Obrazek 34 Fotografie emulzi stabilizovanych LNP-D v pomérech O/V 5:95, 10:90, 20:80
7.2.2 Velikost emulznich kapek

Velikost emulznich kapek byla stanovena pro emulze stabilizované LNP-D s pH 4, 6 a 8
pomoci laserové difrakce na ptistroji Mastersizer 3000. Primérnou hodnotu velikosti kapek
v emulzi vyjadfuje hodnota D [4;3], kterd se pohybovala pro pfipravené emulze v rozmezi
1,27—1,77 pm (viz Obrazek 35). U E-LNP-THF-D je viditelny rozdil mezi velikostmi
emulznich kapek. Nejvétsi velikost mély emulze stabilizované LNP s pH 4 a dosahovaly
hodnoty 1,77 um, naopak nejmensi velikost emulznich kapek mély emulze stabilizované
LNP-EtOH-D (viz Obrazek 36). U téchto emulzi je zaroven zanedbatelny rozdil ve velikosti
kapek (1,29—1,35 um) v zavislosti na pH LNP. Minimdlni rozdil ve velikosti emulznich
kapek méa i E-LNP-Ac-D, kdy velikost neni ovlivnéna hodnotou pH castic. Velikost
emulznich kapek koresponduje i se studii Gharehkhani a kol.[59].
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Jak je uvedeno vyse, LNP-Ac a LNP-EtOH maji podobny charakter a dale tedy vznikaly
i emulze podobnych vlastnosti. Distribuce emulznich kapek E-LNP-Ac-D
a E-LNP-EtOH-D s pH 6 jsou srovnany na Obrazku 37. Pravé €astice s timto pH pfispély

ke vzniku nejmensi velikosti emulznich kapek, tudiz pH 6 bylo zvoleno pro dalsi testovani.

1,77
1,80 166
1,58 1,60
1,60 _
1,42 L3
1,40 1,27 _ 129 132
1,20 -
£
3
— 1,00
(o)
=
S 0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
E-LNP-THF E-LNP-Ac E-LNP-EtOH
EMpH4 mpH6 WMpHS

Obrazek 35 Vliv pH a typu LNP-D na velikosti emulznich kapek
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Obrazek 36 Distribuce velikosti emulznich kapek pro E-LNP-EtOH-D
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Intenzita [%]
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Obrazek 37 Srovnani distribuce emulznich kapek E-LNP-EtOH a E-LNP-Ac (pH 6)

Emulze stabilizované LNP s pH 6 byly pfipraveny v riznych pomérech O/V, ato 5:95, 10:90
a 20:0, aby byl zjiStén piipadny vliv olejové faze na velikost emulznich kapek. Z Obrazku
38, lze pozorovat, Ze nejvétsi rozdily ve velikosti emulznich kapek mély systémy
stabilizované LNP-EtOH-D, kde v poméru 5:95 méla emulze velikost kapek 0,75 pm,
zatimco v poméru 20:80 velikost byla 2,23 um. Emulzni kapky jsou tim vétsi, ¢im vice je
olejové faze vemulzi, coz lze vidét naptiklad u E-LNP-EtOH-D (viz Obrazek 39).
Tento fakt potvrzuje i1 studie Li a kol., kde se velikost kapicek ménila s obsahem LNP

a pomérem O/V faze [56].
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Obrazek 39 Distribuce emulznich kapek E-LNP-EtOH-D v riiznych pomerech O/V

Odlisné chovani emulznich kapek bylo u E-LNP-THF-D, kde se velikost v zavislosti
na odli$ném poméru O/V nemeénila, naopak u emulze O/V 20:80 byly velikosti emulznich
kapek mirné niz8$i, a to 1,58 um. Dal$im ukazatelem velmi podobnych velikosti

emulznich kapek jsou distribu¢ni kiivky (viz Obrazek 40).
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Obrazek 40 Distribuce emulznich kapek E-LNP-THF-D v riiznych pomerech O/V

7.2.3 Stabilita emulzi

Hodnota zeta-potencidlu ukazuje na stabilitu koloidnich systémt. Pro experiment bylo
dilezit¢ znat i1 koloidni stabilitu emulzi stabilizovanych LNP. Aby nedochézelo
k nezaddoucim jevim, jako je agregace nebo flokulace, méla by byt hodnota zeta-potencialu
vétsi neZ +30 mV nebo niz§i nez —30 mV. Systémy v tomto rozmezi lze povaZovat

za stabilni [58].

Jiz ptipravené ligninové nanocastice vykazovaly koloidni stabilitu a hodnoty LNP-Ac-D,

LNP-EtOH-D a LNP-THF-D se pohybovaly v rozmezi od —36 mV do —46,9 mV.

Dulezitym aspektem, ktery ovliviiuje zeta-potencial je pH. Na Obrazku 41 lze vidét,
Ze u emulze stabilizované ¢asticemi s pH 4 se naméfené hodnoty zeta-potencialu pohybuji
v nejvétsim rozsahu hodnot. Zeta-potencidl E-LNP-THF-D spH 4 dosahuje hodnot
—28,9+0,3 mV, hodnoty zeta-potencialu u ostatnich emulzi jsou nizsi nez —30 mV, kdy se
jedna o stabilni systémy, které koresponduji s hodnotami zeta-potencidlu stabilizujicich
LNP. Od emulzi v pH 6 lze pozorovat stabilni trend velikosti zeta-potencialu,
ktery se pro E-LNP-EtOH-D a E-LNP-THF-D pohyboval v rozmezi hodnot od —37,5
do —38,4 mV. Emulze stabilizované¢ LNP-Ac-D vykazuji stabilni trend zeta-potencidlu

jiz od pH 4, kde se hodnoty pohybuji od —42,8 mV do —41,8 mV.
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Obrazek 41 Zeta-potencial emulzi stabilizovanych LNP-Ac,
LNP-EtOH a LNP-THF

Stabilita vzniklych emulzi byla zjistétna i u E-LNP-D (pH 6) v riznych pomérech
(viz Obrazek 42). VSechny pfipravené emulze stabilizované ¢asticemi dosahuji hodnot
pod —30 mV, tudiZ se jedna o stabilni systémy. Nejmensi rozsah hodnot zeta-potencialu maji
E-LNP-EtOH-D, kdy v poméru 5:95 ma emulze —35,6+0,2 mV, a v poméru 20:80 dosahuje
hodnoty —37,9+0,9 mV. Za to nejvétsi rozsah hodnot ma E-LNP-THF-D, avsak stéle jsou
hodnoty nizsi nez —30 mV. I z fotografii na Obrazku 34 lze vidét, Ze se jedna o homogenni

a stabilni systémy, kde nedochéazelo ke krémovani emulze.

Koloidné¢ stabilni byly i emulze pfipravené ve studii Gharehkhani a kol., kde se hodnoty
zeta-potencialu pohybovaly od —26 mV do —46 mV [59].
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Obrazek 42 Stabilita E-LNP-Ac-D, E-LNP-EtOH-D, E-LNP-THF-D v riiznych
pomerech O/V

7.2.4 Mikrostruktura emulzi

Emulze byly pozorovany pod optickym mikroskopem pii zvétSeni 40x nebo 100x.
Pti zvétSeni 100x byl pouzit cedrovy olej z diivodu lepsiho pozorovani emulznich kapicek.
Byly pozorovany emulze stabilizované casticemi LNP pfipravenych jak metodou

ptikapavani, tak dialyzou.

Na Obrazku 43 jsou fotografie emulze stabilizované pomoci LNP-EtOH pfipravené metodou
prikapavani. Srovnavame zde dvé pH, a to pH 2 a 6, pii zvétseni 40x. Na Obrazku A jsou
viditelné agregaty emulznich kapicek, zatimco na Obrazku B jdou vidét emulzni kapicky
podobnych velikosti. Podobny charakter emulzi mély i systémy stabilizované z LNP-Ac-P
a LNP-THF-P. Emulzni byly tvoteny shluky riznych velikosti kapicek.
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Obrazek 43 Emulze stabilizované LNP-EtOH-P v A) pH 2, B) pH 6, zvétseni 40x

Na Obrazku 44 jsou fotografie emulzi stabilizovanych ¢asticemi LNP-D pii zvétSeni 100x,
konkrétné se jedna o emulze E-LNP-THF-D v pH 6 a 8. Emulze s LNP pH 6 maji podobnou
velikost kapicek, zatimco u pH 8 jsou viditelné emulzni kapky rGznych velikosti,
které nejsou ani tak soudrzné. Nicméné pii porovnani Obrazku 45 a 46, jsou emulze
stabilizovan¢ LNP-D vice homogenni a kapicky netvoii shluky, oproti emulzim
ptipravenych z LNP-P. U ostatnich E-LNP-D se nevytvotily zddné agregaty kapicek,
ani nebyly viditelné shluky v jednotlivych emulzich. Emulzni kapi¢ky byly podobnych
velikosti u emulzi stabilizovanych LNP se vSemi pH. Charakterové podobné emulzni

kapicky byly sledovany i u emulzi ve studii Pang a kol. [57].

Obrazek 44 Emulze stabilizované LNP-THF-D v A) pH 6, B) pH 8, zveétseni 100x



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

Na Obrazku 45 jsou fotografie emulzi stabilizovanych LNP pfipravenych metodou dialyzy
s pH 6. Emulze byly pfipraveny v riznych pomérech, aby se zjistil charakter emulznich
kapicek v zavislosti na rizném mnozstvi olejové a vodné faze. Pro srovnani je zde uvedena
E-LNP-Ac-D v poméru O/V A) 5:95 a B) 20:80. V ptipadé A Ize pozorovat vétsi hustotu
a soudrznou sit’ emulznich kapicek, které jsou podobné velikosti. V pfipadé B neni velikost
kapi¢ek homogenni, mizeme vidét emulzni kapky riznych velikosti.

Dalsi emulze mély velmi podobny charakter. V poméru O/V 5:95 emulze stabilizované

LNP-EtOH-D a LNP-THF-D mély nejmensi kapicky, za to v poméru 20:80 mély emulzni

kapicky raznou velikost, jako v ptipad¢ B na Obrazku 45.

Obrazek 45 Emulze stabilizované LNP-Ac-D pri pH 6 v pomérech O/V A) 5:95, B) 20:80,
zvetseni 100x

Emulze stabilizované casticemi, které byly pfipraveny metodou piikapavéani, nebyly
homogenni a mély niz8i emulgacéni G¢innost. Tento fakt se podepsal 1 na mikroskopickych
snimcich, kdy se v emulzich objevuji kapky nezaemulgovaného oleje. Stabilita téchto

emulzi nedosahovala ani takovych hodnot jako u emulzi stabilizovanych LNP-D.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo pfipravit ligninové Castice a stabilizovat jimi Pickeringovy
emulze. Pro rozpusténi ligninu byly vyuzity Ctyfi organickd rozpoustédla, kterymi byly
DMSO, THF, Ac a EtOH. Ligninové nanocastice byly pfipraveny metodou precipitace
antirozpoustédlem. Konkrétné Slo o ptikapavani a dialyzu do antirozpoustédla s pH 2, 4, 6
a 8. U piikapavani byly jako antirozpoustédla pouzity citrat-fosfatovy pufr a upravend DEMI
H>O. Pii pouziti pufru jako antirozpoustédla byla velikost ¢astic nekonzistentni a nebyl zde
zadny viditelny trend. Za to pfi pfipravé nanocastic do vody jako antirozpoustédla, mély
¢astice mensi velikosti, kdy od pH 4 byl viditelny stabilni trend velikosti ¢astic v zavislosti
najejich pH. Tim, Ze byla velikost ¢astic pfi piipravé LNP do pufru nekonzistentni, z diivodu
ptitomnosti soli, které zjevné ovliviiuji vlastnosti ¢astic, nebyl pufr jako antirozpoustédlo
dale pouzivano. V pH 2 mély ¢astice nejveétsi velikost. Tento jev je zpilisoben pritomnosti
izoelektrického bodu Castic pobliz pH 2. V této oblasti pH dochazi k protonaci nabitych
skupin, coz vedlo k agregaci castic. Proto ani antirozpoustédlo s pH 2 nebylo dale

pro piipravu ¢astic pouzivano.

Dalsi metodou piipravy LNP byla dialyza, kterou byly ziskdny uniformnéjsi castice,
které maji uzsi monodisperzni distribuce. Dilezitym aspektem pii vyrobé nanocastic
dialyzou je obecné snadnéjsi ptiprava LNP, jelikoZ byly Céstice pfipravovany bez nutnosti
odpatovani rozpousStédla a u LNP-Ac-D a LNP-THF-D nebyla provedena ani sonikace,
vzhledem k neménné velikost Castic. Metoda piipravy dialyzou byla vyhodnocena

jako vhodnéjsi pro ptipravu LNP.

U pouzitych rozpoustédel ligninu, kterymi byly Ac, EtOH, THF a DMSO, mély pfipravené
LNP odlisny charakter, jelikoz kazdé rozpoustédlo rozpoustélo vlivem rozdilné polarity
jinou frakci ligninu. Zejména pii pouziti nepolarniho rozpoustédla THF, oproti polarnim
rozpoustédlim Ac a EtOH, byla velikost LNP jina, a to vyssi. Vysoce polarni rozpoustédlo
DMSO vykazovalo Gplné€ odlisné vlastnosti vzniklych LNP, a mimo jiné vzhledem k jeho

vysokému bodu varu nemohlo byt odpateno, tudiz bylo vylou¢eno z experimentu.

Byly stanoveny 1 povrchové vlastnosti pfipravenych LNP, kvtli nésledujici ptipravé emulzi.
Bylo zmé&feno povrchové napéti disperzi ¢astic, dale byl méten i kontaktni thel, kde vrstva
ligninovych ¢astic byla dle kontaktnich uhlti smacena méné¢ DEMI H2O neZ jojobovym
olejem. Morfologie ¢astic byla sledovéana skenovaci elektronovou mikroskopii. U LNP-THF

v pH 6, které byly ptipraveny dialyzou byly pozorovany duté, hladké a symetrické kulovité
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castice. Taktéz u LNP-Ac-D a LNP-EtOH-D vykazovaly navzdjem castice podobnou

velikost. Naopak u metody piikapavani byl tvar a velikost ¢astic riiznorody.

Ligninovymi ¢asticemi byly stabilizovany Pickeringovy emulze typu O/V v poméru 10:90,
kde byla zméiena velikost emulznich kapek, emulgacni efektivita ¢i samotnd stabilita
pomoci zeta-potencidlu. Porovnavany byly emulze stabilizované LNP-P a LNP-D. Emulze
stabilizované pravé LNP-P byly vpH 2 a 4 siln¢ agregované, avSak v pH 6 a 8§ byly
bez agregace, s homogenni emulzni vrstvou. U emulzi stabilizovanymi LNP-D nedochazelo
ke krémovani, byly homogenni a mély stejnou barvu ve vSech pH a jejich emulgacni
ucinnost byla 100 %. Nejlepsi vlastnosti mély emulze stabilizované LNP-D spH 6,
tyto emulze mély nejmensi velikost emulznich kapic¢ek. Vzhledem k tomuto faktu byly dale
pfipraveny emulze v riznych pomérech O/V faze, a to 5:95, 10:90 a 20:80. Emulze
v jakémkoli z pfipravenych poméri mély homogenni charakter a nekrémovaly. Byly
proméieny velikosti emulznich kapek, kde se ukazal vliv mnozstvi olejové faze na velikost

kapek. Emulzni kapky byly tim vétsi, ¢im vice bylo olejové faze v emulzi.

Jak u pfipravenych castic, tak u emulzi byla prométfena koloidni stabilita systémi.
Jak LNP, tak emulze vykazovaly koloidni stabilitu a jejich hodnoty zeta-potencidlu
se pohybovaly pod —30 mV. Hodnoty zeta-potencidlu emulzi odpovidaly hodnotam

zeta-potencidlu pfipravenych ligninovych nanocastic.

Ptipravené emulze byly zkoumdany i pod optickym mikroskopem z diivodu pozorovani
mikrostruktury. Obecné u emulzi stabilizovanych ligninovymi nanoc¢asticemi pfipravenymi
metodou piikapavani do pufru se tvofily agregaty, shluky kapicek, avSak emulze
stabilizované LNP pfipravenymi dialyzou mély emulzni kapi¢ky podobnych velikosti

ve vSech méfenych pH.

Na zéklad¢ vysledki této studie jsou ligninové Castice slibnym materidlem pro budouci
pouziti. LNP pfipravené metodou dialyzy mély lepsi vlastnosti a jako nejvhodné&jsi
pH pro pfipravu nanocéstic bylo uréeno pH 6. Organicka rozpoustédla, kterd byla vybrana
pro ptfipravu ligninovych nanocastic vykazujici odlisné vlastnosti, diky jejich polarité
a schopnosti rozpoustét razné frakce ligninu. Pickeringovy emulze stabilizované LNP-D

vykazovaly homogenni charakter bez krémovani, ktery sv€d¢i o dobré kinetické stabilité.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ac

DEMI H,O
DMSO
EtOH

LNP
LNP-Ac
LNP-D
LNP-DMSO
LNP-EtOH
LNP-P
LNP-pufr
LNP-THF
LNP-voda
o/v

SEM

SPF

THF

uv

UVA

UVB

aceton

demineralizovana voda

dimethylsulfoxid

ethanol

ligninové nanocastice

ligninové nanocastice ptipravené v prostiedi rozpoustédla aceton
ligninové nanocastice ptipravené¢ metodou dialyzy

ligninové nanocastice ptipravené v prostiedi rozpoustédla dimethylsulfoxid
ligninové nanoc€astice ptipravené v prostiedi rozpoustédla ethanol
ligninové nanocastice ptipravené metodou piikapavani

ligninové nanocastice ptipravené metodou piikapavani do pufru

ligninové nanocastice ptipravené v prostiedi rozpoustédla tetrahydrofuran
ligninové nanocastice ptipravené metodou ptikapavani do vody

emulze typu olej ve vodé

skenovaci elektronova mikroskopie

Sun Protection Factor — mira udavajici ochranu proti UV zafeni
tetrahydrofuran

ultrafialové zateni

ultrafialové zafeni v rozmezi 315-400 nm

ultrafialové zafeni v rozmezi 280-315 nm
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