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ABSTRAKT

Teoreticka cast predlozené diplomové prace se zamétfuje na typy nosict aktivnich latek,
charakteristiku vybranych biopolymeri, vhodnych pro jejich piipravu, a také klasifikaci
bioaktivnich latek. V zavéru teoretické Casti jsou shrnuty faktory, které maji vliv na kinetiku

uvoliovani aktivnich molekul z nosnych systémd.

Prakticka cast se vénuje piipravé a charakterizaci biopolymernich chitosanovych filmu
s inkorporovanymi bioaktivnimi latkami, konkrétné kurkuminem a thymolem. U vzorka
byly sledovany mechanické, povrchové, strukturni a antibakteridlni vlastnosti. Stézejni cast
se zabyva studiem faktorti, které uvoliiovani vybranych fenolickych sloucenin ovliviuji,

jako je teplota, pH a sloZeni systému.

Klicova slova: nosny systém, biopolymer, aktivni latka, thymol, kurkumin, kinetika

uvolnovani, teplota, pH

ABSTRACT

The theoretical part of the submitted diploma thesis focuses on the types of active substance
carriers, the characteristics of selected biopolymers suitable for their preparation, as well as
the classification of bioactive substances. At the end of the theoretical part, the factors that

affect the release kinetics of active molecules from carrier systems are summarized.

The practical part deals with the preparation and characterization of biopolymer chitosan
films with incorporated bioactive substances, specifically curcumin and thymol. The
mechanical, surface, structural and antibacterial properties of the samples were monitored.
The main part deals with the study of factors that affect the release of selected phenolic

compounds, such as temperature, pH and system composition.

Keywords: carrier system, biopolymer, active substance, thymol, curcumin, release kinetics,

temperature, pH
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UvVOD

Biopolymery jsou v soucasné dobé predmétem zajmu mnoha studii, zejména kvtili jejich
benefitim v podob¢ biodegradability, biokompatibility a flexibility. Své uplatnéni nachazeji
v celé fadé oborid vcetné farmaceutického, zemedélského, potravinaiského a kosmetického
primyslu. Zejména v oblasti vyroby biopolymernich systému pro enkapsulaci latek probiha
v poslednich letech intenzivni vyvoj, za ucelem optimalizace podminek uvoliiovani na dané
misto ur€eni. ZvySend pozornost je vénovana tzv. responzivnim systémiim, které citlivé
reaguji na zmény vnéjSich podminek, jako je pH nebo teplota. Mezi perspektivni
biopolymerni materidly patii zejména polysacharidy, zahrnujici napftiklad celulozu,

chitosan, nebo jejich derivaty.

Teoretickd cast je vénovana klasifikaci nékterych typll nosicli aktivnich latek, déle se
zamétuje na biopolymery, které jsou vhodné prave pro vyrobu nosicli, a vybrané bioaktivni
slouceniny, v¢etn¢ thymolu a kurkuminu, které byly vyuzity v experimentu. V neposledni
fad¢€ je zde uveden piehled faktorti, které ovliviiuji kinetiku uvoliiovani aktivnich latek z

nosnych systémd.

V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pfipraveny chitosanové filmy, do
nichz byly inkorporovany aktivni fenolické latky. U téchto vzorkti byly sledovany fyzikalné-
chemické charakteristiky, jako napfiklad smacivost, mechanické vlastnosti a antibakterialni
aktivita. Hlavni diiraz byl kladen na studium kinetiky kurkuminu a thymolu z chitosanovych
filmi do fosfatového pufru pii rtiznych teplotich a hodnotich pH. Cilem prace bylo
zhodnotit moZnosti vyuziti formulaci na bazi chitosanu a kurkuminu, resp. thymolu pro

tzv. responzivni systémy k fizenému uvoliiovani aktivnich latek.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 NOSICE AKTIVNICH LATEK

Nosice pro aktivni molekuly mohou byt pfipraveny z mnoha typt materiald a mohou
existovat v riznych forméach, jako jsou ¢astice, emulzni systémy, polymerni filmy, micely
atd. Pfi pfipravé aktivnich nosnych systému je tfeba vzit v uvahu fadu faktorl, zejména
charakter ucinné latky, pfipadné vzajemné interakce s nosi¢em a/nebo pozadované vlastnosti
a pouziti. Optimalni nosny systétm by mél byt stabilni, bezpecny, ekonomicky 1

environmentalné ptiznivy.

1.1 Lipidové nanocastice

Lipidové nanocéstice jsou nanoemulzni systémy typu O/V, ve kterych je kapalny olej
nahrazen pevnym lipidem nebo smési pevnych a kapalnych lipidid. Primérna velikost
lipidovych castic je v rozmezi od 40 do 1000 nm a pro stabilizaci se pouziva koncentrace
povrchové aktivni latky od 0,5 do 5 hm.%. Tyto nosi¢e mohou byt vyrabény riznymi
technikami, jako je vysokotlakd homogenizace, mikroemulzni technika, metoda vsttikovani
rozpoustédla (nebo vytésiovani), inverze fazi nebo ultrazvuku. Lipidové Céstice mayji
vyhody v zachyceni jak hydrofilnich, tak hydrofobnich aktivnich latek ve vysokych

koncentracich. Kapacita plnéni [é¢ivem je vSak niz$i kvili lipidové krystalické struktuie [1].

1.2 Lipozomy

Lipozomy jsou v dnesSni dob& Siroce pouzivany ve farmaceutickém, kosmetickém a
potravinaiském primyslu. Tyto sférické vezikuly maji hydrofilni jaddro obklopené alespon
jednou dvojvrstvou na bazi fosfolipidi. NejCastéji pouzivanym fosfolipidem je
fosfatidylcholin. Do lipozomii 1ze enkapsulovat hydrofilni, hydrofobni, a dokonce amfifilni
molekuly, a to navzdory skutecnosti, ze jejich jadro je samo o sobé hydrofilni. Zatimco
hydrofobni ¢inidla jsou inkorporovana mezi lipidovou dvojvrstvu, hydrofilni molekuly jsou
zapouzdieny v jadru a amfifilni latky zGstavaji na rozhrani voda/lipid [1], [2].

Lipozomy jsou perspektivnimi transportnimi systémy diky jejich biologické rozlozitelnosti,
biokompatibilité, nizké toxicité a snadnému zpusobu piipravy. Jednim z negativnich aspekt
je rychlé uvoliiovani ve vodé Spatné rozpustnych 1é¢iv zapouzdienych v lipidové dvojvrstve.
Dalsi nevyhodou je nizkd fyzikalni a chemickd stabilita zplisobena oxidaci a hydrolyzou

fosfolipida [1].
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Lipozomy mohou byt pfipraveny disperzi lipidovych molekul ve vodné fazi provadénou
mechanickymi metodami, jako je metoda hydratace filmu, sonikace, mikrofluidizace,

extruze nebo nahrada organickych rozpoustédel [3].

1.3 Micely

Micely jsou agregaty povrchové aktivnich latek, které vznikaji az po dosazeni urcité

koncentrace, kterou nazyvame kriticka micelarni koncentrace (cmc) [4, str. 178].

Micely mohou existovat v riznych formach. V zavislosti na polarité prostiedi se rozliSuji
micely klasické a inverzni. Solubiliza¢ni kapacita micel surfaktantu zavisi na jeho
molekularni struktute, dale pak na typu solubilizované molekuly, mechanismu zapouzdieni

a fyzikalné-chemickych interakcich pfitomnych slozek [5].

Ve vodnych roztocich jsou hydrofobni ¢inidla, napt. 1é¢iva, zabudovéana do hydrofobniho
jadra micel, coz zvySuje jejich rozpustnost. Na druhé stran¢ se polarni materialy bézné

nachazeji v tzv. palisddové vrstvé micely [6].

Prostfednictvim solubilizace do micel 1ze do polarniho roztoku zabudovat pomé&rmné velka
mnozstvi Spatné rozpustnych ucinnych latek. Navic diky nizké koncentraci vody
v micelarnim jadru je potlacena hydrolytickd degradace, coz zvySuje chemickou stabilitu
solubilizované molekuly. Kinetika uvollovani mize byt fizena diky rozdé€leni
enkapsulovaného c¢inidla ve struktufe micelarniho agregatu, coz napomiliZe zvySeni

vysledného u¢inku aktivni molekuly v pozadovaném misté urceni [7].

1.4 Emulzni systémy

Emulze jsou disperzni systémy, které se skladaji ze dvou nemisitelnych kapalin, obvykle
vody a oleje, pficemz jedna z kapalin je rozptylena ve formé& malych sférickych kapicek
ve druhé. Emulze 1ze klasifikovat podle rozlozeni olejové a vodné faze na olej ve vode
(O/V), kdy jsou kapky oleje rozptylené¢ ve vodné fazi, a voda voleji (V/O), které
obsahuji kapic¢ky vody rozptylené v olejové fazi [8].

Existuji i emulze slozené, napiiklad O/V/O nebo V/O/V. Dalsim kritériem klasifikace

emulznich systémt je velikost kapicek, a to na mikroemulze, nanoemulze a makroemulze

[9].
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1.4.1 Mikroemulze

Mikroemulze jsou transparentni, termodynamicky stabilni izotropni disperzni systémy
obsahujici ¢astice v rozmezi od 10 do 100 nm. Vznikaji spontann¢ s vyssim podilem ko-

surfaktantu, ktery zptisobuje dalsi sniZzeni mezifdzového napéti [10].

1.4.2 Nanoemulze

Nanoemulze obvykle obsahuji ¢astice o velikosti od 20 az 200 nm s vysokou mezifdzovou
plochou a vykazuji vysokou solubiliza¢ni kapacitu a nizkou viskozitu. Ve srovndni s
mikroemulzemi nejsou termodynamicky stabilni, ale mohou mit vysoky podil kinetické
stability proti sedimentaci, flokulaci a/nebo koalescenci, pokud jsou pfipraveny za
optimalnich podminek [10].

K ptipravé nanoemulzi 1ze vyuzit vysokoenergetické nebo nizkoenergetické homogenizaéni
metody. Druhd jmenovand skupina zahrnuje techniky vyuzivajici fdzovou inverzi béhem
emulgace, jako je metoda inverzniho bodu emulze (EIP) nebo metoda teploty inverze fazi

(PIT) [9].

1.5 Polymerni filmy

Polymerni filmy pfedstavuji perspektivni nosice pro enkapsulaci riiznych aktivnich latek,
kter¢ mohou slouzit mimo jiné jako povlaky a obaly pro konzervaci potravin nebo jako
obvazy na rany. Tyto systémy dokazou fidit propustnost plynti, vlhkosti, zabrafiovat

oxida¢nim mechanismiim, omezovat tvorbu biofilmu, a prodluzovat tak trvanlivost produktu
[11].

Pro piipravu takovych systéml mohou byt vyuzity syntetické a/nebo piirodni polymery.
Syntetické polymery si ziskaly velkou ¢ast pozornosti v mnoha priimyslovych oblastech,
zejména diky variabilité fyzikalnich a chemickych vlastnosti, kterych lze dosdhnout na
zaklad¢ charakteru monomernich jednotek, typu polymeracni reakce a potencialni tvorby
kopolymeri s riznymi sloZkami. V bioaktivnich systémech se €asto pouzZivaji hydrolyticky
degradovatelné polymery, zatimco u biopolymerti je preferovan proces enzymatické

degradace [12].

Filmy lIze ziskdvat pomoci riznych technik, jako je metoda odlévani, tzv. mokrd metoda,

nebo vytlacovani, tzv. sucha metoda [13].
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1.5.1 Odlévani z roztoku

Metoda odlévani z roztoku, také nazyvana jako mokry proces, zahrnuje tfi kroky: dispergaci
nebo solubilizaci polymeru v rozpoustédlovém médiu, nasledné odlévani roztoku na rovny
povrch a finalni suSeni. Film lze po zaschnuti z rovného povrchu lehce sloupnout (Obr. 1).
Uvadi se, Ze tento pomaly proces odlévani/odpafovani poskytuje materidly s nejvysSim
mechanickym vykonem. To je pfi¢itano skuteCnosti, ze béhem pomalého odpatfovani
rozpoustédla je umoznéno pieskupeni malych castic v dasledku Brownova pohybu
v suspenzi nebo roztoku [14, str. 14-15].

Metoda odlévani je nejCastéji vyuzivana pro tvorbu filma v laboratornich a pilotnich
meéfenich. Mezi hlavni vyhody této techniky patii nenaro¢né provedeni bez nutnosti pouziti
specializovaného vybaveni a stim souvisejici nizké ndklady. Dal§i vyhodou je nizsi
zpracovatelska teplota, homogenita a opticka Cistota vysledného produktu. Nevyhody
spocivaji zejména v limitaci mnozstvi a forem pro odlévani filml, pouzivani toxickych

rozpoustédel, mozné denaturace proteinti a dalSich molekul a dlouha doba schnuti [15].

£

1
= Rozprostieni na Suseni a
pevny povrch odloupnuti
>
= =
Petriho miska Chitosanovy
Roztok chitosanu tenky film

Obrazek 1 Schéma techniky odlévani (upraveno dle [16, str. 4])
1.5.2 Vytlacovani

Metoda vytlaCovani se oznacuje jako suchy proces, jelikoz se vyuziva jen omezené nebo
zadné mnozstvi rozpoustédla. Hlavni vyhodou této metody je kratS$i doba ptipravy, a to
z diivodu eliminace kroku odpateni rozpoustédla. K vytlacovani jsou vyuzivany extrudery.
Proces extruze zahrnuje tfi kroky. Prvnim je ptfidavek polymeru a dalSich ptisad do
extruderu, v dalSich dvou krocich dochézi k hnéteni a ohfevu smési. Na konci extruderu je
fixovana matrice, jejiz typ rozhoduje o tvaru a tlouStce extrudovaného filmu (Obr. 2).
Z divodu aplikace vysokych teplot mize dochazet ke zméné struktury polymeru a

k degradaci teplotné citlivych materiala [13].
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Filmy ziskané metodou vytlacovani se vyznacuji dobrymi mechanickymi a optickymi
vlastnostmi. Vzhledem k vysoké efektivité se proces extruze vyuziva v komerénim métitku
pii velkovyrobé naptiklad v potravindistvi. Mezi nevyhody této metody patii predevSim
omezeni zpracovani pouze na teplotné tolerantni smési surovin s nizkou vlhkosti, také vyssi

pocatecni néklady na specializované vybaveni a naklady na udrzbu [15].

NASYPKA FORMA

VYSLEDNY
FILM

EXTRUDER

POHON

Obrézek 2 Schéma procesu extruze (upraveno dle [17])
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2 BIOPOLYMERY JAKO NOSNE SYSTEMY

Polymerni materidly nachazeji své uplatnéni v celé fadé oborii véetné¢ farmaceutického,
zemédélského, potravinarského a kosmetického pramyslu. Polymery Ize klasifikovat podle
struktury, a to na linedrni, rozvétvené a zesitované typy. Podle pivodu se polymery dé¢li na
ptirodni a syntetické. Mezi syntetické polymerni materidly fadime polymery pfipravené
v laboratofi, jako je naptiklad polyethylen, polystyren, polyvinylchlorid, synteticky kaucuk
atd. Pfirodni polymery jsou izolovany z pfirodnich materiald (rostlinnych a/nebo
zivocisnych zdrojti) a jsou v dnesni dob¢ velmi perspektivni vzhledem k rostoucimu trendu
eliminace mnozstvi syntetickych latek v zivotnim prostfedi. Mezi zastupce piirodnich

polymert patii polysacharidy, proteiny, nukleové kyseliny a pfirodni kaucuk [18].
Riizné pfirodni, ale 1 syntetické polymery, které jsou biologicky rozlozitelné a ve vodé
rozpustné maji velky vyznam pfi vyrobé nosnych systému pro uvoliiovani a dodavani 1é¢iv
a jinych aktivnich latek.
Mezi stézejni vyhody téchto materialt patii zejména:

- schopnost zlepsit rozpustnost riznych hydrofobnich nizkomolekuldrnich sloucenin

ve vodé
- prodlouzeni doby jejich cirkulace v krevnim obéhu
- zlepSeni biologické dostupnosti aktivnich molekul

- ochrana nestabilni aktivni slouc¢eniny pfed degradaci a znehodnocenim [19, str. 37]

Z ptirodnich polymernich materialii jsou pro nosice aktivnich latek €asto vyuzivany rizné

typy polysacharidi, z nichZ nékteré budou klasifikovany v nasledujicich kapitolach.

2.1 Celuloza

Celuldza je piirozené se vyskytujici biopolymer pfitomny zejména v bunécnych sténach
mnoha organismt, jako jsou bakterie, sinice, houby, zelené fasy, améby, kapradiny, mechy
a krytosemenné rostliny. Celul6za je tvofena anhydro-D-glukopyranosovymi jednotkami
spojenymi 1,4 vazbami (Obr. 3). Primarné je tento biopolymer nerozpustny ve vodé¢ a
ve veétSing rozpoustédel, a to z dlivodu silnych inter a intramolekularnich vodikovych vazeb

v molekule [20, str. 10-11].
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CHE_DH

H  OH CH,~OH

Obrazek 3 Strukturni vzorec celulozy [21]

Diky supramolekuldrni struktufe celulézy mulze existovat v krystalické¢ i amorfni formé.

Stupen krystalinity se mize podle typu piedupravy a ptivodu celulézy pohybovat od 40 %
do 60 %.

Morfologie celulézy ma vyznamny vliv na jeji reaktivitu. Rostlinna celuldza se nachazi
ve dvou nativnich formdach: celuléza I a celuldza 11, ptficemz ob¢ tyto formy jsou krystalické.
Celuloéza 1II se tvoii zceluldozy 1 po smichdni s vodnym roztokem hydroxidu sodného.
Existuji celkem ctyfi rizné krystalické polymorfy celulozy — I, II, III, a IV, znichz
nejstabilnéjsi je celuldza II. Zpracovani celuldzy I a II kapalnym amoniakem vede ke vzniku

celulézy typu IIL, jejimz zahtfivanim se ziskéd celuléza IV. Obrazek 4 ukazuje vyvojovy

diagram pfemény celuldzy na jeji rizné polymorfy.

celulézal,
NV \JaGH
glycerol ) NaOH h NH, )
celuléza IV =——— celuldza lll —3— | —= celulézalll celuléza Il
250°C NaOH
NR ADH
. lycerol
celulézaly Ethadbe celuléza IV

250°C

Obrazek 4 Diagram pfemény celuldzy (upraveno dle [20, str. 11])

I pfes svou Spatnou rozpustnost ma celuléza Siroké vyuziti, a to napfiklad v primyslu

natérovych hmot, papirenském priimyslu, zdravotnictvi, ale i1 potravinafstvi [20, str. 10-11].
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2.1.1 Derivaty celulozy

Modifikace celulozy, naptiklad esterifikaci a etherifikaci na hydroxylové skuping, umoznuje
ziskat derivaty s lepSimi zpracovatelskymi vlastnostmi, které Ize s vyhodou vyuzit
v systémech pro fizené dodavani 1éCiv a jinych aktivnich latek. Jedna se o biokompatibilni,
reprodukovatelné a recyklovatelné materidly vhodné pro rizné farmaceutické aplikace. Mezi
typické  pfiklady patti =~ methylceluloza, ethylceluléza, hydroxyethylceluldza,
hydroxyethylmethylcelul6za, hydroxypropylceluléoza a ethery karboxymethylcelulozy.
Ethery celul6zy vznikaji hydroxylovou etherifikaci za pouziti specifického alkylhalogenidu
s pouzitim celuldzy ziskané z buniCiny. Primérny pocet alkylovych skupin R predstavuje
stupenn substituce, pfiCemz maximalni stupen substituce je tfi na kazdou glukanovou
jednotku. Ve farmaceutickych aplikacich se s vyhodou vyuzivd moznost ménit stupeni
substituce pro ziskani derivatl s riznymi vlastnostmi. Derivaty celuldzy botnaji ve vodé a
usnadnuji uvolnéni aktivnich latek z matrice prostiednictvim mechanismu difuze [20, str.

12].

2.2 Xantanova guma

Xanthanova guma se skladé z opakujicich se jednotek pentasacharidu sestavajicich ze dvou
molekul  D-glukopyranosylu, dvou molekul D-mannopyranosylu a jedné D-
glukopyranosyluronové jednotky (Obr. 5). Xantanova guma se rozpousti v horké i studené
vodé. Ma znacny priimyslovy vyznam pfi fizeni reologie ve vod¢€ rozpustnych polymernich
systéml dodavani 1é¢iv. Ve srovnani s jinymi polysacharidy poskytuje xanthan vysoce
viskozni roztoky i pfi nizkych koncentracich, z toho diivodu jsou tyto systémy vyuzivany
Casto jako stabilizatory a zahuStovadla. Nosice 1é¢iv na bazi xanthanové gumy nejsou nijak
zasadné ovliviiovany pH a jsou stabilni v alkalickém 1 kyselém prostfedi v rozmezi 1-13.
Xanthan 1ze pouzit v kombinaci s karboxymethylcelul6zou, Skrobem a algindtem sodnym

[19, str. 38-39].
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CH,OH CH,OH
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Obrazek 5 Struktura xantanové gumy [19, str. 38]

2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova, n¢kdy také nazyvana jako hyaluronan nebo hyaluronat, je pfirozené
se vyskytujici linearni glykosaminoglykan sestavajici z pravidelnych jednotek
nesulfatovaného disacharidu kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu [22, str. 1-7]

spojenych f1 — 3 a Bl — 4 glykosidickymi vazbami (Obr. 6).

OH OH OH OH
--.-"O O, HO"& O HO ...-‘
HO NH | Ho &NH e
OH = OH o=

PH OH B-1.4-glykosidickd vazba  B-1,3-glykosidicka vazba
40
HO S HO e\
OH
HO OH
2 1 HO 3
3 NH 1
OH 3 o

Kyselina glukuronova N-acetylglukosamin

Obrazek 6 Struktura kyseliny hyaluronové (upraveno dle [23])

Na rozdil od jinych glykosaminoglukant je kyselina hyaluronova jedinym nesulfatovanym

polymerem, ktery umoznuje, aby byla molekula rigidni a pfiméa. Byva produkovéna
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v plazmatické membrané vSech savcich bunck, obojzivelniki a bakterii integralnimi

membranovymi enzymy nazyvanymi syntazy kyseliny hyaluronové.

U lidi je kyselina hyaluronova piitomna ve vSech organech, nejvice vSak v pojivové tkani,
chrupavcité tkani ve sklivci, synovidlni tekutiné kloubii a v pupecniku a je zodpovédna za

udrzovani tkanové homeostazy.

Mezi hlavni charakteristiky kyseliny hyaluronové, které z ni ¢ini velmi atraktivni molekulu,
patifi vysokd hygroskopicita, viskoelastickd povaha, biokompatibilita a netoxicita (pfi

rozkladu nevytvaii toxické produkty).

Kyselina hyaluronova nachazi své uplatnéni v mnoha odvétvich. Vyuziva se napiiklad
v kosmetickém pramyslu, chirurgii, vtkanovém inzenyrstvi, jako nosny systém pro
dodavani 1éc¢iv, dale v revmatologii, otolaryngologii a urologii (Obr. 7), kde napomaha k
ochran¢ a obnové tkani. V oblasti dermatologie se HA aplikuje jako dermalni vypli pro
1é¢bu vrasek, v tkanovém inzenyrstvi pak jako mechanické podpora pro tkan, ktera mtize byt

implantovéana do organismtl, aniz by zptisobovala alergické nebo imunitni reakce [23].

Lééba - ./ Revmatologie
osteoartrozy (‘\
< *
Kosmetika .
oftalmologie Otolaryngologie
Aplikace

l kyseliny

Dermatologie, r hyaluronové s
|
II'(_

Esteticka a klinicka

medicina, Urologie
Lokalni podavéini lékii
Chirurgie b Studie rakoviny a
a hojeni ran A sm B nosi¢ molekul DNA

Obrazek 7 Aplikace kyseliny hyaluronové (upraveno dle [23, str. 3])
2.4 Chitosan

Chitosan je prirodni polysacharid zivoc¢isného pivodu rozpustny v kyselém prostiedi. Je
odvozen z chitinu, druhého nejrozsitenéjsiho polymeru po celuloze, a je obsazen v epidermis
nebo exoskeletech korysi, jako jsou krabi a krevety, u hmyzu, jako jsou kobylky a vazky, v

bunécnych sténach hub a v bakteriich [24, str. 117-118]. Jednd se v podstaté o N-acetylovany
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derivat chitinu, ktery je ziskdvan po alkalické deacetylaci chitinu. Chemické struktura
chitosanu se skladé ze dvou podjednotek, D-glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu, které

jsou vzajemné linearné propojeny 1,4-glykosidickymi vazbami (Obr. 8) [25, str. 890].

HN.__CHj HNTCHB HN\ﬂ/CHs
0 O O
chitin
OH OH OH
090 gl
“’g(;é@/Ho HO
NH; NH, NH;
chitosan

Obrézek 8 Deacetylace a chemicka struktura chitosanu [26, str. 56]

Chitosan je dostupny o rtiznych molekulovych hmotnostech (700—-1000 kDa) a stupnich
deacetylace (6695 %). Aminova funkéni skupina chitosanu je zodpovédna za jeho
rozpustnost ve vodnych kyselych roztocich. K solubilizaci dochazi protonaci funk¢nich
skupin -NH:z na pozici C2 D-glukosaminovych zbytkil. Rozpustnost je relativné nizka pfi
fyziologickém pH 7,4 nebo vyssim, protoze jde o slabou bazi s pKa (6,2—7,0). V kyselém
prostfedi se rozpustnost zvySuje srostoucim stupném deacetylace. V roztoku existuje
v expandované konformaci diky odpudivému ucinku kladné nabitych aminovych skupin na
sousednich glukosaminovych jednotkach. Elektrolyty, jako jsou sodné soli, snizuji
odpuzovéani mezi fetézci a podporuji interakce, které¢ vyvolavaji v molekulach chitosanu

nahodné uspotadani fetézcu, vedouci k vysolovani a vysrazeni chitosanu.

Funk¢ni skupina -NH> na chitosanu miize podporovat specifické interakce s kovy. Intenzita
chelace zavisi na riznych faktorech, jako je naptiklad obsah a distribuce -NH> skupin, stupen
polymerace, pH a mnozstvi kationtd. Chitosan je schopen tvofit v kyselém prostredi

elektrostatické komplexy s opacné nabitymi povrchové aktivnimi latkami, polysacharidy,
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polymery a tuky, jako jsou napiiklad kyselina polyakrylovd, sodnd sil kyseliny
polyakrylové, karboxymethylceluloza, xanthan, karagenan, alginat, pektin, heparin,
hyaluronan, dextransulfat a chondroitinsulfat. Komplexace polyelektrolytu ¢asto probiha
jako mezifazova reakce a miize byt provadéna v jednom nebo vice cyklech [24, str. 117-

118].

Chitosan patfi v posledni dobé k nejoblibenéjsim biopolymerim, a to zejména diky jeho
unikatnim vlastnostem, jako je biokompatibilita, biodegradabilita, netoxicita, antioxidacni a

antimikrobidlni aktivita, a protirakovinné Uc€inky [25, str. 890].

Chitosan se pouziva jako primarni matrice ve farmaceutickych systémech pro dorucovani
1é¢iv, peptidd, proteinti a gend k 1écbé rakoviny zaludku, jater, prsu, vajeénikd, plic,
kolorektalniho karcinomu, slinivky bfisni, leukémie, nosu a ledvin. Lékové formy na bazi
chitosanu jsou obohaceny prvky s jak pasivnim (zvySena permeabilita a retencni efekt), tak

aktivnim zacilenim (receptorem zprostfedkovana endocytoza) [24, str. 117-118].
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3 BIOAKTIVNI LATKY

Bioaktivni latky inkorporované do nosnych polymernich systémi jsou aplikovany za tc¢elem
zajisténi biologickych ucinki do ptislusného prostiedi. Obecné mohou byt klasifikovany na
ptirodni a chemické, organické a anorganické, déle je lze d€lit podle spektra aktivity a
ucinku. Vybrané typy aktivnich latek budou uvedeny v nasledujicich podkapitolach [27, str.
3-4].

3.1 Kovové ionty

Kovové ionty, jako jsou ionty stiibra, médi nebo zinku patii mezi anorganické aktivni latky,
a jsou vyznacné svou antimikrobidlni aktivitou. Principem plsobeni kovovych iontil je
ovlivnéni elektrochemického potencidlu mezi vnitinim a vné&jSim prostfedim, ptipadné
pronikanim do bunék, ¢imz dojde k naruseni jejich funkce. Vyhodou anorganickych
antimikrobidlnich latek je jejich dlouhodobé ucinnost a odolnost vii€i vysokym teplotdm

[28].

3.2 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekularni latky podilejici se na metabolickych procesech a jsou
nezbytné také pro spravné fungovani organismu. Vitaminy obecné plisobi jako pfirodni
antioxidanty, tedy latky, které jsou schopny zpomalit oxida¢ni reakce. Jejich stabilita je
vyznamné ovlivnéna okolnimi podminkami, jako je pH, svétlo, teplota, vlhkost a

zpracovatelské podminky a skladovani [1, str. 403-405].

3.2.1 Vitamin C

Vitamin C (kyselina askorbova) je vyuzivan pro své farmaceutické a biologické funkce. Ma
také fotoprotektivni vlastnosti, je chopen vychytavat volné radikdly a obecné zvySovat
imunitu. Vitamin C je rozpustny ve vod¢ a nerozpustny v tucich, coz vede k problémiim jeho
penetrace pies pokozku z kosmetickych a farmaceutickych formulaci. Z toho divodu se
kyselina askorbova upravuje, a to vétSinou pomoci zapouzdieni do vhodného nosice, jako

napf. lipozomu [29, str. 1-6].

3.2.2 Vitamin E

Termin vitamin E zahrnuje osm antioxidantt, a to Ctyfi tokoferoly a ¢tyfi tokotrienoly. U lidi

je za biologicky nejaktivnéjSi formu obecné povazovan alfa-tokoferol, ktery je takeé
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nejbéznéjsi. Nejvyznamnéj§im zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje, dale pak zelena
listova zelenina, pSeni¢né kli¢ky, nékteré otfechy a vejce. Lze jej ovsem vyrabét i synteticky.
Vitamin E je nezbytny pro zajisténi normalni funkce bunécnych membran a imunitniho

systému [30, str. 973].

Jedna se o vitamin rozpustny v tucich, jehoz nevyhodou je zvysena citlivost na svétlo a teplo.
Z toho diivodu jsou, podobné jako u vyse zminéného vitaminu C, studovany moznosti jeho

inkorporace do vhodné matrice [31].

3.3 Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou tékavé aromatické slozky predevsim rostlinného ptivodu. Mezi jejich
hlavni funkce v kosmetickém primyslu patii parfemace vyrobkli. Mimoto vykazuji n¢které
z esencialnich oleji 1 antimikrobidlni a antioxida¢ni aktivitu. Mezi nejznamé;jsi esencialni

oleje vyuzivané pro tyto vlastnosti patii oleje z tymianu, majoranky nebo oregana [32].

3.4 Thymol

Kromé zminénych esencialnich oleji jsou vyuzivany i jejich konkrétni slozky, jako je
naptiklad thymol. Chemicky nézev thymolu je 2-isopropyl-5-methylfenol a jeho strukturni
vzorec je znazornén na Obrazku 9. Jedna se o bilou krystalickou latku, ktera ma velmi silné
aroma. Ziskava se prfedevsim extrakci z rostliny Thymus vulgaris (Cesky tymian obecny), ale
vyskytuje se i1 vnékolika jinych rostlinach, naptiklad Ocimum gratissimum (53,2 %),
Trachyspermum ammi L. (49,6 %), Origanum compactum (29,7 %), Origanum vulgare, a
Thymus eriocalyx (63,8 %). Thymol je zajimavy diky svym antibakteridlnim, antifungélnim,
Pisobi také jako antioxidant a biocidni ¢inidlo tim, Ze naruSuje bakteridlni membrany [33,

str. 5541, [34].

CHs

ACH

H3C CHs3

Obrazek 9 Chemicka struktura thymolu [33, str. 556]
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3.5 Kurkumin

vvvvvv

sloucenin nazyvanych kurkuminoidy, do nichz se fadi kurkumin (diferuloylmethan),
demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin (BMC). Chemicka struktura kurkuminu a

jeho derivati je uvedena na Obrazku ¢islo 10.

NF

OH
Bisdemethoxykurkumin

Obrazek 10 Chemicka struktura kurkuminu a jeho derivatt [35, str. 436]

Kurkumin tvofi asi 3,14 % suSiny a pfedstavuje hlavni aktivni sloZzku kurkumy [36, str. 139-
140]. Jedna se o Zlutooranzové zbarveny krystalicky prasek, ktery je vzhledem
k hydrofobnimu charakteru molekuly Spatné€ rozpustny ve vodé€. Rozpousti se v ethanolu,
acetonu nebo dimethylsulfoxidu (DMSO). Jeho vyznamnou nevyhodou je vysoka citlivost
vuci svétlu, teplu, enzymﬁm, Vysokému pH. Kurkumin je zndm pro své terapeutické a
stimuluje imunitni systém a snizuje hladinu Spatného cholesterolu. Kurkumin tedy pﬁsobi
v nasem téle vice nez jednim zptisobem. Z téchto diivodl je vyuzivan pro 1é¢bu rakoviny,

mrtvice, Alzheimerovy choroby, epilepsie, deprese a cukrovky [35, str. 435-443].
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4 FAKTORY OVLIVNUJICI KINETIKU UVOLNOVANI
AKTIVNICH LATEK

Systémy s kontrolovanym uvoliiovanim aktivnich latek zaznamendavaji v poslednich letech
vyznamny vzestup, at’ uz se jedna o primysl farmaceuticky, ¢i potravinarsky. Mezi zakladni
pozadavky patii doruceni aktivni latky kontrolovanou rychlosti na konkrétni definované
misto urceni. V soucasné dobé¢ je vyvijena fada sofistikovanych systému, které¢ vyuzivaji

rizné mechanismy, jako je napiiklad difuze, botnani, nebo eroze.

Nejbeéznéjsim mechanismem pro uvolnovani 1éCiv je proces, kdy 1é¢ivo nebo Gc¢inna latka
prochazi polymerni matrici, kterd funguje jako rezervoar smérem do okolniho média.
Difizni bariéra je tvofena polymernimi fetézci, které omezuji pohyb aktivni latky.
Matematicky je difize popsana Fickovym zdkonem difuze, ktery popisuje vztah mezi

koncentraci latky a difiznim koeficientem.

Dal$im potencidlnim mechanismem uvolilovani je proces botnani, kdy dochazi k rozpadu
polymernich fetézcii pfi interakci polymeru s okolnim médiem a néslednym uvolnénim
aktivni latky z polymerni matrice. Pfed rozkladem polymerni struktury dochazi k jejimu
nabotnani. Uvolnéni aktivni latky je pak ovlivnéno hydrofilitou a hustotou polymernich
fetézcl. Botnani polymerni matrice zahrnuje souasné proces eroze a difuze a fidi se
matematickym modelem dle Weibulla. DileZitou roli hraje relaxa¢ni konstanta; ¢im je vEtsi,

tim pomaleji se 1€k uvoliiuje z matrice.

Podminky uvoliiovani aktivnich molekul lze tidit 1 prostfednictvim eroze polymeru, ktery
zahrnuje botnani, difuzi a rozpousténi. Proces eroze se déli na homogenni, kterd nastava,
kdyz polymery eroduji rovhomérné v celé matrici, a heterogenni, k némuz dochazi, kdyz
polymery eroduji smérem z povrchu do vnitiniho jadra. Rozpad polymeru mtize byt vyvolan
okolnim médiem nebo piitomnosti enzymti a pH média, obsahem polymeru a absorpci vody.
Kinetika uvoliiovani 1é¢iva je regulovana typem polymeru, vnitini strukturou a typem
vnitinich vazeb, tvarem a velikosti ¢astic. Biologicky odbouratelné polymerni systémy jsou
v tomto ohledu uptednostiiovany, protoze vysledné degradacni slozky mohou byt bezpecné
odstranény z téla bez posSkozeni v dlouhodobém horizontu. Farmaceutické konjugaty 1é¢ivo-
polymer se uvoliiuji hydrolytickym nebo enzymatickym Stépenim v cilovych tkénich.

Rychlost Stépeni pak fidi kinetiku uvoliovani léciva [37].

Jak jiz bylo zminéno vysSe, diftze rozpusténé latky do média je vétSinou definovana

Fickovymi zakony, které tvoii zéklad pro riizné matematické modely, jez jsou vyuzivané
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k hodnoceni kinetiky uvoliovani aktivnich latek. Naptiklad Higuchi vztahoval rychlost
uvoliovani lé¢iva dispergovaného v mastovych zékladech k piislusSnym fyzikalnim
konstantam. Tento model byl modifikovan tak, aby koreloval s faktory pro fizeni rychlosti

uvoliiovani 1é¢iva z homogennich matric.

V poslednich nékolika desetiletich byla vyvinuta fada dalSich matematickych modelt pro
analyzu uvolnovani 1é€iv, tj. kromé zminéného Higuchiho a Weibullova modelu Ize dale
vyuzit napiiklad kinetiku prvniho tadu, Weibulliv, Hixson-Crowelliv, Korsmeyer-

Peppasiiv a Peppas-Sahliniv model [38], [39, str. 217-223].

Mezi zakladni faktory ovlivitujici kinetiku uvoliiovani aktivnich molekul z nosnych systému
patii vlastnosti aktivni latky, jako je rozpustnost a koncentrace, a dale charakter nosice, napf.

jeho molekulova hmotnost nebo povrchové vlastnosti (Obr. 11).

Rychlost uvoliiovani aktivni latky

Vlastnosti aktivni latky: Vlastnosti polymeru: Aspekty formulace:

- rozpustnost - typ polymeru - geometrie formulace

- davka/obsah - stupeil viskozity - technika zpracovani

- molekulova hmotnost a velikost - podil polymeru - pomocné latky/aditiva
- velikost a tvar ¢astic - vlastnosti &astic

- polymerni kombinace

Obrazek 11 Faktory ovliviiyjici kinetiku a mechanismus uvoliiovani 1é¢iva z polymernich
systémt (upraveno dle [38])

4.1 Charakter aktivni latky

4.1.1 Rozpustnost

Rozpustnost aktivni latky ve vodé¢ zavisi na jeji chemické struktufe, fyzikalné-chemické
povaze funkénich skupin a strukturni variabilité. Difuzivita rozpusSténé latky zavisi na
chemickém gradientu napfi¢ prostiedim, ktery je funkci rozpustnosti. Aktivni latka
s vysokou rozpustnosti tedy vykazuje rychlejsi uvoliiovani, zatimco molekuly Spatné
rozpustné ve vode ¢asto vedou k netiplnému uvolilovani z matrice. Mezi moznosti zmirnéni
probléml s rozpustnosti aktivnich slouCenin patfi vyuziti povrchové aktivnich latek,
piiprava komplext aktivnich latek s riznymi polysacharidy nebo vyuziti nosnych systému

[38].
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4.1.2 Mnozstvi/davka aktivni latky

ZvySenim obsahu aktivni latky pfi konstantnim mnozstvi polymeru dochazi k naristu
rychlosti uvolilovani, v duasledku vyssi koncentrace aktivni slouc¢eniny a tim 1 vys$iho

chemického gradientu [40].

4.1.3 Molekulova hmotnost

Podle klasického Higuchiho modelu je rychlost uvoliiovani umérma druhé odmocniné
difuzniho koeficientu, ktery zavisi na molekulové hmotnosti, priméru molekuly rozpusténé

latky a viskozité difizniho média [38, str. 49].

4.2 Charakter polymeru

Typ polymeru, jeho struktura, stupeni substituce a molekulova hmotnost, patii mezi dalsi
vyznamné faktory, které je nutno zohlednit pii ptipraveé nosnych systému pro aktivni latky.
Difuzivita 1éCiva se zvySuje pfimo umérné se zvetSujicim se volnym objemem polymeru
vuci jeho rozmérim, a také zavisi na termodynamickych interakcich mezi polymerem a
rozpusténou latkou. K difuzi 1é¢iva dochazi jak ptes pory, tak 1 z divodu zbotnani polymerni

matrice [38, str. 49].

Molekulova hmotnost polymerti vyznamné ovliviuje jejich fyzikalng-chemickeé, funkéni a
biologické vlastnosti. Co se tyka chitosanu, ktery byl pouzivan v praktické ¢asti diplomové
prace, je zndmo, Ze jeho rozpustnost ve vodnych roztocich se zvySuje se sniZujici se
molekulovou hmotnosti. Naptiklad chitosan s molekulovou hmotnosti 9kDa vykazuje
mnohem lepsi rozpustnost ve vodé, oproti chitosanu s molekulovou hmotnosti nad 30 kDa,
ktery vyZzaduje kyselé prostiedi. Mezi nejbeznéji pouzivané kyseliny patii kyselina octova
[41]. Nizkomolekularni chitosan je oproti vysokomolekularnimu typu také méné viskozni,
mén¢ krystalicky, rychleji degraduje a ma vyssi elasticitu. Obecné plati, Ze polymery
s nizkou molekulovou hmotnosti produkuji mensi ¢astice, coz vede ke zméné kinetiky

uvoliiovani aktivni latky a obecné k ¢innéjSimu dodavani latky do urc¢itého mista [42].

Kromé molekulové hmotnosti je vyznamnou charakteristikou chitosanu i stupen deacetylace
(DD) [42]. Jedna se o pomér mezi jednotkami N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukosaminu,
ktery indikuje troven protonace funkcni skupiny -NH»> [41], [43]. Na stupeii deacetylace
maji vliv zejména vyrobni podminky, pficemz dnes se na trhu nejcastéji vyskytuje chitosan
s DD mezi 70 % a 85 %, ktery je rozpustny v kyselém prostfedi, ale nerozpustny

v neutralnim prostredi [37].
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Stupeni deacetylace chitosanu Ize urcit riznymi technikami vcetné elementarni analyzy,
titrace, hydrolytick¢, HPLC-UV a NMR techniky, z nichz kazda predstavuje urcité vyhody
a nevyhody a vysledky stanoveni se mohou liSit. Titra¢ni metody lze rozdélit na
acidobazické, potenciometrické, koloidni a konduktometrické titrace. Napiiklad pfi
acidobazické titraci se hodnoty DD odhaduji z titracni kiivky pomoci inflexnich bodl a
klicovou roli hraje viskozita roztoku vzorku. Pii potenciometrické titraci se hodnoty DD
odhaduji méfenim poctu aminoskupin ve dvou inflexnich bodech. Tato metoda je velmi
citlivd na cistotu testovanych vzorkl. V piipadé koloidni titrace se méfeni DD provadi
pomoci stechiometrickych vypoctii zalozenych na pfitomnosti iontti. Tato metoda neni
vhodné pro vzorky s nizkym stupném DD, protoze koncovy bod je v nékterych piipadech
obtizné detekovat. V soucasnosti je cCasto vyuzivana metoda nukledrni magnetické
rezonance (NMR), kterd je velmi spolehliva a poskytuje vysokou reprodukovatelnost
vysledkd.

Stupen deacetylace (DD) je jednim z dulezitych faktort, které tfidi zmény vlastnosti
chitosanu jako je rozpustnost, zesitovani, velikost a tvar ¢éstic. Krom¢ toho vyznamné
ovlivituje degrada¢ni profil a podminky uvoliovani latek z chitosanové matrice. Rychlost
degradace a radiacni stabilita chitosanu zavisi na krystalinité, ktera souvisi se stupném
deacetylace. Polymer s vy$§im stupném deacetylace vykazuje niZsi krystalinitu, tj. 1 volné;si
strukturu, coZz m4 za nasledek vysokou miru degradace. Vyssi stupen deacetylace souvisejici
s ptidavkem volnych aminoskupin také vede k lepsi rozpustnosti chitosanu a vy$§imu stupni
zesitovani bez zmény molekulové hmotnosti. Tento faktor také ovliviiuje velikost a
morfologii ¢astic, coz nasledné hraje roli 1 v procesu uvolnovani latek z polymerni matrice

[44, str. 648].

4.2.1 Smacivost nosice

Smacivost pevného povrchu kapalinou je kvantifikovana tzv. kontaktnim thlem pomoci
Youngovy rovnice. Jakykoliv pevny (S), kapalny (L) a plynny (G) systém pii dané teplote
a tlaku bude mit jedine¢ny rovnovazny kontaktni thel. V praxi je vSak pozorovana hystereze
kontaktniho thlu v rozsahu od tzv. postupujicitho (maximalniho) kontaktniho uhlu az po
ustupujici (miniméalni) kontaktni thel. Mezi témito hodnotami lezi rovnovazny kontakt a Ize
jej znich vypocitat (Rovnice 1). Rovnovazny kontaktni thel odradzi relativni silu molekularni

interakce kapaliny, pevné latky a plynné faze.
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Os — Ogy, (1)
J3

cosO =

Kontaktni thel 1ze vysvétlit jako fyzikalné-chemickou odezvu kapky ¢istého rozpoustédla
na povrchu. Rozpoustédlo i1 pevny povrch musi byt Cisté z diivodu vysoké citlivosti
kontaktnich uhlt vici kontaminaci. Kontaktni uhel uzce souvisi s povrchovym napétim,
které je vytvareno nevyvazenymi silami molekul kapaliny na tomto povrchu. Studium
smacivosti povrchu se obvykle provadi stanovenim kontaktnich thlti pomoci destilované a
deionizované vody. Je obecné¢ znamo, ze kontaktni Uhel vody se zvySuje s rostouci

hydrofobicitou povrchu (Obr. 12) [45, str. 133-134].

0<90° 0=90° 0>90°

Obrazek 12 Kontaktni uhel [45, str. 133-134]

Mira smécivosti polymerniho nosice je dlilezitym parametrem, ktery je tfeba vzit v tvahu
pfi navrhovani systému pro fizené uvoliiovani 1é¢iv. Stupen hydrofility daného substratu
muze vyznamn¢ ovlivnit mechanismus a kinetiku uvoliiovani 1é¢iva. Autofi studie [46]
zjistili, ze rychlost uvoliovani je nepiimo Umérna velikosti kontaktniho uhlu. Vyssi
smacivost povrchu nosice tedy miize vést, v zavislosti na charakteru rozpoustédla,

k rychlej$imu uvoliovani.

4.2.2 Velikost ¢astic polymerniho roztoku

Velikost ¢astic polymeru, distribuce velikosti a pocCet ¢astic piimo ovliviiuje dostupnost
kontaktnich mist na Castici, porozitu, viskozitu a tortuozitu matric. Rychlost penetrace
vodného média roste exponencidlné se zvySujici se objemovou hustotou matrice.
V zéavislosti na velikosti ¢astic polymerniho roztoku mize dochazet k riznym

mechanismiim uvolfiovani. Zatimco stfedné velké castice jsou uvoliiovany difiizi, mensi

¢astice se uvolnuji kombinaci mechanismu difize a eroze [38].

V ptipad¢ chitosanu bylo zji§téno, Ze velikost ¢astic m& vyznamny vliv na jeho vlastnosti a
vyznam ve farmaceutickych aplikacich. Mensi velikost ¢astic mtlize zajistit vyssi koncentraci
terapeutickych ¢inidel, zlepsit stabilitu Ié¢iva, jeho biologickou dostupnost a prodlouzit dobu

dodavani [38].
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4.3 Vlastnosti rozpoustédla

pH rozpoustédla je jednim z dulezitych faktorti, které mohou ovlivnit zmény ve struktuie
polymeru. V pfipad¢ chitosanu muze dojit k protonaci ¢i deprotonaci molekuly, coz nakonec
vede ke zmén¢ velikosti, tvaru, zeta potencialu, stability a profilu uvoliovani latek. V médiu
s nizkym pH molekuldrni struktura chitosanu expanduje v disledku vyznamného
odpuzovani zpusobenym vysoce protonovanymi aminoskupinami. Na druhou stranu, v
prostiedi s vy$§im pH maji chitosanové fetézce tendenci ,,se sbalit™ v disledku deprotonace
a nizkych odpudivych sil. Hodnota pH média tedy vyznamné ovlivituje profil uvolhovani
aktivnich latek, pficemz obecné lze konstatovat, Ze aktivni latky se 1épe uvoliuji v médiu

s niz§Sim pH [44, str. 650-651].

Dalsi dalezitou vlastnosti rozpoustédla je teplota. Test uvoliiovani aktivni latky by tedy mél
byt provadén za podminek, které jsou ocekavany pii konkrétni aplikaci. Nékteré nadorové
tkan¢ naptiklad vykazuji riizné teploty ve srovnani s bazélni teplotou hostitele kvili zvysené
rychlosti metabolismu. Kromé toho mohou byt dalsi teplotni rozdily vyvolany vn&j$im
ohfevem oblasti naddoru, napt. ultrazvukovou Ilé€bou, magnetickym polem nebo
zobrazovacimi technikami citlivymi na svétlo, jako je radiologie a optické zobrazovani.
Vétsinou plati, Ze se zvySujici se teplotou okolniho prostfedi roste 1 rychlost uvoliiovani
aktivni latky. Pouziti tepla jako podnétu ke zvySeni uvolhovani 1éCiv je v dneSni dobé

béZnym piistupem v mnoha lékatskych aplikacich [47, str. 873-874], [48].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cile diplomov¢ prace Ize shrnout nasledovné:

- pfipravit biopolymerni nosi¢e na bazi nizkomolekularniho chitosanu s obsahem

bioaktivnich organickych latek,
- charakterizovat pripravené systémy (mechanické, povrchové vlastnosti),
- zhodnotit vliv inkorporace aktivnich molekul na antibakterialni vlastnosti,

- sledovat vliv vnéjsich faktort (teplota, pH) na kinetiku uvoliiovani inkorporovanych

bioaktivnich sloucenin.
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6 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A POSTUPY

6.1 Chemikalie

Destilovana voda

Kyselina octova 99,8 % (Ing. Petr Lukes§, Uhersky Brod)
Nizkomolekulérni chitosan (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (IPLUB)

Chlorid draselny (IPLUB)

Hydrogenfosfore¢nan disodny (Sigma-Aldrich)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny kysely p. a. (moldrni hmotnost 136,09 g-mol™!, Lachema

N.P.Brno)

Tween 80 (Lach-Ner)

Thymol (Sigma-Aldrich)
Kurkumin (Merck Spol. s. r. 0.)

Glycerol bezvody p.a. (molarni hmotnost 92,10 g-mol™!' , obsah 99,70 %, Ing. Petr Lukes,
Uhersky Brod)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich)

Mikroorganismy (Escherichia coli (CCM 3954), Staphylococcus aureus (CCM 3953))

6.2 Pristroje a pomucky

Laboratorni ptedvazky (KERN 572)

Analytické vahy (Sartorius Basic 110 S)

Laboratorni sklo (kaddinky, odmérné banky, odmérny vélec, tyCinky, pipety, 1zicky ...)
Magnetické michadlo s funkci ohfevu (Hei-Standard, Heidolph)

Parafilm M

Petriho misky

Buchnerova nalevka

Frita P3
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pH metr (CPH 51)

Automaticka pipeta

Desintegrator (IKA® T25 digital ULTRA-TURAX®)
Centrifugacni zkumavky

Susarna (Memmert ULM 400, Memmert UN)
UV-VIS spektrofotometr (PhotoLab 6600)

Ttepacka (Heathrow Scientific)

Termostat (Memmert INE 600)

Pravitko, ntizky

Texturometr (AMETEK —TA1, Lloyed Instruments)
FTIR spektrometr (Thermo Scientific Nicolet Summit)
Tenziometr (Attension Theta by Biolin Scientific)Vyvéva
Filtraéni papir KA 2

Sterilni disky (pramér 9 mm)

UV lampa (Ecoplanet 1X11W)

Digitalni mikrometr (Schut Geometrical Metrology)

6.3 Metodické postupy

6.3.1 Priprava zasobniho roztoku 1 % Kyseliny octové

Do odmérmé banky bylo odpipetovano vypoctené mnozstvi kyseliny octové (dle Rovnice 2),

a nasledné doplnéno destilovanou vodou po rysku. Tento roztok byl dale pouzit pii ptiprave

chitosanového roztoku z diivodu rozpustnosti chitosanu v kyselém prostiedi.

VCH2 COOH = —
p

Kde Veu, coon je objem kyseliny octove [ml], m je hmotnost kyseliny octové [g] a p je

hustota kyseliny octové [gem™].

2
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6.3.2 Priprava chitosanového roztoku

Byl pfipraven roztok chitosanu o koncentraci 1,5 hm.%. Vypoctend navazka chitosanu
s presnosti na 0,0001 g byla rozpusténa v 1%nim roztoku kyseliny octové. Homogenizace
probihala 24 hodin za kontinualniho michani na magnetickém michadle pii laboratorni

teploté. Po tplném rozpusténi byl roztok piefiltrovan pies fritu (porovitost P3).

6.3.3 Priprava pufria

Pro ptipravu 1 1 fosfatovych pufrii byly navdzeny vSechny slozky uvedené v Tabulce 1 a 2
v pozadovaném mnozstvi s piesnosti na 0,0001 g. Po smichani vSech surovin se smés
kvantitativné prevedla do litrové odmérné baiiky, ktera byla nasledné doplnéna po rysku
destilovanou vodou. K pufrim byl pfiddn Tween 80 (0,5 hm.%) pro zajisténi lepsi

rozpustnosti testovanych aktivnich latek. Hodnota pH pufri byla pfeméfena pomoci pH

metru.
Tabulka 1 Navazky pro 1 litr pufru o hodnoté pH 7,5
Surovina Navazka Molarita
NaCl (My = 58,4 g/mol) 8¢g 0,137 M
KCI My = 74,551 g/mol 200 mg 0,0027 M
Na;HPO4 (My, = 141,96 g/mol) | 1,44 g 0,01 M
KH2PO4 (Myw = 136,086 g/mol | 240 mg 0,0018 M

Tabulka 2 Navazky pro 1 litr pufru o hodnoté pH 6,5

Surovina Navazka Molarita
Na,HPO4 (My, = 141,96 g/mol) 13,3236 g 0,0269 M
NaH>PO4 (My = 119,98 g/mol) 11,5988 g 0,0731 M

6.3.4 Priprava smési Tweenu 80 a thymolu

Byla pfipravena smés Tweenu 80 a thymolu vpoméru 1 : 2 (1,5 g : 3 g) navaZzenim

prislusnych mnozstvi a ndslednym mirnym zahtatim (cca 1 minutu) pro lepsi homogenitu.
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6.3.5 Priprava chitosanovych filmi s obsahem thymolu jako aktivni latky

Filmotvorné roztoky s obsahem aktivni latky byly pfipraveny ze zasobniho 1%niho
chitosanového roztoku, do néjz byla pfidana smeés Tweenu a thymolu, pfipravena dle
postupu v kapitole 6.3.4. tak, aby vysledna koncentrace ¢inila 1, 2 a 3 hm.%. Disperze byly
homogenizovany pomoci pfistroje ULTRA-TURAX pii 15600 rpm po dobu 5 minut.
Vysledné roztoky byly odlity do Petriho misek a suseny v susarné pii teploté 32 °C ptiblizné
24 hodin.

6.3.6 Priprava chitosanovych filmi s obsahem kurkuminu jako aktivni latky

K 35 ml 1,5% chitosanového roztoku v 1 % kyseliné octové bylo pfidano 30 hm.%
(hmotnost glycerolu byla vztazena k hmotnosti chitosanu). Tato smés byla homogenizovana
za soucasného zahiivani na 65 °C po dobu 30 minut. Poté se smés nechala samovoln¢
vychladnout na laboratorni teplotu, nésledné bylo pfidano pozadované mnozstvi kurkuminu
(0,1, 0,3 a 0,5 hm.%) a opét probihala homogenizace pii laboratorni teploté po dobu 30
minut. Nasledné byla takto pfipravena smés prefiltrovana pomoci Biichnerovy nalevky (ptes

filtra¢ni papir KA 2), odlita do Petriho misek a suSena pii teploté 32 °C po dobu 24 hodin.

6.3.7 Meéreni tloust’ky pripravenych filmi

Kazdy film byl pomoci digitdlniho mikrometru zméfen na sedmi ndhodnych mistech.
Vysledna tloustka filmu se pocitala jako primérnd hodnota ze vSech méfeni s presnosti na

0,0001 mm.

6.3.8 Méreni kontaktniho dhlu

Smaécivost pripravenych chitosanovych filml byla hodnocena pomoci méteni kontaktniho
uhlu metodou ptisedlé kapky. Pro toto métfeni byl pouzit tenziometr Attension Theta (Bilion
Scientific). Na tenky prouzek vzorku filmu byl davkovan piesny objem (3ul) destilované
vody. Cely proces byl zaznamenan pomoci videokamerky, kterd je soucésti pfistroje.
Ziskana data byla zpracovana pomoci softwaru OneAttension. Vysledné hodnoty
kontaktnich Ghli byly ziskdny z €asového intervalu 4 — 6 s. Pro kazdy vzorek byla tato

zkouska provedena tiikrat vedle sebe.

6.3.9 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti filmi byly hodnoceny pomoci tahovych a vpichovych zkousek

provadénych na texturometru AMETEK TAIl. Pfed samotnym méfenim byly pfipraveny
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vzorky o danych rozmérech (4x4 cm pro vpich a 6x1 cm pro tah) a nasledné pomoci

mikrometru byla zméfena jejich tloustka.

Zkouska tahem

Vzorky film byly vloZzeny do néstavce texturometru (Obr. 13) tak, aby exponovana plocha
vzorku byla 1x4 cm. Po spusténi testu byla ziskana data vyhodnocena pomoci softwaru
NexygenPlus. Ze ziskanych dat byla nésledné zpracovana zavislost pevnosti v tahu a

prodlouZeni pfi ptfetrzeni na koncentraci aktivni latky.

Obrazek 13 Texturometr pii méteni tahovych zkouSek

ZkousSka vpichem

Ptipravené vzorky filmi byly umistény mezi dvé€ desky s kruhovym otvorem o priméru 2
cm a po zajiSténi svorkami byla pomoci patficného néstavce (penetra¢ni sondy) métena
pevnost a deformace pii vpichu (Obr. 14). Data byla vyhodnocena s vyuzitim softwaru

NexygenPlus.
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Obrézek 14 Nastavec pro zkousku vpichem
6.3.10 FTIR-ATR spektroskopie

Infradervend spektroskopie je technika, pomoci které je mozné identifikovat a
charakterizovat organické a anorganické slouceniny v daném zkoumaném vzorku. Analyza
byla provadéna na FTIR spektrometru Nikolet 6700 v rozsahu 4000 az 400 cm™ a rozliseni
2 cm!. Pomoci softwaru OMNIC Paradigm byla nasledné vyhodnocena spektra jednotlivych

vzorku.

6.3.11 Sledovani uvoliiovani aktivni latky ze vzorku

Pted samotnou analyzou byly pfipraveny vzorky filmi o rozmérech 2x2 cm, které byly
zvazeny s presnosti na 0,0001 g. Nasledné¢ byly vzorky vlozeny do sklenénych lahvicek,
naplnény pufrem (20 ml), umistény na tfepacku (120 rpm) a vlozeny do termostatu
nastavené¢ho na pozadovanou teplotu. Vzorky byly sledovany po dobu 168 hodin pfi dvou
ruznych teplotach (37 °C a 25 °C) a dvou riznych hodnotdch pH prosttedi (7,5 a 6,5).
V definovanych ¢asovych intervalech se odebiraly vzorky o objemu 1,5 do mikrozkumavek
Eppendorf a nasledné, po pfislusSném ziedéni, byla méfena absorbance na UV-VIS
spektrofotometru. V ptipadé€ vzorkl obsahujicich thymol byla méfena absorbance pfi vinové
délce 284 nm, v piipad¢ kurkuminu pfi vinové délce 426 nm. Testovani probéhlo ve dvou

opakovanich.
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6.3.12 Mikrobiologické zkousky

Chitosanové filmy byly podrobeny antibakteridlnimu testu prostfednictvim agar-difuzni
metody. Ze vzorkt filmi byly vyseknuty disky o priméru 9 mm, které byly pfed samotnym
testem umistény pod UV zafeni po dobu 60 minut, za i€elem eliminace ptipadné mikrobialni
kontaminace béhem manipulace se vzorky. Do Petriho misek s Mueler Hilton zivnou padou
byly naockovany mikroorganismy, konkrétné bakterie Staphylococcus aureus a Escherichia
coli, o koncentracich 0,5McF. Nasledné se disky vlozily na nao¢kovanou ptdu a po dobu 24
hodin pfi teploté 37 °C probihala kultivace. Po daném case byly odecitany piipadné inhibi¢ni

z6ny kolem diskd.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vizualni hodnoceni chitosanovych filmu

Kontrolni vzorek, ktery neobsahoval zddnou aktivni latku, byl prihledny, leskly, dostate¢né

homogenni a flexibilni (Obr. 15).

Obrazek 15 Kontrolni chitosanovy film bez pfidavku aktivni latky

7.1.1 Chitosanové filmy s obsahem thymolu jako aktivni latky

Filmy s obsahem thymolu byly nepriisvitné, mlé¢né az svétle nazloutlé, pricemz se zvySujici
se koncentraci aktivni latky se zakal zvySoval (Obr. 16). Filmy byly homogenni,
neobsahovaly zadné nerozpusténé castice. Se zvySujici se koncentraci aktivni latky klesala

pruznost filmu, film se zdal kieh¢i a méné pevny.

Obrazek 16 Chitosanovy film s a) 1 hm.%, b) 2 hm.% a c¢) 3 hm.% thymolu
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7.1.2 Chitosanové filmy s obsahem kurkuminu jako aktivni latky

Vzorky filmu s obsahem kurkuminu mély syté zlutou barvu, byly lesklé¢ a homogenni (Obr.
17). Bez ohledu na pfidanou koncentraci aktivni latky byly filmy velmi pruzné a relativné

pevné, nemély tendenci k lamani.

Obrazek 17 Chitosanovy film s a) 0,1 hm.%, b) 0,3 hm.% a c) 0,5 hm.% kurkuminu

7.2 Méreni kontaktniho ahlu

Z naméfenych dat bylo zjisténo, ze obsah aktivnich latek ma vliv na hydrofilitu povrchu.
Pridavkem aktivni latky se smacivost povrchu zvysila, ¢ili kontaktni thel vody na
chitosanovém filmu byl s rostouci koncentraci aktivni latky niz8i. Tento zavér potvrzuje 1
studie [49], kde byly studovany chitosanové filmy s ptidavkem kurkuminu jako aktivni latky
a jednim z vysledku této studie bylo tvrzeni, ze chitosanovy film se po ptidani kurkuminu
stal hydrofilnéjSim. Na Obrazku 18 jsou znazornény primérné hodnoty kontaktniho tthlu pro
vodu pii méfeni na chitosanovém filmu s obsahem thymolu. Je ziejmé, Ze kontrolni vzorek,
ktery neobsahoval aktivni latky, vykazoval nejvyssi kontaktni tthel. Podobné je tomu i u
aktivni latky kurkuminu (Obr. 20), kde ale neni rozdil tak vyrazny. Zménu charakteru
povrchu vlivem modifikace aktivnimi latkami 1ze pozorovat i z ptiloZenych fotografii kapek

(Obr. 19 a 21).
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Obrazek 18 Primérné hodnoty kontaktniho uhlu vody na povrchu filmu s obsahem
thymolu

| | | |

Obrazek 19 Prisedla kapka vody na a) kontrolnim vzorku, b) vzorku s obsahem 1 hm.%
thymolu
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Obrazek 20 Primérné hodnoty kontaktniho uhlu vody na povrchu filmu s obsahem
kurkuminu

L ) |

Obrazek 21 Prisedla kapka vody na a) kontrolnim vzorku, b) vzorku s obsahem 0,5 hm.%
kurkuminu

7.3 Meéreni vpichu

Pevnost pii vpichu, nebo také odolnost proti vpichu je velmi diilezitou charakteristikou pro
praktické vyuziti polymernich filmt. Pevnost pti vpichu chitosanového filmu bez aktivni
latky dosahovala hodnoty témét 350 N/mm. Ze ziskanych dat je ziejmé, Ze pevnost
chitosanovych vzork je vyrazné ovlivnéna koncentraci aktivni latky. Bylo prokazéano, ze
jak thymol, tak kurkumin zplsobuji se zvySujici se koncentraci snizeni pevnosti filmu.
V ptipad¢ thymolu je sniZeni pevnosti vyraznéjsi, u vzorku s obsahem 3 hm.% doslo

k poklesu az 85 % v porovnani s referencnim vzorkem bez aktivni latky (Obr. 22).
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Obrazek 22 Pevnost pii vpichu chitosanovych filma s thymolem

Modifikace chitosanu kurkuminem zptsobila s jeho rostouci koncentraci pozvolnéjsi pokles
pevnosti pti vpichu, ktery ¢inil 32 % pfi srovndni kontrolniho filmu a vzorku s nejvyssi

testovanou koncentraci 0,5 hm.% (Obr. 23).

Autofti studie [50] sledovali zménu pevnosti pii vpichu u filmi na bazi smési chitosanu a
polyethylenoxidu (PEO) vriznych pomeérech. Vysledky této studie ukazuji, Ze se
zvySujicim se obsahem PEO pevnost pfi vpichu klesala, pficemz ¢isty chitosanovy film mél
pevnost pfi vpichu 416 N/mm a smés chitosanu s PEO v poméru 50/50 vykazovala pevnost
pii vpichu pouhych 159 N/mm. Je zifejmé, ze v naSem piipad¢ vykazovaly vzorky
s kurkuminem vys8i hodnoty pevnosti pfi vpichu, a to i pfi nejvyssi testované koncentraci
(0,5 hm.%).
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Obrazek 23 Pevnost pii vpichu chitosanovych filma s kurkuminem

7.4 Tahova zkouska

Tahové charakteristiky hraji vyznamnou roli pro praktické aplikace polymernich filma
v oblasti obalovych technologii. Z Obr. 24 je patrné, Ze vlivem inkorporace aktivnich latek
do polymerni matrice doslo k poklesu tahové pevnosti. V ptipadé vzorkii s obsahem thymolu
byl nejvétsi pokles pozorovan u smési s obsahem 3 hm.% thymolu a to az o 85 %. Tento
trend byl sledovan i ve studii [51], kdy pfidanim 1,5 hm.% thymolu do chitosanovych filmi
doslo k vyznamnému snizeni pevnosti v tahu z 13,7 MPa na 5,1 Mpa (tj. 63 %). Nordina a
kol. [53], ktefi inkorporovali thymol a glycerol do chitosanové matrice, také zjistili pokles
pevnosti v tahu az 0 96% ve srovnani s referencnimi vzorky. V disledku ptidavku fenolické
aktivni latky doSlo ke snizeni interakci mezi biopolymernimi monomery, coz zptlisobilo
potlaceni vzijemnych interakci mezi polymernimi fetézci a nasledny pokles pevnosti.
V ptipad¢ vzorkd s kurkuminem do$lo také ke snizeni tahové pevnosti, 1 kdyZ ne tak
razantng, jako u thymolovych formulaci (Obr. 25). Nejvétsi rozdil (33 %) oproti kontrolnimu

filmu byl pozorovan u smési s obsahem 0,5 hm.% kurkuminu.
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Obrazek 24 Pevnost v tahu chitosanovych filmt s thymolem
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Obrazek 25 Pevnost v tahu chitosanovych filmt s kurkuminem

ProdlouZeni pfi pfetrZzeni urCuje pruznost filmil a schopnost obalové folie udrzet si svou
integritu pii naméhani v tahu béhem zpracovani, manipulace a skladovani [53]. Z naSeho
méfeni vyplyva, ze modifikace chitosanu jak prostfednictvim thymolu, tak kurkuminu,
zpusobila zvySeni parametru prodlouzeni pii pietrzeni. V ptipad€¢ thymolu doslo k naristu
hodnoty oproti kontrole, a to o 32 % u vzorku s obsahem 1 hm.%, a dokonce o 56 % u
formulace s 2 hm.% aktivni latky. Zajimavym faktem je, Ze vzorek s nejvyssi koncentraci
thymolu (3 hm.%) vykazoval naopak pokles hodnoty prodlouZzeni (o 44 %). U vzorki

s obsahem kurkuminu byl pozorovéan nartst prodlouzeni u vSech tii testovanych koncentraci,
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a to v pruméru okolo 74 %. Podobné ve studii [51] doSlo ke zvySeni prodlouzeni pfi
pretrzeni chitosanového filmu ptidavkem thymolu a glycerolu, a to az na desetinasobek.
Ptitomnost glycerolu vedla ke zvySené mobilité chitosanového polymerniho fetézce, ¢imz
se pii aplikovaném namahdni vyrazné zvysila pruznost filmu. V praci autori Rachtanapun a
kol. [52], byly také studovany chitosanové filmy s obsahem kurkuminu pfipravené metodou
odlévani z roztoku. Métfenim elasticity bylo zjisténo, ze s rostouci koncentraci kurkuminu

v chitosanovém filmu rostla i hodnota prodlouzeni pii pietrzeni.

Na zékladé vysledk mechanickych zkouSek 1ze tedy konstatovat, Ze inkorporace thymolu 1
kurkuminu jako aktivnich latek zpusobila snizeni pevnosti filmi, ale soucasn¢ vedla ke

zvyseni jejich elasticity, s vyjimkou vzorku s 3 hm.% thymolu (Obr. 26 a 27).
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Obrazek 26 ProdlouZeni pti pietrzeni chitosanovych filml s thymolem
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Obrazek 27 ProdlouZeni pti pietrzeni chitosanovych filml s kurkuminem

7.5 FTIR-ATR spektroskopie

FTIR analyza byly vyuzita k posouzeni funk¢nich skupin pfitomnych ve filmech chitosanu,
a to jak bez, tak s obsahem aktivni latky. Pro srovnani a lepsi interpretaci byly zméfeny i

¢isté latky, thymol a kurkumin.

U spektra kontrolniho vzorku, tj. chitosanového filmu bez obsahu aktivnich latek, lze
pozorovat piky charakteristické pro tento polymer (Obr. 28A). Absorp¢ni pasy kolem 2921
a 2877 cm ! 1ze piipsat C-H vazbam, které jsou typické pro polysacharidy a nachazejiseiv
jinych polysacharidovych polymerech, jako je xylan [54], glukany [55] a karagenany [56].
Piitomnost zbytki N-acetylové skupiny byla potvrzena piky kolem 1645 cm™ (C = O
protahovani amidu I) a 1325 cm™' (C-N protahovani amidu IIT). Uzky pik 1550 cm’!
odpovida N-H vazbé amidu II, coz je tteti pik charakteristicky pro N-acetylové skupiny. CH»
a CHj; symetrické deformace byly potvrzeny piitomnosti pikdl kolem 1408 a 1398 cm .
Absorpéni pik pii 1153 cm™! Ize piipsat asymetrickému protazeni vazby C-O-C. Pisy na
1063 a 1022 cm™! odpovidaji vazb& C-O [57], [58], [59].

Jak 1ze vidét z Obr. 28C, spektrum thymolu vykazuje charakteristické signaly v oblasti 700
az 1650 cm™, znichz piky pfi 1380, 1459, 1621 cm™ odpovidaji aromatickému kruhu
thymolu [60], [61].

Spektrum chitosanového filmu s obsahem thymolu (Obr. 28B) prokazalo zmény v porovnani

s kontrolnim chitosanovym filmem v oblasti 550 az 650 cm™!, coZ odpovida skupinam CHs
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a OH. Dile jsou zde evidentni nové piky pfi 1620, 1290, 946 a 804 cm™!, odpovidajici CH,
OH a CH; skupindm, a také men§i piky v oblasti 1736 a 1739 cm! (C=C) [62]. U
modifikovaného filmu tedy jednoznac¢né doslo ke strukturnim zménam, které by mohly

indikovat vzajemné interakce mezi jednotlivymi slozkami, tj. chitosanem a thymolem.
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Obrazek 28 FTIR-ATR spektra pro A kontrolni vzorek, B vzorek s obsahem thymolu
(3 hm.%), C ¢isty thymolovy prasek

Na Obr. 29 jsou zobrazeny vysledky FTIR analyzy vzorki s obsahem aktivni latky
kurkumin. Spektrum kurkuminu obsahovalo charakteristické piky pro tuto slouceninu, pfi
1639 cm™! (aromaticka ¢ast C=C), 1550 cm™! (vibrace benzenového kruhu), 1509 cm™
(C =0 aC = C vibrace), 1408 cm™' (C-H vibrace), 1278 cm™' (aromatické C—O vibrace),
1022 cm™! (C-O—C vibrace) (Obr. 29C) [63], [64]. Spektrum vzorku modifikovaného
kurkuminem neodhalilo vyznamnégj$i zmény v porovnani s referenénim chitosanovym
filmem, kromé slabého posunu piku v oblasti 1026 cm ™!, coz by mohlo znagit C-O-C vazby
indikujici pfitomnost kurkuminu. Na rozdil od vzorkd s thymolem ovSem nebyly strukturni

zmény tak prukazné.
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Obrazek 29 FTIR-ATR spektra pro A kontrolni vzorek, B vzorek s obsahem kurkuminu
(0,5 hm.%), C ¢isty kurkuminovy prasek

7.6 Sledovani uvoliiovani aktivni latky ze vzorku

Uvolnovani aktivnich latek (thymolu a kurkuminu) bylo méfeno pomoci dialyza¢ni metody
in vitro v prostiedi fosfatového pufru (PBS) o dvou rtiznych hodnotach pH a teplotach,
s cilem vyhodnotit vliv zmény okolnich podminek na kinetiku. Do pufru bylo ptidano 0,5
hm.% Tweenu 80 z divodu lep$i rozpustnosti. Po samotném testu se odebrané vzorky
podrobily méfenim koncentrace aktivni latky pomoci UV-VIS spektrofotometru. Nejdiive
bylo nutné stanovit maximalni vlnovou délku pro kurkumin (426 nm) a thymol (284 nm) a

nasledné byla provedena kalibrace, pfi¢emz kalibra¢ni piimky jsou na Obrazku 30 a 31.
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Obrazek 30 Kalibra¢ni pfimka pro kurkumin (méfeno pti 426 nm)
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Obrazek 31 Kalibra¢ni pfimka pro thymol (méteno pii 284 nm)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Ziskana data kumulativnich koncentraci byla nasledné zpracovana dle rovnice kinetiky
prvniho tadu (Rovnice 3). Regrese kiivek byla zpracovana pomoci metody nejmensich

étvercu.
Crer, = Cyax - (1 — e_kt) (3)

Kde Crer je relativni koncentrace aktivni latky uvolnéné v Case t, Cmax je maximalni
teoreticka koncentrace aktivni latky, kje rychlostni konstanta. Ptiklad zavislosti
kumulativniho uvolnéného mnozstvi na koncentraci aktivni latky s prolozenou funkei je na
Obr. 32. Hodnoty ziskané na zaklad¢ této rovnice jsou uvedeny v Tabulkach 3 a 4 pro aktivni

latku kurkumin a v Tabulkach 5 a 6 pro aktivni latku thymol [65].
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Obrazek 32 Zavislost kumulativni koncentrace na ¢ase pro vzorek obsahujici 0,1 hm.%
kurkuminu proloZena fitovanym modelem dle rovnice (3)

7.6.1 Test uvoliiovani kurkuminu

Pribehy zavislosti kumulativniho uvolnéného mnozstvi kurkuminu na ¢ase pfi ruznych
podminkach jsou shrnuty na Obr. 33 a 34. Je patrné, Ze kumulativni uvolnéné mnozstvi rostlo
nejstrméji u filmia s nejvyssi koncentraci kurkuminu (0,5 hm.%), bez ohledu na pouZitou
teplotu, nebo pH. Lze také potvrdit, ze v pocatecni fazi (cca do 8 hodin od zacatku testu) byl
zaznamenan rychlej$i narast, po némz doslo ke zpomaleni kinetiky uvoliiovani. Podobné ve
studii [66], kde bylo sledovano uvoliiovani kurkuminu z lipozomt pti pH 7,4, bylo zjisténo,

ze piiblizn€ 90 % volného kurkuminu bylo uvolnéno v prvnich 12 hodinach.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Autofi studie [67] analyzovali vliv teploty (23 a 60 °C) na chovani uvoliiovani kurkuminu
z lipozomti na bazi chitosanu béhem 360 minut. V pocate¢nich 120 minutach doslo
k uvolnéni asi 90% kurkuminu. ZvySeni teploty vedlo k rychlejSimu uvoliovani, a tedy
k vyssi rychlostni konstanté, coz je, az na jednu vyjimku, korelujici s vysledky této

diplomové préce.
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Obrazek 33 Zavislost kumulativni koncentrace aktivni latky (kurkumin) na ¢ase pii pH 6,5
a teploté a) 25 °C, b) 37 °C

Z Tabulky 3 a 4 vyplyva, ze koncentrace uvolnéného kurkuminu je zavisla na slozeni smeési,
resp. obsahu aktivni latky ve vzorku. S rostouci koncentraci aktivni latky ve vzorku
dochézelo 1 k nariistu stanoveného maximalniho uvolnéného mnozstvi. Prekvapivé ovsem

dochézelo s rostouci koncentraci kurkuminu k poklesu rychlostni konstanty.
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Obrazek 34 Zavislost kumulativni koncentrace aktivni latky (kurkuminu) na ¢ase pti pH
7,5 a teplot€ a) 25 °C, b) 37 °C

Tabulka 3 Konstanty Rovnice (3) ziskané pro test uvoliiovani kurkuminu pii pH 6,5 a
teploté 25 a 37 °C

Teplota | Koncentrace pH 6,5
[°C] | kurkuminu (==l | k107 [1/h] | R2
[hm.%]

25 0,1 0,12+ 0,0019 | 7,49+0,35 | 0,99
0,3 0,65+0,092 | 3,26+0,51 | 1,00
0,5 1,79+ 0,17 2,45+0,10 | 1,00
37 0,1 0,36 +0,00074 | 7,40 +1,03 | 1,00
0,3 0,75+ 0,060 | 5,77+0,48 | 1,00
0,5 1,62+ 0,23 4,06+ 0,15 | 1,00
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Tabulka 4 Konstanty Rovnice (3) ziskané pro test uvoliiovani kurkuminu pii pH 7,5 a

teploté 25 a 37 °C

Teplota | Koncentrace pH 7,5
[°CI | kurkuminu =e o T T k105 [1/h] | R
[hm.%]

25 0,1 0,39+ 0,031 7,58 0,21 | 1,00
0,3 1,09+ 0,67 542+247 | 1,00
0,5 2,80+ 0,21 4,15+0,24 | 1,00
37 0,1 0,38+ 0,058 | 13,00+ 1,26 | 1,00
0,3 0,88 +0,33 9,10+2,89 | 1,00
0,5 1,99 + 0,58 8,75+3,6 1,00

V dalSich grafech jsou shrnuty vysledky hodnoceni kinetiky uvolfiovani dle uvedené

Rovnice 3, kdy byly analyzovany procentudlni rozdily daného parametru (Cmax a k)

v z&vislosti na zméné jedné proménné, tj. pH nebo teploty. Cilem bylo vyhodnotit vliv

ruznych faktorti na kinetiku uvoliiovani aktivnich latek z chitosanové matrice.
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Obrazek 35 Vliv zmény teploty z 25 °C na 37 °C pfi a) pH 6,5, b) pH 7,5
na uvoliovani kurkuminu
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Vliv zmeny teploty

Vliv zmény teploty uvoliiovaciho média pii konstantnim pH 6,5 je zfeteln¢ vidét z Obrazku
35a). Je patrné, ze zvySenim teploty z 25 °C na 37 °C doslo k narGstu maximalni koncentrace
uvolnéného kurkuminu, a to o 67 % (0,1 hm.%) a 13 % (0,3 hm.%). Naopak u vzorku
s nejvyssi koncentraci kurkuminu (0,5 hm.%) byl sledovéan pokles maximalniho uvolnéného
mnozstvi o zhruba 10 %. Co se tyka rychlosti uvoliiovani, Ize potvrdit zrychleni procesu se
zvySenim teploty, pfi¢emz nejmarkantnéj$i nartst (téméf 44 %) byl pozorovan u smési

s koncentraci 0,3 hm.% kurkuminu (Obr. 35a).

Na Obr. 35b) je znazornén vliv zmény teploty na kinetiku uvoliiovani pro roztok o pH 7,5.
Jak lze vidét, byl pozorovan opacény trend, ve srovnani s vysledky v niz§im testovaném pH.
Maximalni teoreticka koncentrace uvolnéného kurkuminu se totiz s rostouci teplotou
sniZzovala, pficemz nejvetsi zmeéna (29 %) byla pozorovéana u vzorku s nejvysSim obsahem
aktivni latky (0,5 hm.%). V ptipad¢ rychlostni konstanty byl, podobné¢ jako pii niz§im pH,

pozorovan narust hodnot, a to 40 az 53 %.
Viliv zmeny pH

Vliv pH na kinetiku uvoliiovani je znazornén na Obrazku 36. Bylo zji§téno, Ze zména pH
z 6,5 na 7,5 zptsobila zvySeni hodnoty maximalniho teoretického uvolnéného mnoZzstvi
kurkuminu i rychlosti procesu, a to pii obou testovanych teplotach, tj. 25 a 37 °C. Pfi teplote
25 °C byl nejvyssi nartst Cmax (69 %) zaznamendn u vzorku s obsahem 0,1 hm.%, zatimco
pfi vyssi testované teploté byl odhalen opacny trend, tj. nejvetsi zmeéna byla monitorovéana u
filmu s nejvy$8im obsahem kurkuminu. Co se tykéa rychlostni konstanty, se zvySenim pH
doslo k nartistu hodnot u vSech formulaci pifi obou testovanych teplotach. Nejvétsi zmeéna

byla zjisténa u vzorkil s nejvyssim ptfidavkem kurkuminu 0,5 hm.%).
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Obrazek 36 Vliv zmény pH pii teploté a) 25 °C, b) 37 °C na uvoliovani kurkuminu

7.6.2 Test uvoliiovani thymolu

Druhou testovanou aktivni latkou byl thymol. Z obrazkti 37 a 38 je ziejmé, ze k
nejrychlej§imu uvolnéni thymolu doSlo béhem prvnich deseti hodin, coz potvrzuje
nejstrméjsi cast kiivky. Nasledné se kinetika uvoliiovani zpomalovala. Podobné ve studii
[68], kterd byla zaméfena na zkoumani potencialu chitosanu pro zapouzdfeni a uvoliiovani

thymolu, bylo nejrychlejsi uvolnéni (az 69 %) prokazano béhem prvnich deviti hodin.
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Obrazek 37 Zavislost kumulativni koncentrace aktivni latky (thymolu) na ¢ase pii pH 6,5 a
teploté a) 25 °C, b) 37 °C
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Obrazek 38 Zavislost kumulativni koncentrace aktivni latky (thymolu) na ¢ase pii pH 7,5 a

teploté a) 25 °C, b) 37 °C

Podobné¢ jako v ptipadé kurkuminu i thymolové vzorky vykazovaly zavislost koncentraci
uvolnéného thymolu na obsahu aktivni latky v chitosanové matrici, tedy s rostouci
koncentraci thymolu ve vzorku rostla 1 koncentrace uvolnéné latky do prostiedi. Rychlostni
konstanta se s rostoucim obsahem snizovala, s vyjimkou vzorkii s 1 a 2 hm.% thymolu

testovanych pii pH 6,5 a teploté 37°C, kdy doslo k mirnému nértstu (Tab. 5 a 6).

Tabulka 5 Konstanty rovnice (3) ziskané pro test uvolfiovani thymolu pti pH 6,5 a teploté

25a37°C
Teplota | Koncentrace pH 6,5
[Cl | thymolu == oml] | k102 [1/h] | R2
[hm.%]

25 1 1,29+ 0,065 | 135,11 +£12,38 | 0,97
2 2,88 + 0,091 32,92+273 | 0,96
3 3,45+0,14 27,01 £5,11 | 0,96

37 1 2,34+ 0,20 129,52 +4,60 | 0,93
2 3,00 + 0,28 132,05+6,43 | 0,93
3 3,52+ 0,64 86,55+3,54 | 0,94
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Tabulka 6 Konstanty rovnice (3) ziskané pro test uvoliiovani thymolu pii pH 7,5 a teploté

25a37°C
Teplota | Koncentrace pH 7,5
€I | thymolu 1o ol | k107 [1/h] | R2
[hm.%]

25 1 2,27+0,76 85,52+6,01 | 0,95
2 3,27+0,12 64,49 £829 | 0,94
3 3,54+0,017 | 48,92+2,88 | 0,95

37 1 2,45+0,13 118,96 + 1,09 | 0,93
2 2,55+0,44 | 117,32 +21,59 | 0,93
3 3,42+ 0,57 36,88+ 1,79 | 0,96

Z ptilozenych grafii (Obr. 39 a 40) lze opét nazorng vidét vliv sledovanych faktord na zmény

v kinetice uvolnovani thymolu.
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Obrazek 39 Vliv zmény teploty pii a) pH 6,5, b) pH 7,5 na uvoliiovani thymolu

Vliv zmeny teploty

Na Obrazku 39a) je znazornén vliv teploty na test uvoliiovani pii pH 6,5. Se zvySenim
teploty bylo potvrzeno, Ze maximalni teoretickd koncentrace uvolnéného thymolu roste,

konkrétné az o témér 45 % v ptipad€ vzorku s obsahem 1 hm.%. Rychlostni konstanta se
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vlivem zmény teploty na 37 °C také zvysila, a to nejvice o 7 % u vzorku s obsahem 2 hm.%
thymolu. Jedinou vyjimkou byl film s 1 hm.% thymolu, kde naopak doslo k poklesu rychlosti

uvolnovani (o 4,14 %).

V piipadé testu pii pH 7,5 doslo se zménou teploty z 25 °C na 37 °C vzorku s obsahem
thymolu 1 hm.% k nardstu koncentrace uvolnéné¢ho thymolu o 7 % (Obr. 39b). Na druhou
stranu, vzorky s vyS$§im obsahem thymolu vykazovaly pokles maximalniho teoretického
uvolnéného mnozstvi. Nejednoznacny trend byl pozorovan také u rychlosti procesu
uvolnovani, kdy se rychlostni konstanty u vzorkii s obsahem 1 a 2 hm.% thymolu zvysily (o

28 a 45 %), zatimco u filmu s nejvyssi koncentraci byl zaznamenan pokles o 25 %.

Vliv teploty na mechanismus uvoliovani modelového 1é¢iva (5-fluorouracil)
z hydroxyapatitového gelu in vitro byl studovan ve studii [48] pii teplotach 32 °C, 37 °C a
42 °C v médiu PBS o hodnoté¢ pH 4,0. Bylo zjisté€no, Ze s rostouci teplotou rychlostni

konstanta uvoliiovani postupn¢ klesala.

B Cmax mk
60 49,0 10 45 ECmax Bk
50 43,2 44,8
0 || -
[
= 30 -10 28
T -8,2
2 20 -11,2
U 11,9 -20 -15,0
>5 10 l 2,5
§ 0 [ -30
5=
Q 10 -40
-g -20 -50
@ 30
-60

- -57,4

40 -36,7

-50 -70

1 2 3 1 2 3

a) Koncentrace thymolu [hm.%] b) Koncentrace thymolu [hm.%]

Obrazek 40 Vliv zmény pH pfi teploté a) 25 °C, b) 37 °C na uvolilovani kurkuminu

Vliv zmeny pH

Pti teploté¢ 25 °C zpusobila zména pH nartist koncentrace uvolnéného thymolu u vsech
vzorki, nejvice vSak u vzorku s obsahem thymolu 1 hm.%, a to 0 43 %. Zaroven se vSak
jednalo o jediny vzorek, u kterého doslo ke sniZeni rychlosti uvolnovani. V ostatnich

ptipadech se rychlostni konstanta naopak zvysila (Obr. 40a).
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Pti teplot¢ 37 °C vlivem zmény pH vzrostla hodnota Cmax nepatrné pouze u vzorku
s obsahem 1 hm.% thymolu. U ostatnich filmii doslo k poklesu hodnot. Rychlost procesu
uvolnovani se se zménou pH pii této teploté snizila, nejvice (57 %) u vzorku s obsahem

3 hm.% thymolu (Obr. 40b).

Autofi Milovanovic a kol. [69] testovali uvoliiovani thymolu z acetatu celul6zy jako nosného
systému, a to do prostiedi kyseliny chlorovodikové, ktera simulovala zalude¢ni $tavy
(pH 1,1), a fostatového pufru (pH 7,0), ktery simuloval prostredi stiev. Vysledky této studie
ukézaly, Ze thymol byl uvolnén béhem 1 az 3 dnl a kinetiku uvolilovani lze stimulovat

prostiednictvim pH okolniho média. .

Vlivem pH (3; 4; 5; 6; 7,4) fosfatového pufru na uvolnovani 5-fluorouracilu z chitosanovych
nanocastic se zabyvala studie [70]. Vysledky ovSem ukazaly, Ze mnozstvi aktivni latky se

uvoliovalo v tomto pofadi pH 3 <7,4 <4 <6 <5.

7.7 Mikrobiologické zkousky

Pomoci agar difizni metody byla prokdzdna antibakteridlni aktivita na vzorcich
chitosanovych filmi s obsahem thymolu Na zakladé naméfenych inhibicnich z6n
(Tabulka 7) 1ze konstatovat, ze thymol prokazal vyssi G¢innost vii¢i Gram pozitivni bakterii
Staphyloccocus aureus oproti Gram negativni Escherichia coli. V ptipadé¢ kurkuminu

antimikrobidlni aktivita nebyla prokdzana pro zadny z testovanych mikroorganismul.

Vyssi inhibice vi¢i Gram pozitivnim mikroorganismiim byla pozorovana i ve studii [71],
kde autofi testovali film na bazi poly(butylensukcinat)u s obsahem thymolu vici
potravinovym patogentim, konkrétné stejnym typiim, jako v nasi praci, a to S. aureus a E.
coli. Tento vysledek lze vysvétlit prostfednictvim rozdilného charakteru Gram negativnich
a Gram pozitivnich bakterii. Je znamo, Ze vnéj§i membrana Gram negativnich bakterii je

silngjsi a k jejimu rozruSeni je zapotiebi vyssi koncentrace antimikrobidlniho ¢inidla.

Antimikrobialni u¢inky thymolu byly potvrzeny v tadé¢ studii [72], [73], [74]. Autoii Guarda
a kol. [72] sledovali antimikrobidlni vlastnosti polymernich filmi modifikovanych
prostfednictvim mikrokapsli s obsahem karvakrolu a thymolu a bylo zjiSténo, ze thymol siln¢
inhiboval rist mikroorganismd, jako je pravé E. Coli a S. aureus. Vysledné inhibi¢ni zény

1ze vidét na Obr. 41 a 42.
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Tabulka 7 Inhibi¢ni zony chitosanovych filma s obsahem thymolu

Koncentrace Primér inhibi¢ni zony [mm] Priimér inhibi¢ni zény [mm]
Thymolu [%] Staphyloccocus aureus Escherichia coli

1 5+0,01 10+ 0,01

2 20+ 0,01 18 +£0,01

3 38+0,01 20+ 0,01

Obrazek 41 Inhibi¢ni zony — E. coli - a) kontrolni vzorek, b) 1 hm.% thymolu, c¢) 2 hm.%
thymolu, d) 3 hm.% thymolu
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Obrazek 42 Inhibicni zony — S. aureus - a) kontrolni vzorek, b) 1 hm.% thymolu,
¢) 2 hm.% thymolu, d) 3 hm.% thymolu
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ZAVER

Cilem piedlozené diplomové prace bylo zhodnotit vlastnosti biopolymerniho nosice na bazi
chitosanu, ktery byl pfipraven ve form¢ filmu metodou odlévani zroztoku. Mimo
mechanické charakteristiky tohoto polysacharidového filmu, jako jsou pevnost, elasticita a
odolnost proti vpichu, byly sledovany i zmény vlastnosti po zabudovani aktivnich latek,
kurkuminu a thymolu, do filmu. V zdvéru byla sledovana i antibakteridlni ucinnost

chitosanovych filml pomoci agar difizni metody. StéZejni ¢ast prace se vénovala studiu

faktort ovlivitujicich podminky uvolnovani zminénych aktivnich latek z matrice chitosanu.

Bylo zjisténo, ze odlévanim z roztoku chitosanu lze ptipravit homogenni a kompaktni filmy.
Co se tyka povrchovych vlastnosti, samotny chitosanovy film vykazoval hydrofobni povrch
s kontaktnim thlem pies 100°. Zabudovani nami testovanych aktivnich latek, kurkuminu a
thymolu, vedlo ke snizeni kontaktniho uhlu pro vodu a tim zvySeni smacivosti. Tento fakt

muze mit zasadni vyznam zejména ve farmaceutickém a potravinarském primyslu.

Métenim mechanickych vlastnosti byl prokdzan vliv koncentrace inkorporovanych
aktivnich latek na celkovou pevnost pfi vpichu a v tahu. Oba tyto parametry se s piibyvajici
koncentraci aktivnich latek snizovaly. Z toho vyplyva, Ze dand modifikace a s tim souvisejici
distribuce kurkuminu a thymolu v matrici chitosanu zpiisobila poruseni polymerni struktury
vedouci k poklesu mechanické pevnosti. Naopak prodlouzeni pii pfetrZzeni indikujici

elasticitu materiali bylo u formulaci s obsahem aktivnich latek vyssi. Lze tedy konstatovat,

[ 24

Pomoci FTIR-ATR spektroskopie byly hodnoceny piipadné strukturni zmény ptipravenych
bioaktivnich systému. U filmu modifikovaného thymolem byl jednoznaéné€ prokézan vznik
novych piktl, indikujicich interakce mezi polymerem a aktivni latkou. V pfipad¢ smési
s kurkuminem nebyly prokdzany vyznamné zmény ve spektrech oproti referenénimu
vzorku. Dlivodem mohou byt niZ8i koncentrace aktivni latky, nebo ukotveni kurkuminu ve

vnitini struktufe polymerni matrice.

Jak jiz bylo zminéno, stéZejni €ast této prace byla vénovana studiu kinetiky uvoliovani
aktivnich latek z polymerniho chitosanového filmu. Diraz byl kladen na faktory, jako je
teplota, pH a koncentrace aktivni latky. Z namétenych dat je zjevné, ze vSechny tfi parametry
vyznamné ovlivnily chovani smési béhem testu uvoliiovani. V piipadé obou aktivnich
sloucenin lze obecné fici, Ze s jejich rostouci koncentraci roste i maximalni koncentrace

uvolnéné latky a rychlost procesu uvoliiovani. Se zménou teploty dochazelo ptfi obou
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testovanych hodnotach pH ke zvysSeni maximalni koncentrace uvolnéné latky. Vliv zvyseni
pH se u filmi s kurkuminem projevil pfi obou teplotdch nartistem jak maximalni uvolnéné
koncentrace, tak i rychlostni konstanty. Stejny trend byl monitorovan u formulaci
s thymolem, ovSem pouze pii teploté 25 °C. Pti vyssi teploté 37 °C byl naopak pozorovan
pokles téchto hodnot. Mikrobiologické testy potvrdily u vzorkli chitosanu s obsahem
thymolu antibakteridlni vlastnosti, pfi¢emz vys$s§i u¢innost byla prokdzana vi¢i Gram

pozitivni bakterii Staphyloccocus aureus.

Zavérem lze konstatovat, Ze pfipravené nosi¢e na bdzi chitosanu s thymolem, resp.
kurkuminem, splituji pozadavky, které jsou v soucasné dob¢ kladené na environmentalné
ptiznivé aktivni systémy. Diky zméné slozeni nosice, vlastnosti média a okolnich podminek
lze ovlivnit kinetiku uvoliovani, coz lze s vyhodou aplikovat pfi vyvoji responzivnich

nosnych systému pro fizené uvoliiovani bioaktivnich latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

o/v emulze typu olej ve vodé

cmce kritickd micelarni koncentrace
V/O emulze typu voda v oleji

O/V/O emulze typu olej ve vode v oleji
V/O/V emulze typu voda v oleji ve vodé
EIP inverzni bod emulze

PIT teplota inverze fazi

HA kyselina hyaluronova

DNA deoxyribonukleova kyselina

pKa disocia¢ni konstanta

BMC bisdemethoxykurkumin

DMSO dimethylsulfoxid

DD stupenl deacetylace

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie
NMR nuklearni magneticka resonance
® registrovand ochranna zndmka

UV-VIS ultrafialovo-viditelna

uv ultrafialovy

Rpm pocet otacek za minutu

FTIR Infrac¢ervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
PEO polyethylenoxid

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
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