Priprava a charakterizace zeinovych vrstev
s obsahem kurkuminu

Bc. Veronika Satna

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2022 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie tuki, tenzidi a kosmetiky

Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Iménoa piijmeni:  Be. Veronika Satna

Osobni dislo: T20140
Studijni pregram: ~ NO711A130011 Biomateridly a kosmetika
Forma studia: Prezenéni
Téma prace: Piprava a charakterizace zeinovych vrstev s obsahem kurkuminu
Lasady pro vypracovani
L. Teoreticka cast:
1.V teoreticke £asti se zaméfte na charakteristiku soucasnych dostupmyich nosici bioaktivnich litek a techniky vyuivané
pra jejich pripravu.

2. Ihednotte jejich viznam v praktickych aplikacich s dirazem na vyuiti aktivnich polymemich filmi a nanovlikenych
membran.

. Praketicka ¢ast:

1. Pripravte polymemi roztoky na bizi zeinu s kurkuminem a charakterizujte jejich vlastnosti (viskozita, vodivost, povrcho-
vE napéti).

2. Prostrednictvim destupnych technik z nich pripravte vrstvy a vyhodnotte viiv inkorporace aktivni latky na struktuni,
povrchové a antimikrobiskni viastnosti,

3. Dosazené vysledky diskutujte a vyhodnothe zavéry.



Forma zpracovani diplomové prace:  tiSténa/elektronicka

Seznam doporuiené literatury:

[1] Wang, H., Hao, L. et al. Release kinetics and antibactenial activity of curcumin loaded zein fibers. Food Hydrocolloids
2017, 63, 437-446.

[2] Fereydouni, N., Movaffagh, ). et al. Synthesis of nano &&x2011; fbers containing nanok#%2011; curcumin in zein corn
pratein and its physicochemical and biological characteristics. Scientific Reports 2021, 11, 1902

[3] Walsh, G. Proteins-Biochemistry and Biotechnology, kohn Willey Sons, 2014, ISEN 978-0-470-66985-3. USA.

[4] Dumitru, 5. Polymeric Biomaterials. Marcel Dekker, Inc. 2002, 1SBMN 0.8247-0569-6.

[5] Yong, 2., Lili, C_ et al. Zein-based Films and Their Usage for Controlled Delivery: Origin, Classes and Current Landscape.
Journal of Controlled Release 2015, 206, 206-219.

Vedouci diplomové prace: Ing. Jana Sedlafikovd, Ph.D.
Ustav technologie tukil, tenzidii a kesmetiky

Datum zadani diplomové prace:  25. (nora 2022
Termin odevzdani diplomové prace: 13. kvétna 2022

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. doc. Ing. Marian Lehocky, Ph.D.
dékan feditel dstavu



PROHLASENI AUTORA
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, Ze:

diplomovd préce bude uloZena v eleltronické podobé + univerzitnim informalnim svstému a
dostupna k nahlédmuti;

na moji diplomovou praci ze plné vztahuje zikon €. 121/2000 Sb. o prave avtorském, o pravech
souvizejicich s pravem autorskym a o zméné nélterjch zakond (autorsky zdkon) ve znéni
pozdéjEich pravnich predpiss, zejm. § 35 odst. 3;

podle § 60 odst. 1 autorského zakona ma Univerzita Tomase Bati ve Zling pravo na uzavient
licenéni smlouvy o it Skolniho dila v rozsaho § 12 odst. 4 autorského zikona;

podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu vzt své dilo— diplomovou pract nebo posloytnout
licenci k jejimu vyufiti jen s pfedchozim pisemiim souhlasem Univerzity Tomase Bati ve
Zling, ktera je opravnéna v takovém piipad# ode mne poZadovat pfiméfeny pfispévek na dhradu
nakladd, které byly Univerziton Tomége Bati ve Zling na vytvofeni dila vynaloZeny (aZ do jejich
sluteéne viie);

polud bylo k wpracovani diplomové prace vwugito softwaru poslotnutého Univerziton Tomase
Bati ve Zling nebo jinjmi subjekty pouze ke studijnim a yzlomnym G8elbm (4.
L nekomerénimu vyuziti), nelze visledloy diplomové prace vyuzt ke komerénim (8elim;
polkud je vistupem diplomoveé prace jaloilkoliv softwarovy produkt, povaugi se za soufdst prace
rovnéz i zdrojové kody, popf. soubory. ze kterfch se projekt skladd. Neodevzdani této souasti
miZe bt divodem k necbhdajend prace.

Prohlasuiji,

Ze jsem diplomové prici pracoval samostatné a pouZitou literaturu jsem citoval 'V pfipadé
publikace visledld budu uveden jako spoluautor.

ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do [S/STAG jsou obsahové
totoing.

Ve Zliné dne:

Jméno a prijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast diplomové prace se vénuje charakteristice a uinkiim vybrané aktivni latky
kurkuminu. Druha kapitola zahrnuje klasifikaci a metody ptipravy dostupnych nosict, jako
jsou polymerni ¢astice, lipozomy, ale zejména pak filmy a membrany. Posledni kapitoly
obsahuji aplika¢ni moznosti systéml na bazi polymer-kurkumin, zejména v oblastech
potravinaiského a farmaceutického prumyslu, a s tim souvisejici aktualni studie vénované

této problematice.

Praktickd c¢ast je zaméfena na pfipravu zeinovych vrstev sobsahem kurkuminu
a charakterizaci jejich mechanickych, povrchovych, antibakteridlnich a antioxida¢nich
vlastnosti. U pfipravenych systémi byla také studovana kinetika uvolfiovani kurkuminu

v zavislosti na rizném slozeni zeinové matrice a teplotnich podminkach.

Kli¢ova slova: kurkumin, aktivni latka, zein, polymer, nosny systém, kinetika uvoliiovani.

ABSTRACT

The theoretical part of the thesis is devoted to the characteristics and effects of the selected
active substance curcumin. The second chapter covers the classification and methods of
preparation of available carriers such as polymer particles, liposomes, but especially films
and membranes. The last chapters contain application possibilities of polymer-curcumin
based systems, especially in the fields of food and pharmaceutical industry, and related

recent studies devoted to this issue.

The practical part is focused on the preparation of zein layers containing curcumin and
characterization of their mechanical, surface, antibacterial and antioxidant properties. The
kinetics of curcumin release was also studied for the prepared systems depending on

different zein matrix composition and temperature conditions.

Keywords: curcumin, active substance, zein, polymer, carrier system, kinetics of release.
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UvVOD

V soucasné dobé je vénovana pozornost nahrazovani syntetickych materiala piirodnimi
alternativami za ucelem sniZzeni dopadi na Zivotni prostiedi. V mnoha praktickych
aplikacich se dnes vyuzivaji materidly z obnovitelnych zdroji, které pfispivaji
k udrzitelnému rozvoji a cirkularni ekonomice. V oblasti obalovych technologii jsou
perspektivni biodegradovatelné polymery, které mohou predstavovat nosné systémy pro
dalsi latky, napt. ve formé biopolymernich nanocastic, filmii nebo membran. Pro inkorporaci
lze vyuzit rGzné organické ¢i anorganické slouceniny. Zajimavym zastupcem je
kurkumin, znamy pro své antibakteridlni, resp. antioxida¢ni Uc¢inky. Z divodu jeho
hydrofobni povahy a omezené rozpustnosti se v poslednich letech studuji moznosti jeho

enkapsulace do riznych typl nosici, z nichz je transportovan na pozadované misto uc¢inku.

Predkladand prace je zaméfena na pfipravu a charakterizaci zeinovych vrstev s obsahem
kurkuminu. Pro tvorbu vrstev byla pouzita biopolymerni matrice na bazi rostlinného
proteinu zeinu, ktery je ziskdvan z kukufice. S ohledem na jeho biodegradabilitu
a biokompatibilitu splituje vySe uvedené pozadavky na environmentalné piiznivé materialy.
U pftipravenych zeinovych vrstev sobsahem kurkuminu byly analyzovany jejich
mechanické, povrchové, antibakteridlni a antioxidacni vlastnosti, s cilem vyhodnotit jejich

potencial pro aktivni obaly.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KURKUMIN

1.1 Charakteristika

Kurkumin je lipofilni polyfenolicka latka, ziskavana jako pfirozené zluty pigment z oddenkti
rostliny Curcuma longa. Kurkuma patii mezi byliny z ¢eledi zazvorovitych, ktera se hojné
péstuje v oblasti jizni a jihozapadni Asie. Casto je pouzivana jako souéast kofeni, zejména
kari, kterému dodéava specifickou chut’ a charakteristickou Zlutou barvu. Je také zndmo, Ze
kurkuma byla po staleti pouzivana v Indii a Ciné pro 1é¢ebné uéely, jako jsou dermatologicka

onemocnéni, infekce, stres a deprese [1, s. 65], [2, s. 22].

Samotny kurkumin, je diky své hydrofobni povaze nerozpustny ve vodé, je vSak rozpustny
v organickych rozpoustédlech, mezi které patii aceton, methanol, ethanol, glycerin a
isopropanol. Taktéz je malo rozpustny v uhlovodikovych rozpoustédlech, jako je cyklohexan
a hexan. Kurkumin je také povazovan za tautomerni slouceninu, existujici jako enolova

forma v organickych rozpoustédlech, a jako keto forma ve vod¢ [1, s. 65], [3, s. 31].

Chemicky nazev pro kurkumin dle UIPAC je (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3 methoxyphenyl)
1,6-heptadiene-3,5-dione, s molekulovou hmotnosti 368,38 g/mol. Casto je také uvadén pod
nazvem diferuloylmethan, s obecnym vzorcem Ca1H200¢. Tato aktivni latka ve své molekule
obsahuje dulezité reaktivni skupiny, dvé fenolické a jednu diketonovou (Obr. 1). Pfitomnost
strukturnich prvk, jako je B-diketon, hydroxylova skupina v poloze ortho v benzenovém

kruhu a methoxy skupiny hraji vyznamnou roli pfi antioxida¢ni aktivité kurkuminu [2, s. 22],

[3,s. 31], [4, 5. 2889].

Obrazek 1 Chemicka struktura kurkuminu [5]
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1.2 Zdroje

Kurkumin byl poprvé izolovan v roce 1815, ovSem jeho struktura byla vysvétlena az v roce
1910. Jak jiz bylo zminéno, kurkumin je ziskdvan z byliny Curcuma longa (Obr. 2),
v podobé prasku. Kofen kurkumy obsahuje vodu, sacharidy, bilkoviny, mineralni latky,
lipidy, silice a kurkuminoidy (2 — 9 %), které se fadi mezi nejvyznamné;jsi bioaktivni slozky
kurkumy. Samotné kurkuminoidy se skladaji z kurkuminu, demethoxykurkuminu,
bidemethoxykurkuminu a cyklického kurkuminu [2, s. 22], [6, s. 236], [7, s. 20092],
(8, s. 16].

Obrazek 2 Curcuma longa [9]

Jiz v minulych letech byl kurkumin ziskdvan extrakci a separaci z kurkumového prasku.
Casto pouzivanou metodou byla extrakce rozpoustédlem s naslednym pouzitim sloupcové
chromatografie. Jako rozpoustédla, pro oddé€leni kurkuminu od kurkumy, byla pouzivana
polarni a nepolarni organicka rozpoustédla, nejCastéji ethanol. Pro potravinarské vyuziti

kurkuminu se jako rozpoustédla pouZzivaji triacylglyceroly.

V dnesni dobé jsou pouzivany pokrocilejsi a sofistikovanéjsi techniky extrakce. Mezi tyto
metody patii Soxhletova extrakce, ultrazvukova a mikrovinna extrakce. Jejich vyhodou je
pfedev§im nizka teplota, kratkd doba extrakce a pouziti menSiho objemu rozpoustédla

[2,s. 23], [7, s. 20092].
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1.3 Vlastnosti

Diky dlouhé¢ historii kurkumy jsou stale vice uznavany 1é¢ivé vlastnosti kurkuminu, jako
primarniho farmakologického ¢inidla v kurkumé. Chemicka struktura této polyfenolické
latky vykazuje antioxida¢ni, antimikrobialni, protizdnétlivé a antikarcinogenni vlastnosti.
pusobi jako terapeutické ¢inidlo. Kurkumin je bezpecny i1 ve vysokych davkach, coz bylo
prokazano mnoha studiemi na lidech i zvifatech. Diky témto vlastnostem se kurkumin hojné

pouziva zejména v téchto odvétvich:

e Potravinafsky pramysl: zde slouzi kurkumin hlavné jako slozka koteni, diky jeho
charakteristické barvé a chuti. Pouziva se také jako barvivo v mlékarenskych

produktech, jako jsou syry a maslo.

o Kosmeticky primysl: pouziti kurkuminu v kombinaci s jinymi rostlinnymi extrakty
k vyrobé ptirodni kosmetiky, které snizuji oxidacni stres pokozky a zlepSuji jeji

vzhled.

o [ékafstvi: aplikace kurkuminu a dal$ich kurkuminoidii pro terapeutické ucely, 1é¢bé
dychacich cest, anorexii, revmatismu apod. Kurkumin se také vyuziva k inhibici
rustu, predevsim bakterie Helicobacter pyroli, ktera zptisobuje zalude¢ni viedy a je

spojovana s rakovinou zaludku [1, s. 65], [3, s. 31], [6, s. 236].

Zejména v lékarském odvétvi je nejvice vyuzivano vyznamnych terapeutickych ucinkl

kurkuminu, které budou bliZze popsany v nasledujicich kapitolach.

1.3.1 Protizanétlivé ucinky

Kurkumin a tékavé oleje obsazené v kurkumé, vykazuji silné protizanétlivé ucinky, které
jsou dany schopnosti inhibovat zanétlivé prostaglandiny z kyseliny arachidonové. Bylo
prokdzano, Ze v ptipadé€ akutnich zanétl, je kurkumin pfi peroralnim podéni stejné ucinny
jako naptiklad kortizon nebo fenylbutazon. V ptipad¢ chronického zanétu byl tento ucinek
polovi¢ni. Kurkumin muaze byt také aplikovan lokalné k potlaceni projevi, spojenych se

zanétlivymi koznimi onemocnénimi a alergiemi [1, s. 67], [10, s. 41].
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1.3.2 Antimikrobialni u¢inky

Kurkumin vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti Siroké Skéle patogennich mikroorganismii.
Gram pozitivni bakterie (Staphylococcus aureus) vykazuji vyrazné¢ vyssi citlivost na
kurkumin, nez Gram negativni bakterie (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescens). Je to dano specifickou strukturou jejich bunéfnych stén.
Lipopolysacharidy, obsazené¢ v bunééném obalu Gram negativnich bakterii, pfedstavuji
permeabilni bariéru pro rtizné antimikrobialni latky, které jsou odpovédné za pomaly piisun
lipofilnich latek. Na rozdil od porinovych proteini, které jsou ulozeny ve vnéjsi

membrang, predstavuji hlavni kanaly pro vstup latky do bun¢k [11, s. 42559], [12, s. 2].

Kurkumin navic vykazuje synergicky antimikrobidlni u¢inek s antibiotiky a antimykotiky
proti riznym patogenim, vcetné Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli a Candida albicans [12, s. 2].

1.3.3 Antidiabetické ucinky

Antidiabetickou aktivitu lze pfifadit k antioxidacnim vlastnostem kurkuminu, coz je dano
jeho schopnosti, jakoZto aktivni latky, snizit tvorbu superoxidu a inhibovat tak vaskularni
proteinkinazy C. Kurkumin mize mit vliv na sniZzeni buné¢né smrti oxida¢niho stresu, a to
bud’ nepfimo prostiednictvim indukce, nebo aktivaci antioxidacnich (superoxiddismutaza,
katalaza, glutathionperoxidaza) ¢i cytoprotektivnich (hemoxygenaza) enzymi. Tyto
antioxida¢ni enzymy, potlacujici tvorbu volnych radikalti v buitkach, maji vliv na snizeni

oxidacniho poskozeni a zaroven omezuji funkci pankreatu [3, s. 33], [13, s. 1].
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1.4 Antioxidaé¢ni ucinky

Antioxidanty jsou latky inhibujici oxidaci jinych molekul. Oxidace je chemicka reakce, ktera
muze produkovat volné radikdly. Tyto vysoce nestabilni atomy spoustéji fetézové
reakce, v jejichz dusledku dochédzi k poSkozeni bunck. Antioxidanty jsou schopny tyto
fetézové reakce zastavit a omezovat tak aktivitu kyslikovych radikald. Antioxidanty lze
pfijimat pfimo z potravy nebo potravinovych doplilka, které tyto latky obsahuji. Kromé
inhibice oxidac¢nich reakci, mohou nékteré¢ antioxidanty rostlinného ptivodu také fungovat
jako bioaktivni ¢inidla pro prevenci infekci, a to zejména diky svym antimikrobidlnim
vlastnostem [10, s. 41].

Jednim z hlavnich pfirodnich sloucenin, obsazenych v kurkumé, je pravé kurkumin, ktery
reaktivni funk¢éni skupiny, jednu skupinu diketonovou a dvé¢ fenolové. Pravé tyto fenolové
skupiny hraji dilezitou roli pro uplatnéni kurkuminu jako antioxidantu, jelikozZ OH skupina
muze poskytnout vodik pro tvorbu fenoxylovych radikalt. Kurkumin tyto volné radikaly
vychytava a zdroven reguluje aktivitu enzymu. Pro regeneraci fenoxylovych radikalti mohou
byt vyuzivany ve vod¢ rozpustné antioxidanty, jako je kyselina askorbova (Obr. 3) [3, s. 32],
[7,s.20096], [14, s. 1].
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OO OCH;
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H donor / kyselina askorbova fenoxylovy radikal

Obrazek 3 Reakce peroxylového radikalu s kurkuminem [7, s. 20096]
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2 NOSNE SYSTEMY PRO KURKUMIN

Ptestoze mé kurkumin mnoho zdravi prospésnych ucinkt, je stale tézké najit jeho misto
v bézné aplikaci 1éCiv, kviili Spatné biologické dostupnosti a rozpustnosti. Pro zvySeni téchto
vlastnosti kurkuminu, jsou vyuzivany riizné nosné systémy, které maji za ukol inkorporovat
danou aktivni latku a transportovat ji za danych podminek na pozadované misto ptisobeni.
Mezi takové nosice aktivnich latek fadime napiiklad biopolymerni nanocastice,
biopolymerni filmy a membrany, tuhé lipidové nanocastice, lipozomy a polymerni micely

[2,s.22], [15, s. 1].

2.1 Biopolymerni nanocastice

Jedna se o koloidni struktury, sestavajici se z jednoho nebo vice typi biopolymernich
molekul, které jsou biokompatibilni a biodegradabilni. Tyto systémy dokazou transportovat
aktivni latku na konkrétni misto plisobeni, jsou schopny zlepsit stabilitu, dostupnost a zvysit
absorpci. Biopolymerni nanocastice lze klasifikovat na zakladé néckolika rGznych
kritérii, jako je konkrétni slozeni, zplsob pfipravy a velikost. Hlavnim typem
biopolymernich nanocastic jsou proteinové nanocastice, mezi které patii albumin, zein

a hedvabi [16, s. 5].

Albumin je vysoce stabilnim a biokompatibilnim hlavnim proteinem v plazmé. Ve své
matrici obsahuje velké mnoZstvi vazebnych mist, coZ z ngj €ini, 1 diky vysoké rozpustnosti,
vhodny nosi¢ prave pro kurkumin. Napftiklad lidsky sérovy albumin (HSA) vyrazné zlepsuje

bunéény piijem kurkuminu, a tim zvysuje jeho ucinky [16, s. 6].

Zein je kukufi¢ny protein, sloZzeny ptfevazné z nepolarnich aminokyselin, umoziujici
zapouzdieni hydrofobnich sloucenin. Je nerozpustny ve vod¢, ale rozpustny v ethanolu.
Vyuziti zeinovych nanocastic je vS§ak omezeno, z diivodu jejich Spatné redispergovatelnosti
ve vode a vysoké citlivosti vii¢i agregaci (zejména za urCitych podminek, tj. v blizkosti
izoelektrického bodu, pti vysoké iontové sile a za zvysSené teploty). Z toho ditvodu jsou
v poslednich letech studoviany moznosti kombinace zeinu s jinymi polymery, jako jsou

naptiklad polysacharidy [16, s. 6], [17, s. 1].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

2.2 Biopolymerni filmy a membrany

Biopolymery jsou biologicky rozlozitelné materidly, pochazejici z obnovitelnych zdroju.
Vzhledem k jejich pfiznivym vlastnostem, jsou vyuzivany pro vyrobu biopolymernich
obalovych materidll, ke zlepsSeni kvality potravin a prodlouzeni jejich trvanlivosti. Zaroven,
diky jejich aplikaci, dochazi ke snizeni objemu obalového odpadu a ropnych derivatt. Mimo
jiné biopolymerni materialy nalézaji uplatnéni v biomedicinskych sektorech, jako funkcni

matrice pro dodavani aktivnich latek [18, s. 9], [19, s. 23].

Obecné se pripravuji biologicky rozlozitelné obalové materidly z biopolymerd, jako jsou
proteiny, sacharidy nebo lipidy. Mezi ¢asto pouzivané filmotvorné latky patii zejména
proteiny, které vykazuji podobny charakter jako lipidova bariéra. Fyzikéalni a chemické
vlastnosti téchto filmi jsou ovlivnény slozenim aminokyselin, elektrostatickym nabojem,
zménami struktury vlivem tlaku, tepla, ozafeni, mechanickym poskozenim, chemickym
a enzymovym pusobenim. Ve srovnani se syntetickymi filmy, vykazuji filmy na bazi
proteind, Spatnou odolnost vii¢i vodé€, niz§i mechanickou pevnost, a nachylnost k praskani.
Tyto vlastnosti mohou byt optimalizovény pfidavkem raznych aditiv. Jedna se zejména
o zm¢kcéovadla, naptiklad na bazi mastnych kyselin nebo oleju. [18, s. 9], [20, s. 348],
[21, s. 140].

Polysacharidy a jejich derivaty jsou dalsi biopolymery vyuZivané pii vyrobé biologicky
rozloZitelnych obalovych materiald. Polysacharidové filmy vynikaji vybornymi
mechanickymi a strukturdlnimi vlastnostmi. Na druhou stranu, vzhledem k jejich hydrofilni
povaze, vykazuji horsi bariérové charakteristiky, zeyména propustnost pro vodni pary, coz

nasledné limituje jejich praktické aplikace [18, s. 6].

Dalsi skupinou biopolymert jsou lipidy, které jsou schopny tvofit neprithledné filmy s nizsi
elasticitou. Lipidové biofilmy se béZzné pouzivaji jako povlaky potravin, pro ochranu pred
ztratou vlhkosti a pro zvySeni lesku. Vzhledem k jejich hodnotdm propustnosti pro vodni
pary, které jsou blizké syntetickym plastovym obaltim, jsou lipidy kombinovany s jinymi
vySe uvedenymi biopolymery, ve formé vicevrstvych povlakl, pravé pro zlepSeni

bariérovych vlastnosti [18, s. 9].

K vyrobé polymernich filmil jsou vyuzivany riizné metody, jako je lisovani do forem,

extruze nebo odlévani z roztoku [18, s. 9], [22, s. 2].
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2.2.1 Metoda odlévani z roztoku

Metoda odlévani je zalozena na redukci molekulové hmotnosti a reorganizaci polymernich
fetézcl ve filmové matrici, kterd se pouziva pro vyrobu polysacharidovych a proteinovych
biofilma. Pfi této technice se polymer a vSechny ostatni nezbytné slozky (aktivni
latka, zmékcovadlo) rozpusti ve vhodném rozpoustédle, za ucelem ziskani homogenniho
roztoku, ktery se nasledné nalije do pfislusné formy. Po vysuseni a odpateni rozpoustédla

vznika polymerni film (Obr. 4) [18, s. 9], [23, s. 22].
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Polymerni roztok Odlévani z roztoku na Petriho misku
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Odpafovani a suseni filmu

Polymerni film

Obrazek 4 Metoda odlévani z roztoku pro ptipravu biopolymernich filmt [23, s. 23]

Jako dal$i nosny systém lze vyuZit nanovladkenné membrany. Nanovldkna, spadajici do
odvétvi nanomateriald, tj. s primérem do 1000 nm, se v poslednich letech diky svym
vlastnostem hojné vyuZzivaji v biomediciné a mnoha dalSich aplikacich. Nanovlakna lze
syntetizovat z prirodnich a syntetickych polymerti, nebo jejich riznych kombinaci.
Nanovlakna jsou vyuzivana pro transport 1éCiv, nebo jako kryti pro hojeni ran. Proces
uvolnovani aktivnich latek z nanovlakennych membran lze fidit pomoci riznych parametri,
jako je pomér léCiva a polymeru, primér, morfologie anebo podrovitost nanovlaken

[24,s. 1,2].
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Pro vyrobu nanovldken existuji rGzné techniky, mezi které patii nanolitografie nebo
elektrostatické zvlaknovani, které umoznuje produkovat velmi jemna vldkna z Siroké skaly

polymernich materiali [25, s. 62].

2.2.2 Elektrostatické zvlaknovani

Touto metodou lze ziskat vldkna v rozsahu mikro az nano rozmért, prostiednictvim
elektricky nabitého proudu polymerniho roztoku nebo taveniny. Zvlakiovan miize byt témér
kazdy rozpustny polymer s dostatecn¢ vysokou molekulovou hmotnosti. Pfed samotnym
zvlaknovanim je vybrany polymer zcela rozpustén ve vhodném rozpoustédle a vpraven do
zvlaknovaci trysky. Béhem procesu elektrostatického zvlaknovani se pouziva vysoké napéti,
k vytvoteni elektricky nabitého proudu roztoku polymeru, vedouci ke vzniku odpudivé sily.
Po dosaZeni urcitého napéti odpudiva sila ptekona povrchové napéti roztoku polymeru, a ze
zvlaknovaci trysky se vytvoii proud. Ten je stabilni pouze v blizkosti zvldknovaci
trysky, poté podléha nestabilité. Jakmile se nabity proud blizi smérem k oblasti s niz$im
potencidlem, rozpoustédlo se odpafuje a dochazi ke vzniku jemnych vladken. Tato rychla a
relativné nenakladnd metoda je vhodna pro farmaceutické a biomedicinské aplikace

[26, s. 157, 158], [27, s. 5], [28, 5. 40, 41].

Nanovlakna mohou byt deponovana do netkané membrany, sestavajici se z agregovanych
nanovlaken, které se vzdjemn¢ propojuji a vytvareji sitovou strukturu. Tyto membrany jsou
charakterizovany velkym specifickym povrchem, pruZznosti a vysokou porovitosti.
Z farmaceutického hlediska jsou vhodnym nosnym systémem pro fizené uvoliovani

terapeutickych 1é¢iv a jinych aktivnich latek [29, s. 5].

Aktuélné studované systémy na bazi biopolymerti budou podrobnéji zminény v kapitolach

3ad.

2.3 Tuhé lipidové nanocastice

Tuhé lipidové nanocastice (z ang. solid lipid nanoparticles, SLN) jsou nejnovéjsi oblasti
nanotechnologii, které nabizeji poZzadované vlastnosti jako je biokompatibilita, mala
velikost, ochrana proti chemické degradaci, fyzikalni stabilita, zvySeny bunécny piijem
afizené uvolnovani ve srovnani s jinymi transportnimi vehikuly, vcetné¢ lipozomd,

nanoemulzi, micel a polymernich nanocastic [30, s. 2], [31, s. 259].
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Lipidové nanocastice se skladaji z pevnych lipidi o priméru 50 az 1000 nm, které jsou
rozptyleny ve vodé nebo vodném roztoku povrchové aktivnich latek. Lipidova nanoc¢éstice
je tvofena hydrofobnim jadrem a jednou vrstvou fosfolipidi. Fosfolipidové hydrofobni

fetézce jsou zabudovany v tukové matrici a maji schopnost inkorporovat hydrofilni nebo

lipofilni latky (Obr. 5) [31, s. 261].

Lipidy

Vrstva fosfolipidd (emulgator)

Aktivni latka

Obrazek 5 Struktura tuhé lipidové nanocastice [31, s. 259]

Mezi hlavni vyhody pouziti SLN patii:

e pouziti biologicky odbouratelnych fyziologickych lipidi, které snizuji nebezpeci

akutni a chronické toxicity,
e prevence pouziti organickych rozpoustédel pti ptiprave,
e schopnost dodani aktivni latky na pozadované misto uc¢inku,
e lepsi biologicka dostupnost molekul nerozpustnych ve vode,
e zvySena penetrace aktivnich latek do kiize prostfednictvim dermalni aplikace,
e lepsi stabilita ve srovnani s lipozomy.

Pevné lipidové nanoc¢éstice maji také své nevyhody, mezi které patii vysoky obsah vody, rtist
castic béhem skladovani, dale potencidlni procesy krystalizace lipidl, kdy mlze dojit ke

zmenSeni prostoru pro inkorporaci dané aktivni latky [15, s. 2], [31, s. 261].
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Existuji rizné metody pro ziskdvani tuhych lipidovych ¢astic, jako je naptiklad vysokotlaka
homogenizace (za tepla/za studena), mikroemulzifikace, ultrazvukovd metoda a metoda

odparovani rozpoustédla. Nejpouzivangjsi zptisoby piipravy SLN budou popsany nize.

2.3.1 Vysokotlaka homogenizace

Vysokotlakou homogenizaci lze provadét za tepla nebo za studena. V prvnim piipade se
pracuje nad teplotou tani lipidu. Lipidova tavenina s obsahem aktivni latky a vodné
emulgacni faze se ziskd pomoci vysokotlakého michaciho zatizeni. Vyslednym produktem
je horkd emulze o/v, jejimz ochlazenim dochazi ke krystalizaci lipidu a tvorbé SLN. Mensi
velikosti ¢astic se ziskavaji pti vyssich teplotach, v disledku snizené viskozity lipidové faze.
Vysoké teplota vSak vede k degradaci a vypuzeni aktivni latky. Pii zvySeni teploty
homogenizace nebo poctu cykll, vétSinou dochazi ke zvétSeni velikosti ¢astic, v dusledku
vysoké kinetické energie ¢astic. Obecné se pouziva 3 — 5 homogenizacnich cykll pii tlaku

500 — 1500 bar [32, . 127].

Proces homogenizace za studena se pouziva pro zamezeni problému souvisejicich s vyssi
teplotou, které vedou k degradaci a ztrat€¢ enkapsulované latky. Tato metoda spociva
v zapouzdfeni aktivni slouc¢eniny do roztaveného lipidu, ktery se pak rychle ochladi pomoci
suchého ledu nebo tekutého dusiku. Pfipravené lipidové mikrocastice se disperguji ve
studeném roztoku emulgatoru pii laboratorni teploté. Pro SLN homogenizované za studena

jsou typické veétsi Castice s Sirsi distribuci velikosti [32, s. 127, 128].

2.3.2 Mikroemulzifikace

Tato metoda je zaloZena na fedéni mikroemulzi, coz jsou dvoufdzové systémy, slozené z
vnitini a vnéj§i faze vyrabéné za pfitomnosti emulgatoru a koemulgatorti. Horka
mikroemulze se za michdni disperguje ve studené¢ vodé¢, a tim dochazi ke vzniku
SLN (Obr. 6). Vysokoteplotni gradienty usnadnuji rychlou krystalizaci lipidi a zabranuji
agregaci. Kvili kroku fedéni je mnozstvi lipidi podstatné nizsi, ve srovnani s vysokotlakou

homogenizaci za tepla [32, s. 130], [33, s. 86].
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Horka emulze SLN
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Obrazek 6 Proces mikroemulzifikace [32, s. 131]
2.4 Lipozomy

Jedna se o sférické vezikuly tvotené fosfolipidovou dvojvrstvou (Obr. 7). Velikost téchto
¢astic se pohybuje vrozmezi od 25 nm do 2,5 pum, v zavislosti na konkrétni pouzité
formulaci a metodé ptipravy. Jejich struktura je podobna biologické bunécné sténé
membrany. Fosfolipidovou molekulu tvofi hydrofilni a hydrofobni skupiny, sestavajici se ze
dvou fetézcli mastnych kyselin. Polarni ¢ast je orientovand ven z molekuly, naopak
hydrofobni smétuje do sttedu. Lipozomy maji uvniti koloidni Castice polarni a nepolarni
skupiny, které ¢astici davaji amfifilni charakter. Tato vlastnost umoziuje zapouzdieni jedné
nebo vice aktivnich latek s riznymi polaritami v rdmci jednoho aplika¢niho systému

[34, s. 13], [35, s. 1074].
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Obrazek 7 Detailni struktura lipozomu zapouzdiujici hydrofilni a hydrofobni

aktivni latky [36, s. 3]
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Lipozomy lze délit do dvou kategorii na zéklad¢ jejich velikosti a poctu dvojvrstev, a to na
multilamelarni vezikuly (MLV), které jsou vétsi nez 500 nm, a unilamelarni vezikuly.
Unilamelarni vezikuly lze dale klasifikovat na velké unilameldrni vezikuly (LUV)
o velikostech vétsich nez 100 nm a malé unilamelarni vezikuly (SUV) o velikostech menSich

nez 100 nm [37, s. 27, 28]. Tyto struktury jsou znazornény na Obr. 8.

A MLV B LUV C suv

Obrézek 8 Struktura MLV (A), LUV (B) a SUV (C) [37, s. 28]

Stejné jako u tuhych lipidovych nanocastic, existuje nékolik zpisobi pfipravy lipozomu.
Mezi nejcastéji pouzivané metody patii hydratace tenkého filmu, mikroemulzifikace,
sonikace, membranova extruze, zmrazovani, rozmrazovani, vsttikovani éteru a vstiikovani

ethanolu.

2.4.1 Hydratace tenkého filmu

Tato metoda je jednou z nejpouzivanéjSich technik pfipravy lipozomi. Je zaloZena na
vytvofeni tenkého lipidového filmu na vnitini sténé baiiky rotacni odparky, ktery se pozdéji
hydratuje vodou nebo roztokem pufru. Pfed hydrataci je velmi diilezité, aby se lipidovy
film, stejné jako roztok voda/pufr, v ptipadé potieby piedehial nad piechodovou teplotu
lipidd (Tm), aby doSlo k lepSimu vytvofeni dvojvrstvy. Intenzivnim protfepanim
a potencialni sonikaci v ultrazvukové lazni, dojde k odloupnuti filmu z baniky a tvorbé
lipozomt. Takto pfipravené lipozomy se fadi mezi MLV riznych velikosti. Enkapsula¢ni
laitka muze byt pfidana spole¢né s lipidy pfed vytvofenim tenkého filmu (v piipadé
lipofilnich sloucenin) nebo s roztokem voda/pufr (v ptipad¢ hydrofilnich slou€enin).
Vyhodou této metody je vysoka reprodukovatelnost i pfi praci s malym mnozstvim

sloucenin, zatimco nevyhodou je nizka enkapsulacni ¢innost [38, s. 3].
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2.4.2 Injek¢ni metoda

Jedna se o jednoduchou a rychlou techniku pro pfipravu lipozomi o velikostech 30 — 170
nm, konkrétné tedy malych unilamelarnich vezikul (SUV). Metoda spociva ve vstiikovani
lipidové suspenze (pro hydrofobni nebo hydrofilni organicka rozpoustédla) do vodné faze.
Samotna velikost vezikul z&visi na koncentraci lipida a rychlosti vstiikovani. Nasledné je
rozpoustédlo odstranéno a roztok se za stdlého michani hydratuje. Jako organicka

rozpoustédla jsou nejCasteji pouzivany ethanol a éter [38, s. 5].

2.4.3 Emulzifikace

Tato metoda je podobnd jiz zminénym injekénim metodam. Lipidy jsou rozpustény v
organickém rozpoustédle a poté je organicka a vodna faze smichana dohromady. Na rozdil
od injekéni metody se do organické faze ptidava mensi mnozstvi vodné faze a organicka
¢ast neni hned odstranéna, misto toho se vytvofi emulze vody v organické fazi. Dochazi
k tvorbé monovrstvy lipidi kolem kapicek vody a poté se organické rozpoustédlo
odpaii, ¢imz dochazi k tvorb¢€ lipozomli kolem molekul vody. Vyhodou emulzifikace je, ze

poskytuje vyssi ti€innost zapouzdieni ve srovnani s injekénimi metodami [38, s. 5].

2.5 Polymerni micely

Polymerni micely jsou nanocastice o velikostech v rozmezi od 10 do 100 nm. Slouzi jako
nosné systémy aktivnich latek, které se vyznacuji strukturou core-shell, umoziujici zaclenit
Spatné rozpustné latky, a tim zlepsit jejich biologickou dostupnost a chranit pted inaktivaci

v biologickych médiich [39, s. 2923], [40, s. 315].

Narozdil od micel, tvofenych klasickymi povrchové aktivnimi latkami, se polymerni micely
sestavaji z amfifilnich polymert, které se samovolné skladaji do polymernich agregatt

(Obr. 9) [39, s. 2923], [40, s. 315].

10-100 nm
Amfifilni polymer
+ .
= ° %
| /| J <CMC
Hydrofilni ¢ast ~ Hydrofobni éast Hydrofobni aktivni latka
Micela bez aktivni latky Micela s aktivni latkou

Obrazek 9 Schéma polymernich micel [40, s. 314]
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Dulezitym parametrem pii tvorbé micel je kritickd micelarni koncentrace (CMC), tj.
minimalni koncentrace polymera v roztoku, pfi které dochéazi k tvorbé micel. Ve srovnani s
micelami povrchové aktivnich latek s nizkou molekulovou hmotnosti, spocivaji hlavni
vyhody polymernich micel v jejich niz§i CMC a vyssi stabilité. Vyssi kineticka stabilita
spolu s nizs8i toxicitou jsou divodem zvysSeni z4djmu aplikace polymernich micel jako

systému pro dodéavani 1é¢iv [39, s. 2923], [40, s. 315].

Pro tvorbu polymernich micel 1ze pouzit razné blokové polymery. Nejcastéji pouzivanymi
polymery jsou amfifilni diblokové kopolymery (napt. polystyren a poly(ethylenglykol))
a triblokové kopolymery (napi. poloxamery). Hydrofilni ¢ast se obvykle sklada
z polyethylenglykolu (PEG), ale 1lze wvyuzit naptiklad 1 poly(vinylpyrrolidon),
poly(akryloylmorfolin) nebo poly(trimethylenkarbonat). Hydrofobni ¢ast mlze byt na bazi
poly(propylenoxidu) nebo polyesterti, jako je poly(e-kaprolakton) nebo polymeril
a kopolymert kyseliny glykolové a mlécné [40, s. 315].

Ptiprava polymernich micel je pomérmné¢ jednoduchd a nenakladna. Jsou vyuzivany rizné
metody, zahrnujici naptiklad metodu odpafovéani rozpoustédla, emulzifikaci typu o/v

a lyofilizaci.

2.5.1 Odparovani rozpoustédla

Tato technika, znama také jako metoda hydratace tenkého filmu, spocivd v rozpusténi
aktivni latky a polymeri v t€kavém organickém rozpoustédle nebo smési, ktera se nasledné
odpaii a vytvoii tenky polymerni film na dné banky. Film se poté hydratuje vodou

prostfednictvim sonikace nebo michanim (Obr. 10) [41, s. 5].

Amfifilni polymer  Hydrofobni aktivni latka

ANV\/\} > b
ANNN 2 ¢

] [OdpaFenirozpouﬁéda? F Hydratace l

Tékavé organické rozpoustédlo Polymerni film Polymerni micely s
obsahem aktivni latky

Obrazek 10 Proces odparovani rozpoustédla pro ptipravu polymernich micel [41, s. 5]
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2.5.2 Emulze o/v

Pti tomto procesu je hydrofobni aktivni latka, spolu s polymernimi micelami, rozpusténa
v t€kavém rozpoustédle nemisitelném s vodou (napi. chloroform). Tento roztok se pomalu
prida k michanému vodnému roztoku, ¢imz se vytvoii emulze o/v, ktera je ponechéna pies
noc ve tm¢ za dané teploty a v oteviené atmosfére, umoziujici odpateni rozpoustédla.

K tvorbé micel dochézi po michani a odpareni rozpoustédla [41, s. 5].

2.5.3 Lyofilizace

Pii lyofilizaci se pouziva terc-butanol nebo jina organickd rozpoustédla. Kopolymer
a aktivni latka je rozpusténa ve smési voda/terc-butanol a nasleduje proces lyofilizace, ¢imz
dojde k odstranéni pouzitého rozpoustédla. Poté se k vyslednému prasku ptidd voda, coz
vede k tvorbé micel. Nevyhodou této techniky mize byt ptitomnost zbytkovych organickych

rozpoustédel, pouzitych béhem procesu ptipravy, v kone¢ném produktu [41, s. 5].
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3 APLIKACE POLYMER-KURKUMIN SYSTEMU

Jak bylo uvedeno vyse, kurkumin je sloucenina pfirodniho plivodu, ktera vykazuje
vyznamnou biologickou aktivitu. Pfedevsim diky jeho antimikrobialnim a antioxida¢nim
vlastnostem je velmi U¢inny pii 1€cbé poranéni a prevenci mikrobidlnich infekei. Kromé
biomedicinskych aplikaci lze systémy na bazi polymer-kurkumin vyuzit k vyrobé

bioaktivnich obalti. Nékteré aplikace budou podrobnéji popsany v dalSich podkapitoléach.

3.1 Hojeni ran

V biomedicinskych aplikacich hraje kurkumin vyznamnou roli, zejména v materidlech
aplikovanych pro hojeni ran. Vyuzivd se jeho antioxidacnich vlastnosti, schopnosti
eliminovat reaktivni formy kysliku a peroxidaci lipidii v oblasti poranéni. Kurkumin také
zvySuje bunécnou proliferaci, syntézu, zrani a zesitovani kolagenu, a také biosyntézu

extracelularni matrix [42, s. 1], [43, s. 2].

Terapeutické materidly, urcené k 1é€b¢ a hojeni ran, mohou byt vyrabény z ptirodnich nebo
syntetickych polymert. Z biopolymert lze vyuzit kyselinu hyaluronovou (HA), alginat,
dextran, elastin, celuldzu, chitosan, fibrin, kolagen, zelatinu apod. Mezi vyhody téchto
biopolymeri patii jejich netoxicita, biokompatibilita a biodegradabilita. Syntetické
polymery mohou byt na bazi polyethylenglykolu (PEG)/polyethylenoxidu (PEO),
polyvinylpyrrolidonu (PVP), polyvinyalkoholu (PVA) aj. [42, s. 2].

3.1.1 Hydrogely

Hydrogely jsou vysoce zbotnal€, hydrofilni, trojrozmémé polymerni struktury schopné
absorbovat velké mnozstvi vody. VyuZivaji se pfi hojeni ran, zejména diky své vysokeé
porovitosti, schopnosti enkapsulovat a uvoliiovat aktivni latky, dobré biokompatibilité
a biodegradabilité. Hydrogely s obsahem kurkuminu hraji dilezitou roli v procesu hojeni
ran, kde zvySuji rychlost botnani a umoziuji vysokou Zivotaschopnost bunék, ktera jim
udéva jejich dobrou biokompatibilitu. Kurkumin je schopen snizovat oxidacni stres v misté
poranéni, a to zejména diky jeho schopnosti vychytavat reaktivni formy kysliku. Mimo jiné
mohou hydrogely na bazi biopolymert prodluzovat uvoliiovani kurkuminu v simulovaném
gastrointestindlnim prostfedi. Mnoho studii prokazalo potencial kurkuminu, jakozto
bioaktivni latky s antimikrobidlni aktivitou, kterd ma schopnost regenerovat poskozeni

zaludku zpiisobené infekci bakterii Helicobacter pyroli. Diky témto vlastnostem maji
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hydrogely na bézi biopolymerti velky potencidl, jako ucinna vehikula pro dodavani

hydrofobnich bioaktivnich latek [42, s. 5], [44, s. 1].

3.1.2 Hemostatické houby

Hemostatické houby jsou mé¢kké, flexibilni obvazové materidly se vzajemné propojenou
porézni strukturou. Diky jejich porézni struktufe jsou jim pfipisovany rizné vyhody, jako je
vysoka hemostatickd uc€innost, schopnost botnat a absorbovat velké mnozstvi vody.
Houby, které maji velikost port v rozmezi 10 az 100 pm, podporuji bunécnou adhezi
a proliferaci. Inkorporace kurkuminu do hemostatickych systému pro kryti ran ma zasadni
vliv na urychleni procesu hojeni. Dochazi také k pozvolnéjsimu uvoliovani kurkuminu, coz

vede ke zlepsSeni jeho biologické dostupnosti v misté poranéni [42, s. 11].

3.2 Bioaktivni potravinarské obaly

V soucasné dob¢ je velkd pozornost vénovana vyvoji novych aktivnich obalovych systémii
pro ochranu a prodlouzeni trvanlivosti potravin. Kurkumin se fadi mezi bezpecné a cenové
vyhodné piirodni slouceniny, které jsou v potravinarstvi vyuzivany z mnoha diivodi. Jeho
funkéni vlastnosti jsou dany predevsim jeho jedinecnou strukturou. Je znamo, ze pii pH
vétSim neZ 7 dochazi k reakci fenolické hydroxyloveé skupiny kurkuminu s hydroxylovymi
skupinami a také k produkci fenoxidového anionu, ktera mé za nasledek zménu barvy aktivni
latky. Vzhledem k této vlastnosti je mozno diky kurkuminu detekovat nejen mikrobialni
rust, ale 1 produkci oxidu uhli¢itého a amoniaku, ke kterym dochézi pfi procesech kaZeni
potravin. Krom¢& monitoringu kvality potravin inkorporace kurkuminu do obalového
materialu zlepSuje biologickou dostupnost a stabilitu aktivni laky vici okolnim podminkam.
Hlavnimi polymernimi materidly pouZivanymi k vyrobé oballl jsou proteiny, polysacharidy
a lipidy. Vzhledem k jejich hydrofilni povaze maji filmy na této bazi vysokou propustnost
pro vodni pary (WVP), coz je pro potravinaiské obaly nezddouci. Pfidavek hydrofobniho
kurkuminu do polymernich matric vede ke zlepSeni mechanickych a bariérovych vlastnosti
obalovych materialti (Obr. 11). Diky své silné antioxidacni aktivit¢ mlze branit oxidaci

lipidii v potravinach béhem skladovani [45, s. 1, 2], [46, s. 1, 2].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

r Kurkumin
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Aktivni obal
Polymer Obal
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Antimikrobialni aktivita Sledovani kontroly potravin Zlepseni mechanickych viastnosti SniZeni propustnosti pro vodni pary

Obrazek 11 Vlastnosti bioaktivniho potravinaiského obalu s obsahem kurkuminu [45]

3.3 Polymerni micely s kurkuminem k 1é¢bé rakoviny

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2, polymerni micely (Obr. 12) piedstavuji perspektivni nosny
systém pro aktivni latky, ktery mé velky vyznam pro biomedicinské aplikace a lze jej vyuzit
pravé pro inkorporaci latek k 1é¢bé rakoviny. Chemoterapeutika, urcend pro 1écbu
rakoviny, maji asociovanou toxicitu pro zdravé tkané¢ a cCasto nejsou dodavana na
pozadované misto ptisobeni in vivo. Tato Cinidla jsou $patn€ rozpustna ve vodé, vykazuji
nizkou biologickou dostupnost a mohou vyvolavat mnohocetnou 1ékovou rezistenci, coz
muze komplikovat jejich klinické pouZiti a vyvolavat neZzadouci vedlejsi ucinky. Kurkumin
je znam pro svou protinadorovou aktivitu, tzn. je schopen potlacovat proliferaci nadorovych
bunék, indukovat apoptoézu a zastavu nadorového bunééného cyklu, inhibovat proteinkinazy
a indukovat expresi bunéénych receptorti smrti, coz vede k inhibici riistu nadoru. Lze jej
enkapsulovat do jadra polymerni micely a vyuZit pro intravenozni podani u riznych typt

lécby rakoviny, zejména rakovinu prsou, jater a plic [47, s. 1].
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Obrazek 12 Inkorporace protirakovinné latky do polymernich micel [47, s. 3]

3.4 Nanocastice na bazi zeinu

Nanocastice jsou v soucasnosti velmi oblibenymi systémy pro dodavani aktivnich latek.
Umoziuji zajistit zvySeni rozpustnosti a dispergovatelnosti aktivnich latek, které se nasledné
tfizen€ uvolnuji. Diky jejich malé velikosti zlepSuji permeabilitu membrany a biologickou
dostupnost. Nanocastice na bazi zeinu, 1ze vzhledem k jeho hydrofobni povaze snadno
pfipravit metodou sraZeni s vyuZitim anti-rozpoustédel. Limitace v podobé jejich
nerozpustnosti ve vode a zhorSené stability za urCitych podminek (napt. vysoka teplota) je
mozné prekonat pifidavkem povrchové aktivnich latek (Tween 80), jako stabilizatoru, které
jsou také schopny snizit hydrofobicitu povrchu téchto ¢astic. Enkapsulaci kurkuminu do
nanocastic na bazi zeinu lze vyznamné zvysit jeho stabilitu a zajistit fizené uvoliiovani na

poZadované misto v porovnani se samotnym kurkuminem [48, s. 1], [49, s. 1].

3.5 Bioaktivni obvazové materialy

Bioaktivni obvazové materialy mohou byt na bazi ptirodnich nebo syntetickych
polymerd, jako je chitosan, celuldza, zein, hedvabny fibroin, alginat, pektin, elastin apod.

Tento typ materialii vykazuje dobrou biokompatibilitu a biologickou odbouratelnost.

Terapeutické obvazové materidly jsou obvykle tvofeny pfilnavym, transparentnim
polymerem, ktery umoziuje pienos vodni pary, vody, oxidu uhlicitého a kysliku, mezi ranou
a vn&jSim prostredim. ZlepSuji proces hojeni a chrani oteviené poranéni pred mikrobialni

infekei. Proces hojeni Ize, vzhledem k jejich transparentnosti, vizudlné sledovat. Jedna se
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o idedlni obvazy na povrchové, epitelizujici a mélké rany. Naopak tyto obvazy nejsou uréeny
na rany se zanétlivym projevem, jelikoz nejsou schopny ve velkém métitku absorbovat
biologické tekutiny. Pridavek aditiv a aktivnich latek muze zajistit lepsi mechanické
vlastnosti, jako je elasticita a ohebnost, kterd napoméha lepsi manipulaci pii aplikaci. Tato
skuteCnost byla také provéfena studii Ponnanikajamideen a kol. [50], kteti pfipravili
nanofilmy na bazi chitosan-polyvinylpyrrolidon s obsahem kurkuminu. Tyto filmy
vykazovaly lepsi mechanické vlastnosti, vétsi porovitost a vysokou botnaci schopnost ve

srovnani s filmy bez aktivni latky [42, s. §].

Pro kryti a [é€bu ran se vyuzivaji i nanovlakenné membrany, které jsou schopny stimulovat
hemostazu poskozenych tkani, bunééné dychéani, podporovat transdermalni dodéavani
1é¢iv, zajistit vlhké prostiedi, zvySovat absorpci tekutin a podporovat vysokou propustnost
plyntli, ¢imZ inhibuji mikrobidlni infekce (Obr. 13). Mezi vlastnosti nanovlaken patii také
jejich schopnost dodavat bioaktivni latky, které vykazuji lepsi mechanické vlastnosti
a vysokou poréznost. Kurkumin je v téchto aplikacich pouzivan hlavné diky jeho
vynikajicim biologickym vlastnostem. Je schopen zajistit zvySeni hydrofility povrchu, coz
je diilezité pro uchyceni a proliferaci bunck, a nasledné pro urychleni procesu hojeni ran.
Nanovladkenné membrany s obsahem kurkuminu také prokéazaly lepsi mechanické vlastnosti

a vy$ii stabilitu [42, s. 12].

3%
Antimikrobialni latky

N

Ristové faktory

Epidermis =
J Zajisténi vihkého prostiedi
T— " Schopnost vymény plynt
) J Zabranéni praniku bakterii
. ¢ Dodavani bioaktivnich molekul
Hypodermis —

Obrazek 13 Vlastnosti nanovlaken jako bioaktivniho obvazového materialu [51]
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Na zakladé¢ provedené literarni reSerSe Ize konstatovat, Zze polymerni nosice
s inkorporovanym kurkuminem pfedstavuji vyznamné systémy pro fadu praktickych

aplikaci.

Existuje fada studii, které se zabyvaji studiem hydrogeli na bazi rtiznych polymeri
s obsahem kurkuminu, pro hojeni ran. Shefa a kol. [43], pfipravili fyzikalné zesitovany
hydrogel na bazi celul6zovych nanovldken (CN), polyvinylalkoholu (PVA) a kurkuminu
enkapsulovaného do ¢astic Poloxameru 407. Hydrogel byl pfipraven procesem zmrazeni-
rozmrazent, ktery vedl k uvoliiovéani aktivni latky a tim i k urychleni procesu hojeni. Uginky
ptipraveného hydrogelu byly testovany in vivo na modelu kiize krysy. Po aplikaci hydrogelu
s obsahem kurkuminu na kozni ranu, bylo po dvou tydnech pozorovano vyrazné zlepSeni

hojeni, ve srovnani s referen¢nimi vzorky bez aktivni latky (Obr. 14) [42, s. 5], [43, s. 1].
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v Pokusné zvife (krysa) 10 mm réna vytvofend Osetfeni rany Zahojeni rany po

pomoci kozni biopsie hydrogelem dvou tydnech
(CN-PVA-Cur)

Obrazek 14 Vyvoj a studie in vivo formulace hydrogelu (CN-PVA-Cur)
[upraveno dle 43, s. 1]
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V dalsi studii se autofi Pham a kol. [52] zabyvali syntézou hybridnich hydrogelti na bazi
chitosan-Pluronic P123 s obsahem kurkuminu a zelatiny, za ucelem hojeni ran. In vitro
studie prokazaly pocatec¢ni prudké uvoliiovani aktivni latky béhem prvnich dvou hodin, po
kterém nasledovalo zpomaleni kinetiky. Testem in vivo byla potvrzena ucinnost
ptipravenych hydrogelii s obsahem kurkuminu a Zelatiny pfi regeneraci bariérové funkce

poskozené pokozky.

Ptipravou nanocastic na bazi zeinu a poloxameru (Pluronic) s obsahem kurkuminu se
zabyvali autofi aktualni studie z roku 2022 [48]. Zein byl modifikovan prostfednictvim
Pluronicu, ktery zajistil zvySeni hydrofility a stability systému, ktery nebyl ovlivnén pH
a iontovou silou v porovnani se samotnymi zeinovymi ¢asticemi. In vitro test prokazal
kontrolované uvoliiovani kurkuminu do simulovaného prostiedi. Vzhledem k pozitivnim
vysledkiim testli cytotoxicity pfipravené zein/Pluronic/kurkumin ¢astice predstavuji velky

potencial pro pouziti do systému urcenych k oralnimu dodavani 1éciv.

Dalsi metoda pro stabilizaci zeinovych nanocastic s obsahem kurkuminu byla studovana
v praci Li a kol. [49]. Konkrétné se jednalo o vyuZiti depozice vrstev na bazi polysacharidu,
ziskaného z netradi¢ni houby Tremella fuciformis (TP). Vysledky studie ukézaly, Ze
depozice polysacharidovych vrstev na povrchu zeinovych nanocastic, na zaklade
elektrostatické interakce, vede ke zlepSeni hydrofility zeinu, lepSi ochrané a stabilité
kurkuminu. Ve srovnéani se zeinovymi nanocasticemi (55 %), vykazovaly nanocastice na
bazi zein/TP (93 %), vySs§i UCinnost enkapsulace kurkuminu a vynikajici
redispergovatelnost. Vystavenim pfipravenych nanocéstic zein/TP s obsahem kurkuminu
UV zafeni a tepelnému pusobeni pii 80 °C a to po dobu 2 hodin bylo prokazano vyznamné

zlepSeni stability celého systému.

Rada nedavnych studii se zabyva p¥ipravou a charakterizaci nanovlakennych membran
obohacenych o aktivni latky, jako nové generace obvazovych materialii se schopnosti
urychleni procesu hojeni ran. Nguyen a kol. [53] pfipravili nanovldkna na bazi polymeru
kyseliny mlé¢né s obsahem kurkuminu jako aktivni latky. Enkapsulaci kurkuminu do
nanovlaken, doslo k vyraznému zvySeni pevnosti v tahu az na 3,5 MPa, coZ mélo pozitivni
vliv na samotnou aplikaci a kryti rdny. Vysledky studie in vivo, které byly provadény na
zvifecim modelu krys, odhalily jiz 7. den po aplikaci zhojeni rany az na 87 %. Patnacty den

byla rana témef zahojena, a to z 99 % [42, s. 12], [54 s. 4].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE
Mezi cile této diplomové prace patii nasledujici:

e pfiprava polymernich roztokl a filmi na bazi zeinu s obsahem kurkuminu, resp.

kurkuminu enkapsulovaného do ¢astic poloxameru,
e charakterizace roztoku (vodivost, povrchové napéti),

e charakterizace zeinovych vrstev (mechanické zkousky, povrchové, strukturni a

bariérové vlastnosti),

e testovani uvoliiovani kurkuminu ze zeinovych matric, hodnoceni antibakterialni a

antioxidacéni aktivity pfipravenych zeinovych systémi.
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6 POUZITE PRISTROJE A CHEMIKALIE

6.1 Pouzité chemikalie

Zein, Sigma Life Science

Ethylalkohol (96%)

Kurkumin pro syntézu, Merck spol. s r.o.
Tween 80, Lach-Ner, s. r. 0.

Glycerol, Iplub

Poloxamer 407, Sigma Life Science
Eugenol, Sigma Aldrich

Fosfatovy pufr (pH 7,45)

Chlorid sodny, mikroCHEM

Chlorid draselny, mikroCHEM
Hydrogenfosfore¢nan sodny, Lachema n. p.
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lachema n. p.
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH)
Trolox

Methanol

Mueller Hinton Agar

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



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

38

6.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Magnetickd michacka Heidolph MR Hei-Standard
Spektrofotometr photoLab 6600 UV-VIS + kyvety
Opticky tenziometr Attension Theta, Biolion Scientific
Analytické vahy Sartorius Basic 110 S

FTIR spektrofotometr Nicolet 6700, Thermo Scientific
Texturometr AMETEK TA1 from Lloyed Instruments
Laboratorni konduktometr, inoLAB Cond 7110
Vakuova rota¢ni odparka Heidolph

Tenziometr EasyDyne, Kriiss

Mikropipety Eppendorf reaserch plus

Digitalni mikrometr, Schut Geometrical Metrology
Susarna Memmert ULM 400

pH metr CPH 51 kombinovanou pH elektrodou HC 103
Plastové centrifugac¢ni zkumavky, 15 ml

Ultrazvukova lazen KAITEK K-10LE, Kraintek
Ttepacka Heathrow Scientific

Denziometr DEN-1B, Biosan

Vortex V-1 plus, Biosan

Centrifuga, EBA 20, Hettich

Exsikator (Mg(NO3)2-6H20)

Vlhkomér

Termostat Memmert INE 600

Eppendorf mikrozkumavky

Petriho misky PS

Beé&zné laboratorni sklo
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7 PRIPRAVA VZORKU A JEJICH MERENI

7.1 Priprava fosfatového pufru (pH = 7,45)

Do odmérné banky o objemu 1000 ml byl pfipraven fosfatovy pufr (PBS) smichanim
jednotlivych chemikalii (Tab. 1) a rozpusténim v destilované vodé¢. K takto pfipravenému
roztoku bylo ptidano 0,5 hm. % Tweenu 80, a nésledné byla smés pfevedena kvantitativné
do odmérné baiky a doplnéna destilovanou vodou po rysku. Hodnota pH byla ovéfena

pomoci bateriového pH metru.

Tabulka 1 Pouzité chemikdlie a navazky pro ptipravu fosfatového pufru (pH = 7,45)

Chemikalie MnozZstvi [g] Molarni koncentrace [mol/l]
NaCl (Mw: 58,44 g/mol) 8,00 0,137
KCI (Mw: 74,55 g/mol) 0,20 0,003
Na;HPO4 (Mw: 141,96 g/mol) 1,44 0,010
KH;PO4 (Mw: 136,09 g/mol) 0,25 0,002

7.2 Priprava zeinovych roztoki a filmi

7.2.1 Filmy s obsahem kurkuminu Z/CUR

Biopolymerni filmy na bazi kukufi¢ného proteinu zeinu byly pfipraveny technikou odlévani
z roztoku, pficemz rozpoustédlem byl 96% ethanol. Vypocitané mnozstvi zeinu (8,6 g) bylo
navazeno na analytickych vahach s pfesnosti na 0,0001 g a smichano s 50 ml 96% ethanolu.
Smés byla michdna na magnetickém michadle (Obr. 15) a zahiivana na cca 70 °C, pfi
250 ot./min. po dobu 30 minut. Poté, co byly roztoky zeinu zcela homogenni, byly ptidany
2 gramy glycerolu a celd smés byla pfivedena k varu po dobu 5 minut. Po zchladnuti roztoku
bylo pfidano vypoctené mnozstvi kurkuminu, v rozsahu koncentraci od 0,1 do 0,5 hm. %.
Z divodu Spatné rozpustnosti aktivni latky, byly ke smési pfidany 2 kapky surfaktantu
Tween 80. Ziskand homogenni smés (16 ml) byla odlita do Petriho misek a vlozena do
suSarny pii cca 30 °C po dobu 24 hodin. Jako referencni vzorek slouzil zeinovy roztok
pfipraveny stejnym zpisobem, pouze bez piidavku aktivni latky kurkuminu (oznacen

jako Z).

Pred dalsimi testy byly vzorky filmi uloZeny v exsikatoru s relativni vlhkosti 60 %.
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Obrézek 15 Ptiprava roztoku zeinu

7.2.2 Filmy s vy$§im obsahem glycerolu a kurkuminem Z/GLY/CUR

Tyto vzorky byly pfipraveny analogickym zplsobem jako v kapitole 7.2.1 s tim rozdilem, Ze
bylo ptidano vys§i mnoZzstvi glycerolu (5 hm. %) do 50 ml ethanolu. Referencni vzorek bez

obsahu kurkuminu se znacil jako Z/GLY.

7.2.3 Filmy s obsahem kurkuminu a eugenolu Z/EUG/CUR

Roztok zeinu potfebny pro tvorbu filmt, byl pfipraven stejnym postupem jako v kapitole
7.2.1. Do kadinek o objemu 25 ml bylo navazeno vypocitané mnozstvi aktivnich latek, které
odpovidalo koncentraci 3 hm. % pro eugenol a 0,1, 0,3 a 0,5 hm. % pro kurkumin. Do takto
pfipravené smési bylo nalito 10 ml pfipraveného roztoku zeinu, nasledné byla smés michana
na magnetickém michadle (teplota 70 °C, pti 250 ot./min. po dobu 10 minut). Po ziskani
homogenni smési byla tato smés odlita do Petriho misky (10 ml) a vlozena do susarny pfi
teploté¢ 30 °C po dobu 24 hodin. Stejnym zpiisoben byl pfipraven srovnavaci vzorek

s obsahem eugenolu bez kurkuminu (znac¢eni Z/EUG).
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7.2.4 Filmy s obsahem kurkuminu v poloxameru Z/P/CUR

Castice Poloxameru 407 s aktivni latkou byly piipraveny navazenim daného mnozstvi
kurkuminu (koncentrace 0,1, 0,3 a 0,5 hm. %) spolu s poloxamerem (koncentrace 1 hm. %),
které byly smichany s 20 ml 96% ethanolu. Nasledn¢ byla smés umisténa na michadlo
s ohfevem a homogenizovana pii teplot¢ 40 °C po dobu 30 minut. Pro odstranéni
rozpoustédla byla ptipravend smés pievedena do 100 ml ban¢k a nasledné umisténa na
vakuovou rota¢ni odparku (6 — 10 minut, 65 ot./min, teplota 60 °C). Po odpafeni
rozpoustédla byly vzorky vlozeny do exsikatoru, ktery byl ulozen do tmy po dobu 24 hodin.
Po této dobé¢ byly vzorky rehydratovany 10 ml destilované vody a vlozeny do ultrazvukové
lazn¢ na dobu cca 50 minut pii teplot¢ 40 °C. Nasledné byly vzorky ptefiltrovany ptes
stiikackovy filtr (velikost porti 1,2 um) a umistény do sklenénych vialek. Poté bylo
odebrdno 5 ml pfefiltrovaného vzorku, ktery byl smichan s 12 ml roztoku zeinu
(ptipraveného dle postupu v kapitole 7.2). Tato smés byla michana na magnetickém
michadle bez ohtevu po dobu cca 5 — 10 minut a nésledné prelita (16 ml) na Petriho misku
a vloZena do suSarny pii 30 °C po dobu 24 hodin. SloZeni jednotlivych vzorki je uvedeno

v Tab. 2.

Tabulka 2 Zastoupeni jednotlivych slozek pouzitych pro tvorbu filmi na bazi zeinu

Vzorek Glycerol Kurkumin Eugenol Poloxamer
[hm. %] [hm. %] [hm. %] 407 [hm. %]
Z 4 - - -
Z/GLY 5 - - -
Z/EUG 4 - 3 -
Z/P 4 - - 1
Z/CUR 0,1 4 0,1 - -
Z/CUR 0,3 4 0,3 - -
Z/CUR 0,5 4 0,5 - -
Z/GLY/CUR 0,1 5 0,1 - -
Z/GLY/CUR 0,3 5 0,3 - -
Z/GLY/CUR 0,5 5 0,5 - -
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Tabulka 2 pokrac. Zastoupeni jednotlivych slozek pouzitych pro tvorbu filmi na bazi zeinu

Vzorek Glycerol Kurkumin Eugenol Poloxamer
[hm. %] [hm. %] [hm. %] 407 [hm. %]
Z/EUG/CUR 0,1 4 0,1 3 -
Z/EUG/CUR 0,3 4 0,3 3 -
Z/EUG/CUR 0,5 4 0,5 3 -
Z/P/CUR 0,1 4 0,1 - 1
Z/P/CUR 0,3 4 0,3 - 1
Z/P/CUR 0,5 4 0,5 - 1

7.3 Meéreni vlastnosti roztoku zeinu

Vlastnosti roztokti byly charakterizovany pomoci méfeni vodivosti a povrchového napéti.

Pro méfeni byly pouzity roztoky zeini bez a s obsahem kurkuminu o koncentraci

0,5 hm. %, které byly ptipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 7.2.1.

7.3.1 Vodivost

Méfteni vodivosti bylo provadéno pomoci ptistroje konduktometru s vodivostni sondou, pii

T=25 + 0,5 °C ve dvou opakovanich.

7.3.2 Povrchové napéti

Povrchové napéti pfipravenych zeinovych roztokli bylo méfeno pomoci Wilhelmyho

destickové metody na ptistroji tenziometru EasyDyne (Obr. 16). Méfeni bylo provadéno pii

T=26 + 0,1 °C ve dvou opakovanich.
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Obrazek 16 Méfeni povrchového napéti roztokli

7.4 Hodnoceni mechanickych vlastnosti

Mechanické vlastnosti byly hodnoceny u vzorkd filmt Z/CUR, Z/GLY/CUR a
Z/EUG/CUR. Jako kontrola slouZil vzorek zeinového filmu bez aktivni latky. Méfeni bylo
realizovano na pfistroji texturometru AMETEK TA1, kde byla data vyhodnocena s vyuzitim

softwaru NEXYGENPlus.

7.4.1 Tahova zkousSka

Ze zeinovych filmi byly vystfiZzeny prouzky o rozmérech 1 x 6 cm, které byly umistény do
oboustrannych celisti texturometru tak, aby pracovni plocha prouzku byla cca 1 x 4 cm. Pro
lepsi ptichyceni prouzkt do drzaka byla pouzita oboustranna lepici paska (Obr. 17). Pii této
zkousce byla u jednotlivych filmd hodnocena pevnost v tahu v MPa a procento celkového

pretrzeni. Vysledky byly vyhodnoceny jako primeéry ze ctyt méfeni.
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Obrazek 17 Tahova zkouska

7.4.2 Zkouska vpichem

Pro tuto zkousku byly pfipraveny vzorky o rozmeérech 4 x 4 cm, které byly vlozeny mezi dva
kovové kruhové nastavce s otvorem o pruméru 20 mm. Pro zajisténi fixace filmt mezi
nastavci, byly pfipevnény svorky. Pomoci sondy o priméru 2 mm byla métena deformace
(PD) a pevnost pti vpichu (PS) zeinovych filmi (Obr. 18), kterd byla vypocitdna dle

nasledujiciho vzorce (Rovnice 1). Vysledky byly vyhodnoceny jako pruméry ze ¢tyt méfeni.
PS =2 [N - mm ] (1)

Kde:

Finax — maximalni sila pfi vpichu [N]

T — prumérna tloustka vzorku [mm]
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Obrazek 18 Zkouska vpichem

7.5 Méreni kontaktniho ahlu

Filmy bez a s obsahem kurkuminu, byly umistény na podloZni stolek optického tenziometru
Attension Theta (Biolion Scientific) (Obr. 19). Pomoci metody piisedlé kapky byla
analyzovdna smacivost daného filmu. Na povrch filmu byla pomoci mikropipety
nadavkovana kapka destilované vody (3ul). Obrazovy zaznam a naméiené hodnoty byly
zpracovavany pomoci softwaru OneAttension. Hodnota kontaktniho uhlu pro jednotliva

méteni byla odecitdna v rozmezi 5. az 6. sekundy. Kazdy vzorek byl méten tiikrat.

Obrazek 19 Méteni kontaktniho thlu
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7.6 Stanoveni propustnosti pro vodni pary

Z ptipravenych zeinovych filmi, byly vystfizeny kruhové vzorky o priméru 3,6 cm, které
byly umistény do testovacich misek naplnénych 20 ml destilované vody (Obr. 20). Misky
byly vlozeny do exsikatoru se silikagelem a v hodinovych intervalech vazeny na
analytickych vahach (s ptesnosti na 0,0001 g). Stanoveni propustnosti bylo provedeno
dvakrat vedle sebe. Ziskan¢ hodnoty hmotnosti byly pouZity pro sestaveni grafu v zavislosti
na Case. Z linearni regrese byla vypocitana propustnost pro vodni pary, pomoci nasledujicich

vzorcu (Rovnice 2):

WVT =2 [g/h-m?]

WVP = wvT — wvT [
Ap S:(R1—R2)

g/Pa - h-m?] (2)
Kde:

WVT — rychlost ptenosu vodni pary [g/h-m?]

WVP — propustnost pro vodni pary [g/Pa-h-m?]

k — ztrata hmotnosti v Case [g/h]

A — plocha vzorku [m?]

A p —rozdil tlaku vodni pary [Pa]

S — tlak nasycené vodni pary [Pa]

R; — relativni vlhkost v testovaci misce [%]

R — relativni vlhkost prostiedi [%]

Obrazek 20 Zeinové filmy umisténé v testovacich miskach: A — film s obsahem 0,5 hm. %

kurkuminu, B — kontrolni film bez aktivni latky
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7.7 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita byla sledovana u vzorkli bez aktivni latky a s obsahem 0,5 hm. %
kurkuminu. Filmy na bazi zeinu, byly nasekany v mnozstvi 0,5 g, do centrifugacni plastové
zkumavky. Nasledné byly doplnény methanolem (1,5 ml) a destilovanou vodou v poméru
30:70. Takto ptipravené vzorky byly umistény do ultrazvukové lazné s tfepackou po dobu
60 minut pii 50 °C. Poté bylo z kazdé zkumavky odpipetovano 1,5 ml vzorku do Eppendort
zkumavek, které byly vlozeny do odstfedivky (3 minuty, 14 500 rpm). Pfipravené extrakty

byly pouzity pro méteni absorbance. Méfeni bylo provedeno tfikrat vedle sebe.

7.7.1 Priprava zasobniho roztoku DPPH a Troloxu

Na analytickych vahach bylo navdzeno 0,006 g DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl),
s presnosti na 0,0001 g. Navéazena latka byla kvantitativné pfevedena do 25 ml odmérné
baiikky a doplnéna methanolem po rysku. Pro dosaZeni lepsi rozpustnosti byl pfipraveny
roztok vlozen do ultrazvukové 1azn€ na 10 minut a poté umistén do tmy po dobu 1 hodiny.
Nésledné byla u zasobniho roztoku DPPH proméfena absorbance pii vinové délce 515 nm,

tiikrat vedle sebe.

Pro zhotoveni kalibra¢ni ptimky v ramci stanoveni antioxida¢ni aktivity byl pouzit standard
Trolox, ktery byl navdZzen na analytickych vahach (0,001 g) a nasledné kvantitativné
pfeveden do 25 ml odmérné baniky a doplnén methanolem po rysku. Zasobni roztok byl
vlozen do ultrazvukové 14zn€ po dobu 1 minuty. Nasledné bylo provedeno fedéni roztoku
methanolem, a to v koncentracich 40, 60, 80, 100, 120, 160 a 200 pg/ml, do Eppendorf

zkumavek, které byly umistény v lednici po dobu 1 hodiny.

7.7.2 Méreni absorbance vzorku

Do sklenénych zkumavek o objemu 8 ml byly odpipetovany 4 ml zasobniho roztoku
DPPH, k némuz bylo ptidano 210 pl extraktu vzorku (viz podkapitola 7.7). Takto pfipravené
vzorky byly uloZeny po dobu 60 minut do tmy. Nasledné bylo provedeno méteni absorbance

pfi vinové délce 515 nm proti methanolu, a to tfikrat vedle sebe.

Stejny postup byl pouzit i v ptipadé sestrojeni kalibracni ptimky, kdy bylo k roztoku DPPH
pfidano 210 pl zasobniho roztoku Troloxu, o koncentracich 40, 60, 80, 100, 120, 160 a 200
ug/ml.
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7.8 Hodnoceni antimikrobialni aktivity

Pomoci diskové difizni metody byla stanovena antimikrobialni aktivita zeinovych filmi.
Toto hodnoceni bylo provedeno u referen¢niho vzorku bez aktivni latky i1 u filma Z/CUR
a Z/EUG/CUR, z nichz byly vyseknuty disky o priméru 9 mm. Inhibi¢ni ucinek byl testovan

vucéi Gram pozitivni bakterii Staphylococcus aureus a Gram negativni Escherichia coli.

V prvnim kroku doSlo knafedéni dané mikrobialni kultury, pfedem pfipravenym
fyziologickym roztokem, k ziskdni pozadované koncentrace 0,5 McF. Takto vzniklé
inokulum bylo pipetovano v objemu 1 ml na danou Zivnou Mueller-Hintonovu ptidu.
Nasledné byly na pfipravenou piidu s inokulem umistény testované vzorky a poté byly
Petriho misky vlozeny do termostatu (teplota 37 °C po dobu 24 hodin). Inhibi¢ni zoény byly

odecitany jako priméry kolem vzork.

7.9 Test uvoliiovani kurkuminu

Z vysuSenych filmt byly vystfihnuty vzorky o velikosti 2 x 2 cm. Pomoci digitdlniho
mikrometru byla v riznych mistech zmétena tloustka téchto filma a zaznamenana hmotnost
s presnosti na 0,0001 g. Pfipravené vzorky byly vlozeny do 50 ml reagenc¢nich lahvi s 20 ml
PBS pufru (pH 7,45) s obsahem 0,5 hm. % Tweenu 80. Takto pfipravené vzorky byly
umistény na tiepacku o rychlosti 120 ot./min., pfi laboratorni teploté a teploté 37 °C. Ve
stanovenych casovych intervalech (0,5, 1, 2, 4, 8, 24 az 168 hod.) byly odebirany vzorky
(o objemu 1,5 ml) do mikrozkumavek Eppendorf. Odebrané mnozstvi bylo vzdy opét
nahrazeno Cerstvym pufrem. Vzorky byly nasledné analyzovany méfenim absorbance na

UV-Vis spektrofotometru pfi vinové délce 426 nm.

Test uvolnovani byl stejnym zpiisobem proveden i na vzorcich zeinovych nanovlakennych
membréan s kurkuminem, které ndm byly doddny z AV CR v Praze. Cilem bylo srovnat

kinetiku uvolnovani aktivni latky z filmt a nanovlaken.

7.10 FTIR analyza

Struktura pfipravenych zeinovych filmi byla analyzovdna pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) na pfistroji Nicolet 6700 s detektorem
DTGS KBr. Spektra byla zaznamenavana a vyhodnocena pfi rozligeni 2 cm™ v rozsahu od

4000 do 400 cm™!, pomoci softwaru OMNIC Paradigm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

7.11 SEM analyza

Mgéfteni bylo provadéno pomoci SEM mikroskopie na Ustavu pro hydrodynamiku Akademie
véd CR v Praze. Pro tuto metodu byl pouZit skenovaci elektronovy mikroskop Vega 3
s vysokym rozliSenim (Tescan), na kterém byly analyzovany povrchy a prufezy zeinovych

filma s obsahem kurkuminu a poloxameru.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

StéZejni Casti této prace byla piiprava a charakterizace zeinovych filml s obsahem
kurkuminu, ptipadné dalsi aktivni latky. Vzorky fady Z a Z/CUR byly homogenni se Zlutym
az zlutohnédym barevnym odstinem, pficemz sytost barvy se zvySovala s rostouci
koncentraci kurkuminu (Obr. 21). Kontrolni filmy bez aktivni latky byly obecné dosti
kiehké, coz ztézovalo jak samotnou manipulaci, tak naslednd méfeni, zejména pak
mechanické zkousky. Filmy s obsahem eugenolu byly homogenni, svétle az syté€ oranzového
zbarveni, oproti vzorkiim Z a Z/CUR, vSak vykazovaly vyssi elasticitu (Obr. 22). Vzorky
s obsahem kurkuminu inkorporované¢ho v ¢asticich poloxameru, mély vyraznou Zlutou

barvu a byly zna¢n¢ nehomogenni, v porovnani se vzorky pfedchozimi (Obr. 23).

1 3

Obrazek 21 Sada vzorka Z a Z/CUR

Obrazek 23 Sada vzorka Z/P a Z/P/CUR
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8.1 Meéreni vlastnosti roztoku zeinu

Elektricka vodivost a povrchové napéti bylo méteno u zeinovych roztoka bez (Z) a s aktivni
latkou (Z/CUR 0,5). Z Tab. 3 je patrné, ze vodivost roztoku s pfidavkem kurkuminu mirné
klesla, z363 na 347 uS/cm. V ptfipadé povrchového napéti byla nameétfena hodnota
23,6 mN/m, bez ohledu na to, zda vzorek obsahoval aktivni latku, ¢i ne. Podobnych
hodnot okolo 24,5 mN/m, bylo dosazeno ve studii Wongsasulak a kol. [55], ktefi analyzovali
zeinové roztoky. Co se tyka elektrické vodivosti, bylo dosazeno vysSich hodnot ve srovnani

s nasi studii, a to od 510 do 531 uS/cm, v zavislosti na koncentraci glycerolu.

Tabulka 3 Hodnoty vodivosti a povrchového napéti zeinovych roztokt

Roztoky Mérené vlastnosti roztoki
Vodivost [pS/cm] Povrchové napéti [mN/m]
Destilovana voda 3 72,1
Z 363 23,6
Z/CUR 0,5 347 23,6

8.2 Mechanické vlastnosti

Dtlezitou charakteristikou polymernich filmt jsou jejich mechanické vlastnosti, které maji
vyznamny vliv pro uplatnéni v potravinafském i farmaceutickém priimyslu. Konkrétné se
jedna napiiklad o bioaktivni potravinaiské obalové ¢i obvazové materidly, kde zajiStuji
ohebnost a dostate¢nou pruznost dané¢ho materialu. U kontrolniho zeinového filmu a vzorkt
s obsahem aktivnich latek byla charakterizovana tahova pevnost a prodlouzeni pfi

pfetrZeni, dale pak pevnost a deformace pii vpichu.

8.2.1 Tahova zkousSka

Vysledky tahové zkousky jednotlivych vzorkl jsou znazornény na Obr. 24. Je patrné, Ze
u vzorkl s niz§im obsahem glycerolu a kurkuminu (0,1 hm. %) doslo nejdfive k zdsadnimu
zvySeni (71 %) pevnosti oproti kontrole, zatimco vyssi ptidavky kurkuminu zplsobily
opétovny vyznamny pokles tohoto parametru. Je zndmo, ze inkorporace aktivnich latek do
polymerni matrice vétSinou vyvolad zhorSeni mechanickych vlastnosti, v disledku naruSeni

polymerni struktury [56]. Podobny trend se projevil v praci [57], kde autofi studovali
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systémy na bazi zeinu a kaseindtu sodného v riiznych pomeérech s obsahem kurkuminu.
Ptiznivé se zde projevila zvySujici se koncentrace zeinu, kdy doslo ke zvySeni tahové
pevnosti, zfejm¢ v disledku silnych hydrofobnich interakci mezi molekulami zeinu. Z
divodu pomérné vysoké kiehkosti filmt (sady Za Z/CUR), bylo navySeno mnozstvi
glycerolu jako plastifikatoru (vzorky Z/GLY a Z/GLY/CUR). Tento ptidavek se pozitivné
projevil pouze u kontrolniho filmu bez ptidaného kurkuminu, kdy doslo az k dvojnasobnému
narastu pevnosti (z 2,9 na 6,3 MPa). Na druhou stranu, u vzorkti s obsahem kurkuminu m¢l
ptidavek glycerolu opacny efekt, tj. doSlo k poklesu pevnosti (t¢mét o 91 % u vzorku
s nejvyssi testovanou koncentraci kurkuminu 0,5 hm. %). Za ucelem optimalizace
mechanickych vlastnosti byla pfipravena dalsi sada vzorki, s obsahem eugenolu (sada
Z/EUG a Z/EUG/CUR). Z grafu je patrné, Ze piidavek eugenolu se velmi pozitivng projevil
pti tahové zkouSce, kdy nejvétsi pevnost v tahu, ktera je definovand jako maximalni napéti
vyvijené na vzorek, vykazoval pravé film s eugenolem a nejvys$$im mnozstvim kurkuminu
(Z/EUG/CUR 0,5). Rozdil mezi vzorkem Z/GLY/CUR 0,5 a Z/EUG/CUR 0,5 ¢inil az 96 %.
Obecné lze tedy konstatovat, ze u filml s obsahem eugenolu dochédzelo s rostouci

koncentraci kurkuminu k zasadnimu zlepSeni tahové pevnosti.

14
mz
I
12 mZ/GLY
Z/EUG
10 /
8

Tahova pevnost [MPa]

I
I
- i—

0,5

6
4
2
0
0

Obrazek 24 Tahova pevnost filmil na bazi zeinii bez a s obsahem aktivnich latek
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Zvyseni koncentrace glycerolu se nijak zisadné neprojevilo ani na dal$i hodnocené
charakteristice, prodlouzeni pii pfetrzeni, ktera udava stupen pruznosti a elasticity materidlu.
Na druhou stranu, ptidavek eugenolu vedl k dramatickému zvySeni elasticity (Obr. 25). U
kontrolniho filmu bez kurkuminu (Z/EUG) bylo prodlouZeni zvySeno az o 97 %, ve srovnani
se vzorkem bez eugenolu (Z). I v piipad¢ filmi s 0,3 a 0,5 hm. % kurkuminu doslo ke zvySeni
hodnot, a to az 0 95 a 87 % oproti filmim Z/CUR 0,3 a Z/CUR 0,5. Vyrazné zvySeni
elasticity zeinovych filma v pfitomnosti eugenolu, resp. eugenolu a monolaurinu bylo
zaznamenano autory studie [58]. Stejn¢ jako v ptipad¢ pevnosti v tahu lze potvrdit pozitivni
vliv eugenolu na elastické vlastnosti filma s kurkuminem. Tyto plastifika¢ni vlastnosti
eugenolu je mozné vysvétlit pritomnosti vodikovych vazeb nachazejicich se mezi
hydroxylovymi skupinami fenolickych sloucenin a peptidovymi karbonylovymi skupinami

zeinového proteinu [58].
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Obrazek 25 Prodlouzeni pti pretrZzeni filml na bazi zeinu bez a s obsahem aktivnich latek
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8.2.2 Meéfeni vpichu

Nize uvedeny graf (Obr. 26) znazornuje vysledky méfeni pevnosti pti vpichu zeinovych
filmi bez a s obsahem jednotlivych aktivnich latek. Dle teoretického pifedpokladu doslo ke
sniZzeni pevnosti pfi vpichu u modifikovanych vzorka bez obsahu eugenolu, pfi srovnani
s kontrolou. Nejvyznamngjsi snizeni je patrné u smési Z/GLY/CUR 0,1. Opacény jev je
patrny u vzorki s eugenolem. Podobné, jako v piipad¢ pevnosti v tahu lze zde pozorovat
zvySeni hodnot, pficemZ nejvetsi narlst (na 41 N/mm) byl dosazen u filmu Z/EUG/CUR 0,5.
Opét Ize tedy potvrdit pozitivni vliv pfidavku eugenolu na mechanické vlastnosti zeinovych

filma s kurkuminem.
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Obrazek 26 Pevnost pii vpichu u filmii na bazi zeinu bez a s obsahem aktivni latky

Z vysledki méteni deformace pii vpichu (Obr. 27) lze pozorovat nardst hodnot u filmi
s niz§im obsahem glycerolu (Z/CUR) a smési s eugenolem (Z/EUG/CUR), oproti referenci
bez kurkuminu. Prekvapivé u vzorkt s vyssi koncentraci glycerolu doslo naopak k poklesu
hodnot deformace pti vpichu v porovnani s kontrolnim filmem. Nejvyznamnégjs$i snizeni
(85 %) bylo zaznamenano u filmu Z/GLY/CUR 0,1. Inkorporace eugenolu opét zapficinila
zasadni zvySeni u vzorki s 0,3 a 0,5 hm. % kurkuminu, kdy hodnoty deformace pii vpichu

byly zhruba dvojnasobné oproti kontrolnimu filmu Z/EUG.
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Obrazek 27 Deformace pii vpichu u filmi na bazi zeinu bez a s obsahem aktivni latky

8.3 Méreni kontaktniho uhlu

Povrchové vlastnosti zeinovych filml byly charakterizovany métenim velikosti kontaktniho
uhlu metodou pfisedlé kapky vody. Obecné je zndmo, ze povrchy mohou byt hydrofilni nebo
hydrofobni. Jelikoz pouzité aktivni latky (kurkumin a eugenol) jsou hydrofobni povahy, dalo
by se ocekavat, ze u testovanych vrstev dojde ke zvySeni hydrofobicity, tj. hodnot
kontaktniho uhlu. Tento fakt ovSem z vysledkl nebyl jednoznaéné potvrzen. Naopak doslo
ve vetSing piipadi ke snizeni smaceciho thlu pro vodu (Obr. 28), indikujici zvySeni
hydrofility. Hodnoty kontaktnich uhli filmii bez kurkuminu se pohybovaly od 37 do 47° bez
ohledu na to, zda vzorek obsahoval niz$i, ¢i vyss$i obsah glycerolu, pripadné eugenol.
Ptidavkem nejnizsi koncentrace kurkuminu (0,1 hm. %) do vzorkl fady s oznacenim Z doslo
k nartstu kontaktniho tthlu na cca 51°, ktery ale s rostouci koncentraci aktivni latky opétovné
klesl (Obr. 28). Témét stejny jev byl pozorovan také u filmii s vys§im mnozstvim glycerolu
(Z/GLY). Tato fakta vSak nejsou v souladu se studii Chiaoprakobkij a kol. [59], ve které byl
u kompozitnich polymernich filmi na béazi celuldzy, alginitu a Zelatiny s obsahem
kurkuminu (o koncentracich fadoveé odpovidajicich nasim vzorklim) sledovan stoupajici

trend kontaktniho uhlu se zvySujici se koncentraci aktivni latky.
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U filmu s ptidavkem 3 hm. % eugenolu lze vidét zna¢né kolisani hodnot, v zavislosti na
hm. %) doslo k vyraznému sniZeni kontaktniho tthlu oproti kontrole (o 73 a 69 %), u vzorku
Z/EUG/CUR 0,3 se thel smaceni opét znacné zvysil (nad hodnotu stanovenou u smési bez
kurkuminu). Je evidentni, Ze je tieba vzit v potaz vice faktori, které mohou ovlivnit
vzajemné interakce mezi jednotlivymi slozkami a nasledn€¢ pak povrchové vlastnosti
polymerniho filmu. Pfesto Ize potvrdit, ze vSechny vzorky vykazovaly hydrofilni
charakter, coz lze povazovat za pozitivni aspekt pi1 vyvoji nosicu aktivnich latek, které by
mély byt schopny adherovat k povrchiim a zajistit tak pozadovany kontakt po dostate¢né
dlouhou dobu. Smacivost povrcht také ovlivituje adhezi proteinii a bunécnou proliferaci
[59]. Fotografie kapek potizené z 5. az 6. minuty méfeni lze vidét na Obr. 29 az 31, z nichz

je patrné zvySeni smacivosti povrchu filmt po inkorporaci aktivni latky.
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Obrazek 28 Kontaktni tthel filmi na bazi zeini bez a s obsahem aktivnich latek
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Obrazek 29 Profily kapek smési Z a Z/CUR 0,5
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Obrazek 30 Profily kapek smési Z/GLY a Z/GLY/CUR 0,5

40° i 13°

Obrazek 31 Profily kapek smési Z/EUG a Z/EUG/CUR 0,5

8.4 Stanoveni propustnosti pro vodni pary

Propustnost pro vodni pary (WVP) je hlavnim parametrem pro obalové materidly
hodnotu propustnosti (0,4 g/Pa-h-m?) vykazoval kontrolni film, tedy film bez aktivnich
latek. U filmG modifikovanych kurkuminem, resp. kurkuminem a eugenolem (Z/CUR 0,5
a Z/EUG/CUR 0,5) doslo k vyraznému poklesu hodnot WVP, a to o 38 a 53 %. Je tedy
ziejmé, ze modifikace filma prostfednictvim vybranych hydrofobnich aktivnich latek ma
pozitivni vliv na sniZeni propustnosti pro vodni pary a tedy zlepSeni bariérovych vlastnosti.
Vliv ptidavku aktivnich latek a esencialnich oleji do polymernich filmi byl sledovan
v mnoha studiich. Perdones a kol. [60] se zabyvali pfipravou a charakterizaci filml na bazi
chitosanu s obsahem bazalkového a tymidnového esencidlniho oleje v kombinaci
s kyselinou olejovou, kdy piidavek téchto latek vyrazné zlepsil propustnost pro vodni pary.
Podobné ve studii [58], v niz byly analyzovany filmy na béazi zeinu s obsahem smési
monolaurin/eugenol a esencialnich oleja, bylo taktéZ dosazeno snizeni WVP oproti filmim

nemodifikovanym.
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Obrazek 32 Propustnost pro vodni pary filmil na bazi zeinu bez a s obsahem

aktivnich latek

8.5 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita filmG na bazi zeinu bez a s obsahem 0,5 hm. % kurkuminu byla
stanovena spektrofotometricky pomoci DPPH metody. Kalibra¢ni pfimka (Obr. 33) byla
sestrojena jako zavislost ubytku absorbance, vyjadiena v procentech, v zdvislosti na

koncentraci Troloxu (pfiprava roztokii uvedena v kapitole 7.7.2).

Procentualni tbytek absorbanci, potfebny pro sestaveni kalibra¢ni piimky a stanoveni

obsahu antioxidac¢nich latek, byl vypocitan dle vzorce (Rovnice 3):

Ubytek absorbance (%): %- 100 (3)
0

Kde:
Ap — hodnoty absorbance pracovniho roztoku DPPH

A1 —hodnoty absorbance testovanych vzorka
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Obrazek 33 Kalibra¢ni ptimka zdsobniho roztoku Troloxu métfena pti vinové délce 515 nm

V Tab. 4 jsou uvedeny vypocitané hodnoty ubytku absorbanci a primérny obsah
antioxidacnich latek v testovanych zeinovych filmech. Z vysledkl je ziejmé, ze u filmu
s obsahem kurkuminu doslo k vyznamnéj§imu ubytku absorbance (34 %), oproti filmu bez
aktivni latky (19 %). Co se tyka mnozstvi antioxidantdi, zeinovy film modifikovany
kurkuminem obsahoval témét dvojnasobné mnoZstvi, v porovnani s kontrolni smési. Ve
studii [57], byla hodnocena antioxidacni aktivita pomoci DPPH metody u filmi na bazi zeinu
s kaseinatem sodnym (NaCas/zein) a obsahem kurkuminu. Inkorporaci kurkuminu do
systému NaCas/zein byly ziskany vyssi hodnoty ubytku absorbance pohybujici se v rozmezi

41 az 56 % oproti filmim bez kurkuminu, kde tato hodnota dosahovala hodnoty 7 %.

Antioxidacni aktivita kurkuminu souvisi s existenci ortho-methoxy skupin, které jsou
soucasti jejich chemické struktury. Tyto skupiny jsou schopny tvofit intramolekularni
vodikové vazby s fenolickym vodikem, diky ¢emuz dochazi k snadnému oddéleni atomu
vodiku z ortho-methoxyfenolii [61]. Hypoteticky mohlo u ndmi pfipravenych formulaci dojit

k ¢aste¢né degradaci kurkuminu, coZ pak vedlo ke slabsim antioxida¢nim G¢inkiim.
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Tabulka 4 Antioxidacni aktivita zeinovych filmi

Vzorek Ubytek absorbance [%] Primérny obsah antioxida¢nich

latek ve vzorku [mg/g]

V4 19,46 £ 0,90 0,34 + 0,02

Z/CUR 0,5 33,82+ 0,83 0,64 = 0,02

8.6 Hodnoceni antibakterialni aktivity

Antibakteridlni ucinnost polymernich filmi je dal$im klicovym parametrem pro pouziti
v bioaktivnich obalech. Pro stanoveni byla vybrana diskovéa difizni metoda, pomoci nizZ jsou
sledovény inhibi¢ni zony okolo vzorkl. Testovanymi mikroorganismy byly Gram pozitivni

a Gram negativni bakterie Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

V piipadé¢ zeinovych filmi bez a s obsahem jednotlivych koncentraci kurkuminu,
testovanych vi¢i obéma typim mikroorganismil, nebyly pozorovany inhibicni zoény
(Obr. 34). Podobny zavér, tj. Zddna inhibicni aktivita viici stejné dvojici mikroorganism,
byl dosazen autory Musso a kol. [62], ktefi testovali zelatinovy film s obsahem 0,02 %

kurkuminu.

Na druhou stranu, fada studii doklad4 antimikrobialni G¢inky kurkuminu inkorporovaného
do polymernich matric. Naptiklad Manna a kol. [63] pomoci diskové difizni metody
prokézali, Ze filmy na bazi guarové gumy a zelatiny s obsahem kurkuminu u¢inné inhibuji
rust jak Gram pozitivnich, tak Gram negativnich bakterii. Antibakterialni a antifungélni
aktivita filmi na bazi chitosanu s obsahem kurkuminu byla prokézana i v praci Bajpai a kol.

[64].

Je tedy patrné, ze u nami studovanych filml na bazi zeinu s kurkuminem, za danych
podminek nedochazelo k diftzi aktivni latky do prostfedi. Nepfitomnost inhibi¢nich zon
muze byt disledkem jeho nizké koncentrace. OvSem vzhledem k tomu, Ze nami testované
koncentrace (0,1 az 0,5 hm. %) odpovidaji tadové mnozstvi kurkuminu ve
studovanych polymernich systémech [63, 64], mohou byt diivodem nedostatecné inhibi¢ni
aktivity pfipadné degradacni mechanismy kurkuminu zptsobené citlivosti viici svétlu ¢i

naptiklad alkalickému prosttedi [65].
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Diskova difuzni metoda byla vyuzita i k hodnoceni zeinovych filmi s obsahem eugenolu
(Z/EUG a Z/EUG/CUR). V porovnani s vySe zminénymi vzorky byla u téchto filmi
pozorovana mirnd antibakteridlni u€innost, pfi¢emz z vysledku je patrné, ze eugenol v dané
smési hral klicovou roli (Tab. 5). Pfekvapivé byla zaznamenana o néco vyssi aktivita vici
Gram negativni bakterii Escherichia coli, jak je patrné i z Obr. 36 a 37, prestoze fada studii
doklada vyssi ucinnost esencialnich oleji a fenolickych latek vici Gram pozitivnim
mikroorganismim. Jedné se napiiklad o prace [66] a [67], kde byly zkoumany esencidlni

oleje tymianu a hiebicku.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkll lze s jistotou konstatovat, ze pridavek eugenolu mél

pozitivni vliv na antibakteridlni aktivitu filma s obsahem kurkuminu.

Obrazek 34 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivity vzorkt Z/CUR 0,1 az 0,5 proti

mikroorganismiim: A — Escherichia Coli a B — Staphylococcus aureus
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Obrazek 35 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivity vzorktt Z/EUG/CUR 0,1 proti

mikroorganismim: A — Escherichia coli a B — Staphylococcus aureus

Obrazek 36 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivity vzorkd Z/EUG/CUR 0,5 proti

mikroorganismim: A — Escherichia coli a B — Staphylococcus aureus
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Obrazek 37 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivity vzorktt Z/EUG proti

mikroorganismim: A — Escherichia coli a B — Staphylococcus aureus

Tabulka 5 Velikost inhibi¢nich z6n zeinovych vzorki

Vzorek

Primér zény [mm]

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Z/EUG/CUR 0,1 10+ 0,01 11+ 0,01
Z/EUG/CUR 0,5 11+0,01 9,5+0,01
Z/EUG 12 +0,01 10 £0,01

8.7 Test uvolinovani kurkuminu

Dialyza¢ni metodou byl proveden test uvolilovani kurkuminu in vitro, v prostedi PBS pufru

o pH 7,45 s obsahem 0,5 hm. % Tweenu 80. Nejdiive byla stanovena maximalni vlnova

délka pro kurkumin (426 nm) a nasledné byla provedena kalibrace (Obr. 38).
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Obrazek 38 Kalibra¢ni ptimka pro kurkumin métena pti vinové délce 426 nm

Ze ziskanych hodnot absorbanci zjednotlivych odbérii, byly ndsledné sestaveny grafy
zavislosti kumulativni koncentrace na Case. Kiivky byly poté hodnoceny prostiednictvim
kinetického modelu prvniho fadu (Rovnice 4). Metodou nejmensich ¢tvercl s pouzitim
subprogramu Resitel v Microsoft Excel 2016 byla zpracovana regrese. Ptiklad grafu

zavislosti kumulativni koncentrace na Case s proloZzenou funkci je zndzornén na Obr. 39.
Crer = Cyax - (1 —e7*) “)

Kde:

Crer — koncentrace aktivni latky, uvolnéné v Case ¢

Cmax — maximalni koncentrace aktivni latky

k — rychlostni konstanta



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

65

Kumulativni koncentrace [mg/ml]

0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10

0,00

el

20 40 60 80

100 120 140

Cas [h]

fit

160 180

Obrazek 39 Grafické znazornéni fitovani kinetickym modelem 1. fadu pro Z/CUR 0,1
pii 37 °C

8.7.1 Testovani filmu Z/CUR

Z hodnoceni kinetiky uvoliiovani kurkuminu ze vzorkd Z/CUR a konstant uvedenych

v Tab. 6 a 7 vyplyva, Ze hodnoty maximalni koncentrace Cmax rostou piimo umeérné se

zvySujici se koncentraci kurkuminu ve smési, a to od 0,6 do 2 mg/ml pro teplotu 25 °C a od

2,6 do 9 mg/ml v ptipadé teploty 37 °C. PrestoZze vyS$S§i maximalni koncentrace byly

zaznamenany pii 37 °C, z rychlostnich konstant je patrné, Ze téchto hodnot bylo dosaZzeno

rychleji pti nizsi teploté 25 °C. Trendy jednotlivych kiivek 1ze pozorovat na Obr. 40 a 41,

pfi¢emZ maximalni procentudlni uvolnéné mnozstvi ¢inilo cca 70 % pro 25 °C a vice jak

100 % pro 37 °C.

Tabulka 6 Konstanty rovnice (4) pro hodnoceni kinetiky uvoliiovani kurkuminu pti 25 °C

Vzorek Cmax [mg/ml] -k -1073 [1/h] r?

Z/CUR 0,1 0,58 9,37 0,99
Z/CUR 0,3 1,69 4,69 0,99
Z/CUR 0,5 1,96 5,02 0,99
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Tabulka 7 Konstanty rovnice (4) pro hodnoceni kinetiky uvoliovani kurkuminu pii 37 °C

Vzorek CMmax [mg/ml] -k -1073 [1/h] r?
Z/CUR 0,1 2,58 2,03 0,99
Z/CUR 0,3 6,59 1,33 0,99
Z/CUR 0,5 9,16 2,22 0,99
1,20
AZ/CURO,1
— Z/CUR 0,3 ®
E 1,00 I
E Z/CUR 0,5 B
g 0,80 T J
é 0,60 T J
©] -
E 0,40 $ l
B g | .
€ J_ N A
2 0,20
0,00 s
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Cas [h]

Obrazek 40 Zavislost kumulativni koncentrace na ¢ase pro jednotlivé koncentrace

kurkuminu pfi 25 °C
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Obrazek 41 Zavislost kumulativni koncentrace na ¢ase pro jednotlivé koncentrace

kurkuminu pti 37 °C

8.7.2 Testovani filmu Z/P/CUR

V ptipad¢ filmi, kde byl kurkumin enkapsulovan do ¢astic poloxameru a pak teprve
inkorporovan do zeinového filmu, lze pozorovat vyrazné snizeni hodnot maximalni
koncentrace, oproti pifedchozi formulaci. Pti teploté¢ 25 °C se hodnoty Cmax pohybovaly
vrozmezi od 0,2 do 0,3 mg/ml (Tab. 8). Pii vyssi teploté testovani doslo k jejich
nariistu, 1 kdyz ne k tak zdsadnimu jako u vzorkit Z/CUR (Tab. 9). Hodnoty rychlostnich
konstant se v piipadé obou teplot pohybovaly od 6 do 9,5 h™l. Vyjimku tvofila formulace s
nejvyssi koncentraci kurkuminu 0,5 hm. % testovana pii 25 °C, kdy rychlostni konstanta
byla o fad vyssi (Tab. 8). Je ovSem nutno zminit, Ze v tomto ptipadé byl pribéh uvolnovani
odli$ny a prolozeni funkci dle modelu prvniho fadu bylo méné piesné, coz doklada i nizsi
korela¢ni koeficient. Maximalni uvolnéna mnozstvi ¢inila pouze 20 a 37 % pro nizsi a vyssi
testovanou teplotu. Trendy kiivek ziskanych testem uvolhovani ze systéml s obsahem

poloxameru a kurkuminu jsou patrné z Obr. 42 a 43.
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Tabulka 8 Konstanty rovnice (4) pro hodnoceni kinetiky uvoliiovani kurkuminu

enkapsulovaného do ¢astic poloxameru (P407) pti 25 °C

Vzorek

Cwvax [mg/ml] Kk 103 [1/h] r
Z/P/CUR 0,1 0,16 6,05 0,99
Z/P/CUR 0,3 0,23 7,21 0,99
Z/P/CUR 0,5 0,29 17,00 0,97

Tabulka 9 Konstanty rovnice (4) pro hodnoceni kinetiky uvoliiovani kurkuminu

enkapsulovaného do ¢astic poloxameru (P407) pii 37 °C

Vzorek Cmax [mg/ml] -k -1073 [1/h] r?
Z/P/CUR 0,1 0,28 8,57 0,99
Z/P/CUR 0,3 0,33 7,90 0,99
Z/P/CUR 0,5 0,50 9,47 0,99
0,35
AZ/P/CURO,1

_ o3 Z/P/CUR 0,3 ¢

E

Eo 0,25 Z/P/CUR 0,5 3

£ 02 :
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Obrazek 42 Zavislost kumulativni koncentrace na ¢ase pro jednotlivé koncentrace

kurkuminu enkapsulovaného do ¢astic poloxameru (P407) pti 25 °C
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Obrazek 43 Zavislost kumulativni koncentrace na ¢ase pro jednotlivé koncentrace

kurkuminu enkapsulovaného do ¢éstic poloxameru (P407) pii 37 °C

8.7.3 Testovani nanovlakennych membran s obsahem kurkuminu

Vysledky uvoliovani kurkuminu z nanovlakennych membran jsou zndzornény v Tab. 10
ana Obr 44. Je ziejmé, Ze pii testovanych teplotdch 25 a 37 °C bylo dosaZzeno pomérné
zasadnich rozdilt v dosazenych hodnotach Cmax, které se lisily aZ o dva fady. Ze srovnani
obou kiivek (Obr. 44) Ize pozorovat odliSny trend, pficemz graf ziskany méfenim pii 25 °C
vykazoval nerovnomérny pribéh uvolnovani kurkuminu, coZ vedlo k méné pifesnému
prolozeni funkci dle modelu prvniho fadu. Je pravdépodobné, Ze aktivni latka kurkumin
nebyla rovnomérné rozptylena v nanovlakenné zeinové membrané, coz zasadné ovlivnilo
kinetiku uvoliiovani. Lze také vyslovit hypotézu, Ze technika zvlaknovani a charakter
vlakenné vrstvy neumoznuje inkorporaci vétsiho mnoZzstvi aktivni latky do struktury
polymeru, a tudiz by teoretickému ptedpokladu vice odpovidaly niz§i hodnoty uvolnéného
mnozstvi, v porovnani s polymernimi filmy. V rdmci méteni byla tedy prokazana vyznamné
nerovnomérna kinetika uvoliiovani, coz se odrazilo i na Spatné reprodukovatelnosti

experimentu.
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Tabulka 10 Konstanty rovnice (4) pro hodnoceni kinetiky uvolnovani kurkuminu

z nanovlaken pti dvou riznych teplotach

Teplota méreni [°C] Cmax [mg/ml] -k -1073 [1/h] r?
25 0,31 5,03 0,98
37 0,06 18,64 0,99
0,11
A25°C
A
37°C
__ 0,09
£ A
[eTs]
£ 0,07
§ ' A
E 0,05 A
g A
% 0,03 A
5 A
£
3 A
0,01 |a
001 ° 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Cas [h]

Obrazek 44 Zavislost kumulativni koncentrace na ¢ase pro nanovlakenné membrany

s obsahem kurkuminu pfi dvou rliznych teplotach méteni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

8.8 FTIR analyza

Pomoci FTIR metody byl analyzovan vliv modifikace zeinovych vrstev aktivnimi latkami
na pripadné strukturni zmény. Chemicka struktura ¢istého kurkuminu (Obr. 45 A), vykazuje
charakteristicky absorpéni pik pii 1626,6 cm™ odpovidajici C=C vazbam. Dalsi absorpéni
piky, které jsou charakteristické pro aromatické struktury kurkuminu, se nachdzeji pfi
1428, 1274 a 1152 cm™!. Na spektrech kontrolniho filmu bez aktivni latky (Obr. 45 C) lze
vidét vyrazné absorpéni piky v oblastech 1647 a 1537 cm’!, které jsou charakteristické pro
chemickou strukturu studovaného proteinu a odpovidaji amidovym I (C=0) a II (C-N, H-N)
skupindm. Mimo jiné Ize v této formulaci pozorovat také vétsi pik pii 1040,7 cm™ (C-0O),
ktery indikuje pfitomnost glycerolu [68]. V ptipadé filmu Z/EUG/CUR 0,5, lze pozorovat
absorpéni piky témét shodné se spektry pro kontrolni film bez aktivni latky (Z), coz
znamena, ze puvodni charakter zeinového polymeru nebyl modifikaci aktivnimi latkami
porusen. Piky charakteristické pro kurkumin zde nebyly patrné, coz by mohlo znamenat, ze
aktivni latka byla uzaviena ve vnitini struktufe matrice. K podobnému jevu doslo ve studii
[69], kde byl kurkumin enkapsulovdn do nanocastic zeinu obohacenym o k-karagenan
a Tween 80. Co se tyka formulace Z/EUG/CUR 0,5 (Obr. 45 D) je na spektru mozno
pozorovat charakteristicky pik pfi 1514 cm’!, ktery odpovidd vyskytu C=C vazeb
a pfitomnosti aromatické skupiny [70]. Dikaz eugenolu l1ze pozorovat i v oblasti 1200 az
1300 cm’!, kde jsou dva vyrazné piky odpovidajici aromatickému kruhu C-O-C. Dalsi
absorpéni pik se nachazi pii 1035 cm’™, ktery se shoduje se spektrem ¢istého eugenolu

(Obr. 45 B) a potvrzuje tak vzajemnou interakci mezi slozkami.

Na Obr. 45 jsou vysledky FTIR analyzy filmt, v nichz byl kurkumin enkapsulovan do ¢astic
Poloxameru 407 (Z/P/CUR 0,5). Ze ziskanych absorpcnich spekter 1ze u filmu Z/P/CUR 0,5
(Obr. 46 D) potvrdit pfitomnost poloxameru pii hodnotach 1342 (O-H), 1098 (-C-O-C)
a 842 cm’!, které byly prokazany i u samotného poloxamerniho prasku (Obr. 46 A) [71, 72].
Na zakladé provedené¢ho meéfeni nelze s urcitosti potvrdit interakce mezi zeinovym
polymerem a kurkuminem. Absence charakteristickych signali kurkuminu by ale mohla byt

zpisobena enkapsulaci do poloxamerni ¢éstice.
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UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

seTransmittance SaTransmittance seTransmittance

SeTransmittance

100 R T R YA ( }
"] '|l ,\,1 ]l f \.\ y \;_ / .\\. / ]
60 I A [ : |
ol 1341,9 k d ! !

841,5
204 A 1/1098,3

100 - N

20 4

o ] 1626,6 M\N WWW”‘
12743

100 1

80 A

60 4

w] C 1647,2\) 15372

] 15412 \(mp”/\
1652,3 842.1

60 1 13424

0] D \/1 106,1

2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumbers (cm-1)

Obrazek 46 FTIR-ATR spektra pro vzorky: A — Poloxamer 407, B — kurkumin,
C — Z (kontrolni vzorek), D — Z/P/CUR 0,5



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

8.9 SEM mikroskopie

SEM mikroskopie byla vyuZita ke sledovani ptipadnych morfologickych zmén zeinového
polymeru vlivem inkorporace aktivnich latek. SEM analyza referenc¢niho filmu, ktery byl
pfipraven ze zeinu a glycerolu odlévanim z roztoku, byl homogenni bez zadnych viditelnych
deformaci ani agregati [58]. Na Obr. 47 jsou zobrazeny povrchy a tfezy vzorkl zeinu
s kurkuminem, resp. kurkuminem enkapsulovanym do poloxamerni castice. U filmu
obsahujiciho prazdné poloxamerni ¢astice, tedy bez aktivni latky, je mozné obzvlasté na fezu
vidét poruseni zeinové struktury v podob¢ nerovnomérné rozmisténych pora, sousttedénych
predevsim v horni ¢asti filmu. Povrch filmu je diky tomu zna¢n¢ zdrsnély. Na druhou stranu,
u vzorku Z/P/CUR 0,5 je fez i povrch vzorku hladsi, pfestoZe se na povrchu objevuji pory
a bublinky o priimérné velikosti do 1 pm. Posledni vzorek s obsahem 0,3 hm. % kurkuminu
bez poloxameru vykazuje zfetelné trhliny na povrchu ¢astice tvorené ¢asticemi kurkuminu.
Tento fakt je vsouladu se zjiSténou vyssi kiehkosti Z/CUR formulaci a vysledky

mechanickych zkousek.

Z/P Z/P/CUR 0,5 Z/CUR 0,3

Obrazek 47 Snimky SEM mikroskopie filmi na bazi zeinu
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ZAVER

Cilem této prace byla pfiprava a charakterizace biopolymernich vrstev na bazi kukuti¢ného
proteinu zeinu s obsahem kurkuminu. U pfipravenych filmt byly hodnoceny mechanické,
povrchové, antioxidacni a antibakterialni vlastnosti. Za ucelem srovnani chovani riznych

typll nosict byl proveden test uvolfiovani aktivni latky kurkuminu ze zeinovych filmi

a nanovlakenych membran.

Vramci experimentu byly pfipraveny Cctyfi sady vzork(l filma, liSici se obsahem
glycerolu, piipadn¢ eugenolu, jako potencidlnich plastifikatorl, s pfidavkem tfi rliznych
koncentraci kurkuminu jako aktivni latky, ktery byl pfimichan pfimo, nebo po pfedchozi
enkapsulaci do poloxamerni ¢astice. Filmy s obsahem 4 hm. % glycerolu byly obecné dosti
kiehké, bez ohledu na to, zda se jednalo o kontrolni vzorek nebo formulaci s aktivni latkou.
Bohuzel ani zvySeni obsahu glycerolu nijak vyznamné nepfispélo ke zvySeni elasticity
a zlepSeni mechanickych vlastnosti. Proto byla dal$i sada zeinovych filmii s kurkuminem
obohacena o dalsi slozku, eugenol, kterd je zndma nejen diky antimikrobidlnim, ale pravé
1 zmékcujicim G€inkiim. Tato modifikace pfiznivé ovlivnila zejména tahové vlastnosti.
V dalsi ¢asti byly studovany povrchové vlastnosti filmu, pfi¢emz s rostouci koncentraci
kurkuminu dochazelo ke snizeni smacivosti. Kontaktni thly pro vodu vSech hodnocenych
filmt byly mensi neZ 60°, povrchy lze tedy hodnotit jako hydrofilni, coz je pro nosné aktivni
systémy pozitivnim aspektem. Pi pouziti aktivnich obalovych materialii hraje dtlezitou roli
hodnota propustnosti pro vodni pary. Bylo zjisténo, Ze ptidavkem aktivni latky, popf. jejich
kombinace do zeinové vrstvy doslo ke sniZzeni hodnoty WVP a tim zlepSeni bariérovych

vlastnosti.

Pro praktické aplikace hraje vyznamnou roli 1 antibakterialni, pfipadné antioxidacni aktivita
polymernich systémut. Agar difuzni metodou nebyla za danych podminek prokazana
antibakterialni u¢innost vzorkl filmd s obsahem kurkuminu vici testovanym bakteriim
Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Na druhou stranu, u sady formulaci s eugenolem
byly inhibi¢ni u€inky potvrzeny, pfiCemZ nejvétsi aktivitu vykazoval vzorek s nejvyssi
koncentraci kurkuminu a eugenolem vi¢i Gram negativni bakterii Escherichia coli.
U vzorki s kurkuminem byla pomoci DPPH metody prokazéana slabsi antioxida¢ni aktivita

oproti ¢istym zeinovym filmim.
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V dalsi c¢asti prace byla sledovana kinetika uvoliiovani aktivni latky méfena pomoci
dialyza¢ni metody v prostiedi fosfatového pufru o pH 7,45. Z dosazenych vysledkd lze
usoudit, Ze na tento méfeny parametr méla vliv pouzita teplota méieni, kdy se pfi nizsi
teploté uvoliovalo mensi mnozstvi kurkuminu. V ptipadé polymernich vrstev s ¢asticemi
Poloxameru 407, doslo k vyraznému poklesu uvolnéného mnozstvi aktivni latky. Pro
srovnani byly tomuto experimentu podrobeny také nanovlakené membrany obsahujici
kurkumin, u kterych byly pozorovany zna¢né rozdily v hodnotach uvolnéného mnozstvi pii
testovanych teplotach. Vysledné nizké hodnoty vypovidaji o faktu, ze takto modifikované
nanovlakenné struktury nejsou schopny inkorporovat vétsi mnozstvi aktivnich latek, resp.

béhem procesu zvlaknéni mize dojit k jejimu ¢astecnému odpateni.

Posledni ¢ast této prace byla vénovana spektroskopické analyze zeinovych vrstev s obsahem
kurkuminu a eugenolu. Ze ziskanych spekter lze potvrdit vzdjemné interakce mezi
eugenolem a zeinovym polymerem, naopak pritomnost kurkuminu danym meéfenim

jednoznaéné prokazana nebyla.

Zavérem lze poukazat na pozitivni vliv inkorporace aktivnich latek do biopolymernich
zeinovych vrstev, diky ¢emuz je mozné kontrolovat mechanické 1 bariérové vlastnosti. Na
zakladé provedenych testd uvoliiovani byl prokdzan vyznamny vliv slozeni polymerni
matrice a teploty okolniho media. V souvislosti se zjisténymi zaveéry lze potvrdit moznost

vyuZiti pfipravenych systémi na bazi zeinu jako bioaktivnich obali.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CMC
CN
CUR
DPPH
EUG
FTIR
GLY
HA
HSA
KCl
KH>PO4
LUV
MLV
NaCl

NaxHPOq4

PBS

PEG
PEO
PVA
PVP

ROS
SEM
SLN

SUV

Kritick4 micelarni koncentrace
Celul6zové nanovldkna
Kurkumin
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
Eugenol

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Glycerol

Kyselina hyaluronova

Lidsky sérovy albumin

Chorid draselny
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Velké unilamelarni vezikuly
Multilamelarnivezikuly

Chlorid sodny
Hydrogenfosforecnan sodny
Poloxamer

Fosfatovy pufr
Polyethylenglykol
Polyethylenoxid
Polyvinylalklohol
Polyvinylpyrrolidon

Reaktivni formy kysliku
Skenovaci elektronovy mikroskop
Tuhé lipidové nanocastice

Malé unilamelarni vezikuly
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TP Tremella fuciformis
WVP Propustnost pro vodni pary

Z Zein
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