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ABSTRAKT

Ptredkladana diplomova prace se zabyva piipravou a charakterizaci emulznich
systému s enkapsulovanym kurkuminem na bézi celuldzy a proteinu, dale lyofilizaci téchto
emulzi a charakterizaci jejich produktii. V teoretické Casti prace je popsana problematika
emulzi a moznosti jejich stabilizace, dale je rozebran pojem enkapsulace a popsan proces
lyofilizace vcetné pouziti kryoprotektantl. Prakticka ¢ast diplomové prace je zamétena na
ptipravu a stabilizaci emulzi kombinaci nanocelul6zovych ¢éstic a kaseinatu sodného jako
nosice aktivni latky (kurkuminu), a jejich néslednou lyofilizaci. Pfipravené emulze byly
charakterizovany vizualnim pozorovanim, méfenim velikosti a distribuce emulznich kapek
a mikroskopii. Lyofilizované emulze byly rovnéz pozorovany vizualng, byla urcena jejich

mikrostruktura, a dale byla sledovana rekonstituce a uvoliiovani aktivni latky.

Kli¢ova slova: emulze, enkapsulace lyofilizace, kryoprotektant, CNC, CAS, glukoza,

mannitol, sachar6za, kurkumin

ABSTRACT

Submitted diploma thesis is focused on preparation and characterization of cellulose
and protein-based emulsions systems with encapsulated curcumin, as well as lyiophilization
of these emulsions and characterization of the products od lyophilization. Theoretical part
describes emulsions and possibilities of their stabilization, the concept of encapsulation is
further explained and the proces of lyophilization together with use of cryoprotectants is
summarized. Practical part of thesis deals with preparation of emulsions stabilized with
nanocelulose and sodium caseinate as carrier of active substance (curcumin), and further is
focused on lyophilizationof emulsion. The prepared emusions were characterized by
observing, measuring the size and distribution of emulsions droplets and microscopy.
Lyophilizates was observed visually, as well as microstructure was studied. Moreover, the

reconstitucion was analysed as well as release of curcumin.

Keywords: emulsion, encapsulation, lyophilization, cryoprotectant, CNC, CAS,

glucose, mannitol, sucrose, curcumin
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UvVOD

Aktivni latky pouzivané v kosmetickém ¢i farmaceutickém priamyslu jsou takové,
které maji pozitivni u¢inek na pokoZzku ¢i jiny organ lidského téla. Nékteré z aktivnich latek
vSak mohou byt nestabilni, mohou podléhat oxidaci a degradaci, ¢i Spatné pronikaji
pokozkou. Z diivodu zabranéni nebo zlepseni téchto nezadoucich vlastnosti se vyuziva jejich
enkapsulace, kdy dochazi k obaleni aktivni latky sekundarnim materidlem. Proces
enkapsulace mtize probihat riznymi mechanismy zavislymi na aplikaci kone¢ného produktu
¢i pouzitych materialech.

Jednou z moznosti je enkapsulovat aktivni latky do emulznich systémt, které je
vyuzito i v této diplomové praci. Emulze jsou systémy, ve kterych dochdzi ke smichani dvou
vzajemn¢ nemisitelnych fazi. Z diivodu jejich nestability je nutnad pfitomnost dalsi latky
v systému, emulgatoru ¢i stabilizatoru, kterymi mohou byt nizkomolekularni povrchové
aktivni latky, biopolymery nebo pevné Castice. Emulze stabilizované pevnymi ¢astice se
nazyvaji Pickeringovy emulze a tyto ¢astice zde nemusi mit pouze stabilizacni u¢inek, ale
maji také schopnost chranit aktivni latku. V diplomové praci jsou Pickeringovy emulze
lyofilizovany, coz dale pfispiva k ochrané a stabilizaci enkapsulované aktivni latky.
Podstatou lyofilizace je vakuova sublimace, pfi které dochazi k odstranéni vody z emulzi.
Nejen Ze je diky lyofilizaci podpofen proces enkapsulace, ale také dochazi k tvorbé
produkti, které jsou bezvodé. Vyhodou takovych produktii — lyofilizati — je jejich stabilita
a snadné skladovani. Protoze je na produkt béhem lyofilizace vyvijeno napéti, mlize tak dojit
k jeho destabilizaci. Pro zabranéni tohoto nechténého jevu se k systému pridavaji
kryoprotektivni latky.

Experimentalni Cast prace je zaméfena na piipravu Pickeringovych emulzi
stabilizovanymi casticemi nanokrystalické celuléozy a kaseindtem sodnym, olejova faze
tohoto systému nese aktivni latku — kurkumin. Do formulace jsou také ptidany
kryoprotektivni latky (D-mannitol, D-gluko6za a sachar6za) a je sledovan jejich vliv jak na
vlastnosti emulzi, tak lyofilizatd. U takto pfipravenych emulzi je zkoumdna velikost
emulznich kapek a mikrostruktura, po lyofilizaci je ziskany lyofilizat sledovéan vizudlné 1
mikroskopicky, a rovnéz byla studovana schopnost lyofilizatu uvoliiovat enkapsulovanou

aktivni latku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 EMULZE

Emulze jsou systémy, které jsou Casto vyuzivané v mnoha primyslovych odvétvich
jiz fadu let. Emulze je definovéna jako systém dvou vzijemné nemisitelnych (¢i omezené
misitelnych) kapalnych fazi dispergovanych jedna v druhé. Emulze je tedy tvofena
disperznim prostfedim a v ném dispergovanou latkou. Diky tomu casto slouzi jako nosné
vehikulum pro aktivni latky s vodnym nebo olejovym zékladem, a proto maji nejvétsi
potencial vyuziti ve farmacii ¢i kosmetické oblasti. Naptiklad u dermatologickych piipravkt
mohou emulze v zavislosti na jejich typu a slozeni vykazovat hydratacni, emolientni ¢i
okluzivni vlastnosti a ptispivat tak k lepSimu terapeutickému efektu. Farmaceutické vyuziti
emulzi spociva také v jejich schopnosti maskovat zépach ¢i nepiijemnou chut’ léciva.
V kosmetické oblasti jsou ve form¢é emulzi produkty skin care péce jako napiiklad
hydratacni pletové krémy, odlicovaci mléka nebo Cistici emulze. S emulzemi se také Casto
muzeme setkat u kosmetiky dekorativni v rdmci make-upt a korektortt (Schramm, 2006;

McClements, 2016).

1.1 Vlastnosti emulzi

Obecné vlastnosti, klasifikace a pfiprava emulzi byly popsany jiz nesCetnékrat

vvvvvv

charakterizaci zékladnich vlastnosti emulzi jako je polarita, velikost ¢astic a stabilita.

1.1.1 Polarita emulzi

Nemisitelnost kapalin v emulzi je dana rozdilnou polaritou fazi. Pokud je polarita
disperzniho prostredi vyS$si nez polarita dispergované latky, pak se jedna o pifimou emulzi.
Disperzni prosttedi je zde tvotfeno vodnou fazi a dispergovanou latku predstavuje olejova
faze. Tento typ emulze se oznacuje jako emulze olej ve vodé (O/V) — kapky oleje jsou
dispergované ve vod¢. Naopak v ptipadé, kdy je disperzni prosttedi nepolarni a
dispergovana latka polarnéjsi, jedna se o obracenou emulzi voda v oleji (V/O) — kapky vody
jsou dispergované v oleji (Bouyer et al.,2012). Zda se jedna o emulzi pfimou nebo obracenou
lze zjistit napt. podle schopnosti rozpoustét polarni/nepolarni barviva, podle jeji elektrické

vodivosti (emulze O/V jsou vodivéjsi nez emulze V/O), nebo podle smacivosti (emulze O/V

smaci hydrofilni povrchy, zatimco V/O ne) (Bartovska & Siskova, 2005).
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V praxi se lze setkat i s tzv. dvojitymi emulzemi, jako jsou O/V/O nebo V/O/V. U
druhého ptikladu V/O/V, jde o emulzi, kde jsou kapky vody dispergované v olejovych
kapkach a ty jsou dal dispergované v disperzni vodné fazi (Garti & Bisperink, 1998).

1.1.2  Velikost emulznich kapek

Vedle polarity je velmi dilezité znat velikost dispergovanych castic. Dle této
velikosti se emulze rozd€luji do tii skupin — makroemulze, mikroemulze a nanoemulze, které

se od sebe zasadné lisi ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech.

o Makroemulze — jsou mlécn¢ zbarvené systémy s velikosti ¢astic od 100-1000 nm.
Mlécné zbarveni se odviji od vinové délky svétla dopadajiciho na tyto castice.
Kineticky jsou stabilni, avSak termodynamicky nestabilni pravé z davodu velkého
rozméru ¢astic. Pro vznik makroemulzi postaci promichani fazi, nicméné dochazi
k opétovné agregaci ¢astic kvili zminované nestabilité.

o Mikroemulze — jsou transparentni a lehce opalescentni emulze. Velikost
dispergovanych castic se pohybuje v rozmezi 10—100 nm, nejcastéji 10-50 nm.
Mikroemulze jsou jak kineticky, tak i termodynamicky stabilni. Mikroemulze
vznikaji samovolné po pfidani vhodného stabilizatoru k fazim. Vzhledem k jejich
stabilit¢ jsou hojné vyuzivany v kosmetickém primyslu.

o Nanoemulze — pfedstavuji transparentni systém s velikosti ¢astic 50-200 nm. Stejné
jako makroemulze jsou nanoemulze pouze kineticky stabilni. Pro zvySeni
termodynamické stability je potfeba ptidat k fazim pomémné velké mnozstvi
stabilizatoru. Na rozdil od mikroemulzi je potieba pii vzniku nanoemulzi pasobit

smykovym napétim (McClements, 2012).

1.1.3 Stabilita emulzi

Jak jiz bylo zminéno v pfechozim odstavci, emulze jsou obecné termodynamicky
nestabilni systémy. Termodynamicka stabilita zna¢i pravdépodobnost, pti které dochazi
k destabilizaci emulze. Vedle toho kineticka stabilita uruje rychlost tohoto jevu (Binks,
1998). Stabilita emulzi je podminéna fadou fyzikalné-chemickych Cinitel, mezi které patii
napiiklad velikost ¢astic a jejich distribuce v emulzi; rozdil hustot mezi fdzemi; van der
poklesem volné Gibbsovy energie z diivodu zmény povrchového napéti na mezifazovém
rozhrani (McClements, 2016). DalSim z Castych diivodl nestability emulzi je plisobeni

gravitaéni sily. VSechny tyto faktory vedou k rozpadu emulzi zpét na vodnou a olejovou
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fazi. Zakladni mechanismy, kterymi k rozpadu dochazi jsou sedimentace a krémovani,
koalescence, flokulace, Ostwaldovo zrani a fazova inverze (Bartovska & Siskova, 2005).
Pravé termodynamicka nestabilita, kterd miize vést az k rozpadu emulze, je hlavni vyzvou
pii formulaci a pfipravé stabilnich systému. Termodynamicka stabilita emulze mtze byt

zvySena piidavkem emulgatoru, ktery ptispiva ke vzniku a stabilizaci systému.

1.2 Stabilizace emulzi

Hlavnim tkolem emulgatoru je zaji$téni kinetické stability emulze a zabranéni jejimu
rozpadu na jednotlivé faze. Emulgator je vétSinou povrchové aktivni latka, kterd brani nove
vzniklym kapkam opétovné agregaci. Obecn¢ ptisobi molekuly emulgétoru tak, ze se velmi
rychle adsorbuji na mezifazové rozhrani olejové a vodné faze uz béhem procesu emulgace,
¢imz vytvaii ochrannou bariéru, snizuji mezifdzové napéti (diky hydrofobni a hydrofilni
¢asti molekuly), a chrani tak nové vzniklé emulzni kapky pted jejich opétovnym slucovanim.
Emulgator se muze vyskytovat v riznych formach, at’ uz jako povrchovée aktivni latka (PAL)
o nizké molekulové hmotnosti, nebo jako pfirodni makromolekula, ale také jako pevna
¢astice (Vaclavik & Christian, 2008). Latka oznacovana jako stabilizator se k emulzi piidava
z diivodu zvySeni viskozity disperzni faze, coz zpisobuje sniZeni rychlosti agregace kapek
a jejich nasledné sedimentace ¢i krémovani (Borreani et.al, 2019).

Z vyse popsané¢ho vyplyva, Ze existuje vice moznosti a také vice typu latek
(schematicky znazornéno na Obrazku 1), kterymi Ize stabilizovat emulze. V soucasné dobé

se vyuziva predevsim stabilizace pomoci:

a. Nizkomolekularnich PAL, tzv. surfaktantt, jako je napf. lecitin, sorbitan monooleat,
polyglycerol-polyricin-oleat;

b. biopolymerti, jako jsou polysacharidy a proteiny (kasein, B-laktoglobulin, Zelatina,
xantan)

c. pevnych nerozpustnych cCastic, napt. silika, latex, modifikované castice celulozy,
polyfenolové krystaly.

V zavislosti na tom, jakd stabiliza¢ni latka je pouzita, jsou emulze stabilizovany
rozdilnymi mechanismy. Pfi aplikaci PAL dochézi ke stabilizaci pomoci snizeni povrchové
energie na rozmezi fazi. Polymery maji obrovsky potencidl diky tomu, ze ptisobi mnoha
mechanismy. Mezi né patii snizeni napéti na mezifazovém rozhrani, indukce elektrostatické

a sterické stabilizace, a zména viskozity. Pevné Castice pusobi tak, ze se adsorbuji na
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rozhrani a vytvareji fyzikdlni bariéru, ¢imz chrani emulzni kapky pied agregaci ¢i

koalescenci (Lam & Nickerson, 2013).

stabilizovano
surfaktantem

stabilizovano biopolymerem

Obrazek 1 Vlevo — Schematické znazornéni emulzni ¢astice V/O a jeji stabilizace
surfaktantem/biopolymerem/pevnymi ¢asticemi. Vpravo — Znazornéni kontaktniho thlu mezi tfemi fazemi
(¢astice-olej/Castice-voda/olej-voda) souvisejiciho s povrchovou volnou energii (Zembyla et.al, 2020).

1.2.1 Stabilizace nizkomolekularnimi surfaktanty

Stabilizace pomoci PAL probihd na fazovém rozhrani, kde dochazi k adsorpci
surfaktantu. Diky amfipatické struktufe je jeho hydrofilni ¢ast pfitahovana k polarni fazi a
hydrofobni se spojuje s nepolarni fazi. Obecné hydrofilni ¢ast molekuly tvofi polarni funkéni
skupina a hydrofobni ¢ast je slozena z uhlovodikového fetézce (Binks, 1998).

Adsorpci surfaktantu na fazovém rozhrani dochéazi k oslabovani mezimolekulovych
interakci a klesa tak povrchové napéti. Pravidlem je, ze povrchové napéti surfaktantu je vzdy
mensi nez povrchové napéti disperzni faze a hodnota polarity se nachazi mezi hodnotami
polarit obou fazi. Timto je zajiSténo promichani obou fazi, tedy vznik emulze i jeji stabilizace
(Bartovska & Siskova, 2005).

Ackoliv je pouziti PAL z funkéniho hlediska GspéSné, v kosmetické praxi se Casto
narazi na problém, kdy pravé obsah surfaktantii v emulzich zptsobuje kozni iritace. Proto je
vyzkum v poslednich letech zaméfen jinym ,.Setrn&$im*“ smérem, kdy se vyuzivaji ke

stabilizaci naptiklad biopolymery a jiné latky.

1.2.2 Elektrostaticka stabilizace

Stabilizace emulzi elektrickou dvojvrstvou neboli elektrostaticka stabilizace
(Obrazek 2) ma zéklady v repulsnich silach, které vznikaji mezi nabitymi molekulami.
Elektricky naboj molekul ovliviiuje jejich vzijemné interakce, protoze urcuje velikost

elektrostatického odpuzovani mezi nimi. Pokud je ndboj molekul/kapek dostate¢né velky,
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pak je emulze stabilni vici agregaci kapek, jelikoz jsou elektrostatické odpudivé sily
dostatecné velké na to, aby nedochazelo k ptiblizovani téchto kapek (McClements, 2005).

To je i ptipad emulzi stabilizovanych nékterymi biopolymery, ptfedevsim proteiny.
Schopnost proteinii adsorbovat se na povrch kapek je dana jejich povrchovou aktivitou
(jejich struktura se sklada z hydrofilnich i lipofilnich oblasti), navic proteiny nesou
v zavislosti na pH kladny nebo zaporny néaboj, ¢imz po adsorpci proteinu na povrch kapky
dochdzi ke vzajemnému odpuzovani kapek s adsorbovanym proteinem, ¢imz je zabranéno
agregaci kapek. Piesnéji feCeno, u takto stabilizované emulze se na fizovém rozhrani vytvari
nabita vrstva, kterd vede jak k elektrostatické repulzi mezi sousednimi molekulami proteint
uvnitf naadsorbované vrstvy, tak mezi sousednimi emulznimi kapkami. Stabilizace timto
zpusobem se vyuziva u emulzi O/V, zftedénych emulzi a hydrosol. Diivodem je mensi pocet
kolizi kapek v emulzi (Bartovska & Siskova, 2005; McClements, 2016).

To, zda zlistane systém stabilizovan a jestli nedojde k rozpadu elektrické dvojvrstvy,
zavisi také iontové sile roztoku, typu rozpoustédla a hustoté povrchového naboje. S rostouci
hustotou povrchového naboje a zaroven snizujici se iontovou silou roztoku jsou odpudivé
interakce silnéjsi, tim padem dochazi k silnéjsi elektrostatické stabilizaci. Na druhou stranu
lze fict, Ze vySS$i iontova sila zplsobuje sniZeni tloustky elektrické dvojvrstvy. Celkové
velmi zalezi na velikosti naboje ¢astice a na samotné tloust'ce elektrické vrstvy — ¢im silnéjsi

dvojvrstva je, tim jsou vétsi odpudivé interakce (McClements, 2016).

Sféricka stabilizace Elektrostaticka stabilizace
~ L=
< + -
e 5 i
+
L= + -
G -
~ N~
v + <+
+ -
-
[~ [€ A~ <

Obrazek 2 Grafické znazornéni stérické stabilizace vs. elektrostatické stabilizace (McClements & Jafari,
2018).

1.2.3 Stéricka stabilizace

Stabilizace stérickou bariérou (Obrazek 2) je zajiSténa diky latkam, které jsou
schopny adsorpce na povrch emulznich kapek v disperzni fazi a zarovenl jsou rozpustné
v disperznim prostfedim. Stérickd stabilizace nastava pii nizké koncentraci proteinu, nebo

pokud je emulze stabilizovana nenabitymi polysacharidy. Stabilita emulze je dana stérickym
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odpuzovanim mezi naadsorbovanymi vrstvami molekul na povrchu dvou kapek. Pfi
priblizovani dvou emulznich kapek s naadsorbovanymi makromolekulami dochazi k vice
kontaktiim mezi jejich segmenty. V této chvili zalezi na afinit¢ makromolekul k disperznimu
prostiedi (tj. rozpoustédlu). V ptipade, kdy je disperzni prostfedi vhodnym rozpoustédlem
pro makromolekuly, vznikaji vazby pravé mezi nimi a nedochdzi k ptiblizovani ¢astic a
pfipadné koagulaci. AvSak v pfipad¢, kdy disperzni prostfedi neptfedstavuje dobré
rozpoustédlo pro makromolekuly, jsou vazby utvafeny mezi nimi samotnymi, coZ ma za
nasledek piiblizovani emulznich kapek (Bartovska, 2016).

Pii stérické a elektrostatické stabilizaci biopolymery muze dojit k destabilizaci
emulze deple¢ni nebo mustkovou flokulaci. Mustkova flokulace miize nastat v ptipadé, kdy
se jedna molekula stabilizujici latky naadsorbuje na vice kapek zaroven a tim dochdzi
k jejich flokulaci. Tento typ flokulace nastava pii nizké koncentraci stabilizujiciho
polysacharidu. Deplecni flokulace je jev, pfi kterém stabiliza¢ni biopolymer nedokéaze
obklopit emulzni kapku v misté styku dvou sousednich kapek. Z tohoto prostoru je
biopolymer vytlatovan, mezi emulznimi kapkami je pouze disperzni prostiedi a za¢inaji se
uplatiiovat van der Waalsovy sily. Emulzni kapky jsou k sobé pfitahovany a nastava

flokulace. (McClements, 2015; Bartovska, 2016, Bouyer et al., 2012).
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2 BIOPOLYMERY A STABILIZACE EMULZI

Emulzni systémy lze kromé¢ klasickych surfaktantl stabilizovat 1 biopolymery, jako
jsou napiiklad proteiny a polysacharidy. V poslednich letech existuje snaha omezit ¢i
nahradit emulze stabilizované pomoci PAL, a to zejména proto, ze nékteré pouzivané
surfaktanty zpusobuji kozni iritace a nasledné alergické reakce. Z tohoto divodu se stéle
vice vyzkumil zaméfuje na stabilizaci emulznich systémi biopolymery, pfi¢emz je jejich
pouziti také v souladu se stale vice popularnim Setrn€jSim zptusobem zivota. Schopnost
stabilizovat emulze a zlepsit jejich reologické vlastnosti vykazuji jak polysacharidy, tak i
proteiny. Proteiny maji ve své struktutfe hydrofilni i hydrofobni oblasti, proto jsou povrchoveé
aktivni a mohou adsorbovat na mezifazové rozhrani emulznich systémiti. Naproti tomu pouze
malé mnozstvi polysacharidii ma ve své molekule i nepolarni fetézec. Proto Casto plsobi
polysacharidy jako zahustovadla a zvySuji viskozitu dispergované faze. Nékteré z nich ve
své hydrofilni oblasti obsahuji bilkovinovou ,necistotu®, kterd ma za nésledek jejich
povrchovou aktivitu (Bouyer et al.,2012; McClements, 2015).

Pii stabilizaci emulze miZze byt biopolymer navazan na emulzni kapku dvéma
moznymi zpusoby v zévislosti na tom, zda je povrchové aktivni (tedy vétSina proteintl) nebo
neni povrchové aktivni (vétSina polysacharidll). Na mezifazovém rozhrani dochazi bud’ k:

e adsorpci biopolymeru piimo v pribéhu emulgace a stabilizace, nebo
e interakci s jinou povrchove aktivni latkou nebo jinym biopolymer jiz pfitomnym na

fazovém rozhrani (Dickinson, 2010).

Nevyhoda pouziti biopolymerta jako stabilizatort emulzi je jejich veEtsi citlivost na
zmény prostiedi nez pfi pouziti PAL. U emulzi, které jsou stabilizované proteinem, je
potieba brat v potaz mozné zmény pH, iontové sily a teploty. Emulzni kapky obklopené
proteinem jsou chranéné pred flokulaci elektrostatickym odpuzovéanim, a proto je velmi
dulezité sledovat hodnotu blizkou izoelektrickému bodu (plI - tj. hodnotu pH, pii které se
protein nepohybuje v elektrickém poli a jeho volny naboj je nulovy) adsorbovaného proteinu
kviali mozné agregaci. Tomuto problému lze piedejit pfidanim nabitého polysacharidu jako
je pektin, alginat, karboxymethylceluldza aj. Nabité skupiny polysacharidu jsou vazany
k opa¢né nabitym skupinam na adsorbovaném proteinu elektrostatickou pfitazlivosti. Na
mezifazovém rozhrani tak vznikd polysacharid-proteinova vrstva, kterda zvySuje
elektrostatické 1 stérické sily mezi kapkami a soucasné jsou snizovany van der Waalsovy

sily. Tim je zvySena stabilita emulze. Vznikajici mezifazovy komplex polysacharid-protein
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musi byt volen s rozvahou tak, aby nedochézelo k miistkové nebo deple¢ni flokulaci (Ozturk

& McClements, 2016; Evans et al, 2013).

2.1 Proteiny

Jak bylo zminéno vySe, proteiny jsou povrchové aktivni z divodu, ze obsahuji
hydrofilni a hydrofobni oblasti. Tyto oblasti tvofi rizné aminokyselinové zbytky
polypeptidového tetézce (Lam & Nickerson, 2013). Diky tomu je umoznéna adsorpce
proteind na mezifazové rozhrani, kde snizuji mezifazové napéti a zpomaluji koalescenci
olejovych kapek tim, ze kolem nich vytvoii ochrannou membranu v pribéhu homogenizace.
Proteiny pusobi proti agregaci také elektrostatickymi silami zptisobenymi aminokyselinami,
které obsahuji negativné nabité skupiny (COO-) a pozitivné nabité skupiny (NH3+). Dalsi
moznosti stabilizace emulzi je pomoci stérickych sil, kdy protein vytvari na mezifdzovém
rozhrani silnou vrstvu nebo je k nému ptidan polysacharid a vznika tak stabilizujici spojeni
protein-polysacharid (Dickinson, 2010; McClements 2004).

Proces adsorpce proteinu na mezifazové rozhrani zahrnuje tfi hlavni kroky: difuze na
rozhrani, adsorpce a reorganizace proteinu (McClements, 2004). Po adsorpci na mezifazové
rozhrani je protein v kontaktu s molekulami vody z jedné strany a molekulami oleje na druhé
stran€. Na mezifdzovém rozhrani proto dochéazi ke konformaénim zménam tak, aby nastalo
co nejvice pozadovanych interakci a zarovenl aby byl minimalizovan pocet nepiiznivych
interakci. Cas potfebny pro zménu konformace je zavisly na flexibilité proteinu. Vice
flexibilni proteiny, jako je naptiklad kasein, prochazeji konformacnimi zménami pomérné
rychle, zatimco rigidni globularni proteiny (napt. B-lactoglobulin) potfebuji delsi Cas. Jev,
kdy dochazi ke zméné konformace proteinu pii adsorpci na mezifdzovém rozhrani se nazyva
povrchova denaturace (Feer et al., 2004). U globularnich proteint je rozsah konformacnich
zmén zavisly na povaze olejové faze. Bylo zjisténo, Ze vétsi konformacni zmény byly
zpisobeny u vice nepolarnich oleji. Diivodem mohla byt silngj$i hydrofobni sila, kterd
zpisobovala rozplétani proteinu. Pokud se kapky emulze nachdzeji v t€sné blizkosti (napf-.
pfi pH v okoli pI proteinu nebo kvili vysoké iontové sile) mtize povrchova denaturace jesté
umocnit flokulaci kapek hydrofobni pfitazlivosti a tvorbou disulfidové vazby mezi
adsorbovanym proteinem a kapkami. AvSak pokud je zabrinéno kapkam byt v té€sné
blizkosti (diky pH vzdalené od hodnoty pl proteinu nebo nizké iontové sile), tak vznika
mezifazova ochrannd bariéra, ktera velice t€inn€ zabraiuje koalescenci emulznich kapek

(Rampon et al., 2004).
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Proteiny stabilizujici emulze musi mit funkéni vlastnosti v produktech, které maji
Sirokou $kalu hodnot pH a iontové sily. Takto stabilizované emulze jsou vSak na tyto
hodnoty velmi citlivé. Proto bylo vyvinuto nékolik strategii, které vedou ke zlepSenti stability
a zabranéni mozné flokulace vlivem pH a iontové sily:
a. pridani ionického surfaktantu — zplisobi zménu zavislosti pH na {-potencidlu u
kapek. Tim je zménén rozsah hodnot pH, pfi kterych je emulze stabilni (Kelley
& McClements, 2003).

b. pfidani elektricky nabitych biopolymert a jejich adsorpce na povrch opacné
nabitych kapek — zpiisobi zménu zéavislosti pH na (-potencialu, ¢imZ se zméni
rozsah hodnot pH, pfi kterych je emulze stabilni (Dickinson, 2003).

Mezi proteiny, které jsou vhodné pro stabilizaci emulzi se fadi napiiklad syrovatkovy
protein, kasein, ovalbumin, s6jovy a hovézi sérovy protein (Lam & Nickerson, 2013).
JelikoZ byl pro praktickou ¢ast této diplomové prace zvolen protein kaseinat sodny, budou

kaseinaty podrobnéji popsany v nasledujici podkapitole.

2.1.1 Kaseinaty

Kaseiny jsou primarnim proteinem v savéim mléce, kde tvoifi cca 80 % vSech
mlécnych bilkovin. Kaseiny maji heterogenni kvartérni strukturu a sklddaji se ze smési Ctyt
hlavnich proteinit: asi-, as2-, B- a k-kasein. Monomerni formy dosahuji pomérné nizkych
molekulovych hmotnosti od 15 do 26 kDa, avSak v pfirod¢ se vyskytuji jako heterogenni
komplexy — micely. Nejcastéji tvoii micely spole¢né s fosfatem vapenatym. Vice nez tii
¢tvrtiny celkového proteinu jsou tvofeny osi-kaseinem a P-kaseinem, které jsou nejvice
povrchové aktivni, a tak pfispivaji nejvice k emulga¢nim schopnostem kaseinu, popf.
kaseinatu sodného (CAS), ktery se pouziva ke stabilizaci emulzi diky jeho rozpustnosti ve
vodném prostfedi (McClements, 2015). Kaseindt sodny je surovina, ktera je vyrabéna
z kaseinu neutralizaci pomoci NaOH.

Kaseiny maji nepravidelnou strukturu a jsou v podstaté hydrofobni. Diky témto
vlastnostem dokéazou rychleji adsorbovat na mezifazové rozhrani, tim vytvareji mezifazovou
ochrannou vrstvu a kapky chrani pted agregaci. Schopnost emulgace CAS je ovlivnéna jak
jeho koncentraci, tak 1 pH vodné faze a typu olejové faze. Bylo zjisténo, ze pfi dostatecné
koncentraci CAS je velikost kapek oleje mensi, coz zptisobuje lepsi stabilitu emulze (Amine
et al., 2014). Nevyhodou pouziti CAS je jeho koagulace pii hodnotach pH 4,5 — 5,3, které
jsou blizké jeho plI ~ 4,6. V tomto rozmezi se vytvari mezi molekulami CAS koagulacni sit’

a emulgacni schopnost zanika. Stabilitu CAS je mozZné zlepsit napt. pfidanim sacharidu. Pfi
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vyzkumech bylo zjisténo, ze vzajemné pisobeni molekul proteinu a sacharidu (konkrétné
disacharidu trehal6zy) na fdzovém rozhrani snizuje moznou flokulaci kapek emulze tim, ze
je potlacena agregace proteinu pisobenim prave trehaldzy (Huck-Iriart et al., 2016).

Dalsi vlastnosti, pro kterou je CAS vyuzivan, je schopnost enkapsulace aktivnich
latek. Emulze, které jsou stabilizované pomoci CAS dosahuji vybornych vysledkl pii méfeni
fyzikalni a oxidacni stability. Nespornou vyhodou pouziti CAS je vysoky obsah potencialné
antioxidaCnich aminokyselin. Kupfikladu obsah fenylalaninu je 2-3x vy$s§i v porovnani

s pSeni¢nym proteinovym izolatem nebo sdjovym proteinovym izolatem (Hu et al., 2003).

2.2 Polysacharidy

Polysacharidy patii mezi pfirodni polymery skladajici se z vice nez 10 (vétSinou ale
stovek nebo tisicii) monosacharidovych jednotek, které jsou spojeny glykosidickou vazbou.
Molekuly polysacharidii jsou pomérné velké — obvykle 100 az 1000 kDa. Polysacharidy jsou
snadno dostupné, netoxické, biokompatibilni a oproti proteintim stabilni v Sirokém rozmezi
pH a teplot. Diky své vysoké molekulové hmotnosti a hydrofilni povaze maji schopnost
zadrzovat vodu a zvySovat viskozitu roztoku. Ve vétSin¢ piipadech nemaji polysacharidy
emulgacni vlastnosti a nemohou samy o sobé adsorbovat na mezifazové rozhrani. Jejich
pfidani do emulzi zplsobuje jiz zminéné zvyseni viskozity vodné faze (které miize vést az
ke gelaci), ¢imz dochazi ke zpomalovani pohybu kapek, a tedy ke stabilizaci emulzi. Nékteré
polysacharidy na sebe mohou vazat ¢asti proteinii nebo lipidd, a proto mohou byt také
povrchové aktivni. Existuji v8ak i polysacharidy, které kromé polarni skupiny obsahuji 1
nepolarni fetézec a jejich amfifilni povaha jim umozni adsorbovat se na mezifazové rozhrani.
Velikost molekul zplsobuje relativné pomalou adsorpci a také vytvofeni silné ochranné
vrstvy na mezifazovém rozhrani. K takovym polysacharidim patfi napt. modifikovany
Skrob, africka guma nebo derivaty celulozy (McClements & Gumus, 2016; Bouyer et al.,
2012).

Stabilizace emulzi je v podstaté stejnd jako u proteind. Polysacharidy mohou
adsorbovat na povrch olejovych kapek a vytvaret tak ochranou vrstvu a také mohou ptsobit
pomoci elektrostatickych a stérickych sil, ¢imz zabranuji koalescenci a flokulaci kapek

(McClements & Gumus, 2016).

2.2.1 Celuloza

Celuléza patii k nejrozsifenéjSim piirodnim sacharidim na svété. Jednd se o

polysacharid, ktery se vyskytuje v bunéénych sténdch rostlinnych buné¢k a lze ji nalézt i
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v buiikdch plasténct. Vzhledem k vyskytu celuldzy jsou jejim primarnim zdrojem rostliny,
konkrétné lyko, které obsahuje az 80 % tohoto biopolymeru. S rozvojem biotechnologii
v poslednich letech je celuldza ziskdvana pomoci vhodnych mikroorganism.

Zékladni jednotkou celulézy jsou dvé molekuly D-glukédzy, které jsou spojeny
B(1->4) glykosidickou vazbou, vznika disacharid celobidza, coz je zakladni opakujici se
jednotka celulozy, dvé jednotky celobidzy jsou v nerozvétveném linearnim fetézci viici sobe
o 180 ° otoCeny. Protoze je celuléza biopolymer nema pevné dany stupent polymerace a
jednotlivé makromolekuly celuldzy se od sebe mohou lisit v molekulové hmotnosti. Pii
vzniku celulézy vznikaji v prvnim stupni vldkna oznacovana jako fibrily. Ty jsou poté
organizovany do vyssich struktur — mikrofibril, ve kterych se rozliSuji amorfni a krystalické
oblasti. Pfi upravé dochazi k odstranéni amorfnich oblastni tzv. kyselou hydrolyzou za
pouziti napt. kyseliny chlorovodikové a vznika mikrokrystalicka celuloza. Pro své dobré
fyzikalni vlastnosti (chemicky netecnd, biodegradabilni, bez zapachu a chuti) je velmi
oblibenou surovinou ve farmacii, kde slouzi jako plnivo pfi vyrobé 1é¢iv. Mikrokrystalicka
celul6za nachézi své vyuziti také jako vehikulum pro aromatické latky a oleje. V neposledni
fadé je vyuZivana jako emulgator u emulzi O/V. Utvary vznikajici z mikrofibril jsou
makrofibrily, které je mozno pozorovat svételnym mikroskopem (Nechyporchuk et al.,
2016; Wiistenberg, 2014).

Zminéna kyseld hydrolyza je jednim z procest, pii kterych vznikaji nanocéstice
celulézy. Tak jsou oznaCovany castice, u kterych je alesponl jeden rozmér ve velikosti
nanometru. Podle rozdilnych vlastnosti jsou nanocastice celulézy dale déleny na
mikrofibrilarni celulozu (MFC), celulozové nanokrystaly (CNC) a bakterialni nanocelul6zu
(BNC) (Klemm et al., 2011).

Vyuziti celulozy a jejich castic, jakozto stabilizadtorG emulzi, je intenzivnéji
zkoumano poslednich 10 let. V roce 2015 byla provedena studie, pfi které byla celul6za
modifikovana kyselinou fosfore¢nou na amorfni celulézu. Tato amorfni celuléza byla
nasledné pfidana k emulzim typu O/V. Amorfni celuléza adsorbovala na povrch olejovych
kapek a pti hmotnostni koncentraci od 0,83 % byly takové emulze stabilni po nékolik mésicti
(Jia et al., 2015). Dalsi studie vyuzivala pro zkouméni emulzi na bazi celuléozy metody
difuzni vinové spektroskopie a kryo-skenovaci elektronovou mikroskopii. Vysledky
ukazaly, ze celuloza byla adsorbovana na mezifazové rozhrani a chranila emulzni kapky
pred koalescenci. Neadsorbovana celuldéza se nachdzela v disperzni fazi a ptispivala ke

zvyseni viskozity, a tedy ke zlepSeni stability emulze (Costa et al., 2021).
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3 PICKERINGOVY EMULZE A STABILIZACE EMULZI PEVNYMI
CASTICEMI

Vedle stabilizace emulzi surfaktanty nebo biopolymery existuje i moznost stabilizace
pevnymi Casticemi. Takto stabilizované emulze se oznacuji jako Pickeringovy emulze.
Poprvé byly studovany a popsany jiz na pocatku 20. stoleti pAny Ramsdenem a Pickeringem
(Pickering 1907; Ramsden 1904). Dlouhou dobu byly opomijeny, avSak v poslednich
dekadach se jim vénuje vétsi pozornost. Stabilizace pomoci PAL se stale ve velké mite
vyuziva napiiklad v potravinafstvi, barviistvi nebo pii Gpravach vody. Jejich pouziti ve
vyrobcich osobni hygieny nebo ve velkém méfitku v primyslovych aplikacich neni ale
nakladové efektivni a také mlize v urcitych ptipadech zpisobit neptiznivé ucinky jako je
iritace ktize ¢i alergickd reakce. Z tohoto diivodu mohou byt koloidni ¢astice vhodnou

alternativou k PAL.

3.1 Fyzikalné — chemické vlastnosti Pickeringovych emulzi

Céstice pouzivané pro stabilizaci emulzi byvaji mensich rozmérti nez emulzni kapky,
proto se mohou pfi stabilizaci adsorbovat na povrch téchto kapek. Nejcastéji se pouzivaji
castice do velikosti 200 um. Jedna z hlavnich vyhod pouziti pevnych ¢astic jako stabilizatort
emulzi je velkd odolnost emulznich kapek vi¢i koalescenci. Pti dostatecné vysoké
koncentraci stabilizujicich Castic je vytvofena stéricka bariéra, kterd koalescenci emulznich
kapek zabraiiuje. Oproti surfaktantiim nedochdzi u Castic ke shlukovani a nasledné agregaci
(Binks, 2002). Velkou vyhodou pouziti pevnych ¢astic jako stabilizatorti emulzi je fakt, ze
maji velmi nizkou toxicitu, ¢i vlibec zadnou. Diky témto vlastnostem se Pickeringovy
emulze vyuzivaji naptiklad pro enkapsulaci aktivnich latek, proteint a enzymti ale také pii
mikroenkapsulaci, fizeném uvoliovanim 1é¢iv nebo bifdzové katalyze. Pevné Castice
nepusobi pouze jako stabilizdtory emulzi, ale mohou jim dodévat fadu dalSich funkci, jako
je ochrana proti oxidaci, ochrana proti UV zifeni nebo jim dokonce dodavaji
elektromagnetické vlastnosti (Yang et al., 2017).

Pickeringovy emulze jsou velmi stabilni diky téméf ireverzibilni adsorpci ¢astic na
mezifazové rozhrani (Binks & Lumsdon, 2000). V téchto emulzich nemaji pevné castice
amfifilni charakter, stabilizace probiha diky ¢aste¢né smacivosti jejich povrchu vodou nebo
olejem (Chevalier & Bolzinger, 2013). Je dulezité znat hodnotu tzv. thlu smacivosti 0, ktery
vyjadiuje afinitu pevné &astice k dané fazi. Uhel smagivosti je definovan pomoci Youngovy

rovnice:
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Yoo~V
cos 0 = =—=%

ov

kde:  ye —hodnota mezitazového napéti mezi pevnou ¢astici a olejovou fazi,
vev — hodnota mezifazového napéti mezi pevnou ¢astici a vodnou fazi,
Yov — hodnota mezifdzového napéti mezi olejem a vodou (Binks & Lumsdon,
2000).

Uhel smagivosti, jak je zndzornéno na Obrazku 3 vyjadiuje thel smageni mezi viemi
ttemi fazemi, a to voda-emulgétor-olej, a je pfimo spojen s typem stabilizované emulze (zda
se jedné o emulzi typu O/V, V/O nebo emulzi vicendsobnou). Pokud je hodnota 6<90 °, vétsi
&ast astice je ponofena do vodné faze. Castice je tedy hydrofilni a miiZe stabilizovat emulze
O/V. V ptipade hodnoty 6>90 ° je stabilizovana emulze typu V/O. Pro dosazeni co nejlepsi
stabilizace by méla byt hodnota 0 velmi blizko 90 ° (Yang et al., 2017).

OJ

0> 90° 0 =90’ 0 <9’ VODA

Obrazek 3 Adsorpce pevnych ¢astic na mezifazové rozhrani na zaklade
smacivosti (Abdulah et al. 2020).

Schopnost pevnych ¢astic stabilizovat emulze zavisi pfedevSim na jejich smacivosti
a morfologii. Vedle toho jsou ale dulezité vlastnosti jako koncentrace Castic, typ oleje,
objemovy pomér fazi nebo napiiklad samotny postup béhem procesu emulgace.

Gelot et al. potvrdili v roce 1984 trend, ktery ukazoval, Ze pfi vySsi koncentraci
pevnych ¢astic dochazi k prodluzovani doby, po kterou je emulze stabilni a chranéna vici
koalescenci. Pfi dostate¢né koncentraci piechazi vice ¢astic na mezifazové rozhrani a tim
zlepSuji stabilitu emulze (Gelot ef al., 1984). Dalsi ochranou pted koalescenci je pfi vysoké
koncentraci pevnych ¢astic jejich ,,t€sné* pokryti emulzich kapek souvislou vrstvou (Tamble
& Sharma, 1993). Tohle ovSem neplati vZdy — existuji studie, pii kterych vyssi koncentrace
¢astic vedla pouze k tomu, Ze v jedné fazi byl jejich prebytek (Mwangi et al., 2016; Song et
al., 2015).

Ani u pevnych c¢astic nelze opomenout dillezitost pH. Zména pH muze zapfiCinit
zménu hydrofobicity a tim i smacivost Castic s povrchovymi skupinami, které mohou byt

ionizovany. Hao et al. (2018) ve své praci popsali emulzni systém zavisly na pH. Jejich
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emulze byla stabilizovana nanocasticemi oxidu titani¢itého. Pii hodnotach pH 3-4 nastal
rozpad emulze a nanocastice byly rozdistribuovany ve vodné Casti. AvSak pii navySeni

hodnoty pH na 7-8 hydroxidem sodnym doslo k opétovné tvorbé emulze (Hao ef al., 2018).

3.2 Typy ¢astic pouzivanych u Pickeringovych emulzi

Pro stabilizaci Pickeringovych emulzi se pouzivaji riizné typy pevnych Castic, které
se lisi ve svém pivodu, tvaru nebo velikosti. Bylo provedeno velké mnozstvi studii
vyuzivajicich jak anorganické ¢astice (napt. oxidu kfemicitého, zlata, oxidu titanicitého...)
tak i organické cCastice na zaklad¢ polysacharidu nebo proteinu (napt. zeinu, chitinu,

kaseinu...).

3.2.1 Anorganické ¢astice

Anorganické Castice byly prvnimi koloidnimi ¢ésticemi, které byly zkoumany pii
pfipravé a stabilizaci Pickeringovych emulzi. Z divodu jejich vysoké stability zlstavaji
v poslednich desetiletich stale predmétem vyzkumii.

Jednim z nejCastéji pouzivanych materialii anorganického ptvodu jsou koloidni
Castice oxidu kiemicitého, které jsou odolné vici zasaditému 1 kyselému prostiedi a snadno
se upravuje jejich struktura a velikost. Dal§imi vyuzivanymi ¢asticemi jsou laponitové jily,
které byly pouzity v Pickeringové emulzi s vodou a toluenovou fazi (Ashby & Binks, 2000).

Oblibené jsou i ¢astice oxidu kovil, jako napt. nanocastice oxidu Zeleznato-zelezitého
(Fe30a4) a castice oxidu titanicitého (Ti02). Nanocastice Fe3O4 poskytuji emulzim schopnost
magnetické reakce a diky nanocasticim TiO2 jsou emulze chranény pfed UV zéafenim a je
zlepSena fotokatalyticka aktivita (Xie et al., 2017; Fessi et al., 2019).

Céstice na bazi uhliku, jako jsou uhlikové kvantové te¢ky, uhlikové nanotrubicky a
castice grafenoxidu, patii mezi vynikajici materialy pro stabilizaci Pickeringovych emulzi.
Pouzivaji se v aplikaci pii €iSténi vody, jako biosenzory nebo v oblastech souvisejicich s
elektrochemii (Zhai et al., 2018; Briggs et al., 2018; Luo et al., 2018).

I presto, Ze je vyuzitelnost anorganickych castic Sirokd, ne vzdy jsou tou nejlepsi
volbou. Rada aplikaci si zada, aby byly pevné &astice biokompatibilni a biodegradabilni.
Proto jsou v téchto piipadech vyuzivany organické ¢astice, jako napt. biopolymerni ¢astice

(Dickinson, 2017).
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3.2.2 Biopolymerni ¢astice

Existuje fada zptsobt, jak ptipravit biopolymerni Castice. Mezi né patii chemické
metody jako je napt. denaturace proteint, kyseld hydrolyza amorfnich oblasti polymerti nebo
zesitovani proteini pomoci enzymil. Vyhodou vyuziti biopolymernich ¢astic oproti
anorganickym ¢asticim je, Ze 1ze upravovat jejich velikost a naboj, které zavisi na pocatecni
koncentraci biopolymeru, teploté, pH a iontové sile. Adsorpce ¢astic na mezifazové rozhrani
zavisi prave na jejich velkosti a také na objemové koncentraci (Dickinson, 2017; Yang et
al.,2017).

Pro pfipravu a stabilizaci Pickeringovych emulzi se vyuzivaji Castice na bazi
proteinli, polysacharidi a v men$i mife také zivé mikroorganismy (napf. bakterie a
kvasinky). Ty slouzi jako stabilizatory emulzi diky jejich povrchovym vlastnostem — naboj,
funk¢ni skupiny, specifické struktury (Yang et al., 2017).

Mnoho védeckych studii je zaméfeno na vyuziti proteinli v kosmetické oblasti,
farmakologii nebo v potravinaistvi. Castice na bazi proteinii pochazejicich ze zvitecich,
rostlinnych nebo mikrobialnich zdroji jsou pro tyto oblasti velmi vhodné, jelikoz se jednd o
ptirodni slozky a jsou tedy pro lidské télo piijatelné.

Proteiny se mohou diky jejich amfifilni povaze adsorbovat na mezifazové rozhrani a
tim stabilizovat emulze — tato moznost stabilizace byla popsana v ptedchézejici kapitole.
Existuje ale i moznost stabilizace emulzi pomoci agregatii proteini, které jsou povazovany
v tomto sméru za pevné Castice. Agregaty proteinil je mozné vytvofit za pomoci zmény
teploty nebo pH, sonikaci a desolvaci (Dickinson, 2017).

I u proteinovych ¢astic plati, Ze pro spravnou adsorpci je dilezité jejich velikost a
smacivost povrchu (Chevalier & Bolzinger, 2013). Byly provedeny studie, které dokazaly,
ze smacivost zeinovych koloidnich nanocastic a funkéni vlastnosti 1ze zménit modifikaci
jejich povrchu, napiiklad kaseinatem sodnym. Naptiklad stabiliza¢ni schopnost a pokryti
povrchu byly zvySeny zménou poméru zeinu a kaseinatu sodného z 10:1 na 10:4. Tento
ucinek byl pficitan skutecnosti, Zze kaseinat sodny je i pred svou hydrfobicitu vice hydrofilni
nez zein, takze smacivost byla upravena pomoci zmény pomért téchto dvou proteind (Feng
& Lee, 2016).

Stabilitu Pickeringovych emulzi lze také zvysit tvorbou trojrozmérné viskoelastické
sit¢ proteinovych castic v disperzni fazi. Pii takovéto stabilizaci musi byt koncentrace
neadsorbovanych ¢astic v disperzni fazi dostatecné¢ vysoka a také musi pusobit mezi

¢asticemi vhodna pfitazliva sila. Tato viskoelasticka sit’ zvySuje stabilitu emulze tim, Ze
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brani kapkdm v olejové fazi v pohybu. Na druhou stranu, pokud je koncentrace Castic az
prilis vysoka, mize se emulzni systém stit natolik viskéznim, Ze jej nebude mozné
homogenizovat. Mezimolekularni interakce musi byt také kontrolovany, pokud jsou mezi
bilkovinnymi ¢asticemi silné¢ odpudivé sily, pak nemaji tendenci vzajemné agregovat. A
naopak pokud budou pfitazlivé sily velmi silné, pak agreguji vSechny Castice a nejsou
schopny emulzi vytvofit. Proto se pii vyrobé Pickeringovych emulzi voli cesta, kdy
proteinové Castice nejprve neagreguji piili§ siln€ a az poté se méni podminky, kterymi se
podpofti jejich agregace (zména pH, iontové sily, aktivita enzymu, teplota).

Polysacharidy patii mezi pfirodni polymery, z nichz nékteré jsou nerozpustné ve
vodé nebo voleji. Kvili tomu jsou polysacharidové castice vhodné pro stabilizaci
Pickeringovych emulzi. Vyhodou polysacharidovych ¢astic je, Ze je 1ze snadno chemicky
modifikovat (pfizpisobeni hydrofobicity a ndboje) a prizplisobit tak jejich vlastnosti a
chovéni v emulzich. Nejvice pouzivanymi polysacharidy jsou Skrob, chitosan a celuloza

(Habibi, 2014).

3.2.2.1 Nanocelulozové éastice

Celulozové nanocastice lze vyrabét z obnovitelnych zdroji, jako je biomasa
z odpadnich rostlin, dfevni buni¢ina nebo biosyntézou pomoci bakterie Acetobacter xylinum.
Z biomasy se primerné béhem roku vyrobi az 28 miliard tun celuldézy, coz zni Cini
nejhojnéjsi biopolymer na zemi (Eyley & Thielemans, 2014; Klemm et al., 2005).

I kdyz je celuléza nerozpustnd ve vodé, je povazovana za vhodny stabilizator
Pickeringovych emulzi, jelikoZ se nejCastéji pouziva celuléza v nanoméfitku s riznymi
poméry stran. Pouzitou celulézou v nanoméfitku mohou byt celulézové nanokrystaly
(CNC), mikrofibrilovana celul6za (MFC) nebo celul6zové mikrogely, které maji rozdilné
vlastnosti oproti nativni celuldze.

Vlastnosti ¢astic celuldzy Ize upravit oxidaci povrchu, esterifikaci, kationizaci nebo
roubovanim polymeru. Tyto zmény mizou ovlivnit povrchovy naboj, hustotu naboje nebo
hydrofobicitu Castice, coz ma za nasledek zménu vlastnosti Pickeringovych emulzi (Habibi
etal.,2010).

Je zndmo, ze morfologie ¢astic mé velky vliv na stabilitu Pickeringovych emulzi.
Neni tomu jinak ani u CNC, kde jejich morfologie ovliviluje desorpcéni energii na
mezifazovém rozhrani. Pfi pouziti tyCinkovitych CNC, které maji vysoky pomér stran a
mohou vytvofit mistkové struktury na rozhrani fazi, je stabilita emulzi vy$si nez pti pouziti

sférickych castic (Wu & Ma, 2016).
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Celul6zové nanokrystaly ve tvaru ty¢inek maji ¢astecné amfifilni charakter, kdy jsou
okraje hydrofobni a povrch vlakna ptitahuje vodu. Z tohoto diivodu CNC stabilizuji v prvni
fad¢ emulze typu O/V (Tarimala & Dai, 2004). Pii jejich pouziti jako stabilizatord se
predpoklada, Zze budou odolné vici zménam teplot, pH nebo po piidavku elektrolytu
k emulzi z divodu nulového povrchového naboje. U substituovanych CNC to vSak platit
nemusi, jelikoz mohou nést na svém povrchu nabité funkéni skupiny. Ve studii, kde probehlo
srovnani nesubstituovanych CNC a substituovanych CNC bylo zji$téno, Ze ob¢ varianty byly
schopné stabilizovat emulze bez piidavku dalSich surfaktantii, ale naboj u substituovanych
CNC zptsobil, ze byla stabilita o néco lepsi (Gestranius et al., 2017). Mierelles et al. (2020)
zkoumali stabiliza¢ni mechanismus CNC v emulzi O/V se Inénym olejem. Bylo zjisténo, ze
nejvetsi krystaly CNC se nachézely mezi olejovymi kapkami, coz zabranovalo flokulaci
kapek. Mensi ¢astice CNC byly adsorbovany na mezifdzovém rozhrani. Stabilizace byla
spojena s uc¢inkem elektrostatického odpuzovani a také se zvySenim viskozity. V témze roce
byla tato studie rozsifena o dal§i poznatky souvisejici s mnozstvim CNC v emulzich. Emulze
s niz§im podilem CNC byly kineticky stabilnéj$i neZ emulze s vy$§im podilem CNC, které
mély po sedmidennim skladovani sniZzenou viskozitu, coZ pfimo souviselo s destabilizaci
emulze (Mierellee et al., 2020).

Dle studii uvedenych v poslednich letech je ziejmé, ze stoupa zdjem o piipravu
emulzi, které jsou stabilizované spiSe nanocésticemi celulézy nez klasickou fibrilarni

celuldzou, ¢i jejimi rozpustnymi derivaty.
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4 INTERAKCE PROTEIN-POLYSACHARID NA MEZIFAZOVEM
ROZHRANI OLEJ-VODA

Ne vzdy je pouziti jednoho samostatného stabilizatoru pti tvorbé emulzi dostatecné.
Aplikace biopolymeri jako stabilizatori emulzi mize byt limitovéana jejich vlastnostmi a s
tim souvisejici nestabilitou za urcitych podminek (pH, iontova sila, zména teploty...). Je
také dokézdna tfada rozdild v emulgacnich schopnostech jednotlivych proteini nebo
polysacharidi. Kuptikladu ptidani proteinu o nizké koncentraci k emulzi je mnohem
zadan¢jsi nez pridani polysacharidu o nizké koncentraci z divodu tvorby emulznich kapek
o mensi velikosti. Pokud je potfeba vytvofit emulzi, kterd bude odolnéj$i vici zmeéné
podminek prostiedi jako je pH, iontova sila nebo teplota, pak je uUCinnéj$i pouzit
polysacharid. Schopnost téchto stabilizatorQ tvofit a stabilizovat emulze se mize zlepsit,
pokud budou v kombinaci s jinymi stabilizatory (at’” uz biopolymery nebo surfaktanty).
Protein s polysacharidem tak na mezifaizovém rozhrani pasobi synergicky (Guzey &
McClements, 2006).

Studie uvadi, Zze kombinace protein-polysacharid jsou lepSimi stabilizatory nez
biopolymery pouzité samostatné. Bylo prokazano zlepSeni stability viici zméndm pH, teploty
a pridavkiim soli. Ptikladem miize byt emulze odolné&jsi viici pH, kde byly kapky olejové
faze stabilizovany proteinem [-laktoglobulinem a na ném navazanym polysacharidem
pektinem. Pektin zde zvySoval stéricky a elektrostaticky odpor mezi kapénkami a zabranioval
tak jejich agregaci (Dickinson, 2003).

Pro vytvofeni jinych mechanismil stabilizace, které se mohou uplatiiovat i pfi
enkapsulaci aktivnich latek, se vyuziva postupti zvanych ko-adsorpce, komplexace a metody
vrstveni stabilizatori — layer-by-layer. Protein a polysacharid jsou vazany fyzikalnimi nebo
kovalentnimi vazbami a rizné typy interakce mohou vznikat pfed, béhem nebo 1 po procesu

homogenizace. (Gumus & McClements, 2016).

4.1 Ko-adsorpce

Pti ko-adsorpci (kompetitivni adsorpce) probihéd adsorbovani stabilizatorti na povrch
kapek olejové faze v podobé jednotlivych molekul nehled¢ na to, zda se jednd o PAL,
biopolymer nebo pevnou ¢astici. Mezifdzové rozhrani mize byt v tomto piipad€ tvoieno
bud’ homogenni smési stabilizdtor, nebo miize obsahovat oblasti bohaté na jeden ze
stabilizatori (Obrazek 4). Celkové slozeni mezifdzového rozhrani zavisi predevSim na

relativni afinité stabilizatori k rozhrani a na jejich relativnich koncentracich. Uplatiuji se
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dvé moznosti, kdy stabilizatory k systému ptidat. Jednou z moznosti je pridavek smési
stabilizatort pfed homogenizaci, druha varianta nabizi moznost pfidat jeden ze stabilizatort
pted homogenizaci a druhy az po ni (Dickinson, 2011; Pugnaloni et al., 2004).

Vroce 2012 byla provedena studie, ktera zkoumala vliv koncentrace
karboxymethlycelulozy na chovani CAS vemulzi. Pfi zvySeni koncentrace
karboxymethylcelulézy dochéazelo k tomu, ze se CAS vice adsorboval na olejové kapky.
V této studii tedy bylo dokazéano, zZe celuléza sama zlepSuje stabilitu emulze a zaroven

podnécuje protein k adsorpci na mezifazovém rozhrani (Liu et al., 2012).

VODA

TFATQ

OLEJ

Obrazek 4 Grafické znazornéni ko-adsorpce (upraveno dle McClements &
Gumus, 2016).

4.2 Komplexace

U komplexace mohou byt komplexy vytvofeny pifed homogenizaci nebo az po ni.
V prvnim ptipadé se obé slozky smisi dohromady ve vodné fazi za vzniku komplexu a poté
probihd homogenizace vodné faze s olejovou. V piipad€, ze je komplex tvofen az po
homogenizaci se postupuje tak, ze se jeden ze stabilizatorl pouZzije pii vytvareni emulze.
Tento stabilizator se adsorbuje na kapky olejové faze a az poté je pridana druha slozka
komplexu (Obrazek 5). Interakce mezi jednotlivymi slozkami komplexu je uskutecnéna
pomoci elektrostatickych nebo hydrofobnich sil, vodikovymi vazbami nebo kovalentnimi
vazbami v zavislosti na povaze slozek (Dickinson, 2011).

Studie o komplexu chitosan-CAS z roku 2012 ukazala, ze komplex zlepSuje stabilitu
emulzi o mnohem vice nez pouziti samotného CAS. Zminény komplex byl schopen chranit
emulzni kapky pred agregaci po upravé pH, kterd odpovidala potfebam CAS. ZlepSeni
a olejovymi kapkami na mezifdzovém rozhrani. Diky chitosanu doslo také ke zvySeni

viskozity, coz ptispéclo ke stabilité¢ emulzi (Zinoviadou et al., 2012).
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OLEJ

Obrazek 5 Grafické znazornéni komplexace (upraveno dle McClements &
Gumus, 2016).

4.3 Layer-by-layer

Metoda layer-by-layer zahrnuje v prvnim kroku spole¢nou homogenizaci vodné faze,
olejové faze a stabilizatoru, ktery ma ve své molekule ionizovatelné skupiny. Adsorpce
tohoto stabilizatoru na emulzni kapky zplsobuje jejich elektricky naboj, ¢ehoz se vyuziva
v dal§im kroku. Pfi ném je emulze smisena s roztokem, ktery obsahuje druhy, opacné nabity
stabilizator. Nastava tak adsorpce druhého stabilizatoru na emulzni kapky jiz obalené prvnim
stabilizatorem v dasledku plisobeni zejména elektrostatickych sil, ale také 1 van der
Waalsovych sil, vodikovych miistkil nebo kovalentnich vazeb. Tento proces lze n€kolikrat
opakovat a jeho vysledkem je fada vrstev kolem emulznich kapek, které zvySuji stabilitu a
funkci emulzi (Obrazek 6).

Pokud mluvime o vrstveni protein-polysacharid, kazdy ze stabilizatorti zde zastava
specifickou funkeci. Protein, ktery je amfifilni, m4 za ukol ukotvit cely komplex na
mezifazové rozhrani. Polysacharid, ktery je hydrofilni, zasahuje do vodné faze a tim
napomaha lepSi smacivosti stabilizdtoru. Také vytvaii stérickou bariéru, diky které je
zabranéno agregaci.

Tento proces musi byt po celou dobu dikladné sledovan, aby nedochazelo
k nezadouci flokulaci kapek. Mustkova flokulace miize nastat v piipadé, Ze je koncentrace
polysacharidu velmi nizkd. V ten moment dochazi k flokulaci rychleji, nez se Castice
polysacharidu stihnou navazat na kapky obalené proteinem. Také existuje riziko deplecni
flokulace, ktera nastava pti prekroceni kritické koncentrace neadsorbovaného polysacharidu
(Guzey & McClements, 2006; Cho &McClements, 2009).

Emulze stabilizované postupem layer-by-layer se vyuzivaji asto ve farmaceutickém,

kosmetickém primyslu ale také v potravinafstvi. V oblasti farmacie a kosmetologie jejich
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pouziti souvisi se schopnosti enkapsulace a uvolnovani aktivnich latek v misté potieby.
V ptipad¢ fizené¢ho uvoliovani aktivnich latek zalezi na vlastnostech prvni naadsorbované
Castice a také na kone¢ném poctu vrstev komplexu (Guzey & McClements, 2006).
Ptikladem pouziti metody layer-by-layer miize byt studie emulzi stabilizovanych
pomoci komplexu lecitin-chitosan. Vytvotené emulze vykazovaly dlouhodobé dobrou
stabilitu 1 pfi nizkém pH a nizké iontové sile. Také je pifedpoklad, Ze oproti jednovrstevnym
emulzim maji zlepSenou stabilitu vici oxidaci lipidi a jsou odolné€jsi vuci teplotnim

vykyvam (Ogawa et al., 2003).

+
1+
£

VODA

OLEJ

Obrazek 6 Grafické znazornéni postupu layer-by-layer (upraveno
dle McClements & Gumus, 2016).
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S ENKAPSULACE

Pfi praci s bioaktivnimi latkami je dalezité myslet na jejich stabilitu. Ne vzdy je
mozné aktivni latky pfimo zabudovat do kone¢ného produktu prave z diivodu jejich mozné
degradace. Proto se vyuziva enkapsulace neboli zapouzdieni. Jde o proces, pti kterém je
aktivni latka zapouzdiena/enkapsulovana ve vhodném sekundarnim materialu. Enkapsulace
zlepSuje stabilitu latek, poskytuje ochranu pifed chemickou, fyzikdlni a biologickou
degradaci a také napomah4 s fizenym uvoliovanim. Zapouzdieni je béZnou soucésti praxe
ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinaiském primyslu (McClements, 2014).

Sekundarni materidl vybrany pro enkapsulaci mize aktivni latku bud’ zcela obalit
anebo muze byt latka v materialu dispergovana a do kone¢ného produktu dodana v podobé
kapsli. Kapsle nabyvaji velikosti od nanometrii po jednotky milimetri a maji rozmanity tvar
zavisly na enkapsulované aktivni latce. Dle velikosti se kapsle rozdéluji na nanokapsle,
mikrokapsle (mikrocastice) a makroc¢astice. Obecné se kapsle sklada z jadra a obalu, kde je
jadro tvoreno aktivni latkou a obal sekundarnim materidlem neboli nosi¢em. Struktura
kapsle zavisi jak na zvolené¢ latce, tak i na metod¢€ pouzité pro enkapsulaci. Z tohoto hlediska
se kapsle d¢€li na dva typy: jadro-obal (rezervodrovy typ) a matrixovy typ (Obrazek 7). Mezi
rezervoarovy enkapsulaéni typ patii vicevrstvé emulze, lipozomy nebo polymerni kapsle a
do matrixového typu se fadi micely, mikroemulze nebo napiiklad nanoemulze (Mishra,

2015; Donsi et al., 2015).

jadro-obal matrix
obal
®
o 4 *
@)
O'6 o
jadro O O

Obrazek 7 Typy kapsli — zleva: typ jadro-obal, typ matrix.

Aktivni latky predstavuji napt. 1é¢iva, vitaminy, minerdly, antioxidanty a enzymy ale
také pufry, barviva aj. Nejcastéji se pro enkapsulaci vyuzivaji ¢astice latek v kapalné forme,
ale vyjimkou nejsou ani formy plynné ¢i pevné (McClements, 2014).

Pro enkapsulaci jsou také dulezité vlastnosti samotného nosice, jelikoz urcuje
stabilitu kapsle a ucinnost enkapsulace. Dle pouziti kapsli je potieba zvazit jeho fyzikalné-

chemické vlastnosti (molekulovd hmotnost, rozpustnost...), a napiiklad 1 emulgacni
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vlastnosti. Nosi¢ musi byt inertni vic¢i aktivnim latkam, netoxicky a biodegradabilni. Pti
pouziti v kosmetické oblasti pro topické aplikace musi byt zndma jeho bezpecnost a
kompatibilita s pokozkou. Mezi nejpouzivanéjsi sekundarni materialy patii polymery na
prirodni i syntetické bazi. Pfirodnimi jsou bud’ polysacharidy (Skrob, celuléza, chitosan...)
nebo proteiny (kasein, zein, zelatina) a syntetické zahrnuji napf. kyselinu polymléénou
(PLA), kopolymer kyseliny polymlééné a polyglykolové (PLGA), parafin nebo
polypropylen (Pawar & Babu, 2010; Lakkis, 2016).

5.1 Enkapsulace aktivnich latek

Diivod k enkapsulaci aktivnich latek zavisi predev§im na oblasti pouziti.
V potravinafstvi jde hlavné o ochranu bioaktivnich latek, které mohou podléhat rychlé
oxidaci ¢i degradaci (vitaminy, polyfenoly). Dalsim divodem pro enkapsulaci je maskovani
chuti (minerdly a polyfenoly) nebo usnadnéni manipulace s enkapsulovanou latkou
(esencialni oleje a rostlinné vytazky). Mezi enkapsulované bioaktivni latky patii napf.
vitaminy — vitamin C, vitamin E, B-karoten, kofein, nisin, enzymy aj. (Nedovi¢ et al., 2013).

V kosmetickém primyslu vznikd mnozstvi produktii s bioaktivnimi latkami, které
jsou casto citlivé na zmény teploty, pH nebo podléhaji svételné degradaci. Z divodu ochrany
a zvySeni stability jsou latky enkapsulovany. Vhodnymi nosi¢i pro enkapsulaci mohou byt
v kosmetickém primyslu Casto pfirodni polymery, jelikoZ je moZné jejich enzymatické nebo
hydrolytické Stépeni a zaroven jsou produkty tohoto §t€peni biokompatibilni. Po aplikaci
kosmetického produktu a uvolnéni aktivni latky je nosi¢ degradovan a jeho produkty jsou

organismem dale zpracovany a odstranény (Casanova & Santos, 2016).

5.1.1 Enkapsulace kurkuminu

Vzhledem k tomu, ze prakticka ¢ast prace je zaméfena na enkapsulaci kurkuminu,
budou jeho vlastnosti a moznosti enkapsulace kratce shrnuty v této podkapitole. Kurkumin
(strukturni vzorec na Obrazku 8), patii mezi kurkuminoidy, které¢ lze nalézt v oddenku
rostliny kurkumy patiici do celedi zdzvorovitych. Nejcastéji se vyskytuje v krystalické

podobé oranzové barvy bez ptitomnosti zapachu.
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Obrazek 8 Strukturni vzorec kurkuminu (Zdroj:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Curcumin_structure.svg).

Kurkumin se v poslednich letech tési oblibé zejména diky jeho prokézanym
antioxida¢nim a protizdnétlivym ucinkiim. A protoze se z hlediska zdravotni nezdvadnosti
jedna o bezpeCnou surovinu, je pouzivan v potravinaistvi jako barvivo a potravinovy
doplnék. V kosmetice je vyuzivan taktéz jako barvivo a v posledni dobé je i soucasti
produktii v péci o plet’ poskytujici protizanétlivy tcinek. Prikladem mutze byt kurkumova
fada vyrobkli Curcuma Clear od norské znacky Neutrogena (Obrazek 9)., kterd napoméaha

regulovat tvorbu nadbytec¢né mazu, zklidiiuje a hydratuje pokozku (neutrogena.com).

Neutrogena

Obrazek 9 Produkty skin care s obsahem kurkuminu (Zdroj:
https://vanessabratschi.com/reine-haut-dank-superfood-die-curcuma-
clear-reihe-von-neutrogena/).

Kurkumin se fadi mezi hydrofobni latky a je rozpustny v organickych slouc¢eninach
jako je chloroform, aceton, ethanol nebo kyselina octova anebo také v olejich. Stabilita
kurkuminu velmi zavisi na pH prostiedi — v kyselém je degradovan pomalu, jelikoz
nedochazi k disociaci hydroxylovych skupin. AvSak pii neutralnim pH je nestabilni a k jeho
degradaci dochdzi béhem nékolika desitek minut. Pro zajisténi stability pfi neutrdlnim pH se
¢asto vyuziva moznosti enkapsulace (Mohamed et al., 2017).

Enkapsulace kurkuminu ptedstavuje vhodny zpisob, jakym jej lze do organismu

dopravit v co nejvice ptirodnim stavu. Timto procesem se predejde problémiim, které souvisi
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s vlastnostmi kurkuminu jako je jeho rychld degradace, pomérné nizka adsorpce a
rozpustnost, a vysoka lipofilita.

Moznosti enkapsulace kurkuminu je vice, popsany byly jiz emulzni systémy a
Pickeringovy emulze. Pii enkapsulaci v emulzi typu O/V je nejprve kurkumin dispergovan
v olejové fazi. Jeho rozpustnost nezavisi pouze na vnéjSich podminkéach (teplota a doba
inkubace) ale praveé také na zvoleném oleji. Schopnost disperze v oleji se oznacuje jako
nosnost a je dana jeho polaritou, molekulovou hmotnosti a dalSimi fyzikalnimi podminkami
(Araiza-Calahorra ef al., 2018). B€hem poslednich deseti let byly provedeny studie, které se
zabyvaly vlivem molekulové hmotnosti olejii na rozpustnost kurkuminu. Bylo zjiSténo, ze u
triacylglyceroli (TAG) s kratSimi fetézci dochézi k lepsi rozpustnosti kurkuminu nezu TAG
s del$imi fetézci z dlivodu castéjsich interakei typu dipol-dipol (Ahmed et al., 2012; Ma et
al.,2017).

5.1.2 Typy enkapsulac¢nich systémuii

Existuje pomérn¢ Siroké rozmezi enkapsulacnich systémui. Jednim typem jsou
enkapsula¢ni systémy na bazi PAL, které obsahuji jako hlavni slozky fosfolipidy a PAL.
Tyto systémy vznikaji jednoduchym smichéanim vody, oleje a PAL a fadi se k nim liposomy,
micely a mikroemulze (McClements, 2016).

Dal$im typem jsou emulzni enkapsulacni systémy. Na rozdil od systému na bazi PAL
je pti ptipravé nutné k vodné a olejové fazi pridat emulgator. Do této skupiny se mohou fadit
emulze, nanoemulze nebo Pickeringovy emulze a ty mohou slouzit pro vyrobu dalSich
slozitéjSich systémii jako jsou mikroklastry, hydrogelové castice, koloidosomy nebo
vicevrstvé emulze (McClements, 2014; Anandharamakrishnan, 2014).

Pfi vybéru typu enkapsulacniho systému je potfeba brat v potaz vlastnosti
enkapsulované latky i nosice. Proto neni vyjimkou, ze se pro dosazeni nejlepsi enkapsulace
kombinuje vice pfistupi, naptiklad emulgace v kombinaci se sprejovym susenim nebo
emulgace nasledovana lyofilizaci. Lyofilizace je jednou z mechanickych enkapsula¢nich
metod, a protoze byla tato metoda aplikovéna na emulze v praktické ¢asti této prace, bude

podrobnéji probrana v nésledujici kapitole.
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6 LYOFILIZACE

Lyofilizace je proces, pii kterém je z produktu odstranéna voda vakuovou sublimaci.
Toho se s oblibou vyuziva u emulzi, mikroemulzi a nanoemulzi, které nesou aktivni latku.
kontaminaci, celkovou fyzikalné-chemickou nestabilitou, moznosti hydrolytické degradace
a unikem aktivni latky. Produkty vzniklé lyofilizaci jsou oproti tomu stabilni a snadno se
skladuji. Cely proces lyofilizace probiha za pomérné nizkych teplot, ¢ehoz se vyuziva
zejména u vzorku citlivych na vysoké teploty.

SusSeni zmrzlych produkti v prostiedi vakua bylo poprvé popsano jiz v roce 1906,
nicméné az po druhé svétové valce doslo k primyslovému vyuziti pro uchovani plazmy
(Bordas & d’Arsonval, 1906). V soucasnosti se lyofilizace vyuzivd nejvice ve farmacii,
kosmetickém primyslu, potravindistvi a agrochemii, kde tato metoda pomaha zlepsit
stabilitu produktl a zpomaluje nezddouci reakce jako je oxidace, hydrolyza nebo disulfidové
pfesmyky vedouci k destabilizaci (Franks, 1998).

Jak jiz bylo zminéno, lyofilizace je dehydratacni proces, pti kterém se odstraniuje ze
systému voda sublimaci ve vakuu pfi nizkém tlaku a teploté. Vysledkem je produkt
nazyvany lyofilizat, ktery je bezvody nebo témét bezvody. Béhem procesu plisobi na
lyofilizovany vzorek napéti, které mize zplsobit jeho destabilizaci. Aby k tomuto
nedochazelo, ptidavaji se k systému tzv. kryoprotektivni latky (Franks, 1998; Abdelwahed
et al., 2006). Proces lyofilizace a pusobeni vybranych kryoprotektant bude podrobné;ji

popsan dale.

6.1 Cykly lyofilizace

Proces lyofilizace se sklada ze tii zakladnich fazi/cykll, kterymi jsou zmrazeni,
primarni suSeni a sekundarni suSeni (Tang & Pikal, 2004). V prvnim kroku cyklu dochazi
ke zmrazeni produktu, coz zplisobi zakoncentrovani pevnych ¢astic. Primarni suSeni, druhy
krok, zacina ve chvili sniZeni tlaku na hodnoty tlaku vodnich par nad ledem a zvySenim
teploty. Tim dochazi k sublimaci ledu. Béhem sekundarniho susSeni nastava dalsi pokles

tlaku a zvyseni teploty, ¢imz jsou odstranény posledni zbytky vody (Wang et al., 2012).

6.1.1 Zmrazeni

Prvnim krokem lyofilizace je zmrazeni vzorku na teplotu tak nizkou, aby doslo k jeho

ztuhnuti. Vzdy zélezi na charakteru vzorku, nicméné ve farmacii je nejbéznéjsi teplotou pii
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mrazeni -20 °C. Zmrazeni vzorku mize byt uskutecnéno v mrazdku, mrazici susicce nebo
pouzitim tekutého dusiku. V tomto kroku dochédzi ke zménam fyzikdlnich vlastnosti
v dtsledku tvorby ledovych krystalti, které mohou zapfi¢init agregaci emulznich kapek.
Pokud vzorek obsahuje pufr, pak jeho krystalizace, zplisobend zmrazenim, zapticinuje
zménu pH (Tang &Pikal, 2004; Wang 200). Dilezitym parametrem v tomto kroku je
rychlost mrazeni. Rozdilné rychlosti zptsobuji tvorbu riizné velikych ledovych krystalt.
Pomalé zmrazovani vytvaii velké krystaly v menSim poctu, zatimco rychlé zmrazovani
zpusobuje tvorbu mensich pocetnéjSich krystalti. Velikost a povrch téchto krystali ma vliv

na dalsi kroky lyofilizace (Ingvarsson et al., 2011).

6.1.2 Primarni suSeni

Primérni suSeni zplisobuje sublimaci ledu, ke kterému dochdzi diky nizkému tlaku a
teploté. Nejprve sublimuje povrch vzorku, nasledné spodnéjsi vrstvy. Poté je para ze vzorku
odstranéna difuzi nebo konvekei pfes porézni vrstvy. Velikost port souvisi s velikosti
krystalli vytvofenych v prvnim kroku, coZ ma vliv na rychlost difuze. U rychle zmrazenych
a primarni suseni trva delsi dobu. U vzorkd, které byly zmrazovany pomalu a obsahuji velké
krystaly je transport pary snazsi a primdrni suSeni tak probiha kratsi dobu. Velmi dllezité je,
ze v tomto kroku je snizen tlak, diky tomu je usnadnén transport vodnich par, coz zptisobuje

rychlejsi sublimaci ledu (Tank & Pikal, 2004; Ingvarsson et al., 2011).

6.1.3 Sekundarni suSeni

Cilem sekundarniho suSeni je odstranéni zbytkové vody, kterou vzorek i po
primarnim suSeni obsahuje asi z 10-35 %. Pro kvalitu a stabilitu vzorku je potfeba dosahnout
jeho optimdlni vlhkosti, proto se v tomto kroku reguluje nejenom teplota (kterd je pfi
sekundarnim suSeni zvySena) ale i vlhkost. I v tomto kroku plati korelace mezi povrchem a
rychlosti suSeni. U rychle zmrazenych vzorka s velkou povrchovou plochou probiha béhem
sekundérniho suseni desorpce vody, coz ma za nasledek kratsi pribeh sekundarniho suseni.
Vzorky pomalu zmrazené s velkymi kusy ledovych krystali maji povrch maly, proto je

desorpce vody zhorSena, a tak i sekundarni suseni probiha delsi dobu (Wang et al., 2012).
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6.2 Kryoprotektanty

U emulzi, které¢ jsou vystavené mrazeni a suSeni pii procesu lyofilizace, muze
dochézet k chemickému a fyzikalnimu poSkozeni. K ochrané lipidovych dvojvrstev emulze
se proto pouzivaji latky, které maji kryoprotekéni vlastnosti.

Pti mrazeni vzorku dochazi k zakoncentrovani pevnych ¢astic, které mize vést az
k jejich agregaci a nasledné destabilizaci celého systému. Pfi pfitomnosti kryoprotektantu
k agregaci Castic nedochdazi, jelikoZ sdm migruje z vodné faze (Lee et al., 2009).

Odstranéni vody pifi suSeni zpusobi piiblizeni hydrofilnich ¢asti fosfolipidi
(obsazenych v olejich) a stim spojené ptlisobeni siln€jSich van der Waalsovych sil.
Kryoprotektant se dostavd mezi olejové kapky, zvySuje tak vzdalenost mezi jejich
uhlovodikovymi fetézci a tim jsou interakce oslabeny. Daéle také dochazi k nahrazeni
vodikovych mistkii mezi fosfolipidy a vodou novymi vodikovymi miustky mezi
fosfolipidem a kryoprotektantem. Dochazi tak k omezeni pohybu fosfolipidi, ¢imz je také
zabezpecena ochrana pred nechténym uvolnénim aktivni latky (Cacela & Hincha, 2006;
Ingvarsson et al., 2011).

Nesmirn¢ dulezitou roli pro stabilitu systému hraje koncentrace kryoprotektantu.
Obecné plati, ze vyssi koncentrace je z hlediska zajiSténi stability leps$i, avSak pokud je
dosazeno tzv. limity stabilizace, pak mize vysoké koncentrace vyvolat naopak destabilizaci
(Abdelwahed et al., 2006).

Nejcasteji pouzivanymi kryoprotektanty jsou sacharidy (monosacharidy, disacharidy
i polysacharidy). Konkrétné¢ nejvice popisovanymi kryoprotektanty pro emulze jsou
sachar6za, maltoza, glukdza, trehaldza a mannitol, které jsou si podobny svymi chemickymi
vlastnostmi. Vysledky s nimi jsou ale rozdilné v zavislosti na chemickych a fyzikalnich
vlastnostech emulzniho systému (Zhang et al., 2008).

V praktické casti predkladané diplomové prace byly pouzity sacharidy D-glukéza,

sachardza a D-mannitol (Obrazek 10).
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Obrazek 10 Strukturni vzorce A) D-glukéza, B) Sacharéza, C) D-
mannitol.

6.2.1 Glukoza

Glukoza patii mezi monosacharidy, je ze skupiny aldohex6z. V ptirodé€ je jednim
z produktii fotosyntézy a piedstavuje zdkladni kdmen zasobni energie pro rostliny. Glukoza
je stavebni jednotkou pro mnoho piirodnich oligosacharida (laktoza, maltoza, sachar6za) a
polysacharidi (Skrob, glykogen). V €istém stavu se vyskytuje jako bila krystalicka latka
nasladlé chuti. Glukdza se vyskytuje ve dvou enantiomerech, konkrétné jako D-glukoza a
L-glukéza. Jejich fyzikadlni a chemické vlastnosti se neliSi, krom¢ schopnosti stacet
polarizované svétlo, kdy jej enantiomery sta¢i opaénym smérem. V Zivych organismech je
vSak nelze zaménit, jelikoz hexokinaza nedokaze L-glukézu fosforylovat, a ta se tak nemiize
zcastnit metabolismu cukrt (Koolman & Réhm, 2012)

Nejcastéjsi metodou vyroby D-glukozy je bud’ enzymaticka nebo kyseld hydrolyza
rostlinného Skrobu. Miize se ale také vyrabét krystalizaci rostlinnych $§tav (napt. z vinné
révy). Pritomnost aldehydické skupiny dava glukéze schopnost fungovat jako redukéni
¢inidlo (Koolman & Roéhm, 2012).

D-glukoza je esencialni zivinou pro lidské t€lo, protoZe patii mezi nejrychlejsi zdroje
energie pro vSechny tkané a predstavuje jediny zdroj energie pro cervené krvinky a
mozkovou tkan. V organismu se vyskytuje ve formé glykogenu v jatrech, ze kterého se
molekuly glukézy uvoliuji diky procesu glykogenolyzy. V piipadé¢ nedostatku glukdzy
probiha jeji syntéza z tuki pti glukoneogenezi. Gluk6za ma tedy vyuziti v medicing, kdy je
pacientiim aplikovan jeji roztok pii dehydrataci a pii vysoké spotieb¢ sacharidii (Matous et
al., 2010).

V potravinafstvi je pouzivana jako pfirodni sladidlo a taktéz se pouziva na vyrobu

lihu. Glukoza je vyuzivadna i v kosmetickém pramyslu, kde se pouziva jako zahustovadlo.
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Plisobi také jako zvlhcujici ptisada, kterd napomaha udrzovat plet’ hydratovanou a zabranuje
ztraté vlhkosti z pokozky. Velmi Casto je soucasti piipravkl na suchou a starnouci plet’,
ptispiva k regeneraci pokozky a zlepsSuje schopnost bunééné obnovy. Vyskytuje se jako
soucast hydratacnich krémt, ocnich sér, ale také v ptipravcich na ¢isténi pleti ¢i sprchovych
gelech a Samponech, kde snizuje moznou drazdivost zptisobenou PAL (Syrovy, 2015).

Jiz v roce 1996 byla publikovéna studie, ve které byl sledovan vliv glukozy a jejich
oligomerti na stabilitu sonikovanych lipozomt béhem lyofilizace. Vysledky ukézaly, ze
glukoza méla  vysoky  kryoprotektivni  ucinek na  lipozomy  obsahujici
dipalmitoylfosfatidylcholin. Taktéz bylo zjiSténo, Ze glukdza zabranila agregaci a fuzi
lipozomt (Suzuki & Komatsu, 1996).

Dalsi studie se zabyvala efektem gluk6zy na uvolfiovani protinddorového léciva
z polysacharidovych nanocastic. Byly porovnavany formulace o rizné koncentraci glukozy
a vysledkem bylo, Ze ¢astice s niz8i koncentraci, konkrétné 0,5% koncentraci, vykazovaly
vetsi schopnost interakce s nadorovymi buiikami nez Castice obsahujici glukozu v 5%
koncentraci. Obecnym zjisténim bylo, ze koncentrace glukozy (popf. jiného

kryoprotektantu) hraje velkou roli (Curcio et al., 2015).

6.2.2 Mannitol

Mannitol je cukerny alkohol, ktery se pfirozené vyskytuje v Cerstvych houbéch,
stromech (fikovnik, olivovnik, jasan) a mofskych fasach. Nej€astéji ma formu bilé¢ho az
nazloutlého krystalického prasku nasladlé chuti bez zapachu. Produkce mannitolu je velmi
rozmanita. Jelikoz se jednd o cukerny alkohol, jednou z moZznosti ptipravy je redukce
mano6zy. Obvyklym zpisobem primyslové vyroby je hydrogenace fruktdzy s pouzitim niklu
jako katalyzatoru. Pii této vyrobé vznika i sorbitol, coz je izomer mannitolu (lisi je pouze
v orientaci hydroxylové skupiny na druhém uhliku). V pfirodé je mannitol produkovan
fadou organismt vCetn¢ bakterii, kvasinek, hub, fas a mnoha jinych rostlin (Kearsley & Deis,
2012).

Mannitol je hojn€ vyuzivan v medicin€. Pacientim je indikovan pii [é€b€ mozkového
edému, zvySeného nitroo¢niho tlaku, dale je volen jako dopliitkova 1é€ba pfi cystické fibroze.
V nékterych piipadech je také podavan pii selhani ledvin ke zvySeni eliminace urcitych
toxind a k 1écbé hromadéni tekutin. Zajimavosti je, Ze Svétova anti-dopingova agentura fadi
mannitol k zakdazanym latkam z toho diivodu, Ze by mohl maskovat jiné latky (European

Medicines Agency, 2012; World Anti-Doping Agency, 2017).
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V kosmetickém primyslu je taktéz oblibenou surovinou. Pouziva se jako pojivo,
zajistujici soudrznost kosmetickych piipravkl, dale jako humektant, k maskovani
zakladniho zépachu a jako hydratacni slozka. Ve vysokych koncentracich mtize zvySovat
ucinnost konzervacnich latek. Diky jeho antioxidacnim a UV-ochrannym vlastnostem je
Castou ptisadou v hydratacnich pletovych krémech, v kosmetickych ptipravcich s anti-aging
efektem, Ci v opalovacich krémech (Syrovy, 2015).

Mannitol je neodmyslitelnou soucasti i potravinarského primyslu, kde je ndhrazkou
sachardzy a je vhodny pro diabetiky, jelikoz nezvysuje hladinu inzulinu v krvi. Na obalech
produktii jej lze nalézt pod oznadenim E 421 a v Ceské republice se smi pouZivat jen
v nezbytném mnozstvi ve vyrobcich se snizenym obsahem cukrl, protoZze miZze mit
negativni vliv na zazivaci trakt (Vrbova, 2001).

Studie zroku 2019 o vyuziti mannitolu a dalSich latek jako kryoprotektanti
mikroemulzi s pupalkovym olejem ukazala, ze pfedstavuje optimalni ochranny ti¢inek a ¢im
vice bylo v emulzi pouZzito jednodruhového kryoprotektantu, tim byl snadnéjsi rehydratacni
ucinek. Lyofilizace sice zplisobila zvétSeni Castic emulze, ale v nanoméfitku se hodnota
indexu disperze Castic zmensSila a systém byl stabilnéjsi (Wu et al., 2019).

Kulkarni et al. (2018) zkoumali smacivost lyofilizati, ktera je smérodatna pii jejich
rekonstituci. Pravé pti dobré smacivosti pronika rekonstituc¢ni kapalina snaze vné lyofilizat
a je podpoftena jeho dalsi dezintegrace. Mannitol zlepsil smacivost pevnych latek lyofilizatu,

coz usnadnilo a urychlilo rekonstituci (Kulkarni et al., 2018).

6.2.3 Sacharoza

Sacharo6za je nejbéznéjsi disacharid, ktery vznikéd z monosacharidii a-D-glukozy a -
D-fruktdzy spojenych glykosidickou vazbou. Spojeni vznika na 1. uhliku a-D-glukézy a 2.
uhliku B-D-fruktozy, proto patii sachar6za mezi neredukujici disacharidy. Sachar6za se
pfirozené nachazi ve vSech zelenych rostlinach jako jejich metabolicky produkt a mizeme
jinalézt ve stonku, listech 1 plodech. Sachardza se vyskytuje ve formé bilé krystalické latky,
ale jednotlivé krystaly jsou bezbarvé. Ma nasladlou chut’ a pouziva se jako standard pro
urceni relativni sladkosti (Koolman & R6hm, 2012).

Rocné se vyrobi vice nez 140 milionil tun sachardzy z cukrové fepy nebo cukrové
titiny. Do distribuce se dostavaji rGzné druhy sachardzy, které vznikaji rozdilnymi
vyrobnimi postupy (hnédy cukr, kapalny cukr, krystalovy cukr...). Z toho plyne, Ze nejvétsi
vyuziti sachardzy je pravé v potravinafstvi, kde se pouziva jako sladidlo a pii vysSich

koncentracich plisobi jako konzervant. VyuzZitelnost sachardézy je také mozna
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v biotechnologiich, kde slouzi jako fermenta¢ni substrat napt. pii vyrobé drozdi nebo
ethanolu (Koolman & Rohm, 2012).

Sachardza najde své uplatnéni i ve farmacii a kosmetickém pramyslu. Casto se
pouziva jako regulator chuti nebo pojivo pii pripraveé 1€ki. Je zakladni slozkou cukrovych
peeling, které maji exfoliacni ucinek, déle je slozkou past uréenych na epilaci. Najit ji lze i
Samponech a mydlech, kde piisobi jako konzervant a prodluzuje tak trvanlivost produktu
(Syrovy, 2015).

Vroce 2001 byla provedena studie, ve které byl zkoumam vliv Tweenu 20 a
sachardzy na stabilitu anti-L-selektinu v pribéhu lyofilizace a nésledné rekonstituce. Bylo
zjiSténo, ze ptridavek sachar6zy ma pozitivni vliv na sekundarni strukturu proteinu, ktera
zustala po provedeni lyofilizace neporusend. Avsak pfi rekonstituci nebyl pouhy ptidavek
sachardzy dostate¢ny, dochazelo k agregaci ¢astic. K tvorb¢ agregéatu nedoslo az poté, co byl
k sachar6ze ptidan Tween 20 (Jones et al., 2001).

O rok pozdéji bylo zkoumano chovani smési mannitolu se sachar6zou v pribéhu
lyofilizace. Bylo prok4zéno, Ze ve smési v poméru 3:1 mannitol:sacharéza je dostatek
mannitolu na vytvotreni pevného lyofilizatu, u kterého nedochazi ke kolapsu struktury a
zaroven je ve smési dostatek sachardzy pro ochranu proteinu pfed agregaci (Johnson et al.,

2002).
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7 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Emulze jsou systémy, které jsou schopné transportovat aktivni latky, kvili zvySeni
jejich rozpustnosti, stability nebo z diivodu minimalizovani jejich vedlejSich ucinki.
Nicméné, emulze jsou disperze, ve kterych vodnad faze zaujiméa podstatnou ¢ast jejich
objemu. U takovych systémi to miize znamenat nékolik nevyhod, jako je riziko mikrobidlni
kontaminace nebo hydrolyzy, které mohou vést k destabilizaci a degradaci celého systému.
Jednou z moZnosti, jak predejit vySe zminénym problémim, mize byt lyofilizace emulze,
pfi které dochazi k odstranéni vody sublimaci ve vakuu.

Zaroven se v soucasnosti stdva stale vice popularnim Setrnéj$i zptisob Zivota, na coz
reaguje vyzkum ve vSech oblastech. U emulznich systémt, naptiklad v oblasti kosmetiky,
se tyto zajmy soustiedi predevSim na snahu nalézt vhodnou alternativu pro klasické
surfaktanty, které maji iritacni potencidl. U stabilizace emulzi mohou byt klasické PAL
nahrazeny pfirodnimi polymery, pevnymi ¢asticemi nebo jejich kombinaci. Stabilizace
emulzi kombinaci pravé povrchové aktivniho proteinu a ¢asticového stabilizatoru ptinasi
fadu zajimavych vlastnosti a vyhod, navic tento systém muze byt vhodnym nosi¢em pro
aktivni latku.

Stabilizaci emulzi kombinaci proteinu a nanokrystalické celuloézy se vénovali ve své
publikaci Liu et al. (2018), ktefi vyuzili interakce hovéziho sérového albuminu (BSA) a
CNC pro ptipravu emulzi s vysokym obsahem vnitini fdze (HIPE — z angl. high internal
phase emulsion). Principem stabilizace emulze bylo pokryti CNC molekulami BSA. U takto
pfipravenych emulzi byla potvrzena stabilni a tuha mikrostruktura (Lit et al., 2018). Dale
podobnou problematiku studovala ve své publikaci Pind’dkova ef al. (2019). Jejich emulze
byly pfipraveny tiemi rozdilnymi zpiisoby, které se lisily v potadi pfidavku CAS a CNC.
V této studii byla potvrzena dilezitost potradi ptidavani stabilizujicich latek (Pind’akova et
al.,2019).

Emulze stabilizované kombinaci CAS a CNC studovala ve své diplomové¢ praci také
Koc¢i (2020), kdy stejnym zptisobem piipravené emulze byly pouzity pro pripravu oleogeld
jako nosice aktivni latky kurkuminu (Ko¢i, 2020). Z toho je zfejmé, Ze aktivni latky do takto
stabilizovanych systémt je mozné enkapsulovat.

Kurkumin se diky svym vlastnostem (Rauf et al., 2018) tradi¢n€ povazuje za aktivni
latku v disperznich systémech, kde ale sam muze pusobit jako stabilizator. Schopnost
kurkuminu stabilizovat emulze zkoumal Aditva et al. vroce 2017, kdy byly pouzity

kurkuminové nanocastice ke stabilizaci Pickeringovych emulzi typu V/O. Kurkumin byl
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schopen snizovat mezipovrchové napéti, coz usnaditovalo ptipravu emulze a ptispivalo k jeji
stabilit¢. Do formulace pfipravovanych emulzi byl pfidan i1 syrovatkovy protein, ktery
zabranoval zpétné krystalizaci kurkuminu. Ten nadéle slouzil jako aktivni latka, ale zdroven
byly vyuzity jeho vlastnosti pro stabilizaci systému (Aditva et al., 2017).

Nova studie zroku 2020 pojednavé o enkapsulaci kurkuminu do kaseinatovych
nanocastic, které jsou posléze lyofilizovany. I kdyz se nejednd o emulzi v pravém slova
smyslu, lyofilizat byl stabilni vice nez 6 mésict pfi teploté 4-8 °C. Nasledné¢ provedena
rekonstituce byla taktéz GspéSnd, velikost astic nebyla vétsi o vic nez 5 % oproti plivodni
velikosti Castic (Barick et al., 2020).

Zajimava je také studie, ve které byly hodnoceny lyofilizaty obsahujici kurkumin.
Bylo zjisténo, ze barevnost lyofilizatl poukazuje na uspésnost enkapsulace kurkuminu. Vice
zluté lyofilizdty zna¢i vetsi mnozstvi volného kurkuminu, zatimco svétlejsi lyofilizaty
obsahuji kurkumin enkapsulovany. Porovnani barevnosti, a tedy mnozstvi volného vs.
enkapsulované¢ho kurkuminu, poukazuje na to, Ze lyofilizaty svétlejSi (enkapsulovany
kurkumin) jsou vice stabilni (vii€i vysSim teplotdm ¢i kyselym podminkam) (Guo et al.,
2020). Tato skutecnost mize mit vliv na uvolilovani kurkuminu z lyofilizatt, kdy se
predpoklada, Ze volny kurkumin bude uvoliiovan snadnéji nez enkapsulovany kurkumin.

Literarni reSerSe ukazuje, ze problematika tykajici se lyofilizace emulzi s obsahem
kurkuminu nebyla dosud velmi zkouména. Tato prace tedy muze slouzit jako zakladni
stavebni kamen pro ziskani a prohloubeni dalSich znalosti z oblasti lyofilizace emulzi

s aktivnimi latkami.
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8 CILPRACE

Jednim zcili diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe tykajici se
stabilizace emulzi, konkrétné alternativnimi mechanismy stabilizace pomoci vice typu
stabilizatort. V teoretické casti jsou také rozebrany témata tykajici se enkapsulace aktivnich
latek, podrobnéji enkapsulace kurkuminu, dale je popsan proces lyofilizace a jeho praktické
uplatnéni a také je pozornost vénovana kryoprotektantim. Teoretickd ¢ast slouzi jako
podklad pro zpracovani vysledkl a praktickému porozuméni dalsi ¢asti prace.

Cilem praktické casti byla priprava emulzi stabilizovanych c¢asticemi
nanokrystalickou celulézou a kaseinatem sodnym s enkapsulovanou aktivni latkou
kurkuminem. Dale byly pfipraveny emulze s pfidavkem kryoprotektanti D-mannitolem, D-
glukozou a sachar6zou. Tyto emulze byly lyofilizovany a produkty lyofilizace byly
charakterizovany. Neposlednim cilem prace byla analyza uvoliiovani aktivni latky

kurkuminu z lyofilizath.
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II. PRAKTICKA CAST
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9 MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

V nasledujicich seznamech jsou shrnuty materialy a metody, které byly vyuZity pii

zpracovani praktické ¢asti diplomové prace.

9.1 Pouzité chemikalie

o Olivovy olej extra virgin nefiltrovany (Borges original, obchodni sit¢ ¢eského trhu)

o Kaseinat sodny (Sigma Aldrich, Némecko)

o Nanokrystalicka celuloza (Celluforce, Kanada)

o Destilovana voda, demineralizovana voda

o Kurkumin (Sigma Aldrich, Némecko)

o Chlorid sodny (Merck, Némecko)

o Methanol (Sigma Aldrich, Némecko)

o Sachardza (Chemapol, Ceska republika)

o D-Mannitol (Penta, Ceska republika)

o D-Glukéza (Chemapol, Ceska republika)

o Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok-Dulbeccos’s Phosphate Bufferet Saline
10x, zkracen¢ PBS (Biosera, Francie)

o Polysorbat 80 - Tween ™ 80 (Sigma Aldrich, Némecko)

o dialyza¢ni membrana (MUCO:3,5 kDA, spectapor, Dialysis membrane, Standard
RC tubing)

9.2 Pristroje

o Bé&zné laboratorni vybaveni

o Analytické vahy (BA 110 S, Sartorius, Némecko)

o Laboratorni centrifuga (EBA 20, Hettich, Némecko)

o Laboratorni vahy (EW 420-3NM, Kern, Némecko)

o Laserovy analyzator ¢astic (Mastersizer 3000, Malvern, Velka Britanie)

o Elektromagnetické michadlo (MR Hei-Standard, Heidolph)

o Ultrazvukovy sonikator (UP 400St, Heilscher, Némecko)

o UV-VIS spektrofotometr (V-750, Jasco, USA)

o Michadlo Vortex (Biosan, V-1 plus)

o Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM; Phenom-World's Phenom ProX Desktop
SEM, ThermoFisher Scientific, Ceska republika)
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Laboratorni lyofilizator Alpha 2-4/LSCbasic (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Némecko)
Konfokalni laserovy mikroskop (Olympus Fluoview FV3000, Japonsko)
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10 POSTUP PRACE

10.1 Priprava vodnych disperzi CAS a CNC

Zasobni disperze kaseinatu sodného byla pfipravena v koncentraci 2 hm.%.
Navazené mnozstvi CAS bylo rozpusténo v destilované vodé a disperze byla ponechana na
magnetické michacce po dobu 4 hodin do uplného rozpusténi CAS. Po uplynuti této doby
byl roztok uloZen do lednice aZz do nasledného pouziti. JelikoZ je CAS velmi nachylny
na mikrobialni degradaci, byla jeho nova disperze pfipravena vzdy ptfed planovanou
laboratorni praci.

Vodna disperze CNC (2 hm.%) byla pfipravena stejnym zplsobem jako disperze
CAS. K tomu byla navic provedena trojnasobna sonikace v délce trvani jedné minuty pii
amplitudé 60 %.

Tyto disperze slouzily po celou dobu jako zasobni, a pti dalsi praci byly fedény na

pozadovanou koncentraci.

10.2 Priprava olejové faze s kurkuminem

Pro ptipravu Pickeringovych emulzi bylo potfeba nejprve piipravit olejovou fazi
emulze s pfidavkem kurkuminu. Do sklenéné vialky bylo navdZeno 15 mg kurkuminu a
pridano 20 g olivového oleje. Vialky byly obaleny alobalem kviili mozné svételné degradaci
kurkuminu a na magnetické michacce byla smés michdna do tplného rozpusténi kurkuminu.
Nasledovala sonikace této smési pii amplitudé 60 % a po dobu 1 minuty. Sonikace byla
provedena celkem tfikrdt a mezi kazdou operaci bylo potifeba pockat na ochlazeni oleje
z divodu zabranéni tepelné degradace kurkuminu i oleje. Poté byla smés 5 minut
centrifugovéna pii 6000 rpm, pro ptipady, Ze se nepodafilo rozpustit veskery kurkumin.
Zcentrifugovany kurkumin zlstal usazen na sténach zkumavky a olej s rozpusténym

kurkuminem byl po centrifugaci slit do ¢isté zkumavky.

10.2.1 UV-VIS spektrofotometrie pro stanoveni koncentrace kurkuminu v oleji

Spektralni metody jako naptiklad spektrofotometrie jsou zalozeny na absorpci zafeni.
Zéklad tedy maji v Lambert-Beerové zdkoné, kterym lze matematicky vyjadiit zavislost
absorbance roztoku na koncentraci absorbujici latky (kurkumin).

Pro stanoveni koncentrace kurkuminu voleji byla zvolena UV-VIS

spektrofotometrie. Jako rozpoustédlo byl vybran methanol, ve kterém je sice olivovy olej
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nerozpustny, nicméné kurkumin je v tomto rozpoustédle rozpustny vyborné, coz umoznilo
jeho extrakci z olivového oleje.

Jako prvni bylo zméfeno spektrum referencniho vzorku (methanol). Poté bylo
provedeno promeéieni spektra u vzorku obsahujiciho methanol spolu s kurkuminem o
hmotnostni koncentraci 0,1 mg/ml. Nejvyssi hodnota absorbance byla naméfena pii vinové
délce A=423 nm. Tato hodnota byla poté pouzita pro urceni absorbance u vzorki kalibra¢ni
fady a vlastniho vzorku kurkuminu v oleji. Kalibra¢ni fadu tvofily roztoky kurkuminu
v methanolu s hmotnostni koncentraci 0 mg/ml; 0,001 mg/ml; 0,002 mg/ml; 0,003 mg/ml;
0,004 mg/ml a 0,005 mg/ml. Pro stanoveni koncentrace kurkuminu v oleji bylo
napipetovano 250 ul tohoto vzorku do odmérné baiky a doplnéno methanolem na objem

25 ml, u takto pfipraveného vzorku byla prométena absorbance.

10.3 Priprava emulzi

Pickeringovy emulze byly pfipraveny smichanim olejové a vodné faze s naslednou
sonikaci pti amplitudé 60 %. Pomér olejové a vodné faze byl 20/80, kdy do sklenéné vialky
byly navazeny 2 g olejové faze (s/bez kurkuminu), pfi¢emz celkové mnoZzstvi emulze bylo
10 g. Vodna faze sestavala z disperzi CAS a CNC v rozli¢nych objemech v zavislosti na
zpisobu ptipravy. Do vodné faze bylo také zahrnuto vzdy 50 pl 1M roztoku NaCl, které
zajistovalo zvyseni stability emulze.

Postup pfipravy emulzi byl pievzat z diive publikovaného ¢lanku (Pind’akova et
al.,2019), kdy pro ptipravu emulzi byly zvoleny 3 rozdilné zplsoby, které byly pouzity 1

v této praci:

e Zpusob piipravy emulzi R1 zahrnoval smichéni 2 g oleje + 4 ml 0,5% disperze
CAS + 4 ml 0,5% disperze CNC + 50 pl 1M roztoku NaCl. Nasledovalo
zvortexovani smeési po dobu 1 minuty pro lepsi promichani vodné a olejové faze,
nakonec byla smés sonikovana po dobu 1 minuty.

e  Zpusob ptipravy emulzi R2 zahrnoval smichéni 2 g oleje se 3 ml 0,5% disperze

CAS. Tato smés byla vortexovana 1 minutu a nasledn¢ 1 minutu sonikovéna.
Poté bylo ke smési ptidano 5 ml 0,5% disperze CNC spolu s 50 pl 1M roztoku
NacCl a probé¢hla opétovna sonikace po dobu 20 sekund.

e  Zpusob pfipravy emulzi R3 spocival nejprve ve smichéani 2 g oleje se 3 ml 0,5%

disperze CNC a 50 pl 1M roztoku NaCl. Tato smés byla podrobena vortexovani
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v délce 1 minuty a nasledné sonikaci o stejném case. Ke smési bylo nasledné

pfidano 5 ml 0,5% disperze CAS a probé¢hla sonikace v délce 20 sekund.

50 pl NaCl
Sonikace
4 ml 0,5M CNC —
60s EMULZE
4 ml 0,5M CAS
2 g oleje

Sonikace

60 s
3ml 0,5M CAS

2 g oleje

Sonikace
—
60s

50 pl NaCl

3 ml 0,5M CNC

2 goleje

Obrazek 11 Schéma piipravy emulzi; nahote R1, uprostfed R2, dole R3.
Amplituda sonikace (60 %) byla zvolena na zéklad¢ ptedchozich zkuSenosti z
pracovisté. Pfi této amplitudé bylo moZné ziskat Castice emulze o nejmenSim rozméru, a

tudiz tak zajistit nejlepsi stabilitu emulze.

10.3.1 Pickeringovy emulze s pridavkem kryoprotektanti

Ptiprava Pickeringovych emulzi s obsahem kryoprotektanti probihala dle stejného
schématu uvedeného v kapitole 10.3 s tim rozdilem, ze ptfed prvni sonikaci byl ke smési
pfidan kryoprotektant. To znamena, Ze pfi zplisobu piipravy emulzi R1 néasledoval ptidavek
kryoprotektantu ihned po smichdni vodné a olejové faze (pied sonikaci). U cesty R2 byl

smichan olej, CAS a kryoprotektant, nasledovala sonikace a pfidani zbytku vodné faze dle
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schématu. U cesty R3 byla nejprve ptipravena smés oleje s CNC, NaCl a kryoprotektantem,
nasledna sonikace a ptidavek zbylé vodné faze.

Jako kryoprotektanty byly vybrany sacharidy D-gluk6za, D-mannitol a sacharoza.
Pocatecni koncentrace kryoprotektanktli byla stanovena na 10 %, v nasem ptipadé byl do
smési tedy pfidavan 1 g polysacharidu. V pozdéjsi fazi experimentu byly pouzity rozdilné
koncentrace sachardzy 5 % a 15 %.

Emulze byly pfipraveny v sadach s olejovou fazi jak bez kurkuminu, tak i s olejovou
tazi s kurkuminem. Byla také zvolena spole¢nd amplituda 60 % pro vSechny emulze.

Ptipravené emulze byly ulozZeny pii 4 °C ve tmé do jejich dalsi analyzy.
10.4 Charakterizace emulzi

10.4.1 Velikost a distribuce emulznich kapek

Velikost a distribuce emulznich kapek byla méfena pomoci piistroje Mastersizer
3000. Pristroj funguje na principu laserové difrakce a je schopen stanovit velikost Castic
vrozmezi od nckolika desitek nanometri po jednotky milimetri. Piistroj detekuje
rozptylené svétlo od laserem ozéatenych c¢astic. Velikosti ¢astic hraji roli pfi rozdilném
rozptylu svétla — velké ¢astice rozptyluji svétlo pod mensSimi thly neZ malé ¢astice. Ptistroj
méii vzdalenost, thel a intenzitu svételnych vin. Detektor poté tato data analyzuje a
vypocitava velikost ¢astic (vysledkem je primér koule ekvivalentniho objemu).

Meéieni velikosti emulznich kapek probiha tzv. mokrou cestou za pouziti jednotky
»Hydro“, kterd je plnéna demineralizovanou vodou, a ve které je vzorek dispergovan.
Jednotka ,,Hydro* je opatiena michadlem, jehoz otacky byly nastaveny na 2200 ot./min.
Mg¢éteni probihalo pii 25 °C, a parametry méteni byly nasledujici: absorbance emulznich
kapek byla nastavena na hodnotu 0,001 a refrakéni index na hodnotu 1,421. Kazdy vzorek
byl prométen tiikrat a vysledna hodnota byla vyjadrena jako primérna hodnota. Vysledky

udavajici velikost kapek jsou uvedeny jako objemove vazeny primér D(4;3) v um.

10.4.2 Mikrostruktura emulzi

Emulze byly pozorovany pomoci konfokéalniho mikroskopu FLUOVIEW FV3000.
Konfokalni mikroskop je druhem svételného mikroskopu, u kterého dochazi k eliminaci
zkresleni kvuli paprskiim vychazejicim z hmoty nad a pod zaostienou rovinou. Pro praci
s konfokalnim mikroskopem je velmi dulezita tloustka preparatu, ktera by se idealn¢ méla

blizit nule. V tomto piipadé bylo na podlozni sklicko ptidano cca 10 pl vzorku emulze a
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prekryto krycim sklickem. Zobrazeni emulzi bylo mozné diky pfitomnosti kurkuminu
v olejové fazi. Emulze byly pozorovany pfti zvétSeni 40x. Fotky byly potizeny a zpracovany

softwarem Olympus FV318S.
10.5 Priprava a charakterizace lyofilizata

10.5.1 Lyofilizace emulzi

Pfipravené vybrané emulze byly ulozeny do mrazicich boxi do doby jejich
lyofilizace. Pfed samotnou lyofilizaci byly emulze zmrazeny na teplotu -20 °C a déle na
-80 °C. Takto pripravené vzorky byly vlozeny do lyofilizatoru a po ustaleni teploty na
-80 °C byla zahgjena hlavni faze suSeni pii tlaku 0,06 mbar. Hlavni susSeni probihalo 30
hodin, po ném ihned zacala druhé faze kone¢ného suseni pfi tlaku 0,001 mbar v délce trvani

14 hodin.

10.5.2 Mikrostruktura lyofilizatu

Skenovaci elektronové mikroskopii byly podrobeny vzorky s pfidavkem 10 %
glukozy, 10 % mannitolu a 5% sachardzy, jelikoz byly vizudlnim pozorovanim
vyhodnoceny jako nejleps$i. Vzorky byly pozorovany pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM) Phenom Pro X. Vzorky byly umistény na uhlikovou pasku na terciku a
jejich prebytek byl odstranén vzduchem. V tomto ptipadé nebyly vzorky pokryty vrstvou
zlata. Zrychlovaci napéti bylo 10 kV. SEM je druh mikroskopu, ktery vyuziva pro
zobrazovani pohyblivy svazek elektronli a pouziva se k zobrazovani detailt objekti, které
béZny opticky mikroskop nezobrazi. Principem SEM je pohyb tzkého svazku elektronti po
jednotlivych mistech zkoumaného vzorku. Dle interakce dopadajicich elektronti
s materidlem vzorku vznikd signal o urcité intenzité, ktery je pfenesen do detektoru a

nasledné vyhodnocen.

10.5.3 Rekonstituce

Jednim z diivodi lyofilizace je sniZzeni narokd na skladovani produktu. V piipadé
lyofilizovanych emulzi mize byt vyhodnou vlastnosti lyofilizatu jeho zpétné rekonstituce
do podoby emulze. Proto byla jednou ze studovanych charakteristik lyofilizath i tato
vlastnost. Rekonstituce lyofilizatu probihala jeho rehydrataci pomoci destilované vody
v poméru 20:80 (lyofilizat:voda), tak aby byl zachovan ptivodni pomér emulze. V nasem

piipadé€ bylo navazeno 0,2 g lyofilizatu do vialky a postupné¢ k nému bylo pfidano po 100 pl
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destilované vody az do celkového objemu 0,8 ml. Mezi kazdym ptidavkem vody byl vzorek

kratce promichéan na vortexu. Rekonstituce byla sledovana vizualné.

10.6 Stanoveni uvoliiovani kurkuminu z lyofilizatu

Ptipravené formulace emulzi a jejich nasledna lyofilizace byla studovana z hlediska
jejich vyuziti jako nosiCe aktivni latky, kdy byl zvolen kurkumin, ktery je lipofilni aktivni
latkou. Diulezitou vlastnosti nosi¢t aktivnich latek je jejich schopnost tuto latku uvolnovat
v biologickém prostiedi (organismu). Proto byla sledovana schopnost lyofilizatu uvoliiovat
kurkumin do média (PBS + Tween 80). Uvoliiovani kurkuminu ze studovanych formulaci
bylo sledovano po dobu 72 h, pfi¢emz vzorek lyofilizatu byl umistén do dialyzacni
membrany. Mnozstvi uvolnéného kurkuminu bylo stanoveno spektrofotometricky, kdy jeho

koncentrace byla vypocitdna pomoci metody kalibra¢ni primky.

10.6.1 UV-VIS spektrofotometrie pro stanoveni koncentrace kurkuminu v médiu

Pro ur€eni koncentrace kurkuminu béhem jeho uvoliiovani do média byla pouzita
metoda kalibra¢ni pfimky. Bylo tedy nutné pfipravit sérii kalibra¢nich standardii kurkuminu
v médiu. Médium bylo tvotfeno fosfatovym pufrem (PBS), ve kterém bylo rozpusténo 0,5 %
Tweenu 80 pro zajisténi vyssi lipofility média. Z divodu Spatné rozpustnosti kurkuminu ve
vodé (0,1 mg/ml) byl pro ptipravu roztoku kurkuminu v médiu zvolen nasledujici postup.
Jako vychozi (zé&sobni) roztok kurkuminu v médiu byl pfipraven roztok s koncentraci
0,5 mg/ml. Po navédzeni kurkuminu a doplnéni roztoku na pfisluSny objem, byl roztok
michan na elektromagnetické michacce po dobu 24 hodin, aby se zajistilo rozpuSténi
kurkuminu v co nejvyssim rozsahu. Pro jesté lepsi rozpusténi kurkuminu byl roztok néasledné
sonikovan 2x po dobu 1 min (60% amplituda). Poté byl tento roztok ptefiltrovan pies piedem
zvéazeny stiikackovy mikrofiltr (5 um), tak aby byl ziskan roztok bez nerozpusténého
kurkuminu. Vézkovou analyzou byla ziskdna skute€nd koncentrace zasobniho roztoku
kurkuminu v PBS+Tween 80, kterd byla 0,4919 mg/ml (v potaz byly vzaty i soli
z fosfatového pufru, které vykrystalizovaly na mikrofiltru po jeho uschnuti). Ze zasobniho
roztoku kurkuminu v PBS+Tween 80 byly dale ptipraveny kalibra¢ni roztoky o skutecné
koncentraci 0,00098 mg/ml; 0,00196 mg/ml; 0,00295 mg/ml; 0,00491 mg/ml, 0,00591
mg/ml, 0,00787 mg/ml a 0,09838 mg/ml.

Jako prvni bylo zméfeno spektrum referencniho vzorku (PBS+Tween 80). Poté bylo
provedeno proméieni spektra u vzorku obsahujiciho médium spolu s kurkuminem o

hmotnostni koncentraci 0,4919 mg/ml. Nejvyssi hodnota absorbance byla naméfena pfii
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vlnové délce A= 424 nm. Tato hodnota byla poté pouzita pro urceni absorbance u vzork
kalibra¢ni fady a vlastniho vzorku uvolnéného kurkuminu z lyofilizatu. Vysledna hodnota
rovnice spojnice trendu kalibra¢ni fady slouzila dale pfi stanoveni mnozstvi uvolnéného

kurkuminu z lyofilizatu.

10.6.2 Stanoveni mnoZstvi uvolnéného kurkuminu z lyofilizati

Nejprve byla pfipravena dialyzatni membrédna rozstithdnim na mensi Casti a byla
ponechdna v destilované vod¢ po dobu 30 minut. Mezitim bylo navazeno 0,5 g vybranych
vzorki lyofilizati na analytickych vahach. Navazky byly nasledné vlozeny do dialyzac¢nich
membran a byl k nim napipetovan 1 ml média (PBS+Tween 80). Takto ptipravené vzorky
lyofilizati v membranéach byly vlozeny do kéddinek, do kterych bylo pfidano dalSich 9 ml
média (celkovy objem média byl tedy 10 ml). Kadinky piekryté parafilmem byly poté
umistény na elektromagnetickou michacku (350 ot./min). VSechny vzorky, které byly
sledovany pro uvoliiovani kurkuminu, byly umistény ve tmé, aby se predeslo svételné
degradaci kurkuminu.

Odebirani vzorkt probihalo v pravidelnych intervalech nejprve po ptl hoding, poté
po hoding (5x) a nésledn€ po 24, 48 a 72 hodinach. Vzdy byly odebrany 2 ml média a objem
byl doplnén opét 2 ml Cerstvého média. Po kazdém odebrani byl vzorek prométfen pomoci
UV-VIS spektrofotometrie. Vzorky byly méfeny pii vinové délce A= 424 nm ve tiech
opakovanich. Jejich primérnd hodnota slouzila pro vypocet koncentrace kurkuminu
v lyofilizovaném vzorku.

Pro vypocet koncentrace uvolnéného kurkuminu v daném case byla pouzita rovnice
(1). Nésledn¢ byl uren kumulativni soucet vypocitanych koncentraci a vypocitano

kumulativni uvolnéni kurkuminu (Rovnice 2).

PA-
(1) e ==+

(2) % R = — x 100,
mg

kde:  cx — koncentrace uvolnéného kurkuminu v daném ¢ase [mg/ml]
@A — prumérna absorbance
g, k — koeficienty rovnice spojnice trendu uvedené v kapitole 10.6.1
% R —uvolnéné mnozstvi kurkuminu [%]

mk — hmotnost kurkuminu o zndmé koncentraci vztazena na navazku lyofilizatu
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11 VYSLEDKY A DISKUZE

11.1 Charakterizace olejové faze s obsahem kurkuminu

Koncentrace kurkuminu v olivovém oleji byla stanovena pomoci UV-VIS
spektrofotometrie. Nejprve byla proméfena kalibraéni ftada standardd kurkuminu
v methanolu. Rovnice kalibra¢ni piimky byla ve tvaru y= 198,54x+0,0011 a faktor
spolehlivost R? byl 0,9998.

1.2

1 y =198.54x + 0.0011
R?=0.9998

absorbance (1)

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006

koncentrace kurkuminu v methanolu [mg/ml]

Obrazek 12 Kalibra¢ni kiivka kurkuminu rozpusténého v methanolu.

Vzorky olivového oleje s kurkuminem byly vzdy méfeny ve Ctyfech opakovanich,
priméma hodnota ziskanych absorbanci byla dosazena do rovnice regrese z kalibracni
kiivky a nasledné byla vypocitana skutecné koncentrace kurkuminu v oleji. Toto mnozstvi
bylo v proméfenych vzorcich v rozmezi 0,14-0,38 mg/ml. Oproti pivodni navéZzce
kurkuminu (0,75 mg/ml) Ize vidét ubytek, ktery mtze byt zpisoben manipulaci s olejem,
jeho moZnou tepelnou nebo svételnou degradaci ¢i zachycenim kurkuminu na sténach
zkumavek po centrifugaci. Olivovy olej jako nosi¢ kurkuminu byl nadale pouZit pro ptipravu

emulzi.
11.2 Charakterizace emulzi

11.2.1 Vizualni hodnoceni emulzi stabilizovanych systémem CAS/CNC s piidavkem

kryoprotektanti

Vizuéln€ pozorovany byly vzorky emulzi obsahujici olejovou fazi s kurkuminem i

bez kurkuminu. Rovnéz byly pfipraveny emulze s pfidavkem kryoprotektantii i vzorky bez
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kryoprotektantd. Vizualni hodnoceni bylo provedeno nejprve ihned po emulgaci, poté po
uplynuti 24 hodin. Vysledky jsou zobrazeny na nasledujicich obrazcich. Emulze obsahujici
kurkumin jsou oznaceny pismenem K, emulze bez néj jsou znaceny pismeny OO (olivovy
olej). Zpisob cesty piipravy (R1, R2, R3) je zakreslen na vickach vialek. Ptipadna
pritomnost kryoprotektantu a jeho koncentrace je poznacena vzdy vpravo dole. Pofizené
fotografie byly upraveny v programu PhotoRoom.

Na obrazku 13 jsou vyobrazeny emulze vytvofené tfemi rozdilnymi cestami
popsanymi v kapitole 10.3 bez obsahu kurkuminu ve vodné fazi a také bez ptidavku
kurkuminu. Kratce po emulgaci zacalo dochazet ke krémovéni u cesty R1, vzorky vytvofené
zpisobem R2 a R3 byly homogenni. Po uplynuti 24 hodin doslo ke krémovani u vzorkt

ptipravenych cestou R1 i R2. U vzorku R3 bylo pozorovéano slabé krémovani.

QO - po 24 hodinach

Obrazek 13 Emulze s olejovou fazi bez kurkuminu a bez ptidavku kryoprotektantu.
Obrazek 14 dokumentuje emulze vytvofené stejnym zpusobem, také bez kryo-
protektantli, avSak nesouci enkapsulovany kurkumin. Po emulgaci zafalo dochazet ke
krémovani u vzorkd R1 a R2, emulze pfipravend cestou R3 byla stabilni. Po 24 hodinach

doslo k rozd¢leni fazi vzorki R1 a R2, vzorek R3 byl stéle stabilni.

| i
Ri R2 | R

K K - po 24 hodinach

Obrazek 14 Emulze s olejovou fazi s kurkuminem bez ptidavku kryoprotektantu.
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Pokud porovndme vzhled emulzi bez kurkuminu a s kurkuminem bez piidavku
kryoprotektantl, mizeme fict, Ze oba typy emulzi dosahly stejnych vysledki. Po 24
hodinach doslo k jasnému krémovani u vzorkt ptipravenych zpisobem R1 a R2, vzorky R3
byly vice homogenni. Vzhledem k faktu, Ze emulze byly déale pouzivany pro tvorbu
lyofilizat, nebylo cilem pozorovani jejich kratkodobé ¢i dlouhodobé stability.

Na obrazku 15 lze vidét emulze s obsahem kurkuminu v olejové fazi a také
s ptidavkem 10 % mannitolu. Po provedeni emulgace dochidzelo ke krémovani vzorku
piipraven¢ho dle cesty R2, vzorky R1 a R3 byly homogenni. Po uplynuti 24 hodin ztstal
homogenni pouze vzorek R3. Emulze s obsahem sacharozy a glukozy vykazovaly stejné
chovani jako emulze s mannitolem, proto jejich fotografie nejsou zafazeny. Z tohoto
kratkodobého pozorovéani nelze usoudit, zda mize mit na stabilitu emulzi vliv pfidavek
kryoprotektantu, ¢i kurkumin. Mzeme pouze konstatovat, ze se podafilo ve v§ech ptipadech
vytvofit emulze, pfi¢emz na jejich nestabilitu (krémovani) ma vliv pfedevsim cesta piipravy.

I ptes krémovani byly ptipravené formulace stabilni a byly nasledné vyuzity pro lyofilizaci.

K + 10% mannitol

K + 10% mannitol , po 24 hodinach

Obrazek 15 Emulze s olejovou fazi s kurkuminem a pfidavkem 10 % mannitolu.

11.2.2 Meéreni velikosti a distribuce ¢astic

Meérieni velikosti ¢astic a jejich distribuce byla provedena dle postupu uvedeném
v kapitole 10.4.1. Byl vyhodnocovan vliv cesty pfipravy na velikost emulznich kapek a také

ovlivnéni velikosti kapek zptsobené pritomnosti kurkuminu a kryoprotektantti ve formulaci.

11.2.2.1 Vliv cesty piipravy emulzi

Vliv zpiisobu pfipravy emulzi na velikost jejich kapek byl zkoumam u emulzi bez

kurkuminu a s enkapsulovanym kurkuminem.
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V Tabulce 1 jsou uvedeny primérné velikosti emulznich kapek a jejich smérodatné
odchylky. U emulzi bez kurkuminu (v tabulce oznaceno jako OO) lze vidét, Zze nejveétsi
velikosti emulznich kapek (8,02 um) bylo dosazeno pii piipravé cestou R2, nejmensi
velikosti pak cestou R3 (3,06 um). Stejny trend byl pozorovan i u emulzi s kurkuminem (v
tabulce oznaceno jako K) — nejvétsi velikost emulznich kapek méla emulze R2 a nejmensi
emulze R3. Velikost kapek zavisi na mechanismu stabilizace, tedy na zvolené cesté ptipravy.
Dle Pind’dkové et al. (2019) vznikaji nejveétsi emulzni kapky cestou R2 proto, Zze mnozstvi
CAS mnozstvi pro pokryti veskerého oleje neni dostatecné, a proto stabilizuje populaci
menSich emulznich kapek, a pozd¢jsi pridani CNC stabilizuje vétsi kapky, a tim zvysuje
emulgacni kapacitu systému. Naopak divodem vzniku nejmensich kapek cestou R3 je praveé
pozdéjsi ptidavek CAS k emulzi s obsahem CNC a NaCl — v tomto okamziku dochazi ke
snizeni velikosti emulznich kapek pravdépodobné diky povrchové aktivite¢ CAS, CNC a
CAS tak piisobi synergicky (Pind’akova et al., 2019). Vysledky uvedené v Tabulce 1 tak
koresponduji s vysledky z uvedené studie.

Tabulka 1 Pramérna velikost emulznich kapek vyjadfena jako D(4;3) + smérodatna odchylka SD [pm]

Cesta Typ olejové faze
ptipravy 00 00 +K
R1 5,03+0,13 4,63 +0,02
R2 8,02+0,14 7,46 £ 0,20
R3 3,06 + 0,04 2,44 +£0,07

Z porovnani jasné vyplyva, Ze u emulzi obsahujicich kurkumin byla velikost kapek
mensi nez u emulzi bez kurkuminu, a to ve vSech ptipadech. Srovnani velikosti kapek je
vyobrazeno také na Obrazku 16. Rozdil ve velikostech je pomérné maly, piesto lze tento
trend pozorovat u vSech cest ptipravy. Je patrné, Ze kurkumin v tomto piipad¢ neni pouze
bioaktivni latkou, ale pfispiva ke stabilizaci emulzi. Schopnosti kurkuminu pftispivat ke
stabilizaci emulze se zabyval Aditva et al. (2017), ktery zjistil, ze kurkumin snizuje
mezifazové napéti a tim usnadiiuje piipravu emulzi a zvySuje jeji stabilitu (Aditva et al.,

2017).
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Obrazek 16 Vliv cesty piipravy emulzi na velikost emulznich kapek (OO — olejova faze
s olivovym olejem; K — olejova faze s olivovym olejem a kurkuminem).

11.2.2.2 Vliv kryoprotektantii

Vliv kryoprotektantti na velikost emulznich kapek byl pozorovan u emulzi s obsahem
kurkuminu a pfidavkem 10 % mannitolu, 10 % glukézy a 10 % sachardézy. Emulze
obsahujici mannitol nebylo mozné prométit z diivodu vyrazné agregace kapek, proto nejsou
vysledky ztohoto meétfeni uvedeny. Meéfeni velikosti emulznich kapek na pfistroji
Mastersizer bylo témito agregaty znehodnoceno, bylo potieba neustalého ¢isténi ptistroje, a
ani piesto nebyly vysledky uspokojivé.

Pokud porovname vliv cesty ptiprav na velikost kapek emulzi s kryoprotektantem,
tak obecné nejvetsi kapky vznikaly pii ptipraveé cestou R2, nejmensi kapky pak cestou R3.
Tyto vysledky koresponduji s vysledky emulzi bez ptidavku kryoprotektantu, které byly
prezentovany v kapitole o vlivu cesty piipravy.

Na Obrazku 17 je zobrazeno porovnani velikosti emulznich kapek s kurkuminem bez
kryoprotektantu 1 s kryoprotektanty. Pfidavek 10 % sachar6zy do emulze nezapftiCinil
pfilisné rozdily mezi velikosti kapek emulzi se sachar6zou a emulzi bez kryoprotektantu.
Coz lze vidét 1 na Obrazku 18, kde jsou zobrazeny distribu¢ni kiivky téchto emulzi. Je
ziejmé, Ze piidavek sachardzy neovliviiuje velikost emulznich kapek Zadnym zpisobem, ani
se nepodili na stabilizatnim mechanismu emulzi, protoze distribu¢ni kiivky emulzi jsou
témef totozné. Ve vSech pripadech miiZeme pozorovat tfi populace Castic, pfi¢emz vliv cesty

ptipravy zistdva zachovan.
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Obrazek 17 Porovnani vlivu pfidavku kryoprotektantu glukézy (GLU) a sacharozy (SACH)
na velikost emulznich ¢astic, K zna¢i obsah kurkuminu v emulzi.

6 -
5 -
R1_K_sach
4 + R2_K_sach
————— R3_K_sach

—%—R1_K

Intenzita [%]
w

Velikost emulznich kapek [pm]

Obrazek 18 Distribuce velikosti emuznich kapek pfipravenych cestami R1, R2 a R3
s ptidavkem kryoprotektantu sacharézy (sach) a bez kryoprotektantu. K znac¢i obsah
kurkuminu v emulzi.

Glukoéza (10 %) ve formulaci ovlivnila velikost emulznich kapek vyraznéji, pokud
porovname parametr D(4; 3), tak cestou pripravy R1 vznikly kapky mensi, cestou ptipravy
R2 a R3 kapky vétsi, nez jaké se vyskytovaly u emulzi bez kryoprotektantt. I pfesto, stejné
jako u emulzi bez kryoprotektantu nebo emulzi se sachar6zou, maji distribu¢ni kiivky

trimodalni charakter (obrazek 19).
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Obrazek 19 Distribuce velikosti emuznich kapek pfipravenych cestami R1, R2 a R3
s pfidavkem kryoprotektantu glukézy (glu). K znaci obsah kurkuminu v emulzi.

Nicméné rozdily vliv kryoprotektantu na velikost emulznich kapek nebyl pfili§

zasadni. Stale plati, Ze vlastnosti emulzi nejvice ovliviiuje zvolena cesta piipravy.

11.2.3 Popis mikrostruktury

Na Obrazku 20 jsou zachyceny mikrostruktury vyse popsanych pfipravenych emulzi.
Vrchni fadek predstavuje emulze bez kryoprotektantu ptipravenych riznymi cestami (zleva
R1,R2, R3). Emulze R1_K neni homogenni, objevuji se v ni shluky kapek, mizeme rovnéz
pozorovat vice populaci emulznich kapek. Emulze R2 K obsahuje vice populaci kapek o
vyrazné rozdilnych velikostech a taktéZ neni homogenni, lze vidét vyrazné floky emulznich
kapek. Emulze R3 K je nejvice homogenni, netvofi se floky, a velikost emulznich kapek se
1i$1 minimalné, ptfiCemz je vyrazné nizsi nez v pripadé R2-K. Toto pozorovani je v korelaci
s vysledky méfeni velikosti emulznich kapek a jejich distribuénimi kfivkami.

Na druhém tadku jsou emulze s obsahem 10 % glukézy. Mikroskopické pozorovani
téchto emulzi odhalilo flokulaci, na kterou nepoukazaly distribu¢ni kiivky. Konkrétné se
flokulace vyskytla u emulze piipravené cestou R1 (R1_GLU), ktera je flokulovana pouze
mirné, naopak emulze R2 GLU je flokulovana ve velkém rozsahu, avsak lze si v§imnout
emulznich kapek o velmi nizké velikosti. Emulze R3 GLU je naopak homogenni (jak ve
velikosti kapek, tak ve struktuie).

Emulze obsahujici 10 % mannitolu jsou zobrazeny na druhém fadku odspodu.
Emulzi R1_MAN tvofi pomérmné velké kapky, které se shlukuji. Emulze R2 MAN ptisobi
nekonzistentné a je tvofena nejvetSimi emulznimi kapkami. Emulze R3 MAN je vic

homogenni nez emulze R1 _MAN, avSak také jeji kapky tvofi shluky. U emulzi s pfidavkem
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mannitolu (R1 a R3) lze pozorovat pomérné hustou, soudrznou sit’ emulznich kapek, coz
mohlo zpisobit komplikace pti méteni jejich velikosti laserovou difrakci (Mastersizer), kdy
tuto kompaktni sit’ nebylo mozné rozdispergovat v dispergacni jednotce ,,hydro®.

Posledni zkoumanou sadou emulzi byla sada s 10 % sachardzy, které jsou
vyobrazeny na poslednim fadku. U emulze R1_SACH je pozorovatelna mirna flokulace,
emulze R2 SACH obsahuje vice populaci kapek, avSak je bez vyskytu shluka. Emulze

R3 SACH je tvotena také vice populacemi kapek, které nejsou flokulované.

Obrazek 20 Mikrostruktura emulzi pfipravenych cestami R1, R2, R3

bez/s obsahem kryoprotektantli (méfitko je 50 um).
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Porovnanim vSech emulzi vyplyva, Ze nejvice homogenni emulze vznikaly pfi cesté
pripravy R3, ¢emuz odpovidaji i vysledky z ptedchazejici kapitoly (nejmensi emulzni kapky
vznikly praveé cestou piipravy R3). Dale je z fotografii patrné, Ze nejoptimalnéjsich vysledkt
bylo dosazeno pfi pouziti kryoprotektantu sachardzy, kdy nedochazelo k flokulaci a agregaci
¢astic. Proto byly vytvofeny i emulze obsahujici 5 a 15 % sachardzy. Fotografie nejsou

zatazeny, jelikoz odpovidaly fotografiim emulzi s 10 % sachardzy.

11.3 Charakterizace lyofilizati

Lyofilizace emulzi byla provedena postupem uvedenym v kapitole 10.3.1. Nejprve
byly lyofilizaty zhodnoceny vizualné a nasledn¢ byly vybrany vzorky k SEM analyze pro
zjisténi mikrostruktury. Analyza SEM byla provedena u vzorkl lyofilizatt, které byly

vyhodnoceny vizualnim pozorovanim nejlépe.

11.3.1 Vizualni hodnoceni lyofilizati

Z literatury vyplyva, ze spravny lyofilizdt ma tvar kold¢e bez propadlého ¢i
vypouklého stfedu, dotyka se stén vialky tzn. neni smrskly a nejsou u néj pozorovatelné
oddélené faze piivodni emulze (Ray & May, 2016). Stejnym zplisobem byly zhodnoceny 1
vzorky nami studovanych lyofilizati.

Na Obrazku 21 jsou zobrazeny lyofilizaty emulzi bez piidavku kryoprotektantt,
nahofte bez kurkuminu v olejové fazi, dole s obsahem kurkuminu pfipravenych cestami R1,
R2 a R3. Lepsi produkty lyofilizace vznikly z emulzi s pfidavkem kurkuminu. Tyto
lyofilizaty jsou kompaktni, maji kolaCovy tvar a nemaji oddélené faze. U lyofilizath z emulzi
R1 a R2 lze pozorovat lehce zborcenou sktrukturu, lyofilizat R3 K je prakticky bez vady.
Oproti tomu lyofilizaty bez kurkuminu maji zborcenou strukturu, oddéleny olej a jsou
smrsklé. Timto pozorovanim Ize potvrdit, ze kurkumin ptispiva ke stabilizaci systému nejen

pti emulgaci, ale také pii nasledné lyofilizaci.
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Obréazek 21 Vzhled lyofilizath z emulzi pfipravenych cestou: zleva R1, R2, R3. OO
znaci olejovou fazi z olivového oleje, K znaci olejovou fazi s pridavkem kurkuminu.

Obrazek 22 srovnava vliv kryoprotektant na vzhled lyofilizati zohlednujici cestu
pfipravy emulzi. Na prvnim fadku jsou lyofilizaty s pfidavkem 10 % glukozy fazeny dle
cesty pfipravy emulzi zleva R1, R2 a R3. U lyofilizati R1_GLU a R2_GLU je zborcena ¢i
zcela rozpadla struktura, lyofilizat R3 GLU ma vzhled kolace a je nejvice kompaktni.
Lyofilizaty s obsahem 10 % mannitolu byly celistvé, bez zborcené struktury bez oddélenych
fazi. Rozdil mezi cestami R1, R2 a R3 nebyl pozorovan. Dlivodem vzniku takovych
lyofilizath byla pravdépodobné struktura emulze, ze které lyofilizaty vznikly. Emulze
s mannitolem vytvaiely hustou a kompaktni sit’, coz mohlo pfispét ke vzniku kvalitniho
lyfolizaéniho produktu. Lyofilizaty s ptidavkem sacharézy byly vytvofeny z emulzi, které
obsahovaly 5, 10 a 15 % tohoto kryoprotektantu. Nejlepsich produkti lyofilizace bylo
dosaZeno pii koncentraci 5 % sachardzy. Lyofilizaty s 10 a 15 % sachar6zy mély oddélenou
olejovou fazi a rozpraskanou spodni ¢ast struktury. Koncentrace kryoprotektantu a jeji vliv
na stabilitu systému zkoumal Abdelwahed et al. (2006), dle kterého mutze vysoka
koncentrace kryoprotektantu (po dosazeni limity stabilizace) systém destabilizovat. Tomuto
tvrzeni odpovidaji 1 naSe vysledky, kdy koncentrace 10 % a 15 % sachardzy zplsobila vznik
horsich produktl, nez pouziti nizs§i 5% hmotnostni koncentrace.

Pti bliz§im zkoumani byly zjiStény rozdily 1 v textufe lyofilizath. Naptiklad
lyofilizaty pouze s kurkuminem bez kryoprotektantu mély pénovou strukturu, lyofilizaty
s 5 % sachar6zy mély jemnou texturu bez velkych castecek s voskovym omakem. Textura
lyofilizati s 10 % mannitolu byla podobnd jemnému pevnému prasku, u kterého dochazelo
po rozpracovani k tani. Lyofilizaty s 10 % glukdézy mély texturu cukrové vaty, kterd se po

rozpracovani tavila do olejovych c¢asteCek. VIiv na rozdily v textufe mohly byt
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pravdépodobné zptisobeny rozdilnou strukturou samotnych kryoprotektantti (velikost jejich
krystall). D-mannitol byl do emulzi pfidavan v podobé velmi jemného prasku, sacharoza

byla tvotfena krystalky o velikosti kuchyniské soli a nejvetsi krystaly tvotila glukdza.

[ vl
e B &
K_SACHI - -
K_5% SACH --

Obrazek 22 Vzhled lyofilizatt z emulzi pfipravenych cestou: zleva R1, R2, R3
s pfidavkem danych kryoprotektantti. K znaci pfitomnost kurkuminu v olejové fazi.
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11.3.2 Mikrostruktura lyofilizata

Mikrostruktura lyofilizatd byla pozorovana pomoci SEM analyzy pii zvétSeni 410x
a zrychlovacim napéti 10 kWA. Na Obrazku 23 jsou zobrazeny vysledky analyzy pro
lyofilizaty s kurkuminem a ptidavkem kryoprotektantd — 10 % glukézy, 10 % mannitolu
a 5 % sacharozy. Vysledky SEM analyzy koresponduji s vizudlnim hodnocenim lyofilizata.
Na prvni pohled lze rozlisit strukturu lyofilizati s mannitolem od lyofilizatt s glukézou nebo
sachardzou — jeho struktura je vice krystalickd, praSkova. Lyofilizaty s obsahem glukozy
a sachardzy tvori naopak kompaktni strukturu. Povrch a struktura lyofilizati tak odrazi
vlastnosti krystal kryoprotektanti.

R1_K_10% GLU R2_K_10% GLU : R3_K_10% GLU

4

R1_K_10% MAN : R2_K_10% MAN R3_K_10% MAN

R1_K_5% SACH R2_K_5 % SACH R3_K_5 % SACH

Obrazek 23 SEM analyza vybranych lyofilizath z emulzi pfipravenych cestou R1, R2, R2 s ptidavkem
kryoprotektantt, K znaci ptitomnost kurkuminu v olejové fazi emulze.
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Na tomtéz obrazku ve vyznaceném poli (lyofilizat R1 K 10 % Glu) lze pozorovat
emulzni klastr tvofeny asi Ctyfmi kapkami oleje obklopenymi pevnymi ¢asticemi. Dale se
podaftilo zachytit emulzni kapku u lyofilizatu R1 K 5 % SACH. Diky tomuto vyobrazeni

se da konstatovat, ze emulzni struktura byla zachovana v matrix lyofilizatu i po lyofilizaci.

11.3.3 Rekonstituce

Rekonstituce byla provedena dle postupu v kapitole 10.3.5. Ackoliv byl dodrzen
doporuceny postup dle Wanga (2000) a to takovy, aby byla k lyofilizatim voda davkovana
postupné a ne najednou, nebylo dosazeno uspokojivych vysledkii. Po rehydrataci dochazelo
k silné agregaci emulznich kapek s naslednou separaci fazi emulze na olej a vodu. Vysledky
rekonstituce jsou zobrazeny na obrazku 24.

Pro nézornost byly vybrany lyofilizdty zemulzi pfipravenych stejnou cestou Rl
obsahujicich vzdy jiny kryoprotektant o hmotnostni koncentraci 10 %. Je mezi nimi patrny
sachar6zou. Nasledovala emulze z lyofilizatu s glukdézou a nejvice separované faze byly
pozorovany u emulze vzniklé z lyofilizdtu obsahujiciho mannitol. Z tohoto pozorovéani
muizeme usoudit, Ze zvolené formulace nejsou vhodné pro rekonstituci zpét na emulzni

systém.

R1, K_Man R1, K_Sach R1, K_Glu

=3

R1,K_Man R1,K_Sach R1,K_Glu

Obrazek 24 Vzhled rekonstituovanych emulzi. Zleva ptidavek 10 % mannitolu, 10 % sachar6zy a 10 %
glukozy.

11.4 Uvolnovani kurkuminu

Aby mohlo byt stanoveno mnozstvi uvoliovaného kurkuminu z lyofilizatu, byla jako
prvni provedena kalibrace metodou kalibra¢ni piimky (Obrazek 25), kdy byly pomoci UV-
VIS spektrofotometrie proméfeny absorbance kalibra¢nich roztokii kurkuminu

v PBS+Tween 80, ze zavislosti absorbance na koncentraci roztoku byla ziskana rovnice
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linearni regrese ve tvaru y= 84,164x-0,0311 s hodnotou spolehlivosti R? 0,9908. Tato
rovnice byla nasledn€ vyuzita pro vypocet uvolnéného kurkuminu do média (PBS + Tween
80) v prubehu 72 h. Vzorky uvolnéné¢ho kurkuminu v PBS+TW 80 byly prométeny ve
Ctyfech opakovanich. Vysledné konstanty rovnice regrese (k; q) byly nasledné pouzity pro
vypocet uvolnéného mnozstvi kurkuminu z lyofilizati podle vypoctl rovnic (1) a (2)
uvedenych v kapitole 10.6.2. Koncentrace kurkuminu byla nasledné piepocitana na procenta

z celkového mnozstvi kurkuminu v 0,5 g lyofilizatu, ktery byl navazen pro stanoveni

uvoliovani.
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Obrazek 25 Kalibra¢ni kiivka kurkuminu rozpusténého v PBS+TW 80.

Na obrazku 26 jsou vyobrazeny grafy zavislosti mnozstvi uvolnéného kurkuminu
v prubeéhu 72 h z rozdilnych lyofilizatt. Na Obrazku 25 A) jsou uvedeny vysledky lyofilizatt
s 10 % glukdzy z emulzi pfipravenych cestou R1, R2 a R3. Je patrné, Ze rozdil mezi
R1 K GLU a R2 K GLU je zcela minimélni a uvoliovani probihd stejné. Lyofilizat
R3 K GLU uvoliiuje naopak nejméné kurkuminu. Stejny trend je patrny i u lyofilizath s 5 %
sacharozy, avSak rozdil mezi cestami je zde jest€ mensi, projevuje se az po 72 hodinach.
Naopak lyofilizaty s 10 % mannitolu uvoliuji nejvice, pokud byly pfipraveny cestou R3,
méné pak cestou R1 a R2. Také u téchto lyofilizati dochézi k uvoliiovani v nejmensim

rozsahu, nejvice je uvoliiovan kurkumin ze systémt s obsahem glukozy.
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Obrazek 26 Vliv ¢asu na uvoliovani kurkuminu z lyofilizatu s ohledem na

cestu piipravy emulzi (R1, R2, R3) a ptfidavkem kryoprotektantu. A) 10 %

glukézy, B) 10 % mannitolu, C) 5 % sacharozy.
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Na obrazku 27 lze porovnat celkové mnozstvi uvolnéného kurkuminu po 72
hodinach uvoliovani kurkuminu z lyofilizati s rozdilnymi kryoprotektanty. Nejvice
uvolnéného kurkuminu bylo dosazeno pii pouziti gluk6zy jako kryoprotektantu, nejméné za
pritomnosti mannitolu v systému. I tady je patrné, ze vliv cesty pfipravy emulzi na
uvoliovani kurkuminu z lyofilizath nebyl pozorovan, cesty R1 a R2 se témét u stejnych
kryoprotektanti neliSily. Cesta R3 za ptitomnosti glukdzy a sacharidu zplsobila snizeni
uvoliiovani, u mannitolu doslo k navySeni uvoliiovani kurkuminu. Maximdlni mnoZzstvi
uvolnéného kurkuminu bylo dosazeno u lyofilizatu R2 GLU, kdy toto mnozstvi ¢inilo
50,4 % plvodniho mnozstvi kurkuminu v lyofilizdtu. Nejniz§i maximalni mnozstvi

kurkuminu bylo uvolnéno z lyofilizdtu R2 MAN, konkrétné se jednalo o 12,2 %.
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Obrazek 27 Porovnani zavislosti celkového mnozstvi uvolnéného kurkuminu na
pritomnosti kryoprotektantu s ohledem na pouzitou cestu pfipravy emulzi.

Uvolnovani kurkuminu zavisi na ispésnosti jeho enkapsulace. O té svéd¢i 1 barevnost
lyofilizati — vice barevny lyofilizat obsahuje vice neenkapsulovaného oleje s kurkuminem,
a je tedy vys$si uvolilovani (Guo et al., 2020). Pii pohledu zpét do kapitoly 11.3.1 na obrazek
22 lze vidét, ze vice zluté byly lyofilizaty s piidavkem glukozy, cemuz odpovida 1 nejvyssi
mnozstvi uvolnéného kurkuminu. Z vysledkt je patrné, Ze na uvoliiovani kurkuminu nema
vliv cesta pfipravy emulze, ale patrn€ nejveétsi vliv ma pouzity kryoprotektant. Uvolnovani
kurkuminu u emulzi stabilizovanych syst¢émem CNC/CAS tedy nelze kontrolovat piivodnim
sloZzenim emulze (cesta R1, R2 a R3), ale ptedevS§im typem kryoprotektantu (Glu, Man,
Sach). I ptesto lze vidét, Ze studované systémy jsou vhodné pro pozvolné uvolnovani

kurkuminu.
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ZAVER

Diplomova prace se zabyvala pfipravou Pickeringovych emulzi stabilizovanych
nanoceluléozovymi c¢asticemi a kaseinatem sodnym s enkapsulovanou aktivni latkou
kurkuminem. Do emulzi byly pfidany kryoprotektanty D-mannitol, D-glukéza a sachardza
pro jejich naslednou lyofilizaci. Poté byla provedena charakterizace produktii lyofilizace,
pfi¢emz pozornost byla zamétena na urc¢eni mikrostruktury lyofilizatd, jejich rekonstituce a
schopnost uvolnovani aktivni latky kurkuminu.

Emulze byly pfipraveny tfemi riiznymi cestami (R1, R2 a R3) vzdy s jednim druhem
kryoprotektantu (D-mannitol, D-gluko6za, sachar6za) ¢i bez néj. Ptipraveny byly sady s
olejovou fazi s obsahem kurkuminu i bez n¢;.

Méienim velikosti emulznich ¢astic pomoci laserové difrakce bylo zjisténo, ze
velikost emulznich kapek zéavisi vice na zvolené cesté pfipravy nez na pfitomnosti
kryoprotektantu. Nejzadané€jsi jsou u emulzi rozméry co nejmensi, ¢ehoz bylo dosazeno pfii
pfipravé cestou R3. Lze tedy fict, ze je vhodné emulzi nejprve stabilizovat pomoci
celulozovych nanokrystalll (tj. Pickeringovou stabilizaci) a posléze sniZit mezipovrchoveé
nap¢ti pfidanim povrchové aktivniho proteinu kaseinatu sodného. Porovnanim emulzi
s kurkuminem a bez kurkuminu bylo zji$téno, ze emulze obsahujici kurkumin byly sloZeny
z mensich emulznich kapek, z ¢ehoz vyplyva, Ze kurkumin nezastava roli pouze bioaktivni
latky, ale pfispiva ke stabilizaci emulzniho systému.

DalS§im krokem bylo pozorovani mikrostruktury emulzi, které nam potvrdilo
vysledky z méfeni velikosti emulznich kapek. Emulze pfipravené cestou R3 mély strukturu
husté kompaktni sit€ s nejmenSimi emulznimi kapkami. Nejvetsi emulzni kapky a nejvice
flokulovana struktura byla pozorovéna piipravou R2, ¢emuz opét odpovidaly vysledky
z laserové difrakce. Nejméné flokulované a zaroven nejvice kompaktni plisobily emulze
s ptidavkem 10 % sacharozy.

Nasledné¢ byla provedena lyofilizace vSech emulzi. Vizualnim hodnocenim byly pro
dalsi praci vybrany dle literatury nejoptimalngjsi lyofilizaty. Porovnanim lyofilizath bez
kurkuminu a s kurkuminem byla potvrzena schopnost kurkuminu podilet se na stabilizaci
systému — lyofilizaty s kurkuminem mély nezborcenou strukturu a nedochdzelo u nich
k odd€lovani olejové faze. Piidavek kryoprotektantti sehral dualezitou roli pfi vzniku
lyofilizath. Viditeln€ nejlepsich vysledkli bylo dosazeno u lyofilizatd s 10 % mannitolu.
Kolace byly celistvé, nebylo pozorovano smrsknuti ¢i déleni fazi. Dilezita byla i samotna

koncentrace kryoprotektantii. Bylo zjiSténo, Ze pfi dosaZeni tzv. limity stabilizace miZze
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kryoprotektant plisobit naopak destabiliza¢né. Pfi pouziti sachar6zy byla nizsi koncentrace,
konkrétné 5 %, €inn¢&jsi nez vyssi koncentrace. Lyofilizaty s 5 % sachardzy mély jednotnou
strukturu, kdezto vyssi koncentrace zptsobovaly vétsi porovitost, déleni olejové faze a
zborcenou strukturu.

Pii mikroskopické analyze vybranych lyofilizati byla studovana jejich
mikrostruktura. Povrch a struktura lyofilizati odrazely vlastnosti krystalii kryoprotektantt.
Jemné drobné krystaly mannitolu daly vzniknout praskovym lyofilizdtim, kdezto vétsi
krystaly glukdzy a sachardzy vytvarely lyofilizaty s kompaktni strukturou.

Byla také provedena zkouska rekonstituce lyofilizat, ktera nevedla k Zadanym
vysledkiim. Rehydratace zplsobovala separaci fazi, pficemz byly viditelné rozdily
v zévislosti na pouZzitém kryoprotektantu. Lze tedy fict, Ze zvolené formulace nejsou vhodné
pro rehydrataci zpét na emulzni systém.

Poslednim krokem prace bylo vyhodnoceni uvoliovani kurkuminu z lyofilizath.
Bylo zjisténo, Ze na uvoliovani aktivni latky nemé vliv cesta ptipravy emulzi (R1, R2, R3)
ale spiSe zvoleny kryoprotektant. Nejvys$si mnozstvi uvolnéného kurkuminu bylo
pozorovano u lyofilizath s obsahem kryoprotektantu glukézy, jelikoZ v lyofilizatu bylo
nejvys$i mnozstvi neenkapsulovaného kurkuminu — ochrana lipidovych dvojvrstev
poskytoval mannitol, u jehoz systémil doSlo k nejpomalejSimu a nejniz§imu uvoliiovani
kurkuminu. I pfes rozdily byly studované systémy vyhodnoceny jako vhodné pro postupné
uvoliiovani aktivni latky.

Zavérem lze tict, ze diplomova prace potvrdila vliv cesty pfipravy a ne/pfitomnost
kurkuminu na stabilitu emulzi. Bylo také dokazano, Ze pfitomnost kryoprotektantu ve
formulaci nemd signifikantni vliv na velikost emulznich ¢astic. Nicméné vybér
kryoprotektantu vyznamné ovliviiuje kvalitu lyofilizacnich produkti a samotny
kryoprotektant plisobi pii procesu uvoliiovani aktivni latky. Tyto vysledky mohou slouzit
pro dal$i vyzkumnou praci zabyvajici se lyofilizaci emulznich systémt s enkapsulovanou

aktivni latkou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BNC bakterialni nanoceluldza

BSA bovine albumin serum (hovézi sérovy albumin)

CAS kaseinat sodny

CNC krystalovy nanocelul6za

GLU glukdza

HIPE high-internal phase emulsion

MAN mannitol

MFC mikrofibrilarni celuldza

NaCl chlorid sodny

o/v emulze typu olej ve vodé

O/V/O dvojita emulze typu olej ve vodé v oleji

PAL povrchov¢ aktivni latka

pl izoelektricky bod

PBS Dulbeccos’s Phosphate Bufferet Saline (fosfatem pufrovany stabilizaéni
roztok)

SACH sachar6za

SD smérodatna odchylka

SEM skenovaci elektronovy mikroskop

UV-VIS ultrafialovo-viditelna
V/O emulze typu voda v oleji

V/O/V dvojitd emulze typu voda v oleji ve vodé
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