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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva piipravou a zptisobem ovliviiovani stability emulzi stabilizo-
vanych za pomoci biopolymert. Konkrétné stabilizovanych prostfednictvim polysacharidu
chitosanu. K vlastni ptipravé emulzi byly pouzity pfedem ptipravené roztoky o rizném pH
s obsahem nizkomolekularniho a sttednémolekuldrniho chitosanu. Vzorky emulzi byly po
urcité ¢asové obdobi uchovany v riznych teplotnich rezimech (4, 25 a 37 °C). U emulzi
byla provedena zakladni charakteristika pomoci vizualniho pozorovani, mikroskopie, mée-
feni velikosti ¢astic, povrchového napéti a { potenciadlu. Vysledky ukazuji, ze zvySena tep-
lota spole¢né s prodluzujici se dobou skladovani ma na stabilitu emulzi neptiznivy vliv.

Naopak se zvySujici se hodnotou pH se stabilita zvySuje.

Kli¢ova slova: emulze, biopolymer, chitosan, stabilita.

ABSTRACT

This Dipoloma Thesis deals with the way of influence of stability of emulsions through
stabilized biopolymers. Concretely, it focuses on the way of influence through the polysac-
charide chitosan. For the preparation of emulsions, solutions of particular pH were prepa-
red in advance. The solutions content chitosan with low molecular weight and chitosan
with medium molecular wight. The solutions of these emulsions were stored for the certain
period of time within a diverse temperature (4, 25, 37 °C). Basic characteristics using visu-
al observation, microscopy, measuring of particle size, surface pressure and ( potential,
were conducted on the emulsions. It results in the fact that increased temperature as well as
the increased period of storage have unfavorable influence on the stability of emulsions.

Conversely, with increased value of pH emulsions are more stable.

Keywords: emulsion, biopolymer, chitosan, stability.
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UvVOD

Emulze jsou heterogenni smési dvou a vice omezené misitelnych nebo nemisitelnych kapa-
lin. Jedna se o disperzni systémy jemnych kapek jedné kapaliny ve druhé, z nichZ jedna

vytvaii kontinudlni kapalné prostredi.

Stézejni vlastnosti emulzi vzhledem k jejich praktickému vyuziti je jejich stabilita. Emulze
by mély zlstat dokonale stabilni a homogenni po dobu potifebnou pro jejich vyuziti.
O emulzich je vSak znamo, ze samy o sobé& jsou agregatné nestalé¢ a velmi snadno tak do-
chazi k jejich destabilizaci a zaniku. Existuje fada znamych projevi destabilizace emulzi,
od sedimentace a krémovani pres flokulaci, koalescenci, fazovou inverzi az po Ostwaldovo
zrani. Je tedy zfejmé, Ze emulze je nutné uréitym zptusobem stabilizovat. Podobné jako je
znamo vice mechanismil destabilizace emulzi, je také zndmo vice moznosti jak tyto systé-
my stabilizovat. Ziejmé nejznaméjsi je stabilizace za pomoci surfaktantu, coz je povrchové
aktivni latka, jejiz molekula je tvoiend hydrofilni a hydrofobni casti. Dal$i moznosti je
stabilizace pomoci pevnych ¢astic, kdy mohou vznikat emulze znamé jako emulze Picke-
ringovy. Emulze tohoto typu neobsahuji ve své struktufe zadné surfaktanty, ponévadz je-
jich mezifazové rozhrani je stabilizovano diky pfitomnosti pevnych ¢astic anorganickeé
1 organické povahy. Mezi takové Castice lze zaradit 1 biopolymery, makromolekularni latky
polymerniho charakteru vznikajici pfi biochemickych procesech v téle Zivych organismi.
Biopolymery jsou cenény a hojné vyuzivany v Sirokém spektru primyslovych odvétvi diky
svym unikatnim vlastnostem, jako je napf. nizka toxicita, biokompatibilita a biodegradabi-
lita. Jsou velmi dobrymi pfirodnimi emulgatory a stabilizatory, Casto vyuzivanymi
v potravinaiském a farmaceutickém primyslu. Ve farmaceutickém priimyslu jsou pouziva-
ny jako stabilizatory emulzi, obaly tablet, pojiva tablet atd. Své vyuZiti nachazi
1 v kosmetickém priimyslu, kde jsou vyuzivany jako nosi¢e aktivnich latek, ucinné stabili-

zatory, emulgatory a regulatory viskozity.

Tyto poznatky byly ovéfeny v experimentalni Casti této prace, kterd se zabyvala nalezenim
optimalnich podminek pro pfipravu a udrzeni maximalni stability u emulzi stabilizovanych
za pomoci biopolymeru chitosanu. Dale provedenim zdkladni charakterizace emulzi
s obsahem chitosanu prostfednictvim méfeni povrchového napéti, méfeni velikosti Castic,

stanoveni zeta potencialu atd.
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I. TEORETICKA CAST
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1 EMULZE

Emulze jsou riznorodé smeési hojné¢ vyuzivané v nejriznéjSich odvétvich primyslu.
S technickym vyznamem téchto disperznich systémii vzrostl zdjem o seznameni s jejich

vlastnostmi, jak po strance teoretické, tak po strance praktické [1, s. 124].

Emulze jsou heterogenni disperzni systémy, kde je disperzni podil i disperzni prostfedi
kapalné [2]. Roku 1960 Commision Internationale de Terminologie definovala emulze,
jako heterogenni disperze jemnych kapek jedné kapaliny ve druhé, z nichz jedna vytvari
kontinualni kapalné prostredi [3, s. 80]. Emulzi tedy tvofi disperzni prostfedi, oznacované
jako kontinualni nebo vnéjsi faze a emulgovana latka tvotici disperzni nebo také diskonti-
nualni, popi. vnitini fazi. Na zakladé velikosti Castic vnitini faze 1ze hovoftit o koloidnich
nebo dispergovanych emulzich. Pro emulze je charakteristické velmi Siroké rozmezi veli-
kosti ¢astic, jejich rozméry lezi mezi 0,1 az 100 um [4, s. 45]. Podminkou vzniku emulzi
je vzéjemna nemisitelnost nebo omezena misitelnost obou kapalin [5, s. 26]. Tyto kapaliny
se od sebe lisi predevsim polaritou. U emulzi byva nepoldrni kapalina oznacovana jako olej
(o) a polarni voda (v). Je-1i dispergovanou fazi olej a spojitou fazi voda, jedna se o emulze
typu O/V (olej ve vod¢). Pokud je dispergovanou fazi voda a fazi spojitou je olej, jedna
se o emulzi V/O (voda v oleji) [4, s. 45]. Aby mohlo dojit k dispergaci, je obvykle vyza-
dovana pfitomnost tfeti slozky, tzv. emulgatoru, tj. latky umoziujici vznik a stabilitu emul-

zi [3, s. 80], [6, str. 172].

1.1 Klasifikace emulzi

Jelikoz jsou emulze sloZité heterogenni soustavy je potieba je urcitym zpisobem tiidit
a klasifikovat. Emulze, lze dé€lit na zaklad€ riznych hledisek a kritérii, proto se déleni
emulzi mize v fad¢ zdroju lisit. Jednou z moznosti je klasifikace dle polarnosti disperzni-

ho prostiedi, podle koncentrace disperzniho podilu a podle velikosti rozptylenych castic.

1.1.1 Polarnost disperzniho prostredi

Emulze 1ze klasifikovat na zaklad€ polarnosti disperzniho prostfedi na emulze ptimé, zna-
mé také jako emulze typu olej ve vodé a emulze obracené, oznaCované jako emulze typu

voda v oleji.

e Piimé emulze (tzv. prvniho druhu) — oznacované jako emulze O/V (olej ve vode),

kdy je kontinualni prostiedi tvoieno polarn€jsi kapalinou. Dispergovanou fazi zde
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tvofi olej a fazi spojitou voda. Ptikladem zde mize byt napt. mléko ¢i latex

[6,s. 172] [7, s. 44];

e Obracené emulze (tzv. druhého druhu) — oznacované jako emulze V/O (voda v ole-
j1), kdy disperzni prostiedi tvoti nepolarni kapalina. Dispergovanou fazi je zde voda
a fazi spojitou olej. Tento typ emulze zastupuje napt. maslo nebo emulgované tuky

[6,s. 172][7, s. 41, 42, 44].

1.1.2 Koncentrace disperzniho podilu

Podle koncentrace disperzniho podilu lze emulze rozdélit na emulze ziedéné, emulze kon-

centrované a vysoce koncentrované nebo-li gelovité emulze.

e Zfedéné emulze — dispergovand nebo také vnitini faze zaujima maximalné 2 %
z celkového objemu emulze. Primérna velikost kapicek je zpravidla fadové 107 m,
coz je rozmgér blizici se velikosti ¢astic v koloidnich systémech [5, s. 27];

e Koncentrované emulze — kde disperzni podil tvoii nedeformované sférické ¢astice.
V monodisperznich systémech mtize disperzni podil zaujmout az 74 obj. %, ¢imz
dochdzi k t€ésnému geometrickému uspotadani kulovitych ¢astic. U polydisperznich
systémll se miiZzeme setkat i s koncentrovanéj$imi emulzemi, jelikoZ malé kapicky
vypliluji prostor mezi t€émi velkymi [6, s. 172];

e Vysoce koncentrované, gelovité emulze — jsou emulze s ¢asticemi disperzniho
podilu uloZenymi v tak tésné blizkosti az dochazi k jejich vzajemné deformaci.
Castice se pak jevi jako kapky ve tvaru mnohosténtl, oddélené od sebe vrstvickou
tenkého filmu koloidnich rozmér. Tento film je tvofen disperznim prostiedim,

pokud je pfitomen, tak i emulgatorem [5, s. 27].

1.1.3 Velikost rozptylenych ¢astic

Emulze je mozné také klasifikovat na zakladé velikosti rozptylenych cCastic tvoticich dis-

perzni prostifedi. Rozeznavaji se zde makroemulze, mikroemulze a nanoemulze.

e Makroemulze — jsou kineticky stabilni disperze minimalné dvou vzajemné nemisi-
telnych kapalin. Jejich distribuce velikosti ¢astic se pohybuje zpravidla v rozsahu
1001000 nm. Makroemulze jsou kalné, mlécn€ zbarvené a termodynamicky
nestabilni. Jejich zabarveni je dano vinovou délkou dopadajiciho svétla na Castice

[5, s. 28], [8, s. 281, 282];
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e Mikroemulze — vytvaii pfechod mezi emulzemi a miceldrnimi koloidy. Velikost
¢astic u mikroemulze se pohybuje v rozmezi 10-100 nm. Ve srovnani s makro-
emulzemi jsou termodynamicky stabilni, transparentni, slabé opalescentni a optic-
ky izotropni. Tyto disperzni systémy vznikaji spontanné vhodnou kombinaci lipo-
filni a hydrofilni slozky a surfaktantu [5, s. 28] [9, s. 53];

e Nanoemulze — jsou transparentni systémy s velikosti ¢astic disperzniho podilu
v rozmezi 50-200 nm. Na rozdil od mikroemulzni jsou nanoemulze pouze kinetic-
ky stabilni a nevznikaji spontanné, ale plisobenim externiho smykového napéti

5, s. 82].
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2  STABILITA EMULZI

vvvvvv

Podobné¢ jako lyofobni koloidni a mikroheterogenni soustavy jsou emulze agregatné nesta-
1€ [6, s. 173]. Pojem stabilita vyjadiuje schopnost emulze odolat zménam jejich vlastnosti
v pribéhu Casu. Z ¢ehoz plyne, ze ¢im je emulze stabilngjsi, tim pomalejsi jsou zmény
jejich vlastnosti [10, s. 269]. Na stabilitu 1ze nahliZet z pohledu termodynamického a kine-
tického. Termodynamicka stabilita se odviji od pravdépodobnosti, ze dany proces, tj. roz-
pad emulze, prob¢hne. Kineticka stabilita je v provazanosti s rychlosti rozpadu dané emul-
ze [4, str. 47]. Ve stabilnich emulzich nelze rozpoznat zmény v poctu, velikosti a prostoro-
vé usporadanosti kapek po dané casové obdobi. V tomto stavu mohou setrvat nékolik
sekund nebo 1 nékolik let. Coz znamend, Ze stabilita je velmi relativni pojem [11, s. 13].
Stalost emulze zavisi na okolnostech a miize se liSit podle toho, je-li ponechéna v klidu
nebo vystavena otfesiim, odstifed’ovani, zménam teploty ¢i jinym vliviim, které mohou vést
k zaniku emulze. Nestabilita emulze se miiZze projevovat celou fadou riiznych procest,
které probihaji souc¢asné nebo postupné, v zavislosti na okolnich podminkach. Nestabilita
se projevi postupnou separaci na makroskopické faze. Jde o spontanni proces, spojeny
s poklesem Gibbsovy energie, vedouci k zaniku emulze [6, s. 193], [11, s. 13 ]. Nejc€asteji
se 1ze setkat s fyzikalni nestabilitou zplisobenou plisobenim gravitacnich sil. Mezi fyzikalni
mechanismy rozpadu se fadi sedimentace a krémovani, flokulace, koalescence, fazova
inverze a Ostwaldovo zrani [10, s. 269]. Tyto procesy ovliviiuje fada faktord, jako je dis-
tribuce velikosti ¢astic, rozdil hustot disperzniho podilu a disperzniho prostiedi, rozdil
tribuce velikosti ¢astic, které urcuji smér Ostwaldova zréani, stabilita kapalného filmu, ktery

urcuje koalescenci [12, s. 1,2].
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2.1 Separace na zakladé gravita¢nich sil

S ohledem na rozdil v hustotach vnéjsi a vnitini faze se nestabilita emulze projevuje budto
sedimentaci nebo krémovanim. Obecné je separace fazi fizena Stokesovym zakonem

(Rov. 1).

vl (p—Tpo) o ()
Kde:
\% rychlost reakce;
p hustota disperzniho podilu;
Po hustota disperzniho prostiedi;
n viskozita vnéjsi faze;
r polomér ¢astic dispergované faze;
g gravitacni zrychleni.

Stokestiv zdkon lze implementovat pouze na individudlni ¢astice, ptipadné pro monodis-
perzni systém. Redlné systémy jsou casto velice slozité a tak existuje fada odchylek
od tohoto zakona [4, s. 49, 50], [13, s. 40]. Emulze jsou polydisperzni systémy.
V emulznich systémech se lze setkat s vysokou variabilitou tvarti &astic. Casto se objevuji
anizometrické, lameldrni nebo fibrilarni tvary, které mohou byt také riznym zpiisobem

agregovany [5,s. 71].

2.1.1 Sedimentace

Sedimentace je jednim z nejjednodussich mechanismil rozpadu emulze. Pisobenim siloveé-
ho pole, napt. gravitacniho, na hrubé a koloidni disperzni systémy se projevuje usmérne-
nym pohybem ¢&éstic, ktery miize vést az k uplnému usazeni Castic nebo k jejich rovnovaz-
nému rozdéleni podle velikosti. Gravita¢ni sily plisobi na kapky emulze, v disledku toho,
ze vnitini taze ma rozdilnou hustotu oproti tazi vnéjsi, a tak dochazi ke gravitacni separaci
jednotlivych fazi [6 s. 116], [12, s. 32]. Pokud je hustota ¢astic vétsi nez hustota kontinudl-
ni faze, pak dochazi k jejich klesani, tj. sedimentaci. Rychlost sedimentace je tedy piimo
umérnd rozdilu hustot disperzniho podilu a disperzniho prostiedi. Priibéh sedimentace
ovlivituje 1 velikost Castic, velké Castice se usazuji mnohem rychleji nez ¢astice malé.
U systémil obsahujicich ¢astice koloidnich rozmérti je sedimentacni rychlost v gravitatnim

poli vétSinou mald, Casto neméfitelnd [6, s. 116], [13, s. 40].
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2.1.2 Krémovani

Podobné jako u sedimentace jsou za tento typ rozpadu emulze zodpovédné vnéjsi sily,
zejména gravitacni, popi. odstfedivé. Paklize tyto sily piekonaji Brownuv tepelny pohyb
emulznich kapek, dochazi k vytvoieni koncentracniho gradientu v systému a vétsi kapky
se zacnou pohybovat vzhiru k hladin€. Hustota disperzniho prostiedi vSak musi byt vétsi
nez hustota dispergovaného podilu, v opacném piipad¢ by totiz dochiazelo k sedimentaci
[1,s. 1, 2]. Krémovani lze tedy charakterizovat jako shromazd’ovani dispergovanych castic
v horni ¢asti systému. Casem dojde k vytvofeni krémové vrstvy na povrchu emulze. Jeji
tloustka je dana pocatecni koncentraci dispergované faze a zptisobem ulozeni jednotlivych
castic ve vrstvé. Rychlost oddélovani fazi ovlivituje fluidita dispergované faze, polydisper-
zita Castic, moznost flokulace ¢astic, existence elektrického naboje a vlastnosti adsorbova-

né vrstvy emulgatoru [5, s. 71].

2.2 Separace na zakladé agregace ¢astic

K separaci emulznich systéml na makroskopické fdze mize dochdzet na zakladé agregace
Castic. Agregaci lze chéapat jako pochod, pfi némz se malé ¢astice shromazd’uji do vétsSich
utvart tzv. agregatll, aniz by pfitom dochazelo k rozruseni fazového rozhrani mezi jednot-
livymi &asticemi a disperznim prostfedim a ke zmenseni plochy jejich povrchu. Céstice
v disperzi vykonavaji neustaly tepelny pohyb, pokud se ptibliZi na dostatecné malou vzda-
lenost, vlivem pfitazlivych sil v misté dotyku se spoji. Céstice si zanechavaji svoji identitu,
pouze ztraceji kinetickou nezavislost, agregat se pohybuje jako celek (kineticka jednotka)
[2], [6, s. 161], [14, s. 852]. Frekvence srazek castic je dana srazkami v disledku Browno-

va pohybu. Cetnost srazek v diisledku Brownova pohybu je ddna vztahem (Rov. 2):

Fg = 16mDyrn? (2)

Kde:

Fs je srazkova frekvence;
Do difuzni koeficient ¢astice;
r polomér castic;

n pocet Castic vztazeny.
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Utinek srazek je dan hydrodynamickymi a koloidnimi interakcemi. Mezi koloidni interak-
ce se fadi napf. elektrostatické, hydrofobni, hydrata¢ni a Van der Waalsovy interakce. Tyto

interakce rozhoduji, zda dojde k agregaci nebo ziistanou ¢astice oddéleny [4, s. 52, 53].

2.2.1 Flokulace

Pti destabilizaci emulze na zéklad¢ agregace Castic lze zpozorovat d&j zvany flokulace.
Jedna se o d¢j, pri kterém dochazi k agregaci dvou a vice Castic, ale zachovava se jejich
individualni charakter. Nedochazi tedy ke zméné primarni velikosti kapek. Pri¢inou floku-
lace je plsobeni pfitazlivych sil [12, s. 3]. Pfitazlivé piisobeni mezi koloidnimi ¢asticemi
je vysledkem Van der Waalsovych mezimolekularnich interakci. K flokulaci dochazi, neni-
li v systému dostatecny odpor k udrzeni ¢astic ve vzdalenosti, kde jsou Van der Waalsovy
sily slabé. Flokulace je proces spontanni a reverzibilni, je mozné jej pfekonat doddnim
energie do systému, napt. protfepanim. Ve zifedénych emulzich mlze flokulace pfispivat
ke gravitacni separaci v disledku zvétSovani efektivni velikosti ¢astic. Ta je ve vétSiné
pripadi nezadouci, protoze snizuje jejich zivotnost. Flokulace také pfispiva ke zvyseni

viskozity emulzi a mlize vést k vytvoreni gelu [6, s. 161], [8, s. 283], [15, s. 420].

2.2.2 Koalescence

Dalsi d¢j, ktery mtze probihat pfi destabilizaci emulze na zékladé agregace Castic, je koa-
lescence. Koalescence je definovana jako proces, pii kterém dochazi ke spojovani dvou
nebo vice kapek kapaliny v jednu o vétSim objemu a mensSim povrchu a tedy mensi povr-
chové energii. Mezi kapkami dochazi nejprve k vytvoreni tenkého filmu disperzniho pro-
stitedi a nasledné k jeho zaniku. Zanik filmu je energeticky ndro¢néjsi, jde tedy o krok,
ktery urcuje rychlost celého pochodu a ma rozhodujici vliv na stabilitu emulze vici koa-
lescenci [2], [16, s. 3, 4]. Koalescence je tedy vysledkem molekuldrniho kontaktu uvnitf
dvou a vice kapek [12, s. 43]. Podobné jako flokulace, i koalescence probiha v disledku
pusobeni pfitazlivych sil. Tyto sily vedou ke spojovani kapek a k pfechodu soustavy
do stavu o nizs$i disperzité, tedy 1 nizsi energii [6, s. 161]. Koalescence zapfticinuje, ze kap-
ky dispergovaného podilu krémuji nebo sedimentuji mnohem rychleji nez obvykle.
To mlzZe mit za nasledek vyznamné mikroskopické zmény ve stavu disperzni faze jako

napt. zmény v primérné velikosti a distribuci ¢astic [8, s. 283], [10, s. 310], [12, s. 3].
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2.3 Ostwaldovo zrani

Destabilizace emulzi miize dale probihat prostfednictvim tzv. Ostwaldova zrani (Ostwald
ripening). Ostwaldovo zrani je mozné definovat jako pienos latky z drobnych castic
na castice vetSich rozméra, probihajici v redlné polydisperzni soustavé v disledku vyssiho
tlaku pary nebo vétsi rozpustnosti mensich ¢astic. Toto snizovani stupné disperzity probiha
az do premény disperzni soustavy na soustavu dostatecné hrub¢ disperzni, v niz jsou rozdi-
ly rozpustnosti nebo tlaku pary castic s riiznym rozmérem jiz velice nepatrné a rychlost
procesu je zanedbatelné mala [17]. Obecné lze fici, Ze Ostwaldovo zrani je vysledkem roz-
dilné rozpustnosti mezi malymi a velkymi kapkami. Kdy s postupem c¢asu dochazi
k vymizeni menSich kapek a jejich rozptyleni v objemu, kde mohou splynout do kapek
vétsich. Teoreticky mliZe vést Ostwaldovo zrani ke kondenzaci vSech kapek do jedné, ¢imz
dojde k separaci fazi. To vSak v praxi neni mozné, jelikoz rychlost riistu klesa se zvysujici
se velikosti ¢astic [12, s. 3], [18, s. 311]. Ostwald ripening se vyskytuje v systémech, kde
maji ob¢ kapaliny omezenou vzijemnou rozpustnost a je jednou z hlavnich pficin zmény
velikosti kapek a jejich distribuce. Vznikd v dusledku vniku rozdilu v chemickém poten-
cidlu mezi kapkami rizné velikosti. Plati, ze mensi kapicky jsou vice rozpustné nez kapky
vEtsi, coZ je dano zakiivenim volné povrchové energie. Molekuly kapek dispergované faze
difunduji z povrchu do kontinualni faze a nasledné se spojuji do kapky vétsi. A tak zatimco
se malé kapky zmenSuji, velké kapky se zvétSuji, coz ma za nésledek snizeni mezifazové

plochy [19, s. 509, 510].

2.4 Stabilizace emulzi pomoci surfaktantu

Jak jiz bylo zminéno vySe, emulze jsou polydisperzni systémy, jejichZ stabilita je velmi
omezend. Tyto systémy lze vSak vhodné stabilizovat a predchéazet tak destabilizaci a pfi-
padné separaci na makroskopické slozky. Jednou z moznosti stabilizace mtize byt ptidani
treti slozky, surfaktantu (emulgatoru). Surfaktant je povrchove aktivni latka (PAL), tj. latka
schopna snizovat povrchové napéti na fazovém rozhrani. V uzs§im slova smyslu je PAL
latka, ktera vyrazné snizuje povrchové napéti jiz v relativné nizkych koncentracich a je pro
tuto vlastnost cilené vyuzivana. Aby dochazelo ke snizovani povrchové energie, musi
se tato latka velmi ochotné a spontann¢ koncentrovat na fazové rozhrani [4, s. 6].
Z chemického hlediska jsou surfaktanty amfipatické nebo také amfifilni molekuly, tvofené
hydrofilni a hydrofobni ¢asti (Obr. 1). Obecné je hydrofilni ¢ast molekuly tvofena polarni

skupinou a hydrofobni ¢ast uhlovodikovym fetézcem [9, s. 38].


http://147.33.74.135/knihy/uid_es-001/hesla/stupen_disperzity.html
http://147.33.74.135/knihy/uid_es-001/hesla/hruba_disperze.html
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Obr. 1. Struktura povrchové aktivni latky [20]

Povrchovée aktivni slozky je mozné klasifikovat na zakladé rtznych kritérii. Nejcastéji
je mozné se setkat s délenim na zaklad¢ jejich hydrofilni a hydrofobni slozky, ¢iselné hod-
noty HLB a systematiky organickych slou€enin [21, s. 28]. Z hlediska stabilizace emulze
je podstatna jejich schopnost vytvatet na povrchu kapek dispergovaného podilu ochrannou
vrstvu, ktera pii tepelné nebo sedimentacni srazce zabrani jejich koalescenci. Dale by méla
spliovat pozadavky, jako napf. hromadit se na rozhrani obou fazi pfimétfenou rychlosti
a vytvaret na fazovém rozhrani soudrzny, elasticky film, ktery vSak nejevi adhezi k filmim

vytvofenych okolo jinych kapek [5, s. 74].

2.5 Stabilizace emulzi elektrickou dvojvrstvou

Zpusob, jakym Ize zabranit agregaci v systémech s vodnym prostfedim je stabilizace elek-
trickou dvojvrstvou. Stabilizace pomoci elektrickych dvojvrstev se fadi mezi fyzikalné
chemické faktory stabilizace. Nabity povrch pfitahuje ionty opacného znaménka, tzv. pro-
tilonty, jejichz ndboj neutralizuje nadboj povrchu a vnika utvar sloZzeny ze dvou opaéné
nabitych vrstev, tedy elektrickd dvojvrstva. Vnitini ¢ast dvojvrstvy je oznacovana jako
vnitini vrstva nebo nabity povrch. Tvofi na povrchu adsorbovanou vrstvu o tloust'ce jedno-
ho iontu, lze ji tedy brat jako plochu nesouci elektricky naboj. Vnitini vrstva ptitahuje pro-
tilonty z roztoku, které tak vytvoii druhou vrstvu o stejné ploSe hustoté néboje, avSak
s opaénym znaménkem. Pii pfiblizeni dvou nabitych povrchli dochdzi k vzajemnému
prostupovani difuzni ¢asti jejich elektrickych dvojvrstev. V prostoru mezi povrchy se usta-
novi nové rozlozeni iontl a tim se zméni 1 pribéh potencidlu a mistni hustoty néboje.

Pfi zuzovani mezery mezi povrchy dochazi k desorpci iontli a vzrastu Gibbsovy energie
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v systému, coz vede ke vzniku odpudivych sil mezi ¢asticemi, které se vlivem tepelného
pohybu opét vzdali [6, s. 85, 161, 162 ], [22, s. 6, 7]. Vznikajici odpudivé sily brani piibli-
7ovéni Gastic dispergovaného podilu a vzniku koalescence. Cim vétsi je tloustka dvojvrst-
vy a ¢im vétsi je naboj kapky, tim U¢innéji je systém chranén proti koalescenci. Vliv kon-
centrace elektrolytu na tyto dvé veliiny je vSak opacny, naboj kapky roste s koncentraci
elektrolytu, zatimco tloustka dvojvrstvy s vzrlstajici koncentraci elektrolytu klesa

[5, s. 75].

2.6 Stéricka stabilizace emulzi

Stabiliza¢ni ucinky lyofilnich koloidii na lyofobni disperze jsou znamy jiz fadu let. Piikla-
dem mohou byt barvy a inkousty pfipravované dispergovanim vhodného pigmentu ve vodé
za pritomnosti riznych v ptirod¢ se vyskytujicich polymert. Pfitomnost polymerd v dis-
perznich systémech mize vyvolavat jak pfitazlivé, tak odpudivé interakce. Uginné stabili-
zace lyofobnich ¢astic je mozné dosahnout ptidavkem latek, jejichz molekuly jsou schopné
dostatecné silné adsorpce na povrchu lyofobni €éstice, ale soucasné jsou rozpustné v dis-
perznim prostiedi [6, s. 162, 163]. Aby byla stabilizace ucinnd, je nutné, aby molekuly
byly na povrchu castic siln€ adsorbovany a aby pokryvaly jejich cely povrch. Témto poza-
davkiim vyhovuji nékteré¢ makromolekuly (blokové kopolymery) a povrchové aktivni latky
tvotici asociativni koloidy. Stabilizace probihd tak, Ze dojde k pfipojeni makromolekul
na povrch ¢astic bud’'to roubovanim nebo adsorpci (fyzikalni nebo chemisorpci). Ptiblizi-li
se dv¢ Castice, na jejichz povrchu je hustd vrstva pevné adsorbovanych makromolekul,
muze dochazet bud'to k vzajemnému pronikani adsorbovanych vrstev nebo dojde k jejich
stlacovani. ZaleZi na afinité¢ polymeru k rozpoustédlu. V dobte zvoleném rozpoustédle, kde
jsou preferovany kontakty mezi segmenty polymeru a molekulami rozpoustédla se
adsorp¢ni vrstvy makromolekul brani vzajemnému pronikani. Soucasné dochézi k expanzi
makromolekul, coZ zvySuje odpor proti stlacovani. To brani pfiblizovani kapek v systému,

a tim 1 koagulaci ¢astic [6, s. 163], [23, s. 6], [24].
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2.7 Stabilizace emulzi pomoci pevnych ¢astic

Stabilizace disperznich systémt za soucasného vyuziti pevnych latek je znama jiz fadu let,
avSak teprve nedavno se stala pfedmétem intenzivniho zajmu. Pevné Castice mohou byt
alternativou povrchové aktivnich latek, pouzivanych zejména ve farmaceutickém a kosme-
tickém primyslu, vykazujicich urcité nezddouci t¢inky, jako napt. drazdivost nebo toxici-
ta. Podobné jako povrchové aktivni latky jsou pevné castice schopny se adsorbovat na
fazové rozhrani disperznich systémt, napt. emulzi a branit shlukovani a slévani jejich ¢as-
tic. Takto stabilizované emulze jsou znamy pod pojmem Pickeringovy emulze (Obr. 2).
Pickeringovy emulze zahrnuji veskeré typy emulzi, a to emulze typu voda v oleji nebo olej
ve vodé ¢1 emulze smiSené. Mezifdzové rozhrani Pickeringovych emulzi je stabilizovdno
za pomoci pevnych ¢astic anorganického nebo organického charakteru [25, s. 23]. Emulze
nesou nazev po svém objeviteli S. U. Pickeringovi, ktery roku 1907 uvefejnil zpravu
o emulzi typu o/v stabilizované pevnymi Casticemi adsorbovanymi na povrch olejovych
kapicek. Jiz o cCtyfi roky diive Ramsden vydal odborny clanek, v némz tvrdil, Ze pevné
Castice jsou schopny se adsorbovat na fazové rozhrani o/v, avSak svou teorii nijak neproka-
zal. Zatimco Pickerig podal diikkazy o stabilizaci emulznich systémli pomoci pevnych
¢astic, kdyz stabilizoval emulzi parafinového oleje ve vode. 1 prestoze se od roku 1907
vSeobecné védelo, ze pevné latky smacené prednostné vodnou fazi maji tendenci stabilizo-
vat emulzi o/v, az experimentalni prace Schulmana a Leja z roku 1954 poukdazala na dile-
zitost velikosti kontaktniho thlu sméceni pti vzniku emulze. V piipadé, kdy kontaktni tihel
svira méné nez 90° jsou pevné Castice prednostné smaceny vodou fazi a maji tendenci
stabilizovat emulze o/v. Naopak je-li kontaktni uhel vétsi nez 90° ¢astice budou stabilizo-
vat emulze typu v/o. V soucasné dobé je vSeobecné zndmo, Ze smacivost ¢astic vyjadiena
za pomoci kontaktniho thlu urCuje typ emulze a jeji stabilitu [25, s. 24], [26, s. 123].
Pti ptiprave stabilnich Pickeringovych emulzi je nezbytné, aby emulze ziistala stabilni viici
jakymkoliv destabilizaénim jeviim (koagulace, koalescence, Ostwaldovo zrani) a aby byl
proces emulgace uskuteCnitelny. Dlouhodobé stabilita emulze je zavisla predevsim na slo-
zeni, vhodné zvoleném stabilizatoru a metod¢ ptipravy [25, s. 25]. Ke stabilizaci Pickerin-
govych emulzi se vyuzivaji pevné ¢astice obvykle o priméru mensim nez 200 nm. Ptikla-
dem mohou byt uhli¢itan véapenaty, siran barnaty, saze, latex ¢i uhlikové nanocastice.
Rovnéz neobvyklé typy Castic, jako napft. kationické nanokrystaly, spory nebo bakterie

[27,s.331], [28, s. 2973].
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Obr. 2. Rozdil mezi klasickou emulzi (vlevo) a Pickeringovou emulzi (vpravo) [25, s. 23]

2.8 Stabilizace emulzi pomoci polymeri

Polymery jsou vysoce specifické latky s relativné vysokou molekulovou hmotnosti, tvote-
né pravideln¢ se opakujicimi jednotkami spojenymi primarnimi kovalentnimi vazbami.
Dosahuje-li molekulova hmotnost polymerd hodnot vyssich nez 10 000 Da, ovliviiuji cho-
vani polymernich fetézcii Van der Waalsovy sily. Z tohoto diivodu mize vznikat v systému
odpor a polymery mohou fungovat jako ucinné stabilizatory. Existuji dva rGzné mecha-
nismy stabilizace pomoci polymerd, stabilizace stéricka a stabilizace pomoci deplece. Sta-
bilizace koloidnich cCastic prosttednictvim deplece je prozatim v pocatecni fazi vyzkumu
a ke stabilizaci vyuziva makromolekuly, které jsou volné v roztoku. Pii vysSich koncentra-
cich se tyto makromolekuly absorbuji na koloidni ¢astice. Castice maji tendenci se k sobé&
pfiblizovat pisobenim Van der Waalsovych sil. Pfiblizi-li se ¢astice na dostate¢né¢ malou
vzdalenost, makromolekuly jsou z prostoru mezi ¢asticemi vypuzovany a tento prostor je
vyplnén disperznim prostiedi a dochazi k tzv. deplec¢ni flokulaci. AvSak jsou-li ¢astice do-
statecné vzdaleny a koncentrace volného polymeru je vysoka, ¢astice se odpuzuji a dochazi
naopak k deplec¢ni stabilizaci [23, s. 6, 7, 8]. Jak jiz bylo zminéno vySe, stabilizace stéricka
spo¢iva ve vzajemném pilisobeni polymernich fetézcii adsorbovanych na povrch Eéstic

bud’to roubovanim nebo adsorpci (fyzikalni nebo chemisorpci) (Obr. 3).
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Obr. 3. Schéma stérické stabilizace (vievo) a stabilizace pomoci deplece (vpravo) [23, s. 6]

Podle poslednich studii 1ze za nejlepsi polymerni stabilizatory pokladat amfifilni blokové
nebo roubované kopolymery. Tedy polymery obsahujici dva rizné monomery zaclenéné
do stejného polymerniho fetézce. Z hlediska stability je dtlezita pritomnost ukotvujici sku-
piny a stabilizujiciho fetézce. Ukotvujici ¢ast polymerniho fetézce vykazuje silnou afinitu
k adsorbentu a je obvykle nerozpustna v disperznim médiu. Slouzi tedy k ukotveni kopo-
lymeru na povrch ¢astice. Stabilizujici fetézec je mnohem vice kompatibilni s disperznim
médiem, k povrchu ¢astic nevykazuje téméi zadnou afinitu, diky ¢emuz vystupuje do dis-
pergacniho média a vytvaii ochranou bariéru (Obr. 4). Kopolymery nahodné nejsou pii
stabilizaci G¢inné, tak jako blokové ¢i roubované. Nicméné¢ nékteré amfifilni homopolyme-
ry mohou byt dostatecné ucinné, plni-li jejich strukturni jednotky ukotvujici a stabiliza¢ni
funkci. Vysledna schopnost stabilizace polymert tedy zavisi na interakcich mezi ¢asticemi,

na rozpoustédle, tlouStce naadsorbované vrstvy, a zda je polymer reversibilné¢ naadsorbo-

van nebo ireverzibilné naroubovan na povrch ¢astice [23, s. 9, 10], [29, s. 226, 227].
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Obr. 4. Schéma znazornujici ukotvujict skupinu (A), stabilizujici Fe-
tezec (B) blokového kopolymeru (a) a roubovaného kopolymeru (b)
pri stabilizaci [23, str. 10]
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3 BIOPOLYMERY

Biopolymery jsou makromolekularni latky polymerniho charakteru vznikajici pti bioche-
mickych procesech v téle zivych organismu. Jsou sestaveny analogickym zptisobem jako
bézné polymery. Vznikaji polykondenzaci zakladnich strukturnich jednotek (monomert)
a spojenim kovalentni vazbou [30, s. 462]. V zivych organismech probiha syntéza poly-
mernich latek pisobenim enzym, které jsou piisné specifické. Enzymatické déje probiha-
jici pii vzniku biopolymert jsou v podstaté¢ jednotné. Kombinaci velkého poctu malych
molekul rizného druhu vznika linedrni fetézec, ktery mize v prostoru zaujimat velky pocet
konformaci vyznacujicich se riznymi vlastnostmi. V porovnanim se synteticky pfiprave-
nymi polymery se biopolymery vyznacuji ptesné definovanou délkou molekuly a pravidel-
nou stavbou tvofenou nekolika pfesné definovanymi zékladnimi jednotkami. Kromé veli-
kosti a presn¢é definované struktury maji tyto makromolekularni latky celou tfadu dalSich
spole¢nych charakteristickych vlastnosti jako napt. botnani, tvorbu gelu a néasledné vytva-
feni koloidnich roztokl pfi plisobeni rozpoustédel [31, s. 4 ]. Diky své chemické struktute
jsou snadno biologicky rozlozitelné a po splnéni své funkce se rozpadaji na fragmenty,
které se stavaji soucasti latkového kolobéhu. Soucasné studie zabyvajici se aplikovatelnosti
polymert se jiz nezaméiuji pouze na biologickou rozlozitelnost, ale i na prospésnost
z hlediska Zivotniho prostfedi, coZ syntetické polymery na rozdil od biopolymert nespliuji
[32], [33, s. 155]. Biopolymery lze rozd¢lit na ¢tyfi hlavni skupiny, a to na polypreny,
polypeptidy, polysacharidy a nukleové kyseliny. Lze se také setkat s délenim dle tvaru
molekul, kdy se déli na tzv. globularni (klubkovité) a fibrilarni (vlaknité). Polypreny jsou
strukturné nejjednodussi ptirodni makromolekularni latky, jejichZ vyznamnym piedstavite-
lem je napt. kaucuk. Kaucuk nachazi své uplatnéni v riznych odvétvich soucasného pri-
myslu, nejvétsi vyuziti vSak nachazi v automobilovém primyslu pii vyrobé pneumatik.
[31, s. 4, 18]. Biopolymery jako jsou proteiny a polysacharidy jsou velmi dobrymi piirod-
nimi emulgatory a stabilizatory, ¢asto vyuzivanymi v potravinaiském a farmaceutickém
primyslu. Ve farmaceutickém primyslu jsou pouzivany jako stabilizatory emulzi, obaly
tablet, pojiva tablet atd. Své vyuziti nachazi i v kosmetickém pramyslu, kde jsou vyuziva-
ny jako nosic¢e aktivnich latek, uCinné stabilizatory, emulgatory a regulatory viskozity
[34, s. 364, 365]. Posledni skupinou biopolymerd jsou nukleové kyseliny, biologicky
aktivni latky hrajici klicovou roli pfi pfenosu a uchovavani genetické informace. Jsou tvo-
feny kombinaci tii zdkladnich slozek, cukerné slozky (pentdzy), dusikaté heterocyklické

baze (purinové nebo pyrimidinové baze) a kyseliny fosforecné. V zavislosti na obsahu
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cukerné slozky (D-ribofuranéza, D-2-deoxyribofurandza) se rozlisuji nukleové kyseliny ribo-

nukleové (RNA) a deoxyribonukleové (DNA).

3.1 Polypeptidy

Polypeptidy (proteiny) jsou vysokomolekularni latky tvotici podstatnou slozku zivych
bunck. Uvadi se, Ze u Zivocichil tvoii az 90 % veskeré organické hmoty. Jejich struktura
je tvotena zakladnimi stavebnimi jednotkami (aminokyselinami). Jedna se tedy o polya-
midy vznikajici kondenzaci velkého poctu aminokyselin. Jednotlivé aminokyseliny jsou
pospojovany pomoci peptidickych vazeb do polypeptidického fetézce. Pater fetézce tvoii
jednotlivé a-aminokyseliny spojené peptidickou vazbou, nesouci postrani fetézce. Retézec
je na jedné stran¢ ukoncen volnou aminokyselinou (N-konec), na strané druhé volnou kar-
boxylovou skupinou (C-konec) [31, s. 21]. Proteiny jsou tvoiené nahodné usporadanymi
hydrofilnimi a hydrofobnimi skupinami, diky ¢emuz ziskavaji charakteristické vlastnosti.
Mnohé proteiny jsou schopny se adsorbovat na fazové rozhrani olej/voda, snizovat povr-
chové napéti a tim zajistit dostate¢nou stabilitu systému [34, s. 364, 365], [35, s. 2, 3].
Vyznamnymi zéastupci biopolymerti na bazi proteinti jsou napi. zelatina, kasein a zein. Me-
zi biopolymery na bazi bilkovin lze také zafadit sdjové proteiny, hraskové proteiny
a syrovatkové bilkoviny, u nichz byla také prokazana schopnost stabilizace emulzi, ne v§ak

v takovém rozsahu [34, s. 365], [36, s. 166].

3.1.1 Zelatina

Zelatina je polyamfolyticky polymer s relativné vysokou molarni hmotnosti ziskavany
ze zviteciho kolagenu. Je to pevna prisvitna latka, kterd po kontaktu s vodou snadno hyd-
ratuje za vzniku oddé€lenych nabotnalych ¢astic. Pokud dojde k zahfevu vodného roztoku
Zelatiny, Zelatina se postupné rozptyli aZz do vytvofeni stabilni suspenze. Pfi opétovném
zchlazeni bude zelatina vytvaret reversibilni gel [34, s. 365], [37, s. 3, 4]. Tyto vlastnosti
jsou dany jeji specifickou strukturou. Diky ni jsou tyto biomolekuly schopné se deformo-
vat a zaujimat velkou ¢ast plochy na fazovém rozhrani olej/voda, kde dochazi k vytvoteni
viskoelastické absorbované vrstvy, kterd je schopna U€inné stabilizovat emulzni systémy

[36, s. 166].
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3.1.2 Kasein

Kasein je hlavni bilkovinnou slozkou sav¢iho mléka s vyznamnymi technologickymi
a nutri¢nimi vlastnostmi. Z chemického hlediska se jedna o skupinu heterogennich fosfo-
proteintl, s vyjimkou k-kaseinu, ktery je fazen mezi glykoproteiny. Prakticky se jedna
0 smgs Ctyf riznych proteinovych frakei asi-, as2-, B- a k-kaseinti. V mléce jsou tyto frakce
agregovany do tzv. submicel. Primarni strukturu kaseinli tvofi sekvence aminokyselin
s nestejnorodym rozlozenim polarnich a nepolarnich skupin. To znamen4, Ze kaseiny jsou
povrchove aktivni latky, tvofené hydrofilni a hydrofobni ¢asti. Nepolarni ¢asti molekul
jsou orientovany do centra submicel, polarni ¢asti molekul (fosfoserinové zbytky) intera-
guji s molekulami vépniku a s vodou. Submicely jsou poté spojeny do vétSich strukturnich
celki, tzv. micel, prostfednictvim fosfoserinovych zbytkii a molekul vapniku pfimo nebo
pomoci volnych fosfati a citratii. Z divodu absence sekunddrni a terciarni struktury vyka-
zuji vysokou povrchovou hydrofobicitu a vyjime¢né povrchové vlastnosti v emulzich
a gelech. Zejména frakce asi- a B-kaseinu jsou povazovany za velmi G¢inné emulgatory. Jsou
schopny snizovat mezifazové napéti pii emulgaci a chranit nové vytvorené kapicky proti

flokulaci a sristani kombinaci stérické a elektrostatické stabilizace [34, s. 365] [38, s. 53, 54].

3.1.3 Zein

Zein je kukufi¢ny na prolin bohaty protein, fazeny mezi prolaminy. Je jednim z mala hyd-
rofilnich proteinti, charakteristickym omezenou rozpustnosti ve vodé, avSak dobrou roz-
pustnosti ve smési neékterych organickych rozpoustédel s vodou (napt. smés ethanol-voda).
Zein takeé patii mezi velmi dobré stabilizatory emulzi. Pfednostné se zeinové ¢astice adsor-
buji na rozrani emulznich systéml typu olej/voda. Vysledna stabilita téchto emulzi
je ovlivnéna koncentraci zeinovych castic, pH a iontovou silou. Za nizkého pH nejsou
zeinové Castice schopny branit slévani kapek, zatimco pfi vysokém pH koalescenci zabra-

fiuji [36, s. 166]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

3.2 Polysacharidy

Polysacharidy jsou jednim z nejrozsifenéjSich druht biopolymeri. Vyskytuji se ve velmi
rozmanitych formach po celém svéte. Jejich struktura je tvofena zdkladnimi stavebnimi
jednotkami (sacharidy), spojenymi glykosidickou vazbou. Monosacharidové jednotky
vytvaii linedrni ¢i vétvené fetézce. V zavislosti na poctu monosacharidovych jednotek se
rozeznavaji oligosacharidy tvoiené dvéma az deseti jednotkami a polysacharidy majici vice
nez deset zakladnich jednotek. Na zakladé chemického sloZeni 1ze polysacharidy rozdélit
na homopolysacharidy, tedy sacharidy tvofené jednim druhem monosacharidovych jedno-
tek, heteropolysacharidy skladajici se ze dvou nebo vice druhti monosacharidi a slozené
polysacharidy obsahujici necukernou slozku [31, s. 100, 101]. Polysacharidy jsou typické
svym hydrofilnim charakterem a vysokou molekularni hmotnosti. Z toho prameni jejich
zahust'ujici schopnosti a schopnost zadrzovat vodu. Na rozdil od proteini, vétSina polysa-
charidi nema povrchové aktivni vlastnosti a neni tedy schopna adsorpce na fazové rozhra-
ni olej/voda nebo voda/olej. Piesto patii mezi vyborné stabilizatory disperznich systémd.
Vytvéii rozmanité sit€¢ a jsou schopny modifikovat viskozitu tak, aby doslo k omezeni
pohybu a srazek dispergovanych kapek. Jiné polysacharidy jako je arabska guma, chemic-

ky modifikovany §krob nebo derivaty celulozy povrchovou aktivitu vykazuji [34, s. 366].

3.2.1 Skrob

Skrob je polymerni latka, ktera se vyskytuje jako rezervni latka v rostlinach, zejména pak
v semenech a hlizach ve form¢ zrni¢ek (amyloblastil) rizné velikosti. Vznika pii fotosyn-
téze polykondenzaci zdkladnich monomernich jednotek gluko6zy, za vzniku molekuldrnich
fetézcl v zelenych castech rostlin. Jedna se o fetézce dvojiho typu, rozvétvené a linearni.
Prvni faze Skrobu (amyldza) je tvofend fetézci linedrnimi, faze druhd (amylopektin) fetézci
rozvétvenymi. Amyloza tvoii 20-30 % Skrobu a skladd se z dlouhych nerozvétvenych
fetézcli spojenych a-(1-4)-glykosidickou vazbou (Obr. 5). Amylopektin se sklada rovnéz
z glukézovych jednotek spojenych o-(1-4)-glykosidickou vazbou. Retézce jsou viak vétvené
pomoci a-(1-6)-glykosidické vazby, kterd se vyskytuje u kazdé desaté az dvanacté glukozoveé
jednotky (Obr. 6). Skrob obsahuje v malém mnozstvi také latky necukerné jako napiiklad este-
rové vazanou kyselinu fosforeénou [31, s. 102, 103], [39, s. 31-34]. Skrob se navenek jevi
jako hydrofilni latka, pfesto jsou Skrobové granule vhodnymi stabilizatory emulzi typu olej
ve vodé. Vzhledem k jejich morfologii a sloZzeni se vyuzivaji jako stabilizatory emulzi

v potravinaiském primyslu [36, s. 165]
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Obr. 6. Strukturni vzorec amylopetinu [40, s. 15]
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3.2.2 Mikrokrystalicka celuloza

Mikrokrystalickd celuloza je ptecisténd, castecné depolymerovana celuldza. Celuldza
je snadno pfistupny, obnovitelny biopolymer rozsifeny po celém zemském povrchu. Jedna
se o vysokomolekularni latku slozenou z n¢€kolika set jednotek B-D-glukozy, vzajemné spo-
jenych glykosidickymi vazbami. Spojenim dvou B-D-glukéz vznika disacharid celobitza, za-
kladni stavebni jednotka glukozy (Obr. 7) [41]. Celuldza je slozena z nékolika milionti mikro-
vlaken, u kterych se rozliSuje parakrystalickd (amorfni) a krystalicka ¢ast. Kyselou hydrolyzou
celuléozy pomoci mineralnich kyselin, napt. kyselinou chlorovodikovou, jsou odstranény
amorfni Casti fetézce a vznika mikrokrystalicka celuléza. Mikrokrystalicka celuldza je stabilni,
hygroskopicky bily prasek bez chuti a zipachu, chemicky inertni a biodegradabilni. Siroce
se vyuziva ve farmaceutickém pramyslu, zejména jako plnivo pii pripravé tablet a kapsli, pii
vlhké granulaci a pro pfimé lisovani. Své uplatnéni nachazi i jako ucinny absorbent pii vyrob¢
granulovanych prasku, dale pak jako nosi¢ oleji a aromatickych latek a v neposledni fadé¢ jako
emulgator. Byla u ni prokdzana schopnost stabilizovat emulze typu olej/voda bez jakéhokoliv

pridavku povrchové aktivniho ¢inidla [36, s. 165, 166], [42, s. 65, 66], [43, s. 6, 7].

OH OH
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o) O HO—
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Obr. 7. Strukturni vzorec celulozy [44, s. 4]

3.2.3 Derivaty celulozy

Derivaty celuldézy vnikaji modifikaci nativni celuldzy. Celuldza je hydrofilni, ve vodé
nerozpustna latka, a to diky existenci mnoha silnych vodikovych vazeb, které se tvoti mezi
jednotlivymi vldkny celulozy. Substituci celulozy lze ziskat jeji ve vodé rozpustnou modi-
modifikaci vznikaji napt. methylceluloza (MC) a hydroxypropylmethylceluléza (HPMC).
Dal§imi nejcastéji uzivanymi derivaty celulozy jsou karboxymethylceluloza (CMC),

respektive jeji sodna sil (NaCMC), hydroxyethylcelul6za (HEC) a hydroxypropylceluldza
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(HPC) [45, s. 162, 163], [46, s. 778, 779]. Z hlediska stabilizace disperznich systému je
nejvyznamnéjsim derivatem celuldzy hydroxypropylmethylceluléza. Jak jiz bylo feceno
vyse, celuldza patii mezi adsorbujici polysacharidy nebo-li povrchové aktivni latky. To je
dano strukturou tvoienou kombinaci hydrofobnich a hydrofilnich skupin podél pateie celu-
16zy. Stejné tak HPMC je tvorena hydrofobnimi (methoxy-) a hydrofilnimi (hydroxypropyl-)
skupinami se silnou tendenci kumulovat se na fAzovém rozhrani olej/voda a snizovat povrcho-
vé napéti. Hydroxypropylmethylceluldza je proto Siroce vyuzivana jak v potravinaiském, tak
ve farmaceutickém primyslu, kde se vyuziva k Gpravé textury a ovliviiovani reologickych
vlastnosti. Ve farmaceutickém prumyslu dale slouzi jako pojivo a potah tablet nebo nahrada

zelatiny pii vyrob¢ tvrdych kapsli [34, s. 366, 368].

3.2.4 Karagenany

Karagenany jsou skupinou vysokomolekularnich ptfirodnich polysacharidii ziskavanych
z bunéénych stén a intracelularni matrix Cervenych tas Celedi Rhodophyceae. NejCastéji
se jednd druhy Euchema spinosum, Gigartinas stellata a Chondrus crispus. Struktura ka-
ragenanll je tvofena ze stavebnich jednotek [-D-galaktopyranézy a 3,6-anhydro-a-D-
galaktopyrandzy, tvorici disacharid karabiozu, spojenych a-(1-3) a B-(1-4) vazbou. Lze se se-
tkat se tfemi zdkladnimi typy karagenanti, a to kappa (x-), iota (1-) a lambda (A)- karagenany.
Jednotlivé frakce se 1isi poctem a polohou sulfatovych skupin. Pocet a poloha sulfatovych sku-
pin a druh navazaného kationtu ovliviiuje jejich rozpustnost ve vod¢, schopnost tvofit viskdzni
roztoky nebo pevné gely. Karagenany jsou znamé pro své zahust'ujici, zelirujici a stabiliza¢ni
schopnosti. Proces Zelatinizace je provazen prechodem karagenu z neuspotfadané Sroubovice
do koaxidlni dvousroubovice. Tato agregace je podpotfena navazanim kationtd (Na, K, Ca).
Karagenany kappa a iota obsahuji anhydridové miistky umoziujici ptechod do uspofadanych
dvousroubovicovych struktur a vytvaret tak gely. Karagenany lambda anhydridové mustky
neobsahuji, tudiz pozbyvaji schopnost tvorit gely. V kombinaci s dalsSimi biopolymery se pou-
zivaji jako ucinné stabilizatory emulzi a geld, do pletovych vod, o¢nich kapek, tablet a kapsli

[34,s. 366, 367], [47, s. 164-175], [48, 5. 167, 168].
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3.3 Chitosan

Chitosan je jediny pfirodné se vyskytujici kationicky polysacharid. Jedna se o castecné
deacetylovany linearni biopolymer N-acetyl glukosaminu. Chitosan je ziskdvan a primys-
lové vyrabén alkalickou N-acetylaci polysacharidu chitinu za pomoci 50% roztoku hydro-
xidu sodného pii nékolikahodinovém varu (Obr. 8). Dal$i moznosti ptipravy je enzymatic-
ka deacetylace chitinu s pouzitim lysozymu, neutrdlni proteazy a N-deacetylazy. Stupen
deacetylace chitinu se udava v procentech, obvykle se pohybuje v rozmezi 60-100 %. Stu-
peit deacetylace reguluje mnozstvi volnych aminokyselin v polymernim fetézci, které jsou
k dispozici pro interakei s ionty kovi, jako napt. Ag”, Cu**, Zn". [49, s. 929], [50, s. 56],
[S1, str. 11]

NHCOCHS

NaOH ﬂdeaceiylace

CH,0H CHo0H
Hp———— H H
H o H L
“‘\KCJH H OH H
H
H NH5 H NH2
b . — I_I
Chitosan

Obr. 8. Schéma vzniku chitosanu z chitinu [52, s. 297]

Chitin je ithned po celuléze druhym nejrozsifenéjSim polysacharidem na zemi. Jednd se
o linearni kopolymer B-(1-4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyrandzy, ktery obsahuje nizké
procento zbylych 2-amido-2-deoxy-p-glukopyran6zovych celki. Strukturné se zna¢né podoba

celuldze, v chitinu je vSak na C-2 hydroxylova skupina nahrazena acetamidovou. Je zakladni
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stavebni slozkou schranek (exoskeletu) korysii, hmyzu a dalSich bezobratlych Zzivocicht.
Chitin je také obsazen v bunéénych sténach hub (kvasinek, plisni, vysSich hub) a krovkach
hmyzu. I ptes strukturalni podobnost s celul6zou je chitin nerozpustny ve vétsiné rozpoustédel
typickych pro celulézu. Piirodni chitin je vysoce krystalicky a nerozpustny ve vod¢ ani béz-
nych organickych rozpoustédlech. Rozkladd se pouze bakteridlnimi enzymy chitindzami,
enzymem lysozymem a koncentrovanymi kyselinami. Z tohoto diivodu byva pteveden na svijj
rozpustny derivat chitosan [53, s. 115], [54, s. 34]. I pfes svou Spatnou rozpustnost se chitin
vyuziva v biomedicinském a potravinarském prumyslu. Predevsim jako zahust'ovadlo, emulga-

tor a stabilizator emulznich systému [53, s. 115].

3.3.1 Struktura a vlastnosti chitosanu

Chitosan nebo-li (1-4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan patii mezi méné Casté kationické poly-
mery. Jedna se v podstaté o kopolymer sloZeny ze dvou zakladnich podjednotek, 2-amino-2-
deoxy-B-D-glukopyranozy a 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyrandzy spojenych B-(1-4) vaz-
bou (Obr. 9) [55, s. 372].

CHs
0
OH OH

NH NH-
0 HO ~ O HO

HO @ HO

NH- NH>
OH OH

Obr. 9. Strukturni vzorec chitosanu [44, s. 4]

Rentgenostrukturni analyzou byly objeveny c¢tyfi krystalické polyformy chitosanu, z toho
tf1 hydratované (tendonova forma, forma Il a L2 forma), které vytvareji ve vode€ rozpustné
soli s organickymi a minerdlnimi kyselinami a jedna nehydratovana forma, jez vznika
zahfivanim hydratovaného chitosanu na teplotu 200 °C. Molekula chitosanu je tvoiena
ttemi aktivnimi centry: primarni aminoskupinou, primarni hydroxyskupinou a sekundarni
hydroxyskupinou. Prmindrni skupina snadno podléhd kvarternizaci, diky ¢emuz se zvysi
rozpustnost chitosanu ve vodé€ a tvofi komplexy s ionty kovl. Primarni hydroxyskupina

byva nejcastéji substituovana spojovacimi ¢lanky, tzv. spacery, na které se mize navazat
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aktivni slozka (1é¢ivo) ¢i skupina zodpovédna za rozpustnost ve vodé. Sekundarni hydro-
xyskupina je modifikovana zejména za ucelem zvySeni rozpustnosti ve vod¢
[50, s. 56, 57]. Vyznamnymi strukturalnimi parametry pouzivanymi pii charakterizaci chi-
tosanu jsou stupeinl deacetylace, molekularni hmotnost a rozpustnost. Molekularni hmotnost
komeréné dostupného chitosanu se pohybuje mezi 100 az 1200 kDa. Jde o parametr, ktery
vyznamné ovliviiuje nékteré vlastnosti chitosanu, zejména jeho rozpustnost a viskozitu.
Hlavnim omezenim chitosanu pii riiznych aplikacich je vysoka viskozita a nizka rozpust-
nost pii neutralnim pH. Snizenim molekuldrni hmotnosti lze tento problém vyfesit, jelikoz
snizenim molekularni hmotnosti se snizi viskozita roztoku a zleps$i se rozpustnost chitosa-
nu [55, s. 374]. Chitosan je podobé¢ jako chitin pfi neutralnim pH nerozpustny ve vétSing
organickych rozpoustédlech 1 ve vodé&. Je vSak velmi dobte rozpustny v kyselém prostiedi
o pH niz§im nez 6,5. Piikladem muze byt kyselina octovd, kyselina mlé¢na a kyselina
chlorovodikova. Vyjimkou je kyselina sirova a kyselina fosfore¢nd, v nichz je chitosan
nerozpustny. Rozpustnost v kyselém prostfedi je dana pfitomnosti volnych aminoskupin.
Ty se ve slab¢ kyselém prostfedi protonizuji a chitosan se zacne ve vodném roztoku chovat
jako polykationt. Rozpustnost je tedy siln€ spjata s pH roztoku, v némz je rozpoustén.
Pokud je pH prostfedi nizké, aminokyseliny chitosanu jsou kladné nabité a chitosan se sta-
va rozpustnym kationickym elektrolytem. Vzroste-li hodnota pH nad 6, aminoskupiny jsou
deprotonovany a chitosan ztradci ndboj. Stava se pak ve vod¢ nerozpustnym [56, s. 646].
Vzhledem ke své struktufe disponuje chitosan vyznamnymi vlastnostmi jako je odboura-
telnost, biologickd obnovitelnost, biokompatibilita a netoxi¢nost. Pravé diky témto vlast-

nostem je hojné vyuZzivan v riznych odvétvich priamyslu [51, s. 10].

3.3.2 Vyuziti chitosanu

Jak jiz bylo zminéno vyse, chitosan je cenén a hojné vyuzivan v Sirokém spektru primys-
lovych odvétvi, a to diky svym unikdtnim vlastnostem. Fyzikalni i chemické vlastnosti jsou
uzce spjaty sjeho strukturou. Nachdzi uplatnéni v Sirokém spektru aplikaci, pocinaje
farmacii a biomedicinou, pies textilni primysl, az po zemédélstvi. V 1ékatskych a farma-
ceutickych odvétvich je chitosan cenén diky jeho nizké toxicité, biokompatibilité a biode-
gradabilité. Nemalé procento banddzi, obinadel, obvazii, ale i lokalnich o¢nich a télnich
implantatd ma zaklad prave v chitosanu. V biomedicinskych aplikacich je hojné vyuzivan
coby obvazovy materiél, jelikoZ podporuje hojeni ran a chrani rdny pfed mechanickym
znecisténim a infekci. V posledni dobé se na trhu také objevuji samovstiebavaci chirurgic-

ké nité na bazi chitosanu, které jsou vysoce pevné a pruzné. Déle je s oblibou vyuzivan pfi
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vyrobé kontaktnich ¢ocek, jelikoz lidské télo jej pomérné snadno ptijima [57, s. 246, 247].
Ve farmaceutickém primyslu lze chitosan pouzit jako systém pro transport 1é¢iv s fizenym
uvoliiovanim aktivni latky. Zde jsou kladeny pozadavky na minimalni vedlejsi Gc¢inky,
prodlouzeny efekt 1éCiva a v neposledni fad¢ optimalni odpoveéd’ receptoru. Polymer mize
byt sam 1écivem, pokud vykazuje farmakologickou akvivitu, i kdyZz jeho monomerni
jednotky nejsou aktivni. Mlze se jednat o tzv. polymerni proléc¢ivo sloZzené z polymerniho
nosice, biodegradabilni vazby mezi nosi¢em a léCivem a skupiny urcujici cileni 1éCiva
(napft. specificky peptid pro cilovou buiiku). Prinik proléciva do bunky mize probihat

difuzi uvoliieného 1é¢iva nebo endocytozou (Obr. 10) [50, str. 57].
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Obr. 10. Cesty lécive latky k aktivnimu mistu [50, s. 57]

~

Samotny chitosan vykazuje antibakteridlni G¢inky vii¢i mnoha grampozitivnim (Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epidermis, Bacillus subtilis) i gramnegativnim (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) bakteriim a houbam. Piresny mechanis-
mus U¢inku neni doposud pln€é znam, avSak ptedpoklada se, Ze kladn€ nabité aminoskupiny
glukézaminovych jednotek interaguji s negativné nabitymi komponentami mikrobidlnich
bunéénych membran, ovliviiyji jejich propustnost a zptisobuji Unik intracelularniho obsahu,
schopen zpomalit ¢i zabranit oxidaci oxidovatelnych bunécnych substrati. Antioxidacni latky

obecné zachytavaji radikaly a ROS (reaktivni kyslikové species) obsahujici reaktivni kyslikové
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atomy. Tyto radikaly jsou velmi nestabilni a rychle reaguji s jinymi latkami v téle, coz vede
k poskozeni bunék a tkani. Uginnost chitosanu jako antioxidantu zavisi na velikosti molekuly
a stupni acetylace. Za ucinny antioxidant je povazovan zejména nizkomolekularni, caste¢né
N-acetylovany chitosan, jehoz (amino-) a (hydroxy-) skupiny vazané na C-2, C-3 a C-6
pyrandézového cyklu reaguji sradikidly za tvorby stabilngjSich polymernich radikala
[50, s. 57, 61, 62]. Samotnou kapitolou v oblasti aplikace chitosanu je potravinaisky primysl,
kde je vyuzivan predevsim jako soucast potravinovych dopliki, stabilizator a konzervant.
Diky fungicidnim a antibakteridlnim vlastnostem je vyuzivan i v kosmetickém primyslu, kde
je hojné vyuzivan ve vlasové kosmetice, jelikoz také dokaze zlepSovat penetraci lipofilnich
latek do pokozky. Vyuziti pii stabilizaci disperznich systému, bude blize popsano v nasledujici

kapitole [57, s. 247, 248].

3.3.3 Role chitosanu pri ovliviiovani stability emulzi

Chitosan je hydrofilni polymer patiici do skupiny polysacharidi, kterd je sama o sobé
znama svymi stabilizacnimi a emulga¢nimi schopnostmi. V ndvaznosti na stabiliza¢ni
schopnosti 1ze polysacharidy rozdélit do dvou riznych kategorii. Pfevazné vétSina polysa-
charidi nevykazuje sklon k adsorpci na mezifazové rozhrani disperznich systémd.
To z toho divodu, Ze tyto typy polysacharidi nevykazuji Zzadnou nebo maji pouze omeze-
nou povrchovou aktivitu. Jedna se o tzv. neadsorbujici polysacharidy. Ke stabilizaci sys-
tému prispivaji svymi zelirujicimi schopnostmi nebo Gpravou viskozity vodné kontinualni
faze, ktera omezuje pohyb a srazky kapek disperzni fadze. Do této skupiny mimo jiné spada
1 chitosan. Druhou kategorii polysacharidli jsou polysacharidy adsorbujici. Adsorbujici
polysacharidy vykazuji povrchovou aktivitu a jsou schopny adsorpce na mezitazové roz-
hrani, kde sniZuji povrchové napéti. Po adsorpci na povrch kapek zabraiuji flokulaci
a srustani kapek za pomoci elektrostatickych a stérickych sil. Jejich povrchova aktivita
vyplyva z ptitomnosti proteinové frakce v jejich struktufe nebo muize byt disledkem kom-
binace hydrofilnich a hydrofobnich skupin jako je tomu naptf. u derivata celulozy
[34, s. 366], [36, s. 165]. Pfestoze chitosan patii mezi neadsorbujici polysacharidy, ovliv-
fluje v emulznich systémech jak viskozitu, tak elektrostérické stabilizaéni mechanismy.
To je dano jeho strukturou tvofenou cetnymi hydrofilnimi skupinami (aminoskupiny)
a omezenym poc¢tem hydrofobnich skupin (acetylaminové skupiny) [49, s. 929]. Chitosan
dokaze zvySovat viskozitu kontinualni faze emulznich systémit a tim omezovat srazky cas-
tic dispergované fazi a nasledny vznik vlocek, které maji tendenci na povrchu systému

vytvaret krémovou vrstvu. To je dano diky tvorbé husté pevné elastické sité, kterou vytvari
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chitosanové fetézce ve vodné vngjsi fazi. Sit’ je tvotfena kovalentnimi vazbami, které brani
odpoutavani jednotlivych makromolekul a jejich ptechodu do roztoku. Vysledna viskozita
je silné ovlivnéna stupném deacetylace, molekulovou hmotnosti a koncentraci chitosanu
[55, s. 377]. Skaugrud [34, s. 367] uvadi, ze viskozita roztoku chitosanu se zvysuje s jeho
koncentraci, stupném deacetylace, s rostouci molekulovou hmotnosti a naopak se snizuje
s teplotou. Kromé toho je chitosan nabity biopolymer, ktery je schopen adsorpce na opac-
n¢ nabit¢ povrchy kapicek emulze, a to diky elektrostatickym pfitazlivym silam
a v kombinaci s vhodnymi surfaktanty je schopen velmi dobte stabilizovat emulze pro-
stiednictvim elektrostérické stabilizace. Elektrostérickd stabilizace kombinuje vliv elek-
trické dvojvrstvy, jez je zdkladem elektrostatické stabilizace a stérického ucinku adsorpéni
vrstvy. Lze ji dosdhnout kombinaci nabitych polymernich povrchové aktivnich latek
s biopolymery, jako je pravé chitosan. Tento typ stabilizace je vhodny zejména u emulzi
typu olej ve vodé, které obsahuji negativné nabité kapicky potazené rliznymi povrchove
aktivnimi latkami, jak lze vidét na Obr. 11 [55, s. 377, 378]. Chitosan velmi dobfe intera-
guje s aniontovymi povrchoveé aktivnimi latkami, jako jsou napft. fosfolipidy, lecitin,
dodecylsulfat sodny (SDS) a stearoyllaktat sodny (SSL). Jsou vSak také znamy interakce
chitosanu, jak s kationickymi, tak neionickymi povrchové aktivnimi latkami [44, s. 2, 3],
[55, s. 378]. Tyto interakce polymert s povrchové aktivnimi latkami jsou Siroce vyuzivany
v potravinaiském pramyslu, kosmetice, detergentech a pii vyrobé natérovych hmot.
Elektrostéricky stabilizované emulze za pomoci chitosanu a vhodného surfaktantu jsou
vhodné pro fadu aplikaci jako jsou potraviny, kosmetika, farmacie atd., jelikoZ vydrzi sta-

bilni po dlouho dobu a maji schopnost modifikovat povrchové vlatnosti [58, s. 395, 396].
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Obr. 11. Schéma znazornujici elektrostéricke interakce chitosanu na rozhrani kapicek

emulze [55, s. 379]

V nékterych piipadech se chitosan mize naopak chovat jako ucinny bioflokulant a biokoa-
gulant, ¢ehoz lze s vyhodou vyuzit pfi €iSté€ni vod. Obvykle jsou pro tyto aplikace pouziva-
ny soli nékterych kovl jako napf. polyaluminiumchlorid nebo syntetické polymery jako
napf. polyakrylamid. PouZiti téchto latek mé vSak neblahy vlil na Zivotni prostiedi. Biopo-
lymery proto mohou byt dobrou alternativou tradi¢né pouzivanych latek, nebot’ jde o pfi-
rodni produkty, jejichZz nidklady na vyrobu nejsou pfili§ vysoké a jsou ptiznivé z hledis-
ka zivotniho prostfedi. Chitosan je ze skupiny biopolymeri momentalné¢ povazovan
za nejslibngjsi bioflokulat a biokoagulant, ktery miZe nahradit pouZiti toxickych latek.
Koagulace a flokulace je nejCastéji pouzivdna jako primarni krok pti predcisténi vod.
Cilem je vytvofeni dostate¢né velkych agregat ¢i vétSich hustSich vlocek, které lze 1épe
zachytit a odstranit. Chitosan lze GspéSné€ vyuzit pfi regeneraci minerdlnich a jinych orga-
nickych suspenzi pii vy$$im pH nez je pKa makromolekuly a jako koagula¢ni aditivum
v kyselych roztocich obsahujici negativné nabité kontaminanty jako napf. barviva nebo
huminové kyseliny. Tato schopnost chitosanu je dana vysokou hustotou kationového néabo-
je a obsahem dlouhych polymernich fetézcti. Vyhodou pouziti chitosanu je, Ze jde o neto-

xickou, nekorodujici a biodegradabilni latkou s Sirokou aplikaci [59, s. 1337-1341].
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4 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovat literarni reSerSi na téma emulze stabilizované bio-
polymery. Literarni studie se tykala pfedevSim zplsobii ovliviiovani stability emulzi,
s diirazem na vyuziti pfirodnich polymert jako stabilizujici slozky. To zahrnovalo chrakte-
rizaci emulzi a znamych druhii biopolymert, jejich vlastnosti a vyziti s ohledem na stabili-
zaci. Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo nalezeni optimalnich podminek pro pfi-
pravu a udrzeni maximalni stability u emulzi stabilizovanych za pomoci polysacharidu
chitosanu. Daéle provést zakladni charakterizaci emulzi s obsahem chitosanu prostfednic-

tvim méfeni velikosti ¢astic, stanoveni zeta potencialu atd.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

41

II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie a zarizeni

e Chitosan nizkomolekularni (50-190 kDa, 75-85 % deacetylovany, Sigma-Aldrich)

e Chitosan stfednémolekuldrni (190-310 kDa, 75-85 % deacetylovany, Sigma-
Aldrich)

e Kyselina octova (molarni hmotnost 60,05 g/mol, IPL laboratorni potieby a zatizeni)

e Destilovana voda

e Hydroxid sodny (NaOH, ¢ = 0,4676 M)

e Kyselina chlorovodikova (HCI, ¢ = 0,4974 M)

e Olej slunecnicovy Vitae d"Oro

e Imerzni olej cedrovy (Merci)

e pH metr CPH 51 (ELTEC — Zden¢k Jursik, Turnov)

e Chladnicka Electrolux ERB 29233W (Elektrolux)

e Termostat BIO BT 120 (Laboratorni pfistroje Praha)

e Analytické vahy SARTORIUS BA

e Magnetickd michacka HI 190M (Hanna instruments)

e Tiepacka Vortex V-1 PLUS (Verze V.1AW, BIOSAN Ltd.)

e Tenzometr Easy Dyne K20 (KRUSS GmbH Germany)

e Sonikacni zatizeni UP400S (Hielscher, souc¢asti je sonda H7)

e Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Instruments Ltd, soucasti je kyveta DTS1070 pro
méteni { potencidlu a kyveta DTS0012 pro méteni velikosti ¢astic)

e Mikroskop OLYMPUS CX41RF (Olympus Corporation, Tokio)

e Fotoaparat Cannon EOS 1100D (Cannon Inc. , Taiwan)

e Filtracni zafizeni dle Mortona

e Laboratorni sklo

e Laboratorni plasty (sttikackové filtry MF-Millipore MCE Membrane MILLEX GS
0,22 pm)
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5.2 Priprava roztoku kyseliny octové

Do 500 ml odmérné baiiky byl pfipraven 1% roztok kyseliny octové smichanim kyseliny
octové s destilovanou vodou, a to tak Ze do odmérné baniky bylo nejprve za pomoci pipety
pfevedeno 4,75 ml kyseliny octové. Poté byla banika doplnéna destilovanou vodou do po-

zadovaného objemu.

5.3 Priprava roztoku chitosanu

Jednotlivé roztoky chitosanu byly pfipraveny smichdnim nizko- ¢i sttednémolekulérniho
chitosanu s roztokem kyseliny octové. Chitosan byl navaZzen na analytickych vahdch
s presnosti na 0,0001 g tak, aby jeho vyslednd koncentrace ¢inila 10 g/1, nasledné byl pte-
veden do kadinky. K chitosanu byl pfidan pfedem ptipraveny 1% roztok kyseliny octové
(kap. 5.2). Vznikla suspenze byla rozpousténa na magnetickém michadle po dobu 24 hodin
u nizkomolekularniho chitosanu a 48 hodin u stfednémolekularniho chitosanu pii labora-
torni teploté. Po rozpusténi byl roztok ptefiltrovan za pomoci filtraéniho zatfizeni dle Mor-
tona. Roztok byl rozdélen na 8 dilu o objemu 30 ml. V jednotlivych dilech bylo upraveno
pH na pH metru CPH 51 za pomoci roztoku 0,4974M kyseliny chlorovodikové a 0,4676M
hydroxidu sodného tak, aby vysledné pH ¢inilo 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5, pticemz posledni

dil byl ponechan jako kontrolni vzorek s ptivodnim pH roztoku.

5.4 Priprava emulzi

Samotné ptipravé emulzi predchazela ptiprava roztokl nizko- a sttednémolekularniho chi-
tosanu (kap. 5.1), které byly poté vyuzity ke stabilizaci olejovych kapek. Emulze byly pfi-
praveny smichanim roztokli nizko- a sttednémolekuldrniho chitosanu o pH 3,5; 4; 4,5; 5;
5,5; 6; 6,5 se slune¢nicovym olejem Vitae d'Oro v poméru 90 : 10 tak, aby celkové mnoz-
stvi emulze Cinilo vzdy 20 ml. Jednotlivé roztoky chitosanu o objemu 18 ml byly napipe-
tovany do 50 ml plastovych zkumavek. Ke kazdému roztoku byly ptidany, za pomoci pipe-
ty, 2 ml slunec¢nicového oleje. Pfed samotnou emulgaci byly emulze promichany pomoci
ptistroje Vortex V-1. Po promichani byly emulze podrobeny homogenizaci s vyuzitim
ultrazvukového sondacniho zatizeni UP400S, jehoZ soucasti je titanova sonda H7. Toto
zafizeni obsahuje ultrazvukovy procesor s energii 400 watth o frekvenci 24 kHz
a je vhodny pro objemy vzorkd od 5 do 400 ml. Jednotlivé vzorky byly homogenizovany
po dobu 3 min. pfi 100% amplitud€, aby doslo k rozptyleni ptipadné vzniklych aglomerata.

Béhem sonikace byly vzorky umistény v plastové nddobé€ naplnéné ledem, aby nedochdze-
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lo k prehiivani vzorkl. Vzniklé emulze o rizném pH byly rozdéleny na 3 stejné dily a po
nezbytnych analyzach umistény do 3 riznych teplot (4, 25 a 37 °C), z divodu sledovani

vlivu teploty na jejich stabilitu.

5.5 Charakterizace roztoku chitosanu a emulzi

Roztoky a emulze s obsahem nizko- a sttednémolekularniho chitosanu byly ihned po jejich
piipravé charakterizovany prostfednictvim méfeni povrchového napéti, C potencialu a veli-
kosti ¢astic. Emulze byly dale uchovavany po urcité ¢asové obdobi v riznych teplotnich
rezimech a v danych Casovych intervalech u nich byla provedena charakterizace pomoci
meéfeni povrchového napéti, { potencialu a velikosti ¢astic, vizualniho pozorovani a mikro-

skopického pozorovani.

5.5.1 Povrchové napéti

Tenziometrickda méteni roztokd chitosanu a emulzi stabilizovanych pomoci nizko- a sted-
némolekuldrniho chitosanu byla provedena na tenzometru EasyDyne K20 s vyuzitim me-
tody Wilhelmyho desticky. K méfeni byly vyuZity €isté a suché sklenéné misky. Do misky
bylo nalito pfiméfené mnozstvi roztoku chitosanu (emulze) a miska spolu se vzorkem byla
umisténa na méftici panel tenzometru. Na hac¢ek nad misku se vzorkem byla zavésena pre-
dem vyzihana platinova desticka, ur¢ena k méteni povrchové napéti. Métici panel tenzo-
metru byl uzavien ochrannym plastovym vikem. Po ustaleni hladiny vzorku a desti¢ky
bylo provedeno samotné meéteni (pfistroj provedl vzdy 10 meéfeni s piesnosti + 0,1).
Po vyhodnoceni méteni byla z ptistroje odectena primérnd hodnota povrchového napéti
a odchylka méfeni. Mezi jednotlivymi vzorky byla miska peclivé oplachnuta destilovanou
vodou a vysuSena. Platinova desticka byla oplachnuta nejprve ethanolem, poté acetonem

a na zavér byla vyzihana nad plynovym kahanem. Kazdy vzorek byl prométen tiikrat.

5.5.2 { potencial

Chovani ¢astic chitosanu v roztoku kyseliny octové a v emulznich systémech bylo stano-
veno pomoci méfeni { potencialu. Méfeni bylo provedeno na pfistroji Zetasizer Nano
7890, ktery je urCen k méfeni zeta potencidlu ve vodnych i bezvodych disperzich
v rozmezi 5 nm—10 pm. K pfistroji je pfipojen pocita¢ obsahujici program Zetasizer Soft-

ware ke zpracovani a vyhodnoceni namétenych dat.
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Vzorky pro méfeni byly pfipraveny smichdnim 750 ul jednotlivych roztokl chitosanu
s 3 ml prefiltrované destilované vody. Vzorky emulzi uréené pro analyzu byly pfipraveny
smichanim 3 ml dvakrat filtrované destilované vody s 9 ul emulze. Destilovana voda byla
dvakrat prefiltrovana ptes sttikackovy filtr MF-Millipore MCE Membrane o velikosti pora
0,22 pum. Stanoveni probihalo pii 25 °C ve specidlni kyvet¢ DTS1070 urcené pro méteni
{ potencialu. Po nastaveni parametr byla pfistrojem Zetasizer Nano ZS90 a ptislusnym
softwarem zpracovana naméiena data. Vysledna hodnota { potencialu je primérem tii me-
feni. Méfeni bylo provedeno u roztokti chitosanu o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5, vCetn¢
kontrolniho vzorku o ptvodnim pH roztoku ihned po jejich ptipravé. Méfeni emulzi
opH 3,5; 4;4,5; 5;5,5; 6; 6,5 bylo provedeno v den jejich pfipravy. Poté byly emulze roz-
déleny na 3 stejné dily a uloZeny do 3 rGznych teplot (4, 25 a 37 °C). Po dobu 5 dni od
vniku emulze byl z kazdé emulze odebran vzorek a proméfen. Néasledné méteni probihalo

9.,12., 15, 19., 30., 36. od ptipravy emulzi.

5.5.3 Velikost ¢astic

Distribuce velikosti Castic roztoki chitosanu v kyseliné octové a emulzi stabilizovanych za
pomoci nizko- a stfednémolekularniho chitosanu byla zji§téna pomoci pfistroje Zetasizer
Nano ZS90 od spolecnosti Malvern, umoziujiciho méfeni velikost ¢astic a molekul. Ana-
lyzovatelny rozsah velikosti ¢astic ptistroje se pohybuje v rozmezi 0,3 nm—5 um. Pfistroj
je schopny zaznamenat rozméry jednotlivych ¢astic na zdkladé meétfeni nahodné zmény
intenzity svétla rozptyleného ze suspenze ¢i roztoku. Ke stanoveni velikosti ¢astic tedy
vyuziva tzv. dynamicky rozptyl svétla. K méfeni byly pouzity vzorky roztokii chitosanu
o razném pH o objemu 250 pl, které byly smichany s 1 ml dvakrat ptefiltrované destilova-
né vody pies stiikackovy filtr MF-Millipore MCE. Vzorky emulzi byly pfipraveny smi-
chanim 1ml pfefiltrované destilované vody s 3 pl testované emulze. Prefiltrovana destilo-
vand voda byla pfipravena obdobnym zptsobem jako pro méteni { potencidlu. Stanoveni
probihalo v polystyrenové kyveté¢ DTS0012 urcené pro méteni velikosti ¢astic. Pied vlast-
nim meéfenim byla kyveta uzaviena vickem z divodu zajiSténi teplotni stability vzorku
a dukladné ocisténa od necistot, které by mohly zptlisobit nepfesnosti v métfeni. Kyveta
byla pfemisténa do méfici ¢asti pfistroje vytemperovaného na teplotu 25 °C. Nasledné pii-
stroj pomoci software Zetasizer Software zpracoval a vyhodnotil namétfena data. K méteni
byly pozity roztoky chitosanu o pH 3.5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5, v¢etné kontrolniho vzorku
o puvodnim pH roztoku. Méfeni bylo provedeno v den ptipravy roztokl chitosanu. Métfeni

velikosti ¢astic emulzi u o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5 bylo provedeno v den jejich ptipra-
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vy. Poté byly emulze rozdéleny na 3 stejné dily a ulozeny do 3 rdznych teplot
(4, 25 a 37 °C). Nasledné méfeni probihalo po dobu 5 dni od vniku emulze. Dalsi méteni

bylo provedeno 9., 12., 15., 19., 30., 36. den od piipravy emulzi.

5.6 Mikroskopie

K mikroskopickému pozorovani emulzi o rizném pH byl pouzit laboratorni mikroskop
OLYMPUS CX41, vybaveny univerzalnim kondenzorem CX-PCD a pfipojenym fotoapa-
ratem Cannon EOS. Mikroskopické zafizeni bylo propojeno s pocitaCem za pomoci pro-
gramu Quick PHOTO PRO 2.0, kterym byly pfevedeny fotografické zdznamy z mikrosko-
pické sestavy. Jednotlivé preparaty byly pfipraveny pfenesenim malého mnozstvi testované
emulze za pomoci mikropipety na ¢isté podlozni sklicko. Kapka emulze byla ptekryta kry-
cim sklickem, na které¢ byl ndsledn€ nanesen imerzni cedrovy olej. Takto pfipraveny prepa-
rat byl upevnén do stolku mikroskopu a pozorovan prostiednictvim okuldru a imerzniho
objektivu pii zvétSeni 10 x 100 a fazovém kontrastu Ph 3. Po spusténi ptislusného pocita-
c¢ového programu byla pofizena fotografie pozorovan¢ho objektu. Mikroskopické pozoro-
vani u emulzi stabilizovanych prostfednictvim stfednémolekularniho chitosanu o pH 3.,5;
4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5 bylo provedeno v den jejich pfipravy. Nésledné byly pozorovany
emulze o pH 3.5; 6; 6,5 z kazdé ze 3 skladovanych teplot (4 , 25 a 37 °C) 19. a 36. den od
vzniku emulzi. Emulze stabilizované za pomoci nizkomolekularniho chitosanu o pH 3,5; 6;
6,5 z kazdé ze 3 teplot skladovani byly z ¢asovych divodi pozorovany 19. a 36. den od
vzniku emulze. Pficemz byl potizen fotograficky zaznam krémové vrstvy a spodni vrstvy
emulze o pH 3, 5 uchovéavané pii laboratorni teploté pfed promichanim a po promichani

19. den od vzniku emulze.

5.7 Podminky skladovani

Po vlastni pfipravé emulzi byly emulze rozdéleny na 3 shodné dily do 10 ml plastovych
zkumavek a umistény do 3 rliznych teplotnich rezimt (4, 25 a 37 °C) tak, aby se v kazdé
z teplot nachdzely vzorky o pH 3,5; 4; 4.5; 5; 5,5; 6; 6,5. V téchto podminkéch byly emul-

ze uchovavany po dobu 36 dni.
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5.8 Vizualni pozorovani

Emulze byly ode dne jejich vzniku vizualné pozorovany, aby mohl byt zaznamenan vliv
teploty (4, 25 a 37 °C) na jejich stabilitu. U jednotlivych emulzi byl pozorovan, popsan
a zaznamenan vznik krémujici vrstvy, zména barvy ¢i konzistence emulze, vznikajici pfi
destabilizaci systému. Emulze byly pozorovany po dobu 5 dni od vniku emulze. Nasledné
pak 9., 12., 15., 19., 30., 36. den od piipravy emulzi. Stejnym zptisobem bylo postupovano
jak u emulzi s obsahem nizkomolekularniho, tak u emulzi s obsahem stfednémolekularniho

chitosanu.

5.9 Index krémovani

Index krémovani (CI, Creaming index) je dan pomérem vysky krémujici vrstvy emulze
ku celkové vysce emulze (v mm). Méteni indexu krémovani vychazelo z vizualniho pozo-
rovani, kdy byla zaznamenéna vyska vznikajici krémujici vrstvy a vyska emulze. Vysledna

hodnota CI byla stanovena dle rovnice (Rov. 3):

Heox
Cl = —100 ©)
Total
Kde:
Hxém. vyska vrstvy krémovani v emulzi [mm]

Hrotal celkova vyska emulze [mm]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakterizace roztoku chitosanu

Jak bylo uvedeno v kap. 5.3 této prace, roztoky chitosanu byly pfipraveny z pfedem pii-
praveného roztoku kyseliny octové a z nizko- (NM) ¢i sttednémolekularniho (SM) chito-
sanu. Pro charakterizaci roztokli s obsahem chitosanu byly pouzity nasledujici postupy:
stanoveni povrchového napéti, stanoveni zavislosti { potencidlu na pH a stanoveni zavis-

losti velikosti ¢astic na pH.

6.1.1 Stanoveni povrchového napéti

Polymerni emulgatory obecné jsou schopny se adsorbovat na fdzové rozhrani o/v a sni-
zovat mezifazové napéti diky jejich amfifilnim vlastnostem. Stejné tak i biopolymer chi-
tosan. V Tab. 1 jsou zaznamenany namétené hodnoty povrchového napéti roztokid o riz-
ném pH s obsahem nizkomolekuldrniho a sttednémolekularniho chitosanu. Nejniz$i hod-
nota povrchového napéti roztoki s obsahem NM chitosanu byla naméfena u roztoku o pH
3,5, kdy byla namétfena hodnota 54,5 mN/m. Naopak nejvyssi hodnota byla naméfena
u roztoku o pH 6,5, kdy bylo dosazeno hodnoty 62, 9 mN/m. Obecn¢ lze tedy fici, Ze se
povrchové napéti se zvySujicim pH zvySovalo. Tomuto tvrzeni se v§ak vymykaji namé&fe-
né hodnoty povrchového napéti u roztokti o pH 4 a 4,5, jejichz hodnoty se bliZily hodnoté
naméfené u roztoku o pH 6,5. Obdobné tomu bylo i u roztoki obsahujicich SM chitosan,
o pH 6,5 (63,8 mN/m). Povrchové napéti se tedy opct zvySovalo. Vyjimku zde vSak rov-
néZ tvorily roztoky o pH 4 a 4,5, jejichZ hodnoty byly vyssi nez hodnoty naméfené u roz-
tokdt o pH 5 a 5,5. Hodnoty roztokli s obsahem chitosanu o rizné molekuldrni hmotnosti

se vzajemné pfilis nelisily.
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Tab. 1. Hodnoty povrchového napéti emulzi o riizném pH s obsahem nizkomolekuldrniho

a sttednémolekularniho chitosanu

Roztok
Nizkomolekularni chitosan Stifednémolekularni chitosan
pH Povrchové Odchylka pH Povrchové Odchylka
napéti [mN/m] napéti [mN/m]
[mN/m] [mN/m]
3,5 54,50 0,10 3,5 54,91 0,08
4 62,33 0,09 4 56,83 0,08
4,5 62,12 0,09 4,5 61,60 0,10
5 59,11 0,09 5 55,45 0,08
5,5 57,43 0,09 5,5 56,61 0,09
6 61,38 0,10 6 61,83 0,09
6,5 62,91 0,09 6,5 63,84 0,08
4,30 60,75 0,09 3,98 59,67 0,10

Z namétenych vysledkl vyplyva, ze povrchové napéti se az na mirné odchylky se zvySu-

jicim se pH zvySuje.

Stanovenim povrchového napéti roztokti s obsahem chitosanu v zavislosti na pH se zaby-
va 1 studie Hao Liua a kol. [61]. Tato studie tvrdi, Ze povrchové napéti se v zavislosti na
pH neméni a zlistava konstantni. Déle, ze chitosan samotny neni povrchové aktivni 1at-
kou, avSak pii vy$Sim pH lze pouzit jako Casticovy emulgator. Jinad studie [58, s. 932]

potvrzuje, Ze povrchové napéti se v zavislosti na rostoucim pH zvysuje.
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6.1.2 Stanoveni zavislosti { potencialu na pH

Zeta potencial je nepfimym méfitkem povrchového ndboje a odpovida rozdilu potencialu
mezi objemem kapaliny a tenkou vrstvou protiionti poutanou k povrchu Castice, tedy
na rozhrani mezi kompaktni a difuzni ¢asti elektrické dvojvrstvy. Dilezitym faktorem,
ktery ovliviiuje hodnotu { potencialu, je pH. To je zndzornéno na Obr. 12, kde je vynese-
na zavislost { potencialu na pH naméfeného u roztoki s obsahem chitosanu. Kdy se zvy-
deprotonaci aminoskupin. Na Obr. 12 je zachyceno srovnani naméfenych hodnot zeta
potencialu nizkomolekuldrniho a stfednémolekuldrniho chitosanu. Hodnoty zeta poten-
cidlu u roztokl s obsahem SM chitosanu byly nepatrné nizs$i nez u roztokli obsahujicich
chitosan NM. Vyjimku tvofila primérnd hodnota namétena u pH 3,5 (67,8+£2,1) mV, ta

byla vyssi nez u roztokid obsahujicich NM chitosan.

Pti méfeni bylo dosazeno obdobnych vysledkt, kterych dosahli pti své praci Xiao-Yan
Wang a Marie-Claude Heuzey [58, s. 931]. Obdobnou tématikou se zabyvali i Hao Liu,
Chaoyang Wang a kol., kdy roztoky s obsahem chitosanu o rizné koncentraci a pH
podrobily analyze. Zeta potencil roztoku s obsahem chitosanu o pH 6,4 Cinil 12,4 mV
a u roztok o pH 6,7 7,5 mV, z ¢ehoz usoudili, ze roztoky vytvofené pii pH blizkém hod-

noté pH maji slabé pozitivni naboj [61].
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Obr. 12. Zavislost C potencidlu na pH roztokii s obsahem nizkomolekularni-

ho (NM) a stirednémolekularniho (SM) chitosanu
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6.1.3 Stanoveni zavislosti velikosti ¢astic na pH

Jak jiz bylo uvedeno vyse, roztoky s obsahem chitosanu byly charakterizovany prostied-
nictvim metody dynamického rozptylu svétla, kterd vyuziva rozptylené svétlo pro méteni
rychlosti difuze Castic. Po zpracovani dat pak poskytuje informaci o distribuci velikosti
castic ve vzorku. Velikost Castic roztokl s obsahem chitosanu o riizné molekularni hmot-
nosti o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6,5 byla zmétena bezprosttedné po jejich ptipraveé. Zavislost
namétfenych hodnot velikosti ¢astic na pH jednotlivych roztokl chitosanu je zndzornéna
na Obr. 13, ze kterého je patrné, ze nejvyssi hodnoty velikosti Castic byly naméieny
u emulzi o pH 4, kdy u roztoku s obsahem nizkomolekularniho chitosanu byla namétena
pramérna hodnota velikosti ¢astic 2 942 nm a u roztoku s obsahem sttednémolekularniho
kdy u roztoku s obsahem nizkomolekuldrniho chitosanu byla naméfena primérna hodno-
ta velikosti ¢astic 1 006 nm a u roztoku s obsahem stifednémolekularniho chitosanu
1 498 nm. Z naméfenych hodnot vyplyva, ze se zvysujici se hodnotou pH se hodnota ve-
likosti Castic snizuje. Nepatrny nariist velikosti ¢astic byl zaznamenén u pH 6,5, kdy
u roztoku s obsahem nizkomolekularniho chitosanu priimérna hodnota velikosti Castic
¢inila 2 345 nm a u roztoku s obsahem stfednémolekularniho chitosanu 2 444 nm. Na
Obr. 12 je také zachyceno srovnani naméfenych hodnot velikosti ¢astic nizkomolekular-
niho a stfednémolekularniho chitosanu, kde 1ze pozorovat, Ze roztoky s obsahem NM
chitosanu dosahovaly niz§ich hodnot velikosti ¢astic, neZ roztoky obsahujici SM chito-

san.
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Obr. 13. Zavislost velikosti castic na pH roztokii s obsahem nizkomoleku-

larniho (NM) a strednémolekuldrniho (SM) chitosanu

6.2 Charakterizace emulzi

V kap. 5. 4 je popséana ptiprava emulzi o rizném pH, které byly charakterizovany za po-
moci nasledujicich postupil: stanoveni povrchového napéti, vliv pH na { potencial, vliv
teploty a doby skladovani na { potencial, vliv pH na velikost ¢astic, vliv teploty a doby

skladovani na velikost Castic, vizualni a mikroskopické pozorovani.

6.2.1 Stanoveni povrchového napéti

Emulze, pro jejichZ ptipravu byly pouzity roztoky s obsahem chitosanu o rizné moleku-
larni hmotnosti byly charakterizovany prostfednictvim méfeni povrchového napéti. Jak
JiZ bylo uvedeno vyse, pro méteni povrchového napéti byla zvolena metoda Wilhelmyho
vyvazovaci desticky. Analyza povrchového napéti emulzi byla provedena bezprostiedné
po jejich homogenizaci, tedy v den jejich ptfipravy. Naméfené hodnoty povrchového na-
péti emulzi o rizném pH s obsahem nizkomolekularniho a sttednémolekularniho chitosa-
nu jsou zaznamenany v Tab. 2. Obdobné jako tomu bylo u roztoki s obsahem chitosanu
u emulze o pH 3,5, kdy naméfena hodnota ¢inila 51,05 mN/m a nejvyssi hodnota byla
naméfena u emulze o pH 6,5 a €inila 61, 05 mN/m. Obdobné tak u emulzi obsahujicich

SM chitosan, kdy nejniz$i hodnota byla naméfena u emulze o pH 3,5 (50,73 mN/m)
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a nejvyssi u emulze o pH 6,5 (58,85 mN/m). Povrchové napéti se tedy opét se zvysSujicim
se pH zvySovalo. Vyjimku zde tvotily emulze o pH 4,5 a 6 s obsahem NM chitosanu je-
jichz hodnoty se mirn¢€ odliSovaly a emulze o pH 4 a 6 obsahujici SM chitosan. Hodnoty

emulzi s obsahem chitosanu o riizné molekularni hmotnosti se navzajem pfilis nelisily.

Tab. 2. Hodnoty povrchového napéti emulzi o riizném pH s obsahem nizkomolekuldrniho

a stfednémolekularniho chitosanu

Emulze

Nizkomolekularniho chitosan Stifednémolekularni chitosan

pH Povrchové Odchylka pH Povrchové Odchylka
napéti [mN/m] napéti [mN/m]
[mN/m] [mN/m]

3,5 51,05 0,08 3,5 50,73 0,08

4 51,25 0,08 4 56,10 0,08
4,5 54,33 0,09 4,5 54,80 0,10

5 53,60 0,06 5 57,67 0,08
5,5 53,80 0,09 5,5 57,00 0,09

6 52,38 0,08 6 52,27 0,09
6,5 61,05 0,11 6,5 58,85 0,08

6.2.2 Vliv pH na { potencial

Zeta potencial je dalezitym parametrem z hlediska hodnoceni stability emulzi, jelikoz
poskytuje informace o potenciondlni stabilité¢ koloidnich systémti. Vykazuji-li Céstice
obsazené v emulzi vysoky zaporny nebo kladny C potencidl, ¢astice se budou vzajemné
odpuzovat a nebude dochazek ke znamkam destabilizace jako je napt. koalescence, floku-
lace ¢i agregace. Prevazna vétSina literarnich zdrojh se shoduje, Zze pomyslna hranice me-
zi stabilni a nestabilni emulzi je £30 mV. Céstice s { potencialem kladng&j§im nez +30 mV
nebo zapornéjSim nez —30 mV lze povaZovat za stabilni. Naopak obsah ¢astic s { potenci-

alem v rozmezi +30 a —30 mV miiZe naznaCovat problém ve stabilité systému. Nejdilezi-
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t&jSim faktorem ovliviiujicim zeta potencial je pH. Je-li kupfikladu v systému castice se
zapornym zeta potencidlem a budeme k tomuto systému piidavat alkélie, ¢astice budou

inklinovat k tomu, aby ziskaly zapornéjsi naboj [60, s. 18].

Na Obr. 14 jsou zndzornény hodnoty { potencidlu emulzi pfipravenych v ptitomnosti rtiz-
ného typu chitosanu (nizkomolekularni, sttednémolekularni) v zavislosti na pH. Jedna se
tedy o emulze o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6 a 6,5 v den jejich pfipravy. Z naméfenych vy-
sledkt u emulzi stabilizovanych prostfednictvim NM chitosanu vyplyva, Ze se zvySujici
se hodnotou pH dochazi k poklesu hodnoty { potencidlu. Nejnizsi hodnota byla tedy na-
meéfena u emulze o pH 6,5 a primérné Cinila (38,03+£2,02) mV. Naopak nejvyssi hodnota
{ potencialu byla namétfena u emulze o pH 3,5 a primémé cCinila (64, 67£2,35). Hodnota
€ potencialu u emulzi s obsahem SM chitosanu vykazovaly stejny trend, tj. Ze se zvySuji-
cim se pH kles4d 1 zeta potencial. TaktéZ byla nejniz$i hodnota nameéfena u emulze
o pH 6,5 (34,40+0,87) mV a nejvyssi u pH 3,5 (62,93+0,35) mV. Porovname-li tedy
emulze s odliSnym typem chitosanu, lze fici, ze hodnoty { potencidlu namétené u emulzi
s obsahem stfednémolekularniho chitosanu byly niz§i neZ hodnoty naméfené u emulzi
stabilizovanych prostfednictvim nizkomolekuldrniho chitosanu. Vyjimky tvofily emulze
o pH 6 a 6,5, které¢ dosahovaly vysSich hodnot zeta potencidlu u emulzi s obsahem NM

chitosanu.
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Obr. 14. Zavislost { potencidlu na pH emulzi s obsahem nizkomolekularniho

(NM) a strednémolekularniho (SM) chitosanu
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Na Obr. 15 a Obr. 16 jsou zndzornény emulze s obsahem nizkomolekularniho chitosanu.
Popisuji zavislost namétenych hodnot zeta potencidlu na pH u emulzi skladovanych ve
ttech rGznych teplotach (4, 25 a 37 °C). Obr. 15 zndzorfiuje naméfené hodnoty { poten-
cidlu, ziskané druhy den po piipravé emulzi. Z vysledkit vyplyva, Ze klesajici tendence
zeta potencialu se zvySujicim se pH byla zachovana. Opét nejmensi hodnoty  potencidlu
naméfena u emulze o pH 6,5 skladované pfi teploté 4 °C, jez ¢inila (37,77+0,67) mV.
Naopak nejvyssi hodnota byla zaznamendna u emulze o pH 6,5 skladované pfi teploté
37 °C, kdy primérnd hodnota zeta potenciali dosahovala hodnoty (73,30+4,78) mV.
Na Obr. 16 jsou znazornény namétené hodnoty  potencidlu emulzi s obsahem nizkomo-
lekularniho chitosanu o pH 6 a 6,5. Emulze o pH 6 a 6,5 si zachovévaly stabilitu po delsi
dobu, nez tomu bylo u ostatnich emulzi. U ostatnich emulzi doslo k rozpadu mnohem
drive, prestoze jejich hodnota { potencidlu se v pritbéhu skladovani ménila pouze mini-
malné. Analyza zobrazend na Obr. 16 probihala 36. den od ptipravy emulzi. Z obrazku je
zfejmé, Ze rozdil mezi pH 6 a 6,5 po uplynuti 36 dni je pouze minimalni. Z vysledkl vy-

plyva, Ze emulze o pH 6 a 6,5 zGstaly stabilni po obdobné dlouhou dobu.
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Obr. 15. Vliv teploty na { potencial emulzi o pH 3,5; 4; 4,5, 5, 5,5; 6, 6,5
s obsahem NM chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 2. den
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Obr. 16. Vliv teploty na { potencial emulzi o pH 6 a 6,5 s obsahem NM chito-
sanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 36. den

Pro srovnani jsou na Obr. 17 a 18 znazornény emulze s obsahem stfednémolekularniho
chitosanu skladovanych pii stejnych teplotach, jako tomu bylo v pfedchozim piipadé.
Z obrazku vyplyva, ze i u emulzi obsahujicich nizkomolekuldrni chitosan, byly naméfeny
naméfena u emulze o pH 6,5 skladované pfi teploté 4 °C (34,76+0,23) mV a nejvyssi
u emulze o pH 3,5 skladované pfi teploté 37 °C (66,23+0,87) mV. Obr. 18 jsou znazor-
nény namefené hodnoty { potencidlu emulzi s obsahem stfednémolekularniho chitosanu
o pH 6 a 6,5. Obdobné¢ jako tomu bylo v piedeslém ptipadé, tyto emulze si zachovavaly
stabilitu po delsi dobu, nez tomu bylo u ostatnich emulzi. Lze pozorovat, Ze rozdil mezi
pH 6 a 6,5 po uplynuti 36 dni je pouze minimalni. Z vysledkl tedy vyplyva, ze emulze
obsahem stfednémolekuldrniho chitosanu o pH 6 a 6,5 si uchovaly svou stabilitu po

obdobné dlouhé ¢asové obdobi.
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Obr. 17. Vliv teploty na { potencidl emulzi o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5, 6, 6,5
s obsahem SM chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 2. den
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Obr. 18. Vliv teploty { potencial emulzi o pH 6 a 6,5 s obsahem SM chitosanu
skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 36. den
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6.2.3 Vliv teploty a doby skladovani na { potencial

Jednim z faktorti silné ovliviiujicich stabilitu emulznich systémi je teplota. Proto byl
u vSech vyrobenych emulzi sledovan zeta potencidl pravé v zavislosti na teploté sklado-
vani. Jak bylo uvedeno vySe, emulze byly skladovany po dobu 36 dni v danych teplotnich
rezimech, pficemz v pribéhu dochazelo k jejich analyze. Méteni { potencialu probihalo
v predem stanovenych ¢asovych intervalech (1, 2, 3, 4, 5,9, 12, 15, 19, 30. a 36. den od
vyroby emulze). Naméiené hodnoty u emulzi s obsahem nizkomolekularniho chitosanu
v zavislosti na Case jsou uvedeny na Obr.19-21. Na kterych je zobrazena zavislost
{ potencidlu na Case pii ruznych teplotach skladovéani. Jak je z Obr. 19-21 patrné,
{ potencial byl u emulzi o pH od 3,5 do 5,5 meten do 19. dne od vzniku, dal§i méfeni
nemélo vyznam z diivodu rozpadu emulzi. Pfestoze dochazelo k rozpadu emulzi, namé-
fené hodnoty { potencidlu se v pribeéhu méfeni vice méné neménily. Namétené hodnoty
spadaly do oblasti vhodné urovn¢ stability emulzi. Vliv teploty na zeta potencial nebyl
nijak vyrazny. Lze pouze pozorovat, Ze se zvySujici se teplotou dochdzelo k vétsim sko-

kovym rozdilim v namétenych hodnotach, jaké 1ze pozorovat na Obr. 20 a Obr. 21.
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Obr. 19. Casova zavislost pH na { potencidalu emulzi o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6;
6,5 s obsahem NM chitosanu skladovanych pri 4 °C,

Pozn.: emulze o pH 3,5-35,5 jsou uvedeny pouze po 19. den testovani z ditvodu

Jjejich rozpadu
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Obr. 20. Casovd zavislost pH na { potencialu emulzi o pH 3,5; 4; 4,5, 5, 5,5;
6; 6,5 s obsahem NM chitosanu skladovanych pri 25 °C

Pozn.: emulze o pH 3,5-35,5 jsou uvedeny pouze po 19. den testovani z ditvodu
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Obr. 21. Casova zavislost pH na { potencidalu emulzi o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;
6, 6,5 s obsahem NM chitosanu skladovanych pri 37 °C

Pozn.: emulze o pH 3,5-35,5 jsou uvedeny pouze po 19. den testovani z ditvodu

Jjejich rozpadu
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Hodnoty C potencidlu u emulzi s obsahem stfednémolekularniho chitosanu v zavislosti na
Case jsou znazornény na Obr. 22-24. Na Obr. 22-24 lze pozorovat Casova zavislost
emulzi o rizném pH skladovanych pii teploté 4, 25 a 37 °C na { potencialu. Podobné¢ jako
u ptedchozich emulzi, byly i emulze o pH od 3,5 do 5,5 stabilizované za pomoci SM chi-
tosanu méfeny do 19. dne od vzniku emulzi, jelikoz dochéazelo v pribéhu skladovani
k rozpadu. Hodnoty C potencidlu se v pribéhu méfeni vice méné neménily a spadaly do

oblasti vhodné tirovné stability emulzi. Ani vliv teploty skladovani nebyl opét nikterak

vyrazny.
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Obr. 22. Casovd zavislost pH na { potencidlu emulzi o pH 3,5; 4; 4,5; 5, 5,5;
6, 6,5 s obsahem SM chitosanu skladovanych pri 4 °C

Pozn.: emulze o pH 3,5-35,5 jsou uvedeny pouze po 19. den testovani z ditvodu

Jjejich rozpadu
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Obr. 23. Casovd zavislost pH na { potencialu emulzi o pH 3,5; 4, 4,5, 5, 5,5;
6, 6,5 s obsahem SM chitosanu skladovanych pri 25 °C

Pozn.: emulze o pH 3,5-35,5 jsou uvedeny pouze po 19. den testovani z ditvodu
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Obr. 24. Casova zdvislost pH na { potencidlu emulzi o pH 3,5; 4, 4,5; 5, 5,5;
6, 6,5 s obsahem SM chitosanu skladovanych pri 37 °C

Pozn.: emulze o pH 3,5-35,5 jsou uvedeny pouze po 19. den testovani z ditvodu

Jjejich rozpadu
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6.2.4 Vliv pH na velikost ¢astic

Déle byla provedena analyza vlivu pH piipravenych emulzi na velikost ¢astic, jelikoz
velikost €astic je jednim z aspekti ovliviujicich stabilitu, vzhled a texturu emulzi. Analy-
za velikosti ¢astic byla provedena ihned po pfipravé emulzi a je shrnuta na Obr. 25.
Z obrazku je zfejmé, ze Castice u emulzi obsahujicich nizkomolekularni chitosan dosaho-
valy vétSich rozméri nez Castice obsazené v emulzich stabilizovanych prostiednictvim
sttednémolekularniho chitosanu. Také lze fici, Ze velikost Castic emulzi s obsahem
SM chitosanu se v zavislosti na pH pfili§ neménila. Primérné velikost ¢astic se pohybo-
vala v rozmezi od 1333,00 do 1747, 67 nm. Zatimco u emulzi s obsahem NM chitosanu,
lze zaznamenat vyrazné rozdily ve velikosti ¢astic pii rizném pH. Zde se primérna veli-

kost ¢astic pohybovala v rozmezi od 1583,66 do 2139,00 nm. PficemZ nejvyssi hodnoty

cvwr

2500 -
B NM Chitosan
2000 - B SM Chitosan
€ 1500 -
S
(]
E
Ny 1000 -
500 -
0 -
3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5
pH

Obr. 25. Velikost castic emulzi s obsahem nizkomolekularniho (NM) a stred-

nemolekularniho (SM) chitosanu v den pripravy emulzi

Pro lepsi ndzornost byly sestrojeny grafy zavislosti pH na velikosti ¢astic 12. a 36. den
skladovéani (Obr. 26 a Obr. 27). Na Obr. 26 je zndzornéna velikost ¢astic u emulzi skla-
dovanych pii teploté 4 °C 12. den od jejich pfipravy. Z obrazku je patrné, ze nejvyssich

vvr

byly namétfeny u emulzi o pH 6. Na Obr. 27 jsou zobrazeny hodnoty velikosti ¢astic
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u emulzi skladovanych pfi teploté 4 °C 36. den od jejich ptipravy. Jak je z obrazku patr-

né, emulze o pH 6 obsahuji ¢astice mensich rozmérd, nez je tomu u emulzi s pH 6,5.

Pfi€emz 1 typ pouZzitého chitosanu ma vliv na vyslednou velikost ¢astic emulzi, potazmo

jejich vyslednou stabilitu.
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Obr. 26. Velikost castic emulzi s obsahem nizkomolekuldarniho (NM) stiednémo-

lekularniho (SM) chitosanu, 12. den
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Obr. 27. Velikost castic emulzi s obsahem nizkomolekularniho (NM) stied-

némolekularniho (SM) chitosanu, 36. Den
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6.2.5 Vliv teploty a doby skladovani na velikost ¢astic

Jak jiz bylo feceno vyse, vliv teploty a doby skladovani mél na velikost ¢astic vyrazny
vliv, proto se 1 nasledujici kapitola bude zabyvat pravé vlivem teploty a doby skladovani
na stabiliza¢ni schopnost chitosanu o rizné molekulové hmotnosti (nizkomolekularni

vs. sttednémolekularni).

Z vysledkti vyplyva, ze velmi negativni vliv na stabilitu emulzi méla nejvyssi teplota
37 °C. K rozpadu emulzi (pH 3,5; 4; 4,5) zde doslo jiz ¢tvrty den od jejich ptipravy a do
konce testovani doSlo k rozpadu vsSech emulzi skladovanych v téchto podminkéch.
Pficemz dochéazelo k vyraznému zvétSovani velikosti castic, coz vedlo nasledné
k vytvoreni krémové vrstvy na povrchu emulze. Obdobné tomu bylo i vzorkt skladova-
nych pfi teploté 25 °C, kdy k prvnimu rozpadu emulzi doslo u vzorkil o niz§im pH, a to
jiz ¢tvrty den od jejich pfipravy, pricemz opét doslo k nartstu velikosti ¢astic. Emulze
o pH 6,5 s obsahem nizkomolekularni chitosanu a emulze o pH 6 a 6,5 s obsahem stfed-
némolekuldrni chitosanu ziistaly stabilni po celou dobu skladovani. Nejlepsich vysledki

bylo dosazeno u vzorkil skladovanych pfi teploté 4 °C (Obr. 28-33).

U obr. 28 znédzornujiciho velikost ¢astic emulzi o rGzném pH skladovanych pii vSech
testovacich teplotach 2. den od jejich piipravy lze pozorovat, Ze velikost Castic ma se
zvysujici se hodnotou pH klesajici tendenci. Hodnoty velikosti ¢astic naméfené u emulzi
o pH 6,5 byly nepatrné vyssi nez ty naméfené u emulzi o pH 6. Také lze vidét, Ze nejvys-

Sich hodnot velikosti ¢astic dosahovaly emulze skladované pfi teploté 37 °C.

Po 12 dnech skladovani (Obr. 29) doslo k dalsimu zvétSeni velikosti ¢astic (emulze o pH
5,5; 6 a 6,5). U ostatnich vzorkd emulzi jiz doslo k jejich rozpadu. Na Obr. 30 jsou za-
chyceny pouze dva vzorky emulze o pH 6 a 6,5, resp. jejich velikost Castic v zavislosti na
dobé a teploté skladovani. Opét lze zde pozorovat narist velikosti ¢astic oproti predcho-

zim dnum.
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Obr. 28. Vliv teploty na velikost castic emulzi o pH 3,5; 4; 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5
s obsahem NM chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 2. den
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Obr. 29. Vliv teploty velikosti ¢astic emulzi o pH 5,5, 6; 6,5 s obsahem NM
chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 12. den
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Obr. 30. Vliv teploty velikosti castic emulzi o pH 6 a 6,5 s obsahem NM
chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 36. den

Na Obr. 31-33 jsou zaznamenany hodnoty velikosti ¢astic u emulzi stabilizovanych za
pomoci stfednémolekularniho chitosanu v pribéhu testovani. Obrazek 31 znazorfiuje ve-
likost ¢astic emulzi skladovanych pfi rozdilné teploté skladovani 2. den od jejich ptipra-
vy. Ve srovnani s emulzemi obsahujicimi nizkomolekularni chitosan byly naméfeny nizsi
hodnoty velikosti ¢astic, a to v prib¢hu celé doby méfeni. Déle lze fici, Ze s rostouci hod-
notou pH, klesé velikost ¢astic. Hodnoty velikosti ¢astic naméfené u emulzi o pH 6,5
byly nepatrné vyssi nez hodnoty velikosti ¢astic naméfené u emulzi o pH 6. Z vysledkt
dale vyplyva, Ze emulze obsahujici sttednémolekularni chitosan nevykazuji ve své veli-

kosti ¢astic u riznych teplot skladovani vyrazny rozdil.
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Obr. 31. Vliv teploty na velikosti ¢astic emulzi o pH 3,5; 4; 4,5, 5, 5,5; 6, 6,5
s obsahem SM chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 2. den
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Obr. 32. Vliv teploty na velikost castic emulzi o pH 5,5, 6, 6,5 s obsahem SM
chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 12. den
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Obr. 33. Vliv teploty na velikost castic emulzi o pH 6 a 6,5 s obsahem SM
chitosanu skladovanych pri 4, 25 a 37 °C, 36. Den

6.3 Vizualni pozorovani

Jak jiz bylo uvedeno vyse, u ptipravenych emulznich sytému bylo vzdy provedeno i vi-
zualni pozorovani. To probéhlo ihned po piipravé emulzi a poté v piredem stanovanych
casovych intervalech (1, 2, 3, 4, 5, 9, 12, 15, 19, 30. a 36. den od piipravy emulze).
Emulze byly skladovany v riiznych teplotnich rezimech (4, 25 a 37 °C). U emulzi byl
sledovan celkovy vzhled, barva, pocet fazi, ptitomnost shlukli, krémovani a jiné znamky

destabilizace.

Z vysledkt vyplyva, Ze nejvhodné;jsi teplota skladovani z hlediska stability emulzi byla
teplota 4 °C, jak u emulzi obsahujicich nizkomolekularni chitosan, tak u emulzi obsahuji-
cich sttednémolekularni chitosan. Naopak nejhiife, z pohledu stability, byla hodnocena
nejvyssi teplota skladovani, tj. 37 °C. Pii této teplot€¢ doslo nakonec k rozpadu vsech
emulzi. Vzorky uchovavané pii teploté 25 °C zistaly stabilni po delsi ¢asové obdobi nez
vzorky skladované pti 37 °C, avSak v porovnani se vzorky, které byly skladovany pfi
4 °C, doslo k jejich rozpadu daleko diive. U emulzi s obsahem nizkomolekularniho chito-
sanu, lze za nejstabilnéj$i vzorky povazovat emulze o hodnoté pH 6,5, skladované pfii
teploté 25 °C a o hodnoté pH 6,5 skladované pfi teplote 4 °C. Tyto emulze zlstaly stabil-
ni po celou dobu testovani, tj. 36 dnti. Naopak k nejrychlejsimu rozpadu doslo u emulzi

o hodnoté¢ pH 3,5 a 4, kdy byly pozorovany zndmky destabilizace jiz ctvrty den od jejich
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pripravy, a to u vSech tfi teplot skladovani. U emulzi obsahujicich sttednémolekulérni
chitosan doslo nejrychleji k rozpadu emulzi o hodnoté pH 3,5, a to pii vSech podminkach
skladovani jiz ¢tvrty den od piipravy emulzi. Naopak vzorky emulzi o hodnoté pH 6
a 6,5, které byly uchovavany pfi teploté 4 a 25 °C ziistaly stabilni po celou dobu testovani
(36 dni). Rozpad emulzi probihal gravitacni separaci fazi, kdy dochéazelo ke krémovani,
tj. Zze se dispergovana faze emulze shromazd’'ovala v horni ¢ésti jako disledek jeji nizsi
hustoty oproti fazi vodné. V horni ¢asti vzorku se vytvofila mlééné bild vrstva nad
polotransparentni nazloutlou vrstvou v dolni ¢asti. Vyjimku tvotila emulze o pH 6,5 skla-
dovana pii teploté 37°C, kdy doslo k vytvoreni aglomeratii. To je pro lepsi ilustraci zna-

zornéno na fotografiich potizenych 30. den od ptipravy (Obr. 34 a 35).

Obr. 34. Emulze o pH 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5 s obsahem NM chitosanu skla-
dované pri 4, 25 a 37 °C (zleva: pH 6,5; 6, 5,5; 5, 4,5, 4, 3,5) [vlastni zdroj]
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Obr. 35. Emulze o pH 3,5; 4; 4,5, 5; 5,5; 6, 6,5 s obsahem SM chitosanu
skladované pri 4, 25 a 37 °C (zleva: pH 6,5; 6, 5,5; 5; 4,5, 4, 3,5) [vlastni
zdroj]

Bylo dosazeno obdobnych vysledk, jakych dosahli Hao Liu, Chaoyang Wang a kol. [61]
ve sv¢é studii. Popisuji zde, Ze emulze o pH>6,5 vykazuji vysokou stabilitu a odolnost
po dobu 2 mésictli, zatimco emulze o pH<6,5 jsou vysoce nestabilni a k jejich rozpadu
doslo jiz druhy den od piipravy. Stejného zavéru dosahli pti své praci i Xiao-Yan Wang

a Marie-Claude Heuzey [58, s. 931].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

6.3.1 Vliv teploty a doby skladovani na stabilitu emulzi

Stabilita emulzi s obsahem chitosanu byla dale hodnocena 1 prostiednictvim indexu kré-
movani (CI). Pro stanoveni CI byla méfena vySka vrstvy krémovani a celkova vyska
emulze (soucet vysky vrstvy krémovani a vodné vrstvy) v mm. Méfeni probihalo vzdy

v den piipravy a poté ve stanovenych casovych intervalech béhem skladovani.

Jelikoz jednim z vyznamnych parametrii ovliviiujicich stabilitu emulzi je teplota, byly
piipravené emulze rozdéleny do tfech riiznych teplot skladovéni (4, 25 a 37 °C) a byl
sledovan pravé vliv teploty na jejich stabilitu v pribchu casu. Jak jiz bylo uvedeno vyse,
nejméné stabilni emulze byly emulze s obsahem nizkomolekularniho chitosanu. To je
také patrné na Obr. 36, kde jsou vyneseny hodnoty CI emulzi namétené v pribéhu 36 dni
v zévislosti na pH skladovanych pfi teploté 37 °C. U emulzi s niz§i hodnotou pH docha-
zelo ke krémovani diive a s postupem casu bylo dosaZeno vySsich hodnot CI nez u emul-
zi 0 vys$$i hodnoté pH, kdy se krémovani zacalo projevovat pozd¢ji, napt. u emulze o pH
6 az 15 den od jeji ptipravy. Na Obr. 36 neni vyhodnoceni CI emulze o pH 6,5, jelikoz ke

krémovani viibec nedoslo, doslo ale k celkovému srazeni emulze 30. den od jeji ptipravy.

Z pohledu krémovani, tzn. rozpadu emulze byla nepatrné 1épe hodnocena teplota sklado-
vani 25 °C (Obr. 37). Lze pozorovat, ze hodnoty CI nabyvaly nizSich nez hodnoty CI
u vzorki skladovanych pi1 37 °C, 1 ptes to, Ze ke krémovani doslo u emulzi v identické
dny. Na Obr. 37 neni vyhodnoceni CI emulze o pH 6,5, jelikoZ u emulze nedoslo k roz-

padu.

Nejlépe hodnocena byla teplota skladovani 4 °C (Obr. 38), kdy CI nabyval nejnizSich
hodnot. Na obr. 38 neni opét vyhodnoceni CI emulze o pH 6,5, jelikoz emulze ziistala

stabilni po celou dobu testovani.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

72

14 -

0 T T T T T T T 1
4 8 12 16 24 28 32 36

.20
Cas [dny]

Obr. 36. Index krémovani (CI) emulzi s obsahem NM chitosanu
opH 3,5, 4, 4,5;5; 5,5, 6 skladovanych pri teplote 37 °C
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Obr. 37. Index krémovani (CI) emulzi s obsahem NM chitosanu
opH 3,5, 4, 4,5;5; 5,5, 6 skladovanych pri teploté 25 °C
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Obr. 38. Index krémovani (CI) emulzi s obsahem NM chitosanu
opH 3,5, 4, 4,5;5; 5,5, 6 skladovanych pri teplote 4 °C

Obdobné¢ tomu bylo i u emulzi s obsahem sttednémolekuldrniho chitosanu (Obr. 39-41).
Nejméne¢ stabilni emulze byly emulze skladované pfi teploté 37 °C. CoZ je také patrné na
Obr. 39, kde jsou zaznamenany hodnoty CI namétené v pribéhu 36 dni. Je ziejmé, ze
dochézelo k vyraznému krémovani zejména u emulzi o nizsim pH (3,5; 4; 4,5), kdy prvni
znamky destabilizace byly pozorovany jiz ¢tvrty den od jejich pfipravy. U emulzi o pH 5
a 5,5 byla zpozorovéana vrstva krémovani devaty den od jejich piipravy. Emulze o pH 6
se zacala rozpadat patnacty den. U vzorku o pH 6,5 byl zpozorovan vznik aglomeratu po
celém objemu emulze, doslo tedy k celkovému srazeni emulze a to 30. den. Naopak nej-
lépe byly hodnoceny opét emulze skladované pii teplot¢ 4 °C, jejich hodnoty CI
v pritbéhu skladovani jsou vyneseny na Obr. 39, ze kterého je patrné, Ze hodnoty CI byly
niz$i, nez tomu bylo u emulzi skladovanych pfi teploté 37 a 25 °C. Hodnoty CI u vSech
méfenych emulzi do 19. dne od vzniku emulze neptekrocily hodnotu 4 %. V grafu nejsou
zaznamenany hodnoty emulzi o pH 6 a 6,5, jelikoZ tyto emulze zlstaly stabilni po celou
dobu skladovani. Emulze s obsahem stfednémolekularniho chitosanu skladované pfi la-
boratorni teploté jsou znazornény na Obr. 40, u kterého 1ze zpozorovat, Ze hodnoty CI
jsou niz$i, nez je tomu u emulzi skladovanych pfti teploté 37 °C, ale zaroven vyssi nez
u emulzi skladovanych pfi teploté 4 °C. Obecné lze tedy fici, Ze hodnoty CI byly nizsi

nez hodnoty nemétené u emulzi s obsahem nizkomolekularniho chitosanu.
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Obr. 39. Index krémovani (CI) emulzi s obsahem SM chitosanu
opH 3,5, 4, 4,5;5; 5,5, 6 skladovanych pri teplote 37 °C
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Obr. 40. Index krémovani (CI) emulzi s obsahem SM chitosanu
opH 3,5, 4, 4,5;5; 5,5, 6 skladovanych pri teploté 25 °C
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Obr. 41. Index krémovani (CI) emulzi s obsahem SM chitosanu
opH 3,5, 4, 4,5; 5, 5,5, 6 skladovanych pri teplote 4°C

Bylo dosazeno obdobnych vysledki jako ve studii [58, s. 934], kde byla zjiStovana dlou-
hodoba stabilita emulzi s obsahem chitosanu o rizném pH prostiednictvim vizualniho
pozorovani a naslednym vypoctem CI. Bylo zde zjisténo, Ze pfitomnost chitosanu zna¢né
zvySuje stabilitu emulze. Konkrétnég, pfi nizSich hodnotach pH (3,5 a 4,5) pozorovali nah-
1y nariist CI na hodnotu 75%, resp. 67% v prubéhu 40 dnii. Zatimco u pH 6,5 byl CI prak-
ticky 0 po dobu 80 dni. Jejich vysledky ukazuji, Ze nejstabilnéjsi emulzi na bazi chitosanu

je ta, ktera byla ptipravena pii pH 6,5.

6.4 Mikroskopické pozorovani

Dalsi charakteristikou emulzi bylo jejich mikroskopické pozorovani. Jak jiz bylo uvedeno
vyse, pozorovani u emulzi o pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5 stabilizovanych prostfednictvim
sttednémolekuldrniho chitosanu probihalo v den jejich pfipravy. Nasledné byly mikro-
skopickému pozorovani podrobeny emulze o hodnoté pH 3,5; 6; 6,5 ze 4, 25 a 37 °C 19.
a 36. den od jejich piipravy. Emulze o pH 3.,5; 6; 6,5 stabilizované za pomoci nizkomole-
kularniho chitosanu z kazdé teploty skladovani byly z Casovych divodii pozorovany
19. a 36. den od vzniku emulze. Vzhledem k omezenému rozsahu prace byly vybrany

pouze potizené fotografie vystihujici vySe zminénou problematiku.
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Na Obr. 42 je zachycena emulze o pH 3,5 s obsahem stfednémolekularniho chitosanu
v den jeji ptipravy. Z potizené fotografie je patrné, ze noveé ptipravena emulze je homo-
genni a obsahuje vice méné jen jedinou populaci ¢astic. Obdobné tomu bylo 1 u vzorku
emulze o pH 6,5 v den jeji piipravy (Obr. 43). Toto zjiSténi bylo prokézano 1 pfi méteni
velikosti ¢astic. Na Obr. 44 jsou pro srovnani uvedeny distribuéni kiivky velikosti ¢astic

u emulze o pH 3,5 a 6,5 v den jejich ptipravy.

Obr. 42. Emulze o pH 3,5 s obsahem strednemolekularniho chitosanu

v den jeji pripravy
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Obr. 43. Emulze o pH 6,5 s obsahem strednémolekularniho chitosanu

v den jeji pripravy
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Obr. 44. Distribuce velikosti ¢astic u emulzi o pH 3,5 a 6,5 s obsahem strednémolekuldar-

niho chitosanu v den jejich pripravy

Na Obr. 45 je zachycena emulze o hodnoté pH 3,5 s obsahem stfednémolekularniho chi-
tosanu 36. den od jeji pfipravy skladovana pii teploté¢ 4 °C. Lze si zde povSimnout, Ze
emulze jiz obsahovala rizné velké Castice, nez tomu bylo v den jeji ptipravy (Obr. 42).

Pro srovnani je pak na Obr. 46 zachycen vzhled emulze o hodnoté pH 6,5 s obsahem
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sttednémolekuldrniho chitosanu 36. den od jeji ptfipravy skladované pii teploté 4 °C. Je
ziejmé, Ze tento vzorek emulze obsahuje daleko mensi ¢astice nez vzorek emulze o hod-
noté¢ pH 3,5 s obsahem stfednémolekularniho chitosanu. I proto zlstala tato emulze sta-
bilni po celou dobu pozorovéni, zatimco u druhé zminéné byly od ¢tvrtého dne pozoro-

vany znamky jeji destabilizace.

Obr. 45. Emulze o pH 3,5 s obsahem strednemolekularniho chitosanu

36. den od pripravy emulze, skladovana pri teploté 4 °C

Obr. 46. Emulze o pH 6,5 s obsahem strednemolekularniho chitosanu

36. den od pripravy, skladovana pri teploté 4 °C
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Pro srovnani vzhledu emulzi s obsahem rizného typu chitosanu jsou na Obr. 47 a 48 za-
chyceny emulze stabilizované prostfednictvim nizkomolekuldrniho chitosanu 36. den od
piipravy. Byly opét vybrany vzorky emulzi o pH 3,5 a 6,5 skladované pfi teploté 4 °C.
Pfi porovnani je ziejmé, Ze emulze o pH 6,5 s obsahem nizkomolekuldrniho chitosanu
obsahuje daleko mensi castice s daleko mensi distribuci nez emulze o hodnoté pH 3,5
s obsahem stejného typu chitosanu. Obdobn¢ jako tomu bylo vySse, i u emulzi stabilizova-
nych pomoci nizkomolekularniho chitosanu, obsahovaly vzorky emulzi o pH 6,5 daleko
mensi ¢astice nez tomu bylo u vzorkd emulzi o hodnoté pH 3.5. Porovname-li fotografie
zaznamenavajici emulze s obsahem stfednémolérniho chitosanu s emulzemi s obsahem
nizkomolarniho chitosanu Ize fici, Ze ¢astice emulzi stabilizovanych prostfednictvim niz-
komolekularniho chitosanu jsou nepatrné vétSich rozmérti nez je tomu u vzorkd emulzi

stabilizovanych pomoci stfednémolekularniho chitosanu.

Obr. 47. Emulze o pH 3,5 s obsahem nizkomolekuldarniho chitosanu

36. den od pripravy, skladovana pri teploté 4 °C
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Obr. 48. Emulze o pH 6,5 s obsahem nizkomolekularniho chitosanu

36. den od pripravy, skladovana pri teplote 4 ° C

Jak jiz bylo uvedenou vyse, rozpad emulzi probihal gravitacni separaci, tj. krémovanim.
Krémova vrstva je tvofena dispergovanou olejovou fazi nashromédzdénou v horni ¢asti
emulze. Na Obr. 49 je pro ilustraci zachycena pravé tato krémova vrstva u vzorku
z emulze s obsahem nizkomolekularniho chitosanu o pH 3,5 skladované pfi teploté 25 °C
19. den od pfipravy. Lze zde pozorovat velmi tésné usporadané castice pomérné velkych

rozmert, ve srovnani s ¢asticemi u stabilnich emulzi (Obr. 46 a Obr. 48).

Obr. 49. Krémovaci vrstva u vzorku emulze o pH 3,5 s obsahem nizkomole-

kularniho chitosanu v 19. den od pripravy, skladovana pri teploté 4 ° C
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Mikroskopickym pozorovanim byl i u vétSiny emulzi zaznamendm Browntv pohyb.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo pfipravit emulze stabilizované za pomoci biopolymeru

chitosanu a nalézt optimalni podminky pro udrzeni jejich maximalni stability. Dale pro-

vést zakladni charakterizaci takto pfipravenych emulzi.

Postupem pouzitym v diplomové praci byly nejprve pfipraveny 1% roztoky kyseliny
octové o pH 3,5; 4; 4,5; 5, 5,5; 6 a 6,5 s obsahem chitosanu o rizné¢ molekulové hmotnos-
ti. Pro jejich ptipravu byl pouzit nizko- a stfednémolekularni chitosan. Pro charakterizaci
chitosanovych roztoka bylo vyuzito dynamického rozptylu svétla, pomoci které¢ho byla
stanovena zavislost { potencialu na pH a zavislost velikosti ¢astic na pH. Prostiednictvim
metody Wilhelmyho vyvaZovaci desticky bylo u roztokli zméteno jejich povrchové napé-
ti.

Hodnoty ( potencidlu naméfené u roztokll chitosanti prokazaly klesajici tendenci
skupin. Pfi méfeni velikosti ¢astic byla také zaznamendna klesajici tendence velikosti
¢astic pfi zvySujicim se pH (z 3,5 na 6). Vyjimku tvofili roztoky o pH 6,5 jejichZ hodno-
ty zeta potencidlu byly nepatrné vyssi nez u emulzi o pH 6. Pficemz roztoky s obsahem
nizkomolekularniho chitosanu dosahovaly niz§ich hodnot velikosti ¢astic nez roztoky
obsahujici sttednémolekuldrni chitosan. Poslednim sledovanym parametrem u roztoki
s obsahem chitosanu bylo povrchové napéti. Z vysledkl vyplyva, Ze se povrchové napéti
se az na mirné odchylky se zvysujicim se pH zvySovalo, a to jak u roztokd obsahujicich

nizko-, tak stfednémolekularni chitosan.

DalSim krokem byla pfiprava emulzi stabilizovanych pravé prostfednictvim chitosanu
o riizné molekulové hmotnosti. Emulze byly pfipraveny ve stejné hodnoté pH jako tomu
bylo u prostych roztokli chitosani. Cilem bylo sledovat, jak pH ovlivituje hodnotu

{ potencialu a velikost ¢astic, s ohledem na celkovou stabilitu emulzi.

Obdobné, jako tomu bylo u roztokii s obsahem chitosanti, hodnoty povrchového napéti
emulzi s obsahem nizko- a sttednémolekuldrniho chitosanu se zvySovaly se zvySujicim se
pH. Vyjimku zde tvofily emulze o pH 4,5 a 6 s obsahem nizkomolekularniho chitosanu
a emulze o pH 4 a 6 obsahujici sttednémolekularni chitosan, jejichz hodnoty se mirné
odliSovaly. Hodnoty { potencialu emulzi s obsahem chitosanu o rizné molekularni hmot-

nosti se navzajem piili§ neliSily.
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Daéle, z méfeni { potencialu vyplyva, ze se zvySujici se hodnotou pH dochazi k poklesu
hodnoty £ potencialu. Pfi¢emz vSechny hodnoty se nachazely nad hranici +30 mV, coz je
oznacovano jako oblast vhodné trovné stability emulzi. Vyssi hodnoty byly naméteny
u emulzi stabilizovanych prostfednictvim nizkomolekuldrniho chitosanu. Dalsim sledo-
vanym parametrem ovliviiujicim stabilitu emulzi byla i teplota (4, 25 a 37 °C) a doba
skladovani (36 dni). Pfestoze dochdzelo k rozpadu emulzi, namétené hodnoty { potencia-

lu se v prubéhu skladovani ménily pouze minimalng¢.

Vliv pH, teploty a doby skladovani na stabilitu vyrobenych vzorka emulzi byl pozorovan
1 prostfednictvim méfeni velikosti ¢astic. Bylo zjisténo, ze dochdzelo k efektivnimu zvy-
Sovani velikosti ¢astic, coz postupem casu vedlo az k rozpadu emulzi. Vyssi hodnoty ve-
likosti ¢astic byly naméfeny u emulzi stabilizovanych prostfednictvim nizkomolekuldrni-
ho chitosanu. Nejdiive se projevily zndmky destabilizace u emulzi o niz§im pH (3,5; 4;
4,5) a to jiz ¢tvrty den od piipravy. Nameétené velikosti ¢astic emulzi zde byly nejvyssi.
Naopak nejvice stabilni byly emulze o pH 6 a 6,5. Z hlediska teploty skladovani byla
nejlépe hodnocena teplota 4 °C. Naopak nejhorsi pro stabilitu byla teplota 37 °C, kdy

doslo v prib¢hu skladovani k rozpadu vSech emulzi.

Diplomova prace prokéazala schopnost chitosanu stabilizovat emulze typu o/v v prostiedi
o rizném pH. Nejstabiln¢j$i emulze byly ty o pH 6,5, a to jak s obsahem nizko-, tak
sttednémolekularniho chitosanu. Podrobnéjsi zkoumani takto stabilizovanych systému by

bylo vhodnym ndmétem pro dalsi praci.
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o/v

V/O

PAL

HLB

RNA

DNA

MC

HPMC

CMC

NaCMC

HEC

HPC

ROS

SDS

SSL

CI

NM

SM

Emulze olej ve vode.

Emulze voda v oleji.

Povrchové aktivni latla.
Hydrofilné-lipofilni rovnovéha.
Ribonukleova kyselina.
Deoxyribonukleova kyselina.
Zaporny logaritmus koncentrace vodikovych iontd.
Methylceluldza.
Hydroxypropylmethylcelul6za.
Karboxylmethylceluldza.

Sodna stl karboxymethylcelul6zy.
Hydroxyethylceluldza.
Hydroxypropylceluldza.
Reaktivni kyslikové species
Dodecylsultfat sodny.
Stearoyllaktat sodny.

Disocia¢ni konstanta.

Index krémovani.
Nizkomolekularni.

Strednémolekularni.
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