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ABSTRAKT 

Volba vhodného nosiče je jedním ze základních předpokladů pro efektivní a cílené dodání 

účinných látek do organismu. Transferosomy jsou specifickým typem lipidových vezikulár-

ních nosičů, jejichž membrána je díky přítomnosti povrchově aktivních molekul mimořádně 

deformovatelná. To těmto vezikulám umožňuje nejen účinně enkapsulovat širokou škálu 

hydrofobních a hydrofilních látek, ale zejména pronikat do hlubokých vrstev kůže. 

Práce se blíže zabývá formulací a přípravou transferosomů s obsahem bioaktivního antio-

xidantu astaxanthinu metodou hydratace tenkého filmu s následnou sonikací. Fyzikálně-che-

mické vlastnosti připravených transferosomů, včetně velikosti a distribuce vezikul, enkap-

sulační účinnosti a schopnosti zhášet radikály DPPH jsou stanoveny, diskutovány a korelo-

vány se složením transferosomů. V neposlední řadě bylo provedeno i in vitro zhodnocení 

cytotoxicity připravených formulací. 
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ABSTRACT 

The selection of a suitable carrier is one of the basic requirements for effective drug delivery. 

Transferosomes are a specific type of lipid vesicular carriers which, due to the presence 

of surface-active molecules in their modified membrane, can be characterized by extraordi-

nary deformability allowing these vesicles not only to effectively encapsulate a wide range 

of hydrophobic and hydrophilic active substances, but especially to penetrate into deep lay-

ers of the skin. 

The thesis deals with the formulation and preparation of transferosomes containing bioactive 

antioxidant astaxanthin by the method of thin film hydration followed by sonication. Physi-

cochemical properties of the prepared transferosomes, including vesicle size and distribu-

tion, encapsulation efficacy and ability to scavenge DPPH radicals, are determined, dis-

cussed and correlated with transferosome composition. Finally, in vitro evaluation of cyto-

toxicity of the prepared formulations was performed. 

Keywords: transferosome, astaxanthin, DPPH radical scavenging 
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ÚVOD 

Efektivní mechanismus prostupu pokožkou je jedním ze základních předpokladů pro dosa-

žení požadovaného farmaceutického či kosmetického účinku topicky aplikovaných pří-

pravků, kterého lze dosáhnout, mimo jiné, i použitím vhodných nosičů aktivních látek. 

Transferosomy jsou typem nanostrukturovaných vezikul, jejichž modifikovaná membrána 

usnadňuje proces transdermální absorpce a umožňuje tak proniknout jejich enkapsulova-

nému obsahu na místo určení. Ve srovnání s konvenčními liposomy jsou transferosomy 

schopné lépe překonávat kožní rohovou bariéru a dosahovat hlubokých vrstev kůže.  

Negativní dopad oxidačního stresu na organismus je velmi dobře znám. Nadměrná produkce 

volných radikálů způsobuje narušení přirozených buněčných procesů a vede k vývoji pato-

logických změn – především oxidačním modifikacím biomolekul, které tak ztrácí svou 

funkci. Z dlouhodobého hlediska je oxidační stres jednou z hlavních příčin procesu vnitřního 

i vnějšího stárnutí organismu, kůži nevyjímaje. Látky s antioxidačním účinkem jsou schopny 

s volnými radikály reagovat, eliminovat je a zamezovat dalším nežádoucím oxidačním řetě-

zovým reakcím.  

Karotenoidy jsou přírodní antioxidanty představující rozsáhlou skupinu lipofilních látek 

ze skupiny tetraterpenoidů, přičemž za jednoho z jejich nejvíce potentních zástupců je po-

važován astaxanthin (ASTX) – temně červené barvivo pocházející z mořského světa, jež 

je známo svými mimořádnými antioxidačními schopnostmi. Jeho nízká rozpustnost v polár-

ním prostředí, omezená chemická stabilita a biodostupnost nicméně představují hlavní pře-

kážky pro širší aplikace tohoto potentního antioxidantu v kosmetickém a farmaceutickém 

sektoru. Enkapsulace ASTX do nosičových systémů tak může představovat vhodnou strate-

gii pro překonání zmíněných nedostatků.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 NOSIČE AKTIVNÍCH LÁTEK 

Enkapsulace bioaktivních látek nabývá, v rámci kosmetického průmyslu, stále většího vý-

znamu. Kosmetické formulace dnes velmi často obsahují celou řadu biologicky aktivních 

složek se širokým spektrem účinků. Tyto látky jsou však zpravidla velice citlivé na působení 

teploty, pH prostředí, světla či oxidačního stresu a mohou tak podléhat nežádoucím degra-

dačním procesům, jež vedou ke snížení nebo ztrátě jejich účinnosti [1].  

Pro topickou aplikaci formulací s obsahem kosmeticky a farmakologicky účinných látek 

je rovněž jednou z největších výzev překonání svrchní rohové vrstvy epidermis – stratum 

corneum (SC). Za běžných podmínek jsou totiž schopny rohovou vrstvou pokožky prostu-

povat ve větší míře pouze lipofilní látky o molekulové hmotnosti nižší než 500 gmol−1 

a s hodnotou rozdělovacího koeficientu oktanol/voda Log P v rozmezí 1 až 3 [2, 3, 4].  

Z těchto důvodů jsou dnes stále vyvíjeny nové technologie, jejichž cílem je enkapsulovat 

bioaktivní látky do vhodných nosičových systémů umožňujících zvýšení stability, účinnosti 

a biologické dostupnosti bioaktivních látek. Zároveň by nosiče měly těmto látkám umožňo-

vat kontrolované a cílené uvolňování a případně i korigovat jejich nežádoucí vlastnosti 

(zejména ve vztahu k senzorickým vlastnostem finální formulace) [1]. 

1.1 Vezikulární nosiče 

Vezikuly můžeme charakterizovat jako uzavřené membránové útvary složené z dvojvrstev, 

které mohou být tvořeny různými lipidy, surfaktanty či jejich kombinacemi. Inkorporace 

účinných látek do vezikulárních systémů je jedním z potenciálních způsobů, jak čelit pro-

blémům při překonávání SC, jelikož tyto systémy usnadňují prostup hydrofilním a biomak-

romolekulárním látkám, které by samy o sobě nebyly schopny svrchní rohovou bariéru pře-

konat [2, 3]. 

Liposomy představují nejstarší skupinu vezikulárních nosičů. Tyto sférické vezikuly tvořené 

jednou či více lipidovými dvojvrstvami obklopujícími vnitřní jádro tvořené vodnou fází byly 

poprvé popsány ve 60. letech 20. století Banghamem a Hornem [5]. Membrána liposomů 

(tzv. lamela) je tvořena molekulami fosfolipidů, které se ve vodném prostředí díky své am-

fipatické struktuře samovolně asociují do lipidových dvojvrstev, z nichž se mohou dále tvo-

řit právě vezikulární útvary. Dle počtu přítomných lamel rozlišujeme liposomy unilamelární 

a multilamelární [6]. Pro zvýšení stability liposomálních membrán se často přistupuje k je-
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jich kombinacím s dalšími složkami, např. cholesterolem. Konkrétní vlastnosti liposomů vy-

cházejí zejména ze struktury použitých lipidů, jejich obecnou nevýhodou je nicméně fakt, 

že po depozici na kůži jsou schopny efektivně prostupovat pouze do nejsvrchnějších vrstev 

epidermis [7, 8]. Mezi další omezení patří limitovaná enkapsulační účinnost zejména hyd-

rofilních látek, snížená stabilita membrány, která vede k předčasnému uvolňování vnitřního 

obsahu, a krátký poločas rozpadu [9]. Tyto skutečnosti proto vedly k vývoji nových nosičo-

vých systémů, které se snaží zmíněné nedostatky řešit. Mezi takovéto systémy řadíme 

např. niosomy, ethosomy či transferosomy. 

Niosomy byly vyvinuty společností L´Oréal v polovině 70. letech 20. století. Membrána ni-

osomů je, na rozdíl od liposomů, tvořena molekulami neionických jednořetězcových povr-

chově aktivních látek (PAL). Nejčastěji se jedná o estery mastných kyselin a sorbitolu (sor-

bitany), popřípadě jejich ethoxylované deriváty (polysorbáty). Vlastnosti niosomální mem-

brány mohou být taktéž dále modifikovány molekulami cholesterolu či jinými amfifilními 

látkami. Ve srovnání s liposomy jsou niosomy, díky absenci fosfolipidů, stabilnější vůči pů-

sobení oxidačního stresu [10, 11, 12]. 

Ethosomy jsou fosfolipidové vezikuly s vysokým obsahem alkoholu (20 až 45 %), zpravidla 

ethanolu či isopropanolu. Přítomnost alkoholu umožňuje fluidizaci lipidové membrány et-

hosomů, což vezikulám uděluje poměrně značnou flexibilitu a umožňuje jim dosahovat vyšší 

permeační účinnosti, než je tomu v případě konvenčních liposomů [13]. 

Transferosomy jsou specifickým typem vezikulárních nosičů s vysoce deformovatelnou 

a flexibilní membránou tvořenou molekulami fosfolipidů a surfaktantů, kdy tato kombinace 

přispívá k zabezpečení velmi vysoké enkapsulační efektivity a schopnosti transdermální ab-

sorpce [2, 3, 14].  
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2 TRANSFEROSOMY 

Označení „transferosom“ je registrovanou obchodní značkou německé společnosti IDEA 

AG. Samotné slovo je odvozeno z latinského slova transferre znamenající přenášet na dru-

hou stranu a z řeckého slova soma, neboli tělo [3, 14]. Transferosomy (Obr. 1) můžeme 

fakticky charakterizovat jako ultradeformovatelné vezikuly skládající se z modifikované li-

pidové dvojvrstvy, jež obklopuje vnitřní jádro tvořené vodnou fází. Membrána transfero-

somů je tvořena zpravidla dvojvrstvou fosfolipidů, do které jsou vmezeřeny molekuly akti-

vátorů hran – PAL. Díky jejich přítomnosti je membrána mimořádně deformovatelná, stres-

responzivní a pružná [2, 3, 8, 14].  

  

Obr. 1. Schématické znázornění struktury transferosomu [upraveno dle 15] 

Transferosomy jsou vhodné pro enkapsulaci širokého spektra lipofilních i hydrofilních účin-

ných látek. V závislosti na polaritě se inkorporovaná látka může stát součástí samotné fos-

folipidové dvojvrstvy (lipofilní látky), nebo se může koncentrovat ve vodném jádře (hydro-

filní látky). Transferosomy jsou schopny penetrovat skrz SC a dále permeovat do hlubokých 

vrstev epidermis. Penetrační schopnosti nicméně závisí na deformovatelnosti transferoso-

mální membrány, a tedy na konkrétním složení vezikuly [16]. Proto je třeba určit co možná 

nejvhodnější formulaci prostřednictvím individuálně navržených experimentálních postupů, 

a to pro každou účinnou látku tak, aby bylo možné získat bezpečný, obecně dobře přijímaný 

nosič s optimální deformovatelností, stabilitou a enkapsulační účinností  [3, 8, 14]. 
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2.1 Složení transferosomů  

Transferosomy se skládají z několika komponent. Základní složku představují molekuly am-

fipatických fosfolipidů, které mohou být využívány samostatně nebo ve směsích s dalšími 

lipidickými látkami. Důležitou složkou formulace jsou dále molekuly aktivátorů hran, je-

jichž přítomnost je zásadní pro funkční vlastnosti membrány [2, 17, 18]. Jako hydratační 

médium je využívána deionizovaná voda nebo pufrované fyziologické roztoky o příslušné 

hodnotě pH. V případě pomocných rozpouštědel se uplatňují nejčastěji nízkomolekulární 

alkoholy, např. ethanol či methanol [19].  

2.1.1 Fosfolipidy 

Fosfolipidy představují typické zástupce heterolipidů. Přítomnost hydrofilních skupin 

ve struktuře těchto lipidů se projevuje v jejich amfipatickém charakteru. Jak již bylo zmí-

něno, ve vodném prostředí jsou fosfolipidy schopny asociace za vzniku nadmolekulárních 

útvarů. V závislosti na obsaženém alkoholu rozlišujeme dvě základní skupiny fosfolipidů – 

glycerofosfolipidy a sfingofosfolipidy. Glycerofosfolipidy obsahují ve své struktuře mole-

kulu trojsytného alkoholu glycerolu, zatímco sfingofosfolipidy obsahují molekulu nenasy-

ceného aminoalkoholu s 18 atomy uhlíku – sfingosinu.  

Z chemického hlediska glycerofosfolipidy vychází z 3-fosforylglycerolu, jehož acylací 

dvěma molekulami mastných kyselin vzniká molekula kyseliny fosfatidové. V případě, že 

poloha sn-1 či sn-2 není esterifikována, hovoříme o tzv. lysofosfolipidech. Fosfátová sku-

pina glycerofosfolipidů v poloze sn-3 umožňuje případnou vazbu dalších hydrofilních 

funkčních skupin, což vede ke vzniku různých derivátů. Jedná se např. o fosfatidylethanola-

min (PE), fosfatidylserin (PS) či fosfatidylcholin (PC). Všechny přirozeně se vyskytující 

glycerofosfolipidy zaujímají -strukturu s L-konfigurací [6]. 

Glycerofosfolipidy využívané pro formulaci vezikulárních nosičů mohou být přírodního, 

či syntetického původu. Z hlediska složení se ve struktuře přírodního PC vyskytují zejména 

středně dlouhé nenasycené mastné kyseliny se 16 až 18 atomy uhlíku. Díky přibližně stejné 

délce mastných kyselin v poloze sn-1 a sn-2 je molekula PC víceméně symetrická [6, 20].  

Mezi nejběžnější přírodní fosfolipidy patří směsný vaječný či sójový PC. Pro vaječný fos-

fatidylcholin (EPC) je typická přítomnost n-6 a n-3 polynenasycených mastných kyselin 

s dlouhými řetězci, jmenovitě se jedná o kyselinu arachidonovou a kyselinu dokosahexae-

novou sójový fosfatidylcholin (SPC) je bohatý na kyselinu linolovou. V případě synteticky 
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připravovaných fosfolipidů mohou být využívány např. 1,2-dimyristoyl fosfatidylcholin 

(DMPC), 1,2-dipalmitoyl fosfatidylcholin (DPPC) či 1,2-dipalmitoyl fosfatidylglycerol 

(DPPG) [2, 6, 21]. 

Výběr konkrétního fosfolipidu má zásadní dopad na vlastnosti dvojvrstvy, zejména na její 

stabilitu a fluiditu. Velmi důležitým faktorem je například míra nenasycenosti vázaných 

mastných kyselin. Pro fosfolipidy izolované z vaječného žloutku je typické zastoupení na-

sycené mastné kyseliny v poloze sn-1 a nenasycené mastné kyseliny v poloze sn-2, obecně 

tak dávají vzniku propustnějším a méně stabilním dvojvrstvám. Naopak syntetické fosfoli-

pidy bohaté na dlouhé nasycené acylové řetězce, např. DMPC a DPPC, vytvářejí poměrně 

tuhou, spíše nepropustnou strukturu dvojvrstvy [22]. 

Zastoupení konkrétních typů mastných kyselin ve struktuře fosfolipidu se projevuje v teplotě 

fázového přechodu fosfolipidu Tc. Hodnota Tc představuje teplotu, při které dochází k pře-

chodu fosfolipidu z gelové struktury do kapalně krystalické fáze, přičemž na výsledné hod-

notě se podílí celá řada faktorů, a to zejména délka a nenasycenost vázaného acylu, povaha 

vázané polární skupiny a čistota samotného fosfolipidu [6, 23]. Souhrn hodnot Tc pro vy-

brané fosfolipidy je uveden v Tab. 1.  

Rostoucí délka uhlovodíkového řetězce vázaného ve struktuře fosfolipidu přispívá ke zvý-

šení hodnoty Tc. Dalším výrazným faktorem je nenasycenost přítomných acylů – při zacho-

vání stejné délky alifatického řetězce a stejného typu polární skupiny dochází se zvyšující 

se nenasyceností řetězců k výraznému poklesu hodnoty Tc. Například hodnota Tc v případě 

1,2-distearoyl fosfatidylcholinu (DSPC) dosahuje 55 °C, zatímco u 1,2-dioleoyl fosfatidyl-

cholinu (DOPC) tato hodnota klesá až na −20 °C. Povaha polární skupiny taktéž výrazně 

ovlivňuje hodnotu Tc. Přítomnost ethanolaminu ve struktuře 1,2-dipalmitoyl ethanolaminu 

(DPPE) zvyšuje hodnotu Tc na 63 °C, zatímco u běžného DPPC dosahuje hodnot výrazně 

nižších 41 °C. Možným vysvětlením tohoto zvýšení Tc v případě DPPE může být existence 

silnějších interakcí polárních skupin, než je tomu u DPPC [6]. 

Jelikož je pro přírodní fosfolipidy typická přítomnost směsných molekul s různě dlouhými 

vázanými acyly, k fázovým přechodům dochází u těchto fosfolipidů za obecně hůře defino-

vaných podmínek, tedy v širším teplotním intervalu. Přírodní fosfolipidy izolované ze sójo-

vých bobů se, ve srovnání s fosfolipidy vaječného žloutku, vyznačují vyšší variabilitou vá-
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zaných acylů. To se projevuje v širším intervalu Tc sójových fosfolipidů. Synteticky připra-

vené fosfolipidy s přesně definovaným složením se naopak vyznačují velmi úzkými teplot-

ními intervaly Tc [23]. 

Tab. 1. Přehled hodnot Tc pro vybrané fosfolipidy [6, 21, 23, 24] 

Fosfolipid Zkratka Tc [°C] 

Sójový fosfatidylcholin SPC −20 až −30 

Hydrogenovaný sójový fosfatidylcholin HSPC 52 

Vaječný sfingomyelin ESM 40 

Vaječný fosfatidylcholin EPC −5 až −15 

Dilauroyl fosfatidylcholin DLPC −20... 

Dimyristoyl fosfatidylcholin DMPC 23 

Dipalmitoyl fosfatidylcholin DPPC 41 

Dioleoyl fosfatidylcholin DOPC −22... 

Distearoyl fosfatidylcholin DSPC 55 

Dimyristoyl fosfatidylglycerol DMPG 23 

Dipalmitoyl fosfatidylglycerol DPPG 41 

Dioleoyl fosfatidylglycerol DOPG −18... 

Distearoyl fosfatidylglycerol DSPG 55 

Dimyristoyl fosfatidylethanolamin DMPE 50 

Dipalmitoyl fosfatidylethanolamin DPPE 60 

Dioleoyl fosfatidylethanolamin DOPE −16... 

Dimyristoyl fosfatidylserin DMPS 38 

Dipalmitoyl fosfatidylserin DPPS 51 

Dioleoyl fosfatidylserin DOPS −10... 
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Důležitým kritériem pro přípravu vezikulárních systémů na bázi lipidů je používání surovin 

ve farmaceutické kvalitě, což značně zvyšuje finanční náročnost těchto systémů. Přírodní 

fosfolipidy jsou ve srovnání se syntetickými fosfolipidy cenově dostupnější, nedosahují však 

čistoty synteticky připravovaných fosfolipidů a jsou náchylnější k projevům hydrolytické 

nestability, která vede ke vzniku lysofosfolipidů. I přesto obsahuje většina transferosomál-

ních formulací jako hlavní složku své lipidové frakce směsný PC přírodního původu, jenž 

je výborně snášen kůží, čímž je eliminováno riziko nežádoucích reakcí [3, 6, 25, 26].  

2.1.2 Aktivátory hran 

Aktivátory hran představují skupinu biokompatibilních surfaktantů, jež primárně umožňují 

změkčení fosfolipidové dvojvrstvy vmezeřením se do její struktury. Nejčastěji se jako akti-

vátory hran uplatňují jednořetězcové PAL z řad anionických a neionických tenzidů. Okra-

jově však mohou být využívány i některé další látky, např. monoterpenické uhlovodíky 

[27, 28]. Základní lipidová membrána je v důsledku přítomnosti molekul aktivátorů desta-

bilizovaná a mimořádně flexibilní [29]. Přítomnost těchto látek v transferosomálních formu-

lacích může dále usnadňovat solubilizaci hydrofobních účinných látek, čímž je podpořena 

enkapsulační účinnost vezikul [30]. Přispívají rovněž ke zvýšení tekutosti kožních lipidů, 

fungují tedy jako urychlovače (enhancery) transdermální absorpce [2, 15, 31].  

Neionické surfaktanty vykazují ve srovnání se surfaktanty anionickými obecně nižší hod-

noty iritačního potenciálu, jsou považovány za méně toxické a méně hemolytické navíc mají 

tendenci v roztoku udržovat fyziologické pH [15]. Specifickou funkcí neionických PAL 

je např. i inhibice P-glykoproteinů, čehož je s výhodou využíváno pro zlepšení absorpce lé-

čiv a pro zacílení na konkrétní tkáně [32]. Důležitým parametrem v případě neionických sur-

faktantů je hodnota hydrofilně-lipofilní rovnováhy (HLB – Hydrophilic Lipophilic Balance). 

Hodnota HLB má vliv na velikost částic v systému, čím nižší hodnotu HLB neionický sur-

faktant vykazuje, tím větší vezikuly mají tendenci vznikat [33]. Hodnota HLB neionického 

surfaktantu ovlivňuje i enkapsulační účinnost vezikul. Použití tenzidu s nízkým HLB zvy-

šuje účinnost zachycení lipofilní účinné látky [34].  

Sodium cholát a sodium deoxycholát jsou typickými zástupci anionických aktivátorů hran. 

Mezi nejčastěji využívané neionické aktivátory řadíme sorbitany a jejich ethoxylované de-

riváty polysorbáty. Konkrétně se velmi často využívají sorbitan monooleát (Span® 80) a po-

lyoxyethylen-80-sorbitan monooleát (Tween® 80), jelikož délka řetězce kyseliny olejové, 
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která je jejich strukturální součástí, je optimální pro interkalaci mezi řetězce mastných ky-

selin SPC či EPC [2, 8, 14]. Struktury zmiňovaných neionických surfaktantů jsou vyobra-

zeny na Obr. 2 a 3. 

 

Obr. 2. Sorbitan monooleát (Span® 80) 

 

Obr. 3. Polyoxyethylen-80-sorbitan monooleát (Tween® 80) 

Celkové množství surfaktantů použitých při přípravě transferosomů představuje důležitý 

faktor vzhledem k pružnosti vezikuly a minimalizaci rizika její ruptury při průchodu kožními 

vrstvami [29]. Optimální množství PAL použité ve formulaci závisí na hustotě sbalení pou-

žitého fosfolipidu a vzájemné interakci PAL-fosfolipid [35]. V ideálním případě by se kon-

centrace surfaktantu měla pohybovat v hodnotách, které nejsou schopny způsobit destrukci 

vezikul. Koncentrace aktivátoru hran ovlivňuje taktéž index polydisperzity systému (PDI). 

Vyšší koncentrace PAL přispívá ke snížení PDI. Nízké hodnoty PDI se projevují konzis-

tentní distribucí velikostí připravených vezikul, která je považována za důležitý faktor 

pro zajištění homogenní formulace. Zvýšená koncentrace PAL dále zvyšuje náboj vezikul 

(v případě anionických surfaktantů), což vede ke snížení míry agregace vezikul a zvýšení 

stability systému [2, 3, 34]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 19 

 

Typické koncentrace aktivátoru hran se pohybují v rozmezí 5 až 20 %. Ačkoliv zvyšování 

koncentrace surfaktantu obecně přispívá ke snížení velikosti vezikul, velmi vysoké koncen-

trace neionických tenzidů mohou podporovat vznik vezikul s větší průměrnou velikostí. Je-

likož jsou penetrační schopnosti formulace úzce propojeny s velikostí samotných vezikul, 

použití anionického aktivátoru hran má pozitivní vliv na zvýšení schopnosti transferosomů 

prostupovat do hlubokých vrstev kůže vzhledem k jejich menší výsledné velikosti. Možným 

vysvětlením tohoto jevu je větší objem polární hlavy neionických surfaktantů a vyšší míra 

vmezeření anionického tenzidu do fosfolipidové dvojvrstvy vedoucí ke zvýšení poloměru 

zakřivení vezikuly [3].  

Koncentrace aktivátoru hran má vliv i na účinnost zachycení aktivní látky. Zvýšené účinnosti 

enkapsulace je, ve většině případů, dosaženo s koncentrací surfaktantu nad 10 %. Naopak 

při příliš vysokých koncentracích se může u některých systémů účinnost zachycení snižovat. 

Jedním z důvodů může být přílišné narušení integrity fosfolipidové dvojvrstvy a s tím spo-

jený vznik pórů. To může mít za následek únik vnitřní vodné fáze obsahující hydrofilní účin-

nou látku. Dalším rizikem vyšších koncentrací PAL je možnost tvorby smíšených micelár-

ních agregátů, což vede k potlačení enkapsulace samotnými transferosomy, a to kvůli čás-

tečnému zachycení látky micelami PAL [3, 35, 36, 37].  

2.1.3 Hydratační médium 

Hydratační médium by mělo být voleno s ohledem na povahu celého systému. Zpravidla se 

využívají fosfátem pufrované fyziologické roztoky s hodnotou pH 6,5−7,2. Nastavení opti-

mální hodnoty pH je zásadní pro zajištění rovnováhy mezi vlastnostmi formulace, zamýšle-

nou biologickou aplikací i způsobem administrace výsledného produktu. Pro efektivní intra-

celulární (transcelulární) prostup látek zachycených do transferosomů je např. nutné nastavit 

hodnotu pH systému tak, aby účinné látky zůstaly po dobu dodávání neionizované, jelikož 

ionizace molekul znemožňuje jejich dodání intracelulární cestou [16, 38]. 

2.2 Mechanismus transdermální permeace transferosomů 

Úspěšná penetrace a permeace transferosomů závisí na dvou základních předpokladech. Tím 

prvním je optimální velikost vezikul, která by neměla být vyšší než 300 nm, druhým je apli-

kace za neokluzivních podmínek, kdy je zachován tzv. transepidermální osmotický gradient, 

jenž je podstatou transportu látek skrz SC do hlubokých vrstev kůže. Gradient vzniká v dů-

sledku rozdílné koncentrace vody mezi SC a živými vrstvami epidermis. Zatímco poměrně 
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dehydratovaný kožní povrch obsahuje pouze cca 15 % vody, v případě hydratovaných ži-

vých vrstev epidermis je to až 75 % [2, 8, 14]. Mechanismus permeace transferosomů je tím 

pádem založen na hydrotaxi [39]. Jelikož u transferosomů dochází k odpařování tekutiny, 

pro zamezení úplné dehydratace se vezikuly deformují, penetrují skrz SC a putují směrem 

k hlubším a na vodu bohatším vrstvám epidermis, kde je jim umožněna opětovná rehydra-

tace a návrat k původnímu tvaru. Rozdíl ve vodní aktivitě různých kožních vrstev je tak 

poměrně silnou hnací silou, která působí na kůži prostřednictvím vezikul transferosomů, jež 

si vynucují rozšíření intercelulárních pórů a tvorbu kanálů o šířce přibližně 20 až 30 nm. 

Tyto kanály umožňují přenos ultradeformovatelných vezikul napříč jednotlivými vrstvami 

kůže v důsledku existujícího gradientu [2, 3, 8, 14]. Schéma prostupu transferosomu skrze 

rohovou vrstvu epidermis je znázorněn na Obr. 4. 

V této souvislosti hraje aktivátor hran důležitou roli, jelikož vezikule poskytuje vysoký po-

loměr zakřivení. To přispívá ke značné adaptabilitě membrány, která je schopna měnit tvar 

a ovlivnit relativní velikost vezikuly v závislosti na působení okolního mechanického stresu, 

aniž by docházelo k její úplné ruptuře při průchodu SC. Právě proto jsou transferosomy 

schopny prostupovat póry mnohem menšími, než je jejich vlastní průměr, což těmto nosičům 

umožňuje úspěšně transportovat kůží i látky s poměrně vysokou molekulovou hmotností. 

Tuto skutečnost dokumentuje na příkladu vitaminu B12 (1 355,58 gmol−1) i studie Guillota 

a kol. [40]. 

Pronikání vezikul do kůže závisí i na vzájemné interakci lokálního složení extracelulární 

lipidové matrice a vezikulární dvojvrstvy, díky čemuž se vezikula sama reguluje a optimali-

zuje. Pro docílení těchto vlastností je nicméně nutné, aby byly základní stavební složky 

membrány transferosomů, tj. fosfolipidy a aktivátory hran, použity v optimálním poměru 

[2, 3, 8, 14].  

Ačkoliv se transferosomy při prostupu kůží deformují, nedochází u nich ke zásadním změ-

nám vnitřního zadržovaného obsahu a rozpustnost enkapsulované účinné látky by se tedy 

neměla nijak významně měnit, k menším únikům enkapsulovaného obsahu nicméně dochá-

zet může. V rámci studie Omara a kol. [41] bylo např. zjištěno, že během prvních hodin 

po podání byl u transferosomů pozorován nárazový účinek (tzv. „burst effect“), po kterém 

následovala fáze pomalého uvolňování. Teoretickým vysvětlením tohoto jevu může být 

existence drobných ruptur lipidové dvojvrstvy vzniklých při permeaci v důsledku deformace 

vezikul, která vede ke zrychlenému uvolňování vnitřního obsahu na počátku permeace. 
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Panwar a kol. [42] uvádějí, že povrchová modifikace transferosomů pomocí molekul polye-

thylenglykolu (PEG) přispěla k řešení tohoto problému a vedla k postupnému uvolňování 

léčiva z vezikul během delšího časového období.  

 

Obr. 4. Schéma prostupu transferosomu skrze SC  

2.3 Stabilita transferosomů  

Otázka fyzikální a zejména chemické stability lipidových vezikulárních nosičů je jedním 

z hlavních omezení jejich praktického použití. V případě, že povrchová stabilizace částic 

není dostatečná, dochází k nežádoucímu shlukování, případně až ke koalescenci vezikul. 

Tyto projevy nestability mají za následek zvýšení heterogenity systému a únik enkapsulova-

ného obsahu [7]. U lipidových složek nosičů mohou probíhat také degradační reakce oxi-

dačního či hydrolytického charakteru [43]. Ve srovnání s liposomy a niosomy jsou však 

transferosomy ve vodných roztocích obecně odolnější vůči projevům agregátní nestability 

[44]. Dle výsledků Hadidi a kol. [45] vykazovaly transferosomy s obsahem neionického 

Tweenu® 80 dobrou stabilitu bez známek agregace i po třech měsících skladování jak 
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při 4 °C, tak 25 °C, zatímco u niosomů a liposomů byly za stejných podmínek pozorovány 

výrazné projevy agregátní nestability [46]. 

2.3.1 Fyzikální stabilita  

Fyzikální stabilita vezikul je dána konkrétním složení formulace. Při volbě vhodných fosfo-

lipidů řadíme mezi důležité faktory hodnotu Tc fosfolipidu, která souvisí s délkou a stupněm 

nenasycenosti mastných kyselin přítomných ve struktuře, a dále velikost, polaritu a případný 

náboj hydrofilních funkčních skupin vázaných na fosfátovou skupinu.  

Dostatečně vysoký povrchový náboj významně přispívá k eliminaci agregátní nestability ve-

zikul, proto je vhodné využívat pro formulace lipidových nosičů zejména glycerofosfolipidy 

s kladně či záporně nabitými funkčními skupinami – PC a PS [6]. Snížení iontové síly pro-

středí vede k dalšímu zvýšení elektrokinetické stabilizace, jelikož jsou tak podpořeny repul-

zivní elektrostatické interakce mezi souhlasně nabitými částicemi [47].  

Další možností, jak zvýšit stabilitu částic, je kombinace elektrostatické stabilizace se stabi-

lizací stérickou, které lze docílit dodatečnou modifikací povrchu, např. již zmíněnými mo-

lekulami PEG, jež díky svým dlouhým, objemným řetězcům, udržují vezikuly v dostatečné 

vzdálenosti. Proto je s výhodou pro formulace transferosomů využíván Tween® 80. Další 

možností je využití fosfolipidů s roubovanými řetězci PEG [27, 42, 48]. 

2.3.2 Chemická stabilita  

Chemická nestabilita transferosomů představuje jeden z jejich hlavních nedostatků a týká se 

především jejich fosfolipidové membrány. Esterové vazby ve struktuře fosfolipidů mohu být 

ve vodném prostředí hydrolyzovány a v případě fosfolipidů, jež ve své struktuře obsahují 

nenasycené acylové řetězce, může docházet k jejich oxidační degradaci.  

Oxidační namáhání fosfolipidů vychází z obecných principů radikálové lipoperoxidace 

a probíhá radikálovým mechanismem ve třech dílčích fázích – iniciace, propagace a termi-

nace. V nenasycených acylových řetězcích lipidů vykazují vodíkové atomy na methyleno-

vých skupinách allylového, resp. diallylového uspořádání (vodíkové atomy bezprostředně 

sousedící s dvojnými vazbami), nízkou energii vazby uhlík-vodík. V důsledku iniciační fáze 

lipoperoxidace, způsobené nejčastěji světelným zářením či stopovým množství prooxidač-

ních iontů kovů, dochází k relativně snadnému odštěpení vodíkového radikálu právě z me-

thylenových skupin nenasycených řetězců za vzniku volných radikálových forem výchozích 
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fosfolipidů. Tyto volné radikály pak reagují s molekulárním kyslíkem a iniciují vznik pero-

xylového radikálu. V rámci propagační fáze peroxylové radikály reagují s dalšími moleku-

lami fosfolipidů za vzniku primárních oxidačních produktů – hydroperoxidů. Oxidační po-

chody v konečném důsledku vedou ke vzniku těkavých, senzoricky aktivních sekundárních 

oxidačních produktů, jež výrazně snižují kvalitu a stabilitu systému [49].  

Na oxidační stabilitu lipidických vezikul má vliv i metoda použitá pro jejich přípravu, jelikož 

ta ovlivňuje charakteristiky vzniklých útvarů, zejména jejich velikost a lamelaritu. Multila-

melární vezikuly vykazují obecně odlišnou kinetiku oxidačních pochodů než vezikuly uni-

lamelární, a to díky rozdílné míře přístupnosti fosfolipidových vrstev k oxidantům přítom-

ným ve vodné fázi. V případě liposomálních systémů bylo např. zjištěno, že malé unila-

melární vezikuly podléhají oxidaci snadněji než velké unilamelární vezikuly. Vyšší tendence 

malých unilamelárních vezikul podléhat oxidační degradaci je přikládána většímu poloměru 

zakřivení vezikul a volněji uspořádaným polárním doménám molekul fosfolipidů, což umož-

ňuje větší průnik ve vodě rozpustných radikálů a následnou oxidaci [49].  

Oxidaci transferosomů lze výrazně snížit, pokud je vodné prostředí odplyněno a pročištěno 

inertními plyny, jako jsou např. dusík či argon. Ke zlepšení oxidační stability je vhodné for-

mulace skladovat za nízkých teplot, chránit je před světlem nebo zvážit využití dalších anti-

oxidačních přísad či látek schopných vytvářet s ionty kovů komplexy. Popřípadě je možné 

využít doplňkových operací, prostřednictvím kterých jsou upraveny již připravené vezikuly, 

jedná se např. o lyofilizaci nebo sprejové sušení [2, 18]. 

Hydrolytická degradace fosfolipidů probíhá jak na úrovni karboxylových, tak fosfátových 

esterů. Esterové vazby karboxylových kyselin podléhají hydrolýze zpravidla rychleji a dá-

vají tak vzniknout volným mastným kyselinám a lysofosfolipidům, u nichž mohou probíhat 

další hydrolytické reakce. V případě, že dochází i k hydrolýze fosfátového esteru, je výsled-

ným produktem degradace kyselina glycerofosforečná [50, 51].  

Hydrolytický rozklad fosfolipidů může být způsoben i enzymatickou aktivitou fosfolipáz. 

Tyto hydrolytické enzymy štěpí esterové vazby fosfolipidů v konkrétních polohách a jsou 

tak rozlišovány čtyři základní typy – fosfolipázy A1, A2, C a D (Obr. 5). Fosfolipáza A1 

hydrolyzuje esterovou vazbu v poloze sn-1, fosfolipáza A2 poté v poloze sn-2. Fosfolipáza C 

hydrolyzuje esterovou vazbu v poloze sn-3 za vzniku diacylglycerolu a fosforylované báze 

(např. fosfocholinu). Fosofolipáza D štěpí esterovou vazbu mezi kyselinou fosfatidovou 

a polárním substituentem, jenž byl navázán na fosfát (např. cholin) [50]. 
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Obr. 5. Polohy působení jednotlivých typů fosfolipáz [50] 

2.4 Metody přípravy transferosomů 

2.4.1 Metoda hydratace tenkého lipidového filmu  

V laboratorním měřítku se jedná o pravděpodobně nejčastěji využívanou metodu přípravy 

transferosomů. Fosfolipidy jsou společně s aktivátorem hran (surfaktantem) nejprve rozpuš-

těny ve směsi těkavých organických rozpouštědel (např. chloroform a methanol ve vhodném 

poměru) v baňce s kulatým dnem. V tomto kroku mohou být do formulace zakomponovány 

lipofilní aktivní látky. Vytvoření tenkého lipidového filmu na vnitřní stěně baňky je založeno 

na odpaření organických rozpouštědel za sníženého tlaku pomocí rotační vakuové odparky, 

kdy je systém temperován na vhodnou teplotu. Proces by měl být obecně prováděn při tep-

lotách nad Tc použitých lipidů po dostatečně dlouhou dobu. Vytvořená tenká vrstva suchého 

lipidového filmu se poté opětovně hydratuje při konkrétní teplotě pomocí roztoku pufru o de-

finované hodnotě pH, do kterého může být eventuálně přimíchána hydrofilní aktivní látka. 

Výsledkem hydratace je botnání vezikul a vznik primární disperze transferosomů [2, 52]. 

Pro dosažení požadované velikosti připravených vezikul a pro snížení PDI je nutné přistoupit 

k dalším doplňkovým metodám, které následují po hydrataci lipidového filmu. Jedná se např. 

o ultrazvukovou sonikaci či extruzní protlačování přes polykarbonátové membrány s defi-

novanou velikostí pórů. Výsledné vezikuly transferosomů dosahují typické velikosti v roz-

mezí 100 až 200 nm [2, 52, 53]. 

Za předpokladu dodržení vhodného poměru mezi základními složkami formulace je hlavní 

výhodou této techniky vysoká enkapsulační účinnost a relativně vysoký výtěžek připrave-
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ných vezikul [3]. Technika má však svá omezení, mezi která patří především relativně ob-

tížná škálovatelnost (tj. převod do průmyslového měřítka), jež souvisí zejména se skuteč-

ností, že velikost částic formulace je velmi závislá na objemové kapacitě výrobního zařízení 

a na energii dodané pro tvorbu vezikul v průběhu procesu jejich přípravy. Dalším potenciál-

ním problém je úplné odstranění zbytků organických rozpouštědel a nucený kontakt aktiv-

ních látek s rozpouštědly vedoucí k jejich případné deaktivaci [54].  

2.4.2 Metoda ručního protřepávání 

Metoda ručního protřepávání je zjednodušenou analogií k metodě hydratace tenkého filmu. 

Organické rozpouštědlo se neodstraňuje pomocí rotační vakuové odparky, ale pouhým ruč-

ním protřepáváním, kdy je baňka s kulatým dnem v mezičase ponechávána ve vodní lázně 

udržované při zvýšené teplotě. Na povrchu její vnitřní stěny se postupně vytváří tenký lipi-

dový film, který je v další fázi opětovně hydratován vhodným pufrem za mírného třepání 

při teplotě vyšší než Tc lipidů [2, 55]. 

2.4.3 Metoda přímé sonikace  

V případě metody přímé sonikace jsou fosfolipidy společně se surfaktantem a účinnými lát-

kami rozmíchány ve fosfátovém pufru. Tato směs je následně homogenizována pomocí vor-

texu až do vzniku mléčné primární disperze, která je v následujícím kroku podrobena soni-

kaci [56, 57]. Ačkoliv může být metoda přímé sonikace využita k přípravě samotných trans-

ferosomálních vezikul, zpravidla se jedná o doplňkovou metodu, jejímž cílem je zisk sys-

tému o nižší velikosti částic a s nižší hodnotou PDI . Hlavní nevýhodou metody je však pro-

blematická průmyslová škálovatelnost popisovaného postupu vzhledem k zabezpečení do-

statečného sonikačního účinku ve velkoobjemovém měřítku [3]. 

2.4.4 Metoda vstřikování z ethanolu 

Metoda spočívá v přípravě ethanolického roztoku fosfolipidů, aktivátorů hran a lipofilních 

aktivních složek a jeho následovném vstřikování do vodné fáze za stálého míchání. Oba 

roztoky jsou před samotným vstřikováním zpravidla zahřáty na teplotu 45 až 50 °C. Vstři-

kování ethanolického roztoku lipidové fáze do pufru vede ke precipitaci molekul lipidů, vy-

tváří se tak dvouvrstvé planární fragmenty, z nichž mohou dále vznikat samostatné lipidové 

vezikuly. Výhodou metody je použití ethanolu jako poměrně netoxického rozpouštědla. Me-

todu lze navíc snadno škálovat pouhým zvětšením objemu reakčních nádob. Vzniklé vezi-

kuly jsou pak obvykle stabilní, s poměrně vysokou mírou zachycení aktivních složek, 
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ale značně heterogenní. Dalším problémem je velké zředění připravené disperze vezikul, 

která vyžaduje odstranění veškerého alkoholu. To je poměrně obtížné, jelikož ethanol spo-

lečně s vodou vytváří azeotropní směs [58]. Velikost částic lze optimalizovat především 

úpravou samotné formulace transferosomů (zejména změnou koncentrace PAL), ale rovněž 

změnou technologických parametrů procesu, např. úpravou průměru vstřikovací trysky, 

tlaku vstřikování a rychlosti průtoku vodné fáze [34, 53, 59].  

2.4.5 Extruzní a homogenizační metody 

Při extruzních technikách jsou primární disperze místo sonikace protlačovány pod tlakem 

membránami o různé definované velikosti pórů. Případně mohou být disperze nejprve vy-

staveny konstantním změnám tlaků tak, aby došlo k rozpadu multilamelárních vezikul. 

Při prostupu vezikul póry membrány dochází k jejich mechanickému narušení, které vede 

ke vzniku zmenšených unilamelárních transferosomů. Postup je méně agresivní než soni-

kace a umožňuje vysokou reprodukovatelnost, jedná se nicméně o poměrně finančně nevý-

hodný postup, jelikož je časově a materiálově náročný [53]. V případě vysokotlaké homo-

genizace je po smíchání všech výchozích složek kapalná směs vystavena přerušovaným ul-

trazvukovým vlnám a následně podrobena homogenizaci ve vysokotlakém homogenizátoru 

[60]. 

2.4.6 Metoda odpařování reverzní fáze  

Principem metody odpařování reverzní fáze je tvorba reverzních micel fosfolipidů. Kon-

venčně připravený film je solubilizován v organické fázi tvořené isopropyletherem, diethy-

letherem či jejich směsí. Do organické fáze je poté přidán i roztok pufru potenciálně obsa-

hující hydrofilní aktivní látku, čímž dochází ke vzniku dvoufázového systému. Systém 

je v dalším kroku podroben homogenizaci prostřednictvím sonikace, přičemž při procesu 

dochází ke tvorbě reverzních micel. Vzniká tak v podstatě homogenní emulze typu voda 

v oleji. Organické rozpouštědlo je poté postupně odpařováno na vakuové odparce, což ini-

ciuje přeměnu inverzních micel na viskózní gel. Kritickým momentem procesu je zhroucení 

gelu za současného narušení struktury inverzních micel, systém se tak přeměňuje na veziku-

lární suspenzi samotných transferosomů. Velkou předností této metody je dosažení velmi 

vysoké účinnosti enkapsulace [61, 62, 63].  
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3 AKTIVNÍ LÁTKY S ANTIOXIDAČNÍM ÚČINKEM  

Antioxidanty jsou látky schopné snižovat aktivitu různých forem volných radikálů a přispí-

vat tak k omezení či úplnému potlačení procesu oxidace. Volné radikály představují vysoce 

reaktivní, nestabilní částice s nepárovým počtem elektronů a jejich tvorba ve formě tzv. re-

aktivních forem kyslíku (Reactive Oxygen Species, ROS) je nedílnou součásti aerobního 

metabolismu. Ačkoliv je lidský organismus vybaven řadou ochranných mechanismů, jež se 

podílejí na udržení rovnováhy mezi působením ROS a endogenní antioxidační ochranou, 

nárůst oxidačního stresu může být iniciován řadou vnitřních a vnějších faktorů. Ultrafialové 

(UV) záření je jednou z hlavních příčin vnějšího stárnutí, jelikož iniciuje vznik ROS přímo 

v kůži. V důsledku jejich nadbytku dochází k deregulaci buněčných procesů, k oxidačnímu 

poškození proteinů, nukleových kyselin a lipoperoxidaci [64].  

Inkorporace antioxidantů do topických přípravků je jedna z možných cest, jak potlačit nega-

tivní dopad oxidačního stresu na kůži. Vzhledem k současným trendům jsou předmětem 

dnešních výzkumných záměrů zejména přírodní antioxidanty získávané z rostlinných ex-

traktů, např. fenolické kyseliny, flavanoidy, stlibeny, kumaríny, lingany, taniny a karoteno-

idy [64, 65].  

3.1 Karotenoidy 

Karotenoidy představují početnou skupinu organických lipofilních látek spadajících do sku-

piny tetraterpenoidů – oligomerů isoprenu skládajících se konkrétně z osmi isoprenových 

jednotek, a tedy ze 40 atomů uhlíku. Základní polyenový alifatický řetězec může být zakon-

čen jedním nebo dvěma pěti-, resp. šestičlennými cykly. Díky přítomnosti systému konju-

govaných dvojných vazeb jsou karotenoidy schopny pohlcovat světelné záření, jedná se tedy 

o barevné sloučeniny typicky žlutých, oranžových nebo červených odstínů. Dvojné vazby 

ve struktuře základního řetězce dále umožňují geometrickou isomerii. Vzhledem ke skuteč-

nosti, že cis-izomery jsou z termodynamického hlediska méně výhodné, většina přírodních 

karotenoidů se vyskytuje ve formě trans-isomerů [66, 67]. 

Nenasycený terpenický řetězec karotenoidů přispívá k vysoké antioxidační kapacitě těchto 

barviv, jelikož poskytuje elektrony, které mohou vstupovat do reakcí s volnými radikály 

a přeměňovat je na méně reaktivní, stabilnější produkty, čímž dochází k potlačení dalších 

radikálových řetězových reakcí [68].  
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Karotenoidy jsou přirozeně produkovány buňkami fotosyntetizujících rostlin, řas, ale i vy-

braných bakterií a hub, v nichž zastávají funkci pomocných fotosyntetických barviv (slouží 

jako doprovodné sběrače fotonů světelného záření). V rostlinných buňkách jsou nejčastěji 

shromažďovány do tzv. chromoplastů – fotosynteticky neaktivních plastidů, mohou se však 

nacházet i na vnitřní membráně samotných chloroplastů a na membráně thylakoidů. Karote-

noidy se prostřednictvím potravy dostávají i do těl živočichů, kde se mohou akumulovat 

v tukových tkáních [67, 69]. 

Karotenoidy je možné rozlišovat na dvě základní skupiny – karoteny a xantofyly. Hlavním 

klasifikačním kritériem je přítomnost molekul kyslíku, xantofyly jsou na rozdíl od karotenů 

kyslíkatými sloučeninami. Pravděpodobně nejznámějším zástupcem karotenů je -karoten, 

který je významným prekurzorem vitaminu A. Mezi typické xantofyly řadíme např. lutein, 

zeaxantin, kantaxanthin, kryptoxanthin nebo ASTX [67, 69]. 

3.1.1 Astaxanthin  

Astaxanthin (3,3´-dihydroxy-,´-karoten-4,4´-dion) je přírodní karotenoidní barvivo spa-

dající do skupiny kyslíkatých xantofylů. Jedná se o temně červenou pevnou látku, jež 

je velmi dobře rozpustná v tucích – hodnota rozdělovacího koeficientu oktanol/voda Log P 

dosahuje hodnoty 13,27. Molekulová hmotnost ASTX je 596,85 gmol−1 [70, 71].  

Molekula ASTX (Obr. 6) obsahuje dva asymetrické atomy uhlíků v pozicích 3 a 3´. Právě 

díky přítomnosti dvou chirálních center může ASTX kromě geometrických isomerů vytvářet 

i tři konfigurační isomery, dva enantiomery 3R, 3´R a 3S, 3´S a jeden mesoisomer 3R, 3´S. 

V přírodě se ASTX vyskytuje nejčastěji ve formě enantiomerů 3S, 3´S nebo 3R, 3´R, při-

čemž prvně zmíněný vykazuje také nejvyšší antioxidační kapacitu [68, 72].  

Přítomnost hydroxylových funkčních skupin umožňuje molekule ASTX vstupovat do este-

rifikačních reakcí. Kromě formy volné se tak ASTX vyskytuje častěji právě ve formě mono- 

či diesterů mastných kyselin, které jsou oproti volné formě méně citlivé vůči působení oxi-

dace [72, 73, 74]. Dle závěrů Yanga a kol. [75] stabilita ASTX roste se zvyšujícím se stup-

něm esterifikace a s rostoucí délkou a nasyceností řetězce vázané mastné kyseliny, tyto mo-

difikace však mají negativní dopad na biodostupnost molekuly, která je nejvyšší u neesteri-

fikované formy. Astaxanthin může dále vytvářet chemické komplexy s proteiny a lipopro-

teiny [76]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 29 

 

 

Obr. 6. Molekula ASTX 

Hlavní předností tohoto barviva jsou jeho mimořádné antioxidační vlastnosti. Uvádí se, že 

antioxidační kapacita molekuly ASTX je 100 až 500krát vyšší, než je tomu v případě vita-

minu E (-tokoferolu). Hodnota inhibiční aktivity vůči volným radikálům je vůči příbuzným 

karotenoidům (-karoten, lutein či lykopen) přibližně desetinásobná [74].  

Antioxidační vlastnosti ASTX vycházejí z jeho specifické molekulární struktury. Kromě ře-

tězce konjugovaných dvojných vazeb obsahuje molekula na obou koncových aromatic-

kých/iononových cyklech hydroxylovou a karbonylovou skupinu. Přítomnost zmíněných 

skupin poskytuje molekule ASTX vyšší polaritu a částečně amfipatický charakter, což 

usnadňuje její vmezeření do buněčných fosfolipidových membrán [70]. Nenasycený polye-

nový řetězec pak umožňuje zachycování radikálových forem přímo v membráně, zatímco 

cyklické, kyslíkem substituované struktury v koncových částech molekuly napomáhají vy-

chytávat radikály z extra- i intracelulárního prostředí membrány. Astaxanthin je tak schopen 

efektivně potlačovat proces lipoperoxidace membrán [77, 78]. 

Významnými producenty ASTX jsou mořské fotosyntetizující řasy Hematococcus pluvialis 

(lacustris), Chlorella vulgaris a zofingiensis, Chromochloris zofingiensis a rod Chloro-

coccum. Astaxanthin je také přirozeně syntetizován červenou kvasinkou Phaffia rhodozyma 

(Xanthophyllomyces dendrorhous) a bakteriemi Agrobacterium aaurantiacum, Paracoccus 

haeundaensis a Paracoccus carotinifaciens [70, 72, 73]. K syntéze a akumulaci dochází 

obecně za stresových podmínek, kdy je buňka řasy vystavena např. nedostatku živin, razant-

ním změnám teploty a tonicity prostředí, nadbytku či nedostatku záření. Nashromážděné 

barviva pak buňku ochraňují před oxidačním stresem. Astaxanthin se přirozeně nachází 

i v tělech korýšů, lososovitých ryb a dokonce některých druhů ptáků, např. plameňáků, jeli-

kož se v jejich potravě vyskytují přírodní zdroje ASTX, které těmto živočichům udělují je-

jich typické zabarvení [74, 79].  
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Pro průmyslové aplikace je ASTX získáván především biotechnologickou produkcí založe-

nou nejčastěji na kultivaci Hematococcus pluvialis, jež je schopna akumulovat ASTX ve vy-

sokých množstvích a je obecně považována za bezpečný zdroj tohoto karotenoidu pro člo-

věka [76, 80]. Takto syntetizovaný ASTX je tvořen 3S, 3´S isomerem a přibližně 70 % se 

nachází ve formě monoesteru, 25 % ve formě diesteru a zbývajících 5 % je tvořeno volnou 

formou [75, 81]. Synteticky připravený ASTX se skládá ze směsi všech tří isomerů 3S, 3´S; 

3R, 3´S; 3R, 3´R v poměru 1 : 2 : 1, nicméně ve srovnání s přírodními variantami je jeho 

antioxidační aktivita 20 až 50krát nižší [72, 82]. 

Astaxanthin je schopen vstupovat do signálních drah zánětu, oxidačního stresu a apoptózy 

eliminací ROS vznikajících při těchto procesech [83, 84]. Zvýšená produkce ROS stimuluje 

syntézu proteolytických enzymů z řad matricových metaloproteináz (MMP). Tyto vápník 

dependentní, zinek obsahující endopeptidázy se podílejí na procesech remodelace tkání 

a způsobují degradaci extracelulární matrice. Dle závěrů Suganuma a kol. [85] ASTX tlumí 

UVA-indukovanou up-regulaci kolagenázy a elastázy u lidských dermálních fibroblastů. 

Iniciace buněčného antioxidačního obranného systému molekulou ASTX spočívá v modu-

lací signální dráhy řízené komplexem transkripčního faktoru Nrf2 a jeho represoru Keap1. 

Za běžných podmínek je většina molekul Nrf2 faktoru v cytoplazmě vázána k molekulám 

represivního proteinu Keap1. Oxidační stres snižuje míru represe faktoru Nrf2 alternací spe-

cifických, na cystein bohatých domén Keap1. To vede k translokaci Nrf2 faktoru do jádra, 

kde zvyšuje expresi cytoprotektivních genů kódujících endogenní antioxidační enzymy a in-

dukuje tak jejich produkci [86, 87]. Mezi tyto enzymy patři např. superoxid dismutáza, ka-

taláza či peroxiredoxin [88]. Astaxanthin se podílí na zvýšení exprese faktoru Nrf2 a zároveň 

snižuje expresi proteinu Keap1, dále pak inhibuje uvolňování prozánětlivých interleukinů 

a jaderného faktoru NF-B [89].  

V posledních letech se zájem o ASTX v kosmetických a dermatologických aplikacích zvýšil 

nejen díky jeho silným antioxidačním vlastnostem, ale taktéž pozitivním účinkům na stav 

kůže a protektivním vlastnostem vůči UV záření [90, 91]. V rámci studie Yamashita a kol. 

[92] byly skupině 49 žen ve věku 45 až 50 let podávány denně 4 mg ASTX po dobu šesti 

týdnů. U více než 50 % žen došlo ke zvýšení míry hydratace a elasticity kůže. Topickými 

účinky ASTX se zabývali Tominaga a kol. [93]. Jejich studie provedená na 30 ženách 

po dobu osmi týdnů spočívala v kombinaci denní perorální suplementace 6 mg ASTX 

a denní topické aplikaci 2 ml jeho 78,9 M roztoku. Na konci experimentu bylo pozorováno 
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snížení hloubky vrásek a velikosti pigmentových skvrn, dále došlo ke zlepšení textury pleti 

a nárůstu její elasticity.  

Astaxanthin zabraňuje akumulaci volných radikálů, čímž působí preventivně ve vztahu k po-

škození DNA. Ve své studii Lyons a O´Brien [94] uvedli, že syntetický ASTX brání UVA-

indukovanému poškození DNA lidských melanocytů a střevních Caco-2 buněk. Vlastnosti 

ASTX byly rovněž zkoumány v řadě in vitro i in vivo studií s cílem zhodnotit jeho možné 

využití ve tkáňovém inženýrství a v systémech pro hojení ran. Například Veeruraj a kol. [95] 

hodnotili in vivo účinnost kolagenových filmů s obsahem ASTX – filmy významně zlepšo-

valy a urychlovaly proces hojení oproti kontrolním vzorkům o více než 50 %  

Stabilita ASTX je ovlivněna podmínkami při jeho skladování. Vzhledem k vysoce nenasy-

cené povaze vede dlouhodobé působení vzdušného kyslíku, světelného záření a zvýšené tep-

loty k jeho postupné degradaci a ke ztrátě antioxidační aktivity. Astaxanthin je tak z těchto 

důvodů vhodné uchovávat v tmavých nádobách pod ochrannou atmosférou a při nízkých 

teplotách [96].  
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4 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY  

Ačkoliv od prvního použití pojmu „transferosom“ uplynulo již třicet let, může být tento na-

novezikulární systém i dnes považován za relativně nový, jelikož množství transferosomál-

ních formulací uvedených do klinické praxe je stále poměrně omezené. Vývoj v této oblasti 

nicméně neustále pokračuje, a proto je možné předpokládat, že v následujících letech dojde 

ke komercializaci dalších systémů využívající transferosomální nosiče [3].  

V rámci farmaceutického výzkumu byly transferosomy využity pro enkapsulaci široké řady 

farmaceuticky aktivních látek s cílem nejen charakterizovat připravené vezikuly z hlediska 

velikosti a stability, enkapsulační účinnosti a biologických vlastností, ale především zlepšit 

dostupnost těchto látek pro organismus. Velmi často je v odborných publikacích diskutován 

typ a koncentrace použitého aktivátoru hran, které výrazně ovlivňují vlastnosti výsledných 

vezikul.  

Ahad a kol. [97] využili nanotransferosomy pro enkapsulaci antihypertenziva – mesylátové 

soli eprostanu. Připravené vezikuly s 25% zastoupením anionického sodium deoxycholátu 

o průměrné velikosti 108,53  0,06 nm dosahovaly enkapsulační účinnosti 63,00  2,76 % 

a umožňovaly zlepšení transdermálního toku farmaka – koeficient zesílení prostupu dosaho-

val ve srovnání s konvenčními liposomy hodnoty 16,80. Ultradeformovatelné vezikuly byly 

studovány také ve vztahu k topickému dodávání tretioninu – kyseliny all-trans-retinové, jež 

je využívána pro léčbu středně těžkých forem acne vulgaris. Výsledkem studie publikované 

Ascensem a kol. [98] bylo doporučení použít tyto ultradeformovatelné vezikuly jako vhodné 

nosiče tretioninu se schopností snižovat jeho iritační potenciál.  

V odborné literatuře jsou dokumentovány i kombinované systémy na bázi transferosomů 

s obsahem bioaktivních alkaloidů, konkrétně paklitaxelu, jež byly připraveny v rámci vý-

zkumu provedeného Jiangem a kol. [17]. Studie se zaměřila na lokální chemoterapii kožních 

melanomů pomocí oligopeptidových hydrogelů s transferosomy paklitaxelu. Transferosomy 

byly dále využity pro enkapsulaci antipsychotik (risperidon) [99], nesteroidních protizánět-

livých léků (diclofenac) [46], antibiotik (vankomycin-hydrochlorid) [100], blokátorů kalci-

ových kanálů (cilnidipin) [101] nebo betablokátorů (carvedilol) [102]. 

Transferosomy mohou plnit roli nosičů pro zvýšení stability, biodostupnosti a efektivity lá-

tek nacházejících své uplatnění v kosmetických přípravcích. Obecně jsou často předmětem 

enkapsulace fenolické látky s antioxidačním potenciálem. V roce 2017 Avadhani a kol. 

[103] připravili transferosomy obsahující polyfenolický epigalokatechin-3-gallát a kyselinu 
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hyaluronovou pomocí modifikované metody hydratace tenkého filmu v kombinaci s vyso-

kotlakou homogenizací. Optimalizované vezikuly efektivně snižovaly proces lipoperoxidace 

v buněčné linii typu HaCaT.  Manca a kol. [104] využili modifikované hyalo-transferosomy 

pro přípravu vezikul obsahující fytokomplexy extrahované ze semen a stonků červené vinné 

révy (Vitis vinifera). Podobnou tématikou se zabývali rovněž Pandit a kol. [105], kteří 

do transferosomů enkapsulovali rostlinný fytoestrogen – quercetin. Vezikuly byly po pří-

pravě zakomponovány do chitosanových filmů a v rámci ex vivo stanovení na krysích kož-

ních štěpech bylo dosaženo téměř 90% transdermálního prostupu. V další zajímavé studii 

vedly transferosomy s katechinem ke zvýšení permeability tohoto flavanolu o 85 % a byly 

schopny in vivo potlačovat aktivitu enzymu tyrozinázy a bránit tak UV-indukované pigmen-

taci [106]. 

Výše uvedené stručné shrnutí jen potvrzuje, že transferosomy jsou slibnými nosiči s širokým 

aplikačním potenciálem.  
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5 CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

Cílem diplomové práce bylo vypracování literární rešerše zabývající se složením, vlast-

nostmi a metodami přípravy transferosomů. Práce se blíže zaměřuje na stavební složky 

těchto systémů, popisuje proces transdermální permeace transferosomů a rovněž zmiňuje 

současný stav poznání a konkrétní výzkumné aplikace. Teoretická část se dále věnuje látkám 

s antioxidačním účinkem, pozornost je věnována karotenoidům a podrobněji se zaměřuje 

na charakterizaci ASTX, jakožto látky vhodné pro enkapsulaci do transferosomů.  

V rámci experimentální části práce bylo cílem připravit transferosomy s obsahem ASTX 

s různým složením membrány a s využitím optimalizovaných postupů tyto systémy charak-

terizovat z hlediska velikosti a morfologie vezikul, polydisperzity, účinnosti enkapsulace, 

antioxidačních vlastností a in vitro cytotoxicity. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 POUŽITÉ MATERIÁLY  

6.1 Přístrojové vybavení a pracovní pomůcky 

▪ Analytické váhy (Sartorius) 

▪ Vakuová rotační odparka Hei-VAP (Heidolph) 

▪ Sonikátor UP400St (Hielscher) 

▪ Analyzátor velikosti částic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern) 

▪ Sonikační vana K-10LE (Kraintek) 

▪ Stolní centrifuga EBA 20 (Hettich) 

▪ Spektrofotometr V-750 (Jasco) 

▪ Automatické pipety (Eppendorf) 

▪ Sestava vysokoúčinné kapalinové chromatografie 600E (Waters) 

▪ Detektor UV200 (Watrex) 

▪ pH metr inoLab pH 7110 (WTW) 

▪ Elektroda HC 103 (Theta 90) 

▪ Konfokální mikroskop Fluoview FV3000 (Olympus) 

▪ Elektronový mikroskop JEM-2100F (Jeol) 

▪ Flow box (Alpina) 

▪ Multidetekční reader Infinite 200 PRO (Tecan) 

▪ Aparatura generující doutnavý výboj (Pelco) 

▪ Měděné síťky (300 mesh) s formavarovou vrstvou (Electron Microscopy Sciences) 

▪ Plastové zkumavky a mikrozkumavky s víčkem 

▪ Plastové kyvety s optickou dráhou 1 cm 

▪ Kyvety pro měření elektrokinetického potenciálu (Malvern) 

▪ Injekční stříkačky a jehly 

▪ Stříkačkové filtry s membránou 0,22 m (Millipore) 

▪ Běžné laboratorní sklo  
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6.2 Chemikálie a roztoky 

▪ Sójový L--fosfatidylcholin 95% (SPC) (Avanti polar lipids) 

▪ 1,2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DOPC) (Avanti polar lipids) 

▪ Cholesterol (z ovčí vlny) 98% (CH) (Avanti polar lipids) 

▪ Polyoxyethylen-80-sorbitan monooleát − Tween® 80 (TW) (Carl Roth) 

▪ Sorbitan monooleát − Span® 80 (SP) (Sigma) 

▪ Astaxanthin 97% z Blakeslea trispora (Sigma Aldrich) 

▪ Fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (PBS) (BioSera) 

▪ DMEM médium (BioSera) 

▪ Demineralizovaná voda z laboratorního zdroje 

▪ Chloroform (VWR) 

▪ Methanol (VWR) 

▪ Methanol 99,5% (Sigma Aldrich) 

▪ Ethanol 96% (Penta) 

▪ Diethylether (Penta) 

▪ Aceton (Penta) 

▪ Petrolether (Penta) 

▪ Dimethylsulfoxid 99% (DMSO) (VWR) 

▪ 2,2-difenyl-1-pikryl hydrazyl (DPPH) (Sigma Aldrich) 

▪ 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT) (Sigma Al-

drich) 

▪ MTT cell proliferation assay kit (Duchefa Biochemie) 

6.3 Buněčné linie 

▪ Myší embryonální fibroblasty ATCC-CRL-1658 NIH/3T3 
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7 METODIKA 

7.1 Příprava transferosomů  

Disperze transferosomů byly nejprve připraveny bez obsahu ASTX metodou hydratace ten-

kého filmu. Za výchozí lipid byl zvolen SPC, který byl kombinován se dvěma typy neionic-

kých aktivátorů hran – Spanem® 80 (SP), resp. Tweenem® 80 (TW) ve fixním poměru fos-

folipid : aktivátor (90 : 10, w/w). Celkové množství membránotvorných složek bylo nasta-

veno na 500 mg (450 mg fosfolipid, 50 mg surfaktant). Fosfolipid byl společně s konkrétním 

surfaktantem rozpuštěn v 10 ml organické fáze tvořené směsí chloroformu a methanolu 

v poměru 7 : 3, v/v. Po převedení směsi do baňky s kulatým dnem byla pomocná rozpouště-

dla odpařena na rotační vakuové odparce (Heidolph) při 40 °C a 100 rpm po dobu 40 min 

za vzniku tenkého filmu, jenž byl v dalším kroku za stejných výchozích podmínek hydrato-

ván 10 ml PBS o hodnotě pH 7,4 (Biosera). Připravené primární disperze byly sonikovány 

pomocí ultrazvukového sonikátoru UP400St (Hielscher) po dobu 120 s (80% amplituda, 

cyklování 50 : 50) za kontinuálního chlazení v ledové lázni.  

Po úspěšné zkušební přípravě transferosomů bez obsahu ASTX bylo přistoupeno k samotné 

enkapsulaci ASTX, jež spočívala v nadávkování 4 mg ASTX rozpuštěného v chloroformu 

(2 ml roztoku o koncentraci 2 mgml−1) do organické fáze při zachování výchozích poměrů 

lipid : surfaktant a podmínek přípravy. Koncentrace ASTX v transferosomální disperzi tak 

byla nastavena na 0,4 mgml−1. Postup přípravy je dokumentován na Obr. 7 a 8. 

Jako alternativa k metodě hydratace lipidového filmu byla zvolena metoda odpařování re-

verzní fáze. Připravené filmy (SPC : TW = 90 : 10, w/w) byly rozpuštěny v 10 ml diethy-

letheru a smíchány s 10 ml PBS za vzniku dvoufázového systému, který byl následně soni-

kován 120 s (80% amplituda, cyklování 50 : 50) za vzniku obrácené emulze. Převedení sys-

tému na vezikulární disperzi bylo provedeno odpařením diethyletheru (40 °C, 100 rpm, 

20 min) na vakuové rotační odparce (Heidolph).  
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Obr. 7. Odpaření organické fáze a tvorba tenkého filmu 

 

Obr. 8. Hydratovaná primární disperze transferosomů s obsahem ASTX  

Pro zhodnocení vlivu koncentrace aktivátoru hran, resp. poměru lipid : aktivátor byly dále 

připraveny formulace s dvěma dalšími poměry SPC : TW (95 : 5 a 85 : 15, w/w), přičemž 

metodika jejich přípravy byla totožná s výše uvedenými postupy. 

Na základě zkušeností z přípravy těchto nosičů bylo na závěr připraveno celkem šest finál-

ních formulací transferosomů se shodnou koncentrací ASTX (0,4 mgml−1) a s využitím 
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třech různých systémů lipidů (SPC, DOPC a směs SPC s CH v poměru 5 : 1, w/w) v kom-

binaci se SP či TW, vždy ve fixním poměru 90 : 10, w/w. Příslušná množství jednotlivých 

složek pro přípravu 5 ml transferosomálních disperzí jsou uvedena v Tab. 2. 

Všech šest formulací bylo připravenou metodou hydratace filmu za optimalizovaných pod-

mínek – 250 mg membránotvorných komponent bylo rozpuštěno v 15 ml směsi chloro-

form : methanol (7 : 3, v/v) společně s 1 ml roztoku ASTX (2 mgml−1). Směs byla odpařo-

vána 40 min při 45 °C a 100 rpm. Vzniklý suchý film byl kondiciován pod vakuem další 

hodinu (pro dodatečné vytěkání organické fáze) a následně hydratován 5 ml PBS při dodr-

žení výchozích podmínek. Velikost vezikul primárních disperzí byla snížena sonikací na ul-

trazvukovém sonikátoru (Hielscher) po dobu 120 s (80% amplituda, cyklování 50 : 50). Při-

pravené formulace byly chráněny před světlem a skladovány v chladničce při 4 °C.  

Tab. 2. Navážky ingrediencí pro přípravu 5 ml transferosomálních disperzí 

Formulace SPC [mg] DOPC [mg] CH [mg] TW [mg] SP [mg] 

TF1  

(SPC-TW) 
225 − − 25 − 

TF2  

(SPC-SP) 
225 − − − 25 

TF3  

(DOPC-TW) 
− 225 − 25 − 

TF4  

(DOPC-SP) 
− 225 − − 25 

TF5  

(SPC/CH-TW)  
187,5 − 37,5 25 − 

TF6  

(SPC/CH-SP) 
187,5 − 37,5 − 25 
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7.2 Stanovení distribuce velikostí a elektrokinetického potenciálu  

Stanovení velikosti částic submikronových disperzí je zpravidla založeno na metodě dyna-

mického rozptylu světla (DLS – Dynamic Light Scattering), jež vychází z měření Brownova 

pohybu, resp. měření kolísání intenzity rozptýleného světelného záření laserového zdroje 

okolo její průměrné hodnoty v roztoku analytu. Fluktuace intenzity je spojena s interferenč-

ním zeslabováním a zesilováním záření, ke kterému dochází na nestacionárních částicích 

disperze v důsledku právě Brownova pohybu. Změna intenzity záření je úměrná Brownovu 

pohybu a závisí tedy přímo na velikosti částic – čím jsou částice menší, tím intenzivněji se 

pohybují a tím rychleji se mění i intenzita rozptýleného světla. Velikost Brownova pohybu 

je kvantifikována prostřednictvím translačního difúzního koeficientu D. 

Fluktuace intenzity záření laseru je snímána fotodetektorem pod úhlem 90°. Samotný výpo-

čet velikosti částic vychází ze Stokes-Einsteinovy rovnice (1) vyjadřující vztah mezi hodno-

tou hydrodynamického průměru částice d(H) a hodnotou translačního difúzního koeficientu 

D, kde k je Boltzmannova konstanta, T je absolutní teplota prostředí a  je viskozita disperz-

ního prostředí [107, 108, 109].  

d(H) =
k ∙ T

3π ∙ η ∙ D
                                                             (1) 

Pro praktický význam stanovení je nutné znát hodnotu indexu lomu částic a rozpouštědla, 

přičemž by se tyto hodnoty měly navzájem lišit. V průběhu měření rozptylu by rovněž ne-

mělo docházet ke změnám termodynamických podmínek. Metoda DLS umožňuje měřit ve-

likost částic disperze v rozmezí několika nanometrů až nízkých jednotek mikrometrů, záro-

veň je schopná systém charakterizovat i z hlediska polydisperzity (PDI).   

Existence elektrického náboje na povrchu částic ovlivňuje distribuci opačně nabitých iontů 

v roztoku, kolem každé povrchově nabité částice se tak formuje elektrická dvojvrstva. Ta se 

obecně skládá ze dvou částí – vnitřní kompaktní vrstvy protiiontů těsně přiléhajících k po-

vrchu částice − tzv. Sternovy vrstvy a vrstvy difúzní, jež je tvořena zbývající částí opačně 

nabitých iontů. V rámci difúzní vrstvy rozlišujeme dále tzv. rovinu skluzu ohraničující 

vrstvu iontů, které se při pohybu nabité částice pohybují společně s ní a přispívají tak k jejím 

povrchovým vlastnostem [110].  

Rozdíl potenciálů ve vzdálenosti pohybového rozhraní, jež se ustavuje při pohybu částice 

s elektrickou dvojvrstvou vůči roztoku, se označuje jako elektrokinetický potenciál (zeta po-
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tenciál) a je jednou ze základních veličin pro hodnocení stability koloidních systémů. Při do-

držení předpokladu, že veškeré částice systému vykazují dostatečně vysoký kladný či zá-

porný zeta potenciál (vyšší než +30 mV a nižší než −30 mV), je možné systém díky existenci 

dostatečně silné elektrostatické repulze mezi souhlasně nabitými ionty považovat za stabilní. 

Stanovení elektrokinetického potenciálu je možné provést prostřednictvím metody elektro-

foretického rozptylu světla (ELS – Electrophoretic Light Scattering), jež je založena na elek-

troforetické pohyblivosti částic v roztoku, na kterých dochází k rozptylu světelného záření. 

Pro výpočet hodnoty elektrokinetického potenciálu je poté vycházeno ze Smoluchowskiho 

rovnice [111, 112].  

Měření distribuce velikosti a zeta potenciálu transferosomů bylo provedeno na přístroji 

Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern) při 25 °C. V případě stanovení distribuce velikosti bylo 

10 l vzorku transferosomů smícháno s 1 ml demineralizované vody (pH 7,0  0,2) 

a pro měření byly využívány plastové kyvety s optickou délkou 1 cm. Pro stanovení zeta 

potenciálu bylo 15 l vzorku naředěno 4 ml demineralizované vody a roztok byl stříkačkou 

převeden do speciálních kyvet společnosti Malvern.  

Stanovení obou parametrů probíhalo u každého vzorku celkem ve třech opakováních slože-

ných průměrně ze 12 až 18 cyklů při stanovení velikosti a z méně než 100 cyklů v případě 

zeta potenciálu. Z naměřených dat byly vypočítány průměrné hodnoty včetně směrodatné 

odchylky. V případě velikosti se jedná o intenzitně vážený průměr velikosti transferosomů 

(z-average).  

7.3 Stanovení morfologie  

Morfologie vezikul byla pozorována s využitím dvou typů mikroskopických technik – tran-

semisní elektronové mikroskopie (TEM) a konfokální mikroskopie. Pro metodu TEM byly 

vzorky transferosomů 20krát naředěny, naneseny na hydrofilizované měděné síťky 

(300 mesh) pokryté tenkou formavarovou vrstvou a následně šetrně vysušeny při 45 °C. 

Zobrazení bylo zprostředkováno mikroskopem JEM-2100F (Jeol) s urychlovacím napětím 

160 kV. V případě pozorování konfokálním mikroskopem Fluoview FV3000 (Olympus) 

bylo 10 l vzorku transferosomů aplikováno na podložní sklíčko a následně překryto krycím 

sklem. Vezikuly byly pozorovány při 60násobném zvětšení.  
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7.4 Stanovení enkapsulační účinnosti  

Enkapsulační účinnost (EE – Encapsulation Efficiency) je jednou ze základních charakteris-

tik vyjadřujících procentuální úspěšnost zachycení aktivní látky daným nosičem. V případě 

nepřímého postupu je hodnocení EE založeno na stanovení koncentrace aktivní látky, která 

nebyla nosičem zachycena, a je ji tak možné izolovat a kvantifikovat. Výchozí metodou 

pro stanovení koncentrace nezachyceného ASTX byla zvolena spektrofotometrie. V počát-

cích experimentu však nebylo snadné nalézt vhodnou izolační metodu, která by vedla k efek-

tivní izolaci volného ASTX. Hlavním problémem byla přítomnost reziduálních fosfolipidů 

a surfaktantů, což vedlo ke zkreslení spektrálních charakteristik vzorků.   

Jako alternativa pro stanovení obsahu ASTX v extraktech byla uvažována možnost využití 

vysokoúčinnostní kapalinové chromatografie s detekcí při 474 nm. Měření bylo provedeno 

na kapalinovém chromatografu Waters, a to izokratickou metodou na koloně XSelect® CSH  

C-18 (5 m; 4,6250 mm) při laboratorní teplotě. Průtok mobilní fáze tvořené směsí metha-

nolu a vody v poměru 97 : 3, v/v byl nastaven na 0,8 mlmin−1. Pro účely vyhodnocení byla 

sestrojena kalibrační přímka ze série roztoků ASTX v acetonu (0 až 16 gml−1). 

Vzhledem k problémům při separaci vzorků na koloně však metoda kapalinové chromato-

grafie nebyla pro daný účel vyhodnocena jako vyhovující. Z časových důvodů proto nebyla 

metoda dále optimalizována a pro stanovení koncentrace neenkapsulovaného ASTX bylo 

použito spektrofotometrického stanovení dle modifikované metodiky uvedené v publikaci 

Pana a kol. [113]: 400 l vzorku transferosomů bylo v plastové zkumavce s víčkem smí-

cháno s 5 ml petroletheru a tato směs byla sonikována v ultrazvukové vaně (Kraintek) 

při 37 °C po dobu 15 min. Následně byl vzorek odstředěn při 3000 rpm po dobu 5 min po-

mocí stolní centrifugy (Hettich) a odstředěný supernatant odsát injekční stříkačkou. Celý 

postup byl poté ještě jednou zopakován. Oba podíly supernatantu byly následně spojeny 

a převedeny do baňky s kulatým dnem, ze které byl petrolether odpařen na vakuové odparce 

(Heidolph) při 40 °C. Zbytek po odpařování byl rozpuštěn v 10 ml acetonu. U každého 

vzorku byla extrakce provedena dvakrát vedle sebe. 

V další fázi experimentu byla proměřena absorbance série kalibračních roztoků ASTX 

v acetonu při vlnové délce absorpčního maxima ASTX v acetonu 474 nm. Jako blank byl 

využit čistý aceton a každý vzorek byl proměřen celkem třikrát. Ze získaných dat byly po do-

sazení do rovnice kalibrační přímky vypočteny hodnoty koncentrace ASTX v extraktech, 
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které byly dále použity pro výpočet EE (rovnice 2), kde CMax je maximální teoretická kon-

centrace ASTX v extraktech (16 gml−1) a CExt je stanovená koncentrace ASTX. 

EE =  
CMax − CExt

CMax
∙ 100 [%]                                                   (2) 

Výsledné hodnoty EE pak byly po vyloučení odlehlých hodnot pro každý vzorek zprůměro-

vány a byla vypočtena jejich směrodatná odchylka.  

7.5 Stanovení antioxidační účinnosti in vitro 

Stanovení antioxidační účinnosti (AE – Antioxidant Efficiency) transferosomů s obsahem 

ASTX bylo provedeno metodou zhášení stabilních radikálů 2,2-difenyl-1-pikryl hydrazylu  

(DPPH). Tato metoda představuje jednu ze základních metodik pro zhodnocení antiradiká-

lové aktivity látek in vitro. Při reakci primárních antioxidantů s DPPH• dochází v důsledku 

odštěpení atomu H z molekuly antioxidantu ke vzniku 2,2-difenyl-1-pikryl hydrazinu 

(DPPH-H), což se projevuje typickým poklesem absorbance při 517 nm [114]. 

Při samotném experimentu byla použita modifikovaná metodika Sheikha a kol. [115]. Zá-

sobní roztok DPPH• připravený rozpuštěním 24 mg DPPH ve 100 ml ethanolu byl pro účely 

stanovení 10krát naředěn a 3,9 ml tohoto pracovního roztoku bylo smícháno se 100 l pří-

slušného vzorku transferosomů s ASTX, v případě kontroly se 100 l PBS. Pro srovnávací 

účely byla AE hodnocena rovněž u roztoku neenkapsulovaného ASTX v DMSO, jehož kon-

centrace se rovnala teoretické maximální koncentraci ASTX v připravených transferoso-

mech (0,4 mgml−1). Všechny vzorky byly poté ponechány reagovat při laboratorní teplotě 

v temnu. Hodnoty absorbancí byly postupně stanovovány po 1, 2, 4, 6, 8 a 24 hodinách.   

Vzhledem ke skutečnosti, že samotná molekula ASTX absorbuje část záření při vlnové délce 

absorpčního maxima DPPH•, byla pro výpočet AE zavedena korekce spočívající v odečtení 

hodnot absorbancí vzorků, které byly připraveny smícháním 100 l disperze transferosomů 

(resp. roztoku neenkapsulovaného ASTX v DMSO) s 3,9 ml čistého ethanolu, od hodnot 

absorbancí roztoků transferosomů s DPPH•. Absolutní hodnoty AE byly vypočteny dle rov-

nice (3), kde A0 je hodnota absorbance kontroly, AVz je hodnota absorbance příslušného 

vzorku transferosomů s roztokem DPPH•
 a AKor je hodnota absorbance korekce. 

AE =
A0 − (AVz − AKor)

A0
∙ 100 [%]                                           (3) 
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7.6 Stanovení cytotoxicity in vitro  

Tetrazoliový test (MTT test) je jednou z nejhojněji využívaných metodik pro hodnocení cy-

totoxického účinku látek in vitro. Toto kolorimetrické stanovení je založeno na schopnosti 

metabolicky aktivních buněk přeměňovat žlutý, ve vodě rozpustný 3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid (zkráceně MTT) na fialový, ve vodě nerozpustný 

formazan, a to prostřednictvím mitochondriálních dehydrogenáz. Rychlost konverze MTT 

na formazan vypovídá o aktivitě dýchacího řetězce, odráží tak životaschopnost (viabilitu) 

buněk. V případě, že se v prostředí buněk vyskytují látky s cytotoxickým účinkem, přeměna 

MTT na formazan je v jejich důsledku zpomalena či zcela zastavena. Vyhodnocení testu 

je prováděno spektrofotometricky při 570 nm na základě poklesu hodnoty absorbance 

ve srovnání s referenčním vzorkem bez obsahu potenciálně cytotoxických substancí [116]. 

Cytotoxicita připravených transferosomálních formulací byla hodnocena na buněčné linii 

myších fibroblastů ATCC-CRL-1658 NIH/3T3 a stanovení bylo proveden dle normy 

ISO 10993-5. Kultivační médium DMEM (PAA Laboratories) obsahovalo 10 % telecího 

séra (BioSera) a antibiotikum penicillin/streptomycin (GE Healthcare) v koncentraci 

100 Uml−1. Vizuální kontrola buněk byla provedena pozorováním na inverzním fluorescen-

čním mikroskopu IX 81 (Olympus) metodou fázového kontrastu.  

Před samotným provedením MTT testu byly buňky o koncentraci 1105 ml−1 nasazeny 

ke 24hodinové předinkubaci (37 °C, 5% atmosféra CO2) do 96jamkových mikrotitračních 

destiček. Další den bylo po odsátí přebytečného média do jamek nadávkováno 100 l pří-

slušného vzorku disperze transferosomů ředěné na 20, 15, 10, 5 a 1% koncentraci. Pro ste-

rilizaci vzorků bylo přistoupeno k jejich filtraci přes stříkačkový filtr (0,22 m). V případě 

referenčních vzorků bylo do jamek napipetováno 100 l samotného kultivačního média.  

Vzorky byly kultivovány po dobu 24 h (37 °C, 5% atmosféra CO2), následně bylo médium 

včetně vzorků odsáto a do jamek bylo dávkováno 100 l čerstvého média a 10 l roztoku 

MTT v kultivačním médiu (5 mgml−1). Vzorky byly znovu inkubovány 4 h za výchozích 

podmínek. Na závěr bylo médium včetně roztoku MTT odstraněno a k buňkám bylo napi-

petováno 80 l DMSO, které byly ponechány působit 15 min (pro rozpuštění případných 

krystalků formazanu). Absorbance byla dle metodiky měřena při 570 nm. Všechna stano-

vení byla provedena v pěti opakováních. 
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Relativní viabilita buněk (RCV − Relative Cell Viability) byla vypočtena z rovince (5), kde 

AVz je hodnota absorbance příslušného vzorku transferosomů a ARef je průměrná hodnota 

absorbance referenčního vzorku.  

RCV =
AVz

ARef
                                                                  (5) 

7.7 Stanovení stability vezikul 

Stabilita transferosomů skladovaných při 4 °C byla hodnocena v týdenních intervalech 

na základě měření změn velikosti vezikul, PDI a zeta potenciálu dle postupů uvedených 

v kap. 7.2. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE  

8.1 Příprava transferosomů  

Příprava disperzí transferosomů byla provedena dle metodiky popsané v kapitole 7.1. V zá-

vislosti na typu použitých lipidů či surfaktantu vykazovaly formulace během přípravy od-

lišné chování. Rychlost odpařování organické fáze byla při přípravě tenkých filmů s obsa-

hem TW obecně vyšší, filmy byly velmi rovnoměrné a jejich hydratace probíhala, ve srov-

nání s filmy s SP, taktéž snadněji, což bylo vzhledem k vyšší hydrofilitě TW (HLB = 14,9) 

očekávatelné. Přídavek CH do SPC vedl ke zhoršení homogenity filmů. Ty měly ke konci 

odpařování tendenci vytvářet na stěnách nerovnoměrné zóny (Obr. 9), které ve výsledku 

prodlužovaly potřebnou dobu hydratace. Formulace transferosomů s SP vykazovaly vyšší 

míru turbidity, což ukazovalo na vyšší průměrnou velikost jejich vezikul. Vizuální srovnání 

šestice finálních formulací bezprostředně po jejich přípravě je zobrazeno na Obr. 10.  

 

Obr. 9. Srovnání připravených tenkých filmů (vlevo SPC-TW, vpravo SPC/CH-TW) 
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Obr. 10. Vizuální srovnání finálních formulací transferosomů bezprostředně po přípravě; 

TF1 (SPC-TW), TF2 (SPC-SP), TF3 (DOPC-TW), TF4 (DOPC-SP), TF5 (SPC/CH-TW) 

a TF6 (SPC/CH-SP) 

8.2 Stanovení distribuce velikosti a zeta potenciálu vezikul  

Velikost vezikul a hodnota PDI byly nejprve proměřeny u dvou testovacích formulací 

bez obsahu ASTX založených na kombinaci SPC a TW, resp. SP v poměru 90 : 10 (w/w) 

a připravených metodou hydratace tenkého filmu. Po působení 120 s sonikace byly pro ve-

zikuly SPC-TW naměřeny průměrné hodnoty velikosti 86  2 nm a PDI 0,24  0,05, zatímco 

transferosomy SPC-SP dosahovaly v průměru více než dvojnásobné velikosti 200  8 nm 

s hodnotou PDI 0,29  0,04. Po enkapsulaci molekul ASTX do dvojvrstvy vezikul bylo po-

zorováno mírné zvýšení průměrné velikosti transferosomů o přibližně 15 až 20 nm. V pří-

padě SPC-TW tak velikost vzrostla na 102  3 nm, u SPC-SP na 223  6 nm. Hodnoty PDI 

se přítomností ASTX výrazně nezměnily. Jako alternativa k metodě hydratace tenkého filmu 

byly transferosomy s ASTX připraveny rovněž metodou evaporace reverzní fáze, jež je za-

ložena na přípravě emulzního systému převráceného typu a jeho přechodu na vezikulární 

disperzi odpařením organické fáze. Vzhledem k problémům při přípravě vzorku SPC-SP 

byla metoda úspěšně provedena pouze u výchozí formulace SPC-TW. Průměrná velikost 

vezikul zde činila 90,8  0,7 nm a hodnota PDI 0,23  0,03. 

V dalším kroku byl zhodnocen vliv doby sonikace na vlastnosti systému. Primární disperze 

proto byly sonikovány po definované časové intervaly (30, 120, nebo 300 s) a bezprostředně 

poté byla stanovena distribuce velikosti sonikovaných vezikul. V případě formulace SPC-

SP (Obr. 11) byla ve vzorku i po 30 s sonikace přítomná poměrně výrazná populace, jejíž 
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velikost se pohybovala nad hranicí 1 m. Delší sonikační časy vedly k citelnému snížení 

polydisperzity systému, i přesto však byla ve vzorku SPC-SP po 300 s sonikace detekována 

frakce vezikul, jejichž velikost byla nad detekční hranici analyzátoru Nano ZS 90 (Malvern), 

tedy 5 µm . U formulace SPC-TW (Obr. 12) byla populace vezikul o mikronové velikosti 

stanovena pouze ve vzorku sonikovaného nejkratší dobu 30 s. Sonikace po dobu 120, resp. 

300 s vedla ke vzniku relativně monodisperzních systémů s průměrnou velikostí částic okolo 

100 nm. Na základě těchto výsledků byla tak sonikace po dobu 120 s vyhodnocena jako 

dostatečně efektivní a byla dále použita pro přípravu všech formulací. 

 

Obr. 11. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomů SPC-SP (90 : 10, w/w) 

 

Obr. 12. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomů SPC-TW (90 : 10, w/w) 

Další sledovanou proměnnou ve vztahu k charakteristikám vezikul byla koncentrace aktivá-

toru hran, proto byly připraveny formulace s dvěma dalšími poměry SPC : TW (95 : 5 

a 85 : 15, w/w). Koncentrace aktivátoru měla vliv na distribuci připravených transferosomů. 
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Nižší koncentrace surfaktantu vedla ke vzniku vezikul s větší průměrnou velikostí a celková 

šířka distribuce byla obecně větší než u systému s vyšší koncentrací aktivátoru (Obr. 13). 

Zvýšení koncentrace aktivátoru hran vedlo k zajištění užší distribuce vezikul již při kratších 

sonikačních časech (Obr. 14).   

 

Obr. 13. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomů SPC-TW (95 : 5, w/w) 

 

Obr. 14. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomů SPC-TW (85 : 15,  w/w) 

Stanovené charakteristiky vezikul finálních formulací transferosomů s obsahem ASTX 

(0,4 mgml−1) s různým typem membrány a fixním poměrem lipid : aktivátor (90 : 10, w/w) 

jsou uvedeny v Tab. 3. Z uváděných dat je zřejmé, že všechny formulace, které využívaly 

jako aktivátor hran TW, obsahovaly vezikuly s menší velikostí. Konkrétně nejmenší vezi-

kuly byly stanoveny u vzorku TF3 (DOPC-TW); 88  1 nm. Naopak největších velikostí 

dosahovala formulace TF2 (SPC-SP) s průměrnou hodnotou 218  6 nm.  
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Velikost vezikul byla ovlivněna zejména použitým aktivátorem hran, složení lipidové mem-

brány mělo poměrně malý vliv. K podobným výsledkům dospěli i Khan a kol. [117], kteří 

se zabývali přípravou transferosomů s různým složením membrány a s obsahem lipofilního 

kortikosteroidu. Formulace založené na kombinaci SPC s SP dosahovaly, ve srovnání s for-

mulacemi na bázi SPC a TW, taktéž v průměru dvojnásobné velikosti vezikul. Konkrétní typ 

použitého fosfolipidu neměl na výslednou velikost transferosomů s TW významný vliv, 

u formulací s SP byly stanovené rozdíly větší. Hodnoty PDI se mezi transferosomy s ASTX 

se stejným typem aktivátoru hran výrazně nelišily. Všechny připravené formulace vykazo-

valy záporný zeta potenciál, u žádného vzorku však hodnoty nepřekročily hranici −20 mV. 

Nejnižší hodnota potenciálu −14,0  1,3 mV byla naměřena bezprostředně po přípravě 

pro vzorek formulace TF6 (SPC/CH-SP). Transferosomy s obsahem TW dosahovaly obecně 

méně záporných hodnot, které se pohybovaly pod −10 mV. Hodnoty elektrokinetického po-

tenciálu se tedy významně nelišily od současných poznatků publikovaných v odborné lite-

ratuře [117].  

Tab. 3. Průměrná velikost vezikul, hodnota PDI a zeta potenciálu připravených formulací 

s fixním poměrem lipid : aktivátor (90 : 10, w/w) po sonikaci (120 s) 

Formulace Velikost [nm] PDI [1] Zeta potenciál [mV] 

TF1 (SPC-TW)   95  5 0,25  0,04   −7,2  0,3 

TF2 (SPC-SP) 218  6 0,34  0,03 −11,7  0,7 

TF3 (DOPC-TW)   88  1 0,22  0,03   −5,8  0,1 

TF4 (DOPC-SP) 192  2 0,35  0,04 −10,3  0,7 

TF5 (SPC/CH-TW)    92  2 0,21  0,02   −8,9  1,0 

TF6 (SPC/CH-SP) 198  4 0,29  0,03 −14,0  1,3 

 

8.3 Morfologie transferosomů 

Morfologie transferosomů byly sledovány konfokální i elektronovou mikroskopií. Vezikuly 

formulací připravené s aktivátorem hran SP, tedy TF2 (SPC-SP), TF4 (DOPC-SP) 

a TF6 (SPC/CH-SP) bylo možné pozorovat, díky jejich zvýšené tendenci ke tvorbě aglome-
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rátů, prostřednictvím konfokálního laserového mikroskopu v transmisním módu při 60ná-

sobném zvětšení (Obr. 15, 16 a 17). Transferosomy založené na TW, konkrétně TF1 (SPC-

TW), byly sledovány vzhledem k jejich malým, neaglomerovaným vezikulám s průměrnou 

velikostí okolo 100 nm pouze prostřednictvím metody TEM (Obr. 18 a 19). Velikost zobra-

zených vezikul pro formulaci s TW odpovídá velikostem stanoveným metodou DLS. 

 

Obr. 15. Aglomeráty vezikul transferosomů formulace TF2 (SPC-SP) pozorované konfo-

kální mikroskopií v transmisním módu (60 zvětšení) 

 

Obr. 16. Aglomeráty vezikul transferosomů formulace TF4 (DOPC-SP) pozorované konfo-

kální mikroskopií v transmisním módu (60 zvětšení) 
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Obr. 17. Aglomeráty vezikul transferosomů formulace TF6 (SPC/CH-SP) pozorované kon-

fokální mikroskopií v transmisním módu (60 zvětšení) 

 

Obr. 18. Vezikuly transferosomů formulace TF1 (SPC-TW) pozorované metodou TEM 
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Obr. 19. Vezikula transferosomu formulace TF1 (SPC-TW) pozorovaná metodou TEM 

8.4 Vyhodnocení enkapsulační účinnosti 

Enkapsulační účinnost připravených formulací transferosomů byla hodnocena prostřednic-

tvím spektrofotometrického stanovení neenkapsulovaného ASTX v extraktech připravených 

dle postupu v kapitole 7.4.  

V první řadě bylo proměřeno absorpční spektrum ASTX v rozsahu vlnových délek 340 

až 700 nm (Obr. 20); hodnota absorpčního maxima byla určena při  = 474 nm. Na základě 

absorbancí kalibračních roztoků ASTX v koncentračním rozmezí 0 až 7,2 gml−1 byla se-

strojena kalibrační přímka (Obr. 21), s pomocí jejíž rovnice byly stanoveny koncentrace 

ASTX v extraktech (CExt). Tyto hodnoty byly pak využity pro výpočet EE formulací, jež 

jsou uvedeny v Tab. 4. 
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Obr. 20. Absorpční spektrum ASTX v acetonu 

 

Obr. 21. Kalibrační přímka ASTX v acetonu ze spektrofotometrického stanovení 
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Tab. 4. Průměrné hodnoty enkapsulační účinnosti (EE) připravených formulací transfero-

somů s obsahem ASTX 

Formulace CExt [gml−1] EE [%] 

TF1 (SPC-TW) 0,31  0,04 98,1  0,6 

TF2 (SPC-SP) 2,81  0,06 82,4  1,0 

TF3 (DOPC-TW) 0,40  0,04 97,5  0,6 

TF4 (DOPC-SP) 1,34  0,13 91,6  0,9 

TF5 (SPC/CH-TW) 0,60  0,09 96,3  0,6 

TF6 (SPC/CH-SP) 2,18  0,09 86,4  0,6 

 

Stanovené hodnoty účinnosti zachycení ASTX transferosomy jsou v souladu s vysokými 

hodnotami EE prezentovanými v dosavadních publikacích zabývající se enkapsulací lipofil-

ních látek do těchto nanonosičů [118, 119]. Míra zachycení ASTX do membrány transfero-

somů byla u všech formulací vyhodnocena jako velmi vysoká – nad 80 %, mezi formulacemi 

však byly patrné rozdíly. Nejvyšší hodnota EE (98,1  0,6 %) byla stanovena u formulace 

TF1 (SPC-TW), naopak formulace TF2 (SPC-SP) byla vyhodnocena jako nejméně efektivní 

(82,4  1,0 %).  

Typ použitého surfaktantu představoval hlavní faktor ovlivňující výsledné hodnoty EE. Pří-

tomnost TW v membráně transferosomů vedla k vyššímu zachycení ASTX a tyto formulace 

tak dosahovaly průměrných hodnot EE vyšších než 95 %. Vysoké hodnoty EE u systémů 

s TW jsou částečně v rozporu s obecným předpokladem, že účinnost zachycení lipofilních 

látek je vyšší u transferosomů využívající jako aktivátor hran surfaktant s nižší hodnotou 

HLB a tedy vyšší lipofilitou [30, 34]. Vysoká účinnost zachycení ASTX transferosomy s TW 

tak může být přikládána lepší solubilizaci a začlenění tohoto nepolárního karotenoidu 

do membrány vezikul ve vodném prostředí pufru v důsledku vyšší hydrofility TW.  

Druh použitých lipidů měl výraznější vliv pouze na hodnoty EE u formulací s obsahem SP. 

Například zachycení ASTX vzorkem TF4 (DOPC-SP) bylo, ve srovnání se TF2 (SPC-SP), 

téměř o 10 % vyšší. Inkorporace CH do lipidové dvojvrstvy SPC vedla u transferosomů s SP 

k mírnému zvýšení EE, v případě vezikul s obsahem TW byl efekt opačný. 
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8.5 Vyhodnocení antioxidační účinnosti in vitro 

Antioxidační účinnost (AE) připravených formulací byla hodnocena prostřednictvím me-

tody zhášení stabilních radikálů DPPH (viz kapitola 7.5). Jako reference byl využit roztok 

ASTX v DMSO, jehož koncentrace byla nastavena na hodnotu výchozí koncentrace ASTX 

v připravených formulacích. Výsledné hodnoty AE vzorků jsou shrnuty v Tab. 5. 

Tab. 5. Hodnoty antioxidační účinnosti (AE) připravených transferosomů a referenčního 

vzorku roztoku ASTX v DMSO (REF) stanovené v časových intervalech 1 až 24 hodin 

Vzorek 

AE [%] 

1 h 2 h  4 h  6 h  8 h 24 h 

REF 
46,0  

1,0 

57,5  

1,8 

67,6  

1,4 

76,0  

1,6 

82,5  

1,3 

88,8  

0,8 

TF1  

(SPC-TW) 

25,3  

0,5 

27,0  

1,0 

30,4  

1,8 

34,6  

1,3 

37,5  

1,3 

66,1  

0,5 

TF2  

(SPC-SP) 

21,9  

0,5 

31,3  

1,2 

38,0  

1,0 

42,7  

1,8 

46,8  

0,3 

81,4  

1,6 

TF3  

(DOPC-TW) 

  0,6  

0,3 

  8,7  

1,3 

12,0  

1,3 

13,4  

1,0 

16,8  

0,4 

27,9  

1,6 

TF4  

(DOPC-SP) 

  4,7  

0,4 

10,0  

0,9 

17,7  

0,9 

22,2  

1,4 

24,6  

1,1  

33,1  

1,0 

TF5  

(SPC/CH-TW) 

14,2  

1,2 

20,6  

1,4 

28,9  

1,7 

33,1  

1,9 

36,3  

1,8 

54,0  

0,8 

TF6  

(SPC/CH-SP) 

16,2  

1,3 

29,1  

1,9 

35,8  

1,4 

39,5  

1,6 

42,0  

1,6 

68,2  

0,8 

 

Enkapsulace ASTX do transferosomů vedla, ve srovnání s referenčním vzorkem neenkap-

sulovaného ASTX v DMSO, ke zpomalení procesu zhášení radikálů. Zatímco hodnota AE 

u reference dosahovala po první hodině více než 45 %, u všech testovaných formulací byla 

hodnota AE po uplynutí této doby nižší než 25 %. S postupujícím časem byl u vzorků pozo-

rován růst AE.  
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Nejvyšší účinnost zhášení radikálů DPPH byla z testovaných formulací vyhodnocena 

u vzorků TF2 (SPC-SP) a TF6 (SPC/CH-SP), u nichž byl po 8 h pozorován úbytek absor-

bance vyšší než 40 %. Po 24 h hodnota AE transferosomů TF2 (SPC-SP) jako jediná pře-

kročila 80 %, konkrétně 81,4  1,6 %, u vzorku TF6 (SPC/CH-SP) byla hodnota AE vypoč-

tena na 68,2  0,8 %. Transferosomy s TW dosahovaly obecně horších výsledků účinnosti 

zhášení DPPH•. Pouze v případě vzorku TF1 (SPC-TW) byla hodnota úbytku absorbance 

stanovená po 1 h (25,3  0,5 %) vyšší než u srovnatelné formulace TF2 (SPC-SP) s hodnotou 

21,9  0,5 %. Typ použitého surfaktantu tedy měl u většiny vzorků vliv na výsledné hod-

noty AE.  Zvýšená míra zhášení u formulací s SP však mohla souviset s vyššími koncentra-

cemi volného ASTX dostupného pro reakci s DPPH•, které byly u těchto systémů stanoveny 

v rámci hodnocení EE (viz kapitola 8.4). Míru AE ovlivňovalo rovněž lipidové složení mem-

brány transferosomů, jak je patrné z grafických srovnání na Obr. 22 a 23. 

 

Obr. 22. Srovnání vlivu lipidového složení membrány transferosomů s obsahem TW 

na hodnoty AE připravených formulací; referenci představuje neenkapsulovaný ASTX 

v DMSO 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

A
E 

[%
]

t [h]

REF TF1 (SPC-TW) TF3 (DOPC-TW) TF5 (SPC/CH-TW)



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 59 

 

 

Obr. 23. Srovnání vlivu lipidového složení membrány transferosomů s obsahem SP na hod-

noty AE připravených formulací; referenci představuje neenkapsulovaný ASTX v DMSO 

Formulace TF5 (SPC/CH-TW) a TF6 (SPC/CH-SP) uvolňovaly díky obsahu CH, v porov-

nání s TF1 (SPC-TW) a TF2 (SPC-SP), ASTX pomaleji. Přítomnost CH v membráně prav-

děpodobně přispívala ke zvýšení stability dvojvrstvy, což mělo za následek snížený přechod 

molekul ASTX do reakčního prostředí roztoku radikálů. Obecně nejnižší hodnoty AE vyka-

zovaly v rámci stanovení formulace založené na DOPC. V případě TF3 (DOPC-TW) úbytek 

absorbance ani po 8 h působení nepřesáhl 20 %, u analogické formulace TF4 (DOPC-SP) 

byla účinnost zhášení mírně vyšší (24,6  1,1 %). Výsledné hodnoty AE se po 24 h pohybo-

valy u obou zmíněných formulací  30% úbytku absorbance. Takto nízké hodnoty AE 

mohly být způsobeny vysokou mírou inkorporace molekul ASTX do membrány tvořené 

kombinací DOPC a surfaktantu, případně však také předčasnou oxidační degradací molekul 

ASTX v těchto vzorcích.  

Stanovené hodnoty AE jsou nicméně srovnatelné s již dříve publikovanými výsledky studií 

zaměřujících se na antioxidační schopnosti lipidových nosičů s obsahem ASTX. Například 

liposomy využívající kombinace SPC a CH v poměru 5 : 1, w/w s obsahem ASTX v kon-

centraci 1 hm. % z celkového množství použitých lipidů, připravené v rámci studie Pana 

a kol. [113], dosahovaly při použití této metody účinnosti zhášení DPPH•  75 %. 
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8.6 Vyhodnocení cytotoxicity in vitro 

Cytotoxicita připravených formulací transferosomů byla hodnocena metodou MTT testu 

na myších fibroblastech (viz kapitola 7.6). Životaschopnost buněk po inkubaci se vzorky 

transferosomů o různé koncentraci byla hodnocena na základě stanovené hodnoty absor-

bance vzorku transferosomů vztažené k průměrné hodnotě absorbance reference, která před-

stavovala 100% životaschopnost buněk, tedy hodnotu relativní životaschopnosti buněk 

(RCV) rovnou 1. Pro účely diskuse byla ředění transferosomů přepočítána na hodnoty teo-

retických koncentrací ASTX ve vzorcích. Stanovené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 6. Srov-

nání cytotoxicity transferosomů s TW je vyobrazeno na Obr. 24, srovnání pro vzorky s ob-

sahem SP pak na Obr. 25.  

Tab. 6. Hodnoty relativní životaschopnosti buněk (RCV) po inkubaci se vzorky transfero-

somů s různou koncentrací ASTX 

Formulace  

RCV [1] 

4 gml−1 20 gml−1 40 gml−1 60 gml−1 80 gml−1 

TF1  

(SPC-TW) 
1,04  0,01 1,04  0,09 0,98  0,03 0,98  0,07 0,89  0,04 

TF2  

(SPC-SP) 
1,12  0,02 1,11  0,03 1,04  0,06 0,99  0,04 0,83  0,05 

TF3  

(DOPC-TW) 
0,98  0,02 0,97  0,03 0,89  0,07 0,70  0,02 0,30  0,03 

TF4  

(DOPC-SP) 
0,96  0,05 1,00  0,03 0,92  0,06 0,73  0,04 0,29  0,03 

TF5  

(SPC/CH-TW) 
1,02  0,04 0,92  0,04 0,92  0,03 0,90  0,04 0,84  0,06 

TF6  

(SPC/CH-SP) 
1,05  0,02 1,05  0,03 1,00  0,04 0,87  0,04 0,84  0,07 
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Obr. 24. Srovnání hodnot RCV u formulací transferosomů s obsahem TW − TF1, TF3 

a TF5 (reference odpovídající 100% životaschopnosti buněk - - -; hranice cytotoxicity —) 

 

Obr. 25. Srovnání hodnot RCV u formulací transferosomů s obsahem SP − TF2, TF4 

a TF6 (reference odpovídající 100% životaschopnosti buněk - - -; hranice cytotoxicity —) 
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Za cytotoxické jsou v případě MTT testu dle normy ISO 10993-5 považovány vzorky, 

u nichž hodnota RCV klesne pod hraniční hodnotu 0,7. Žádný ze vzorků transferosomů TF1 

(SPC-TW), TF2 (SPC-SP), TF5 (SPC/CH-TW) a TF6 (SPC/CH-SP) nebyl na základě této 

hraniční hodnoty vyhodnocen jako cytotoxický ani v případě nejvyšší studované koncen-

trace ASTX (80 gml−1). V případě formulací TF3 (DOPC-TW) a TF4 (DOPC-SP) 

však hodnoty RCV u vzorků s koncentrací ASTX 60 gml−1 klesly na hodnoty blízké cyto-

toxické hranici. Při koncentraci ASTX 80 gml−1 pak byly obě formulace na bázi DOPC 

vyhodnoceny jako silně cytotoxické. Výsledná cytotoxicita vzorků však mohla být způso-

bena přítomností zbytkového množství organických rozpouštědel použitých pro přípravu 

uvažovaných formulací. Zajímavým zjištěním byla indukce množení buněk u vzorků 

TF2 (SPC-SP) při koncentracích ASTX 4 a 20 gml−1, kdy hodnoty RCV ve srovnání s re-

ferencí vzrostly na 1,12  0,02, resp. 1,11  0,03.  

Problematice cytotoxicity lipidových nosičů s obsahem ASTX se ve své publikaci věnovali 

např. Shimokawa a kol. [120].  Liposomy na bázi EPC s ASTX nezpůsobovaly snížení ži-

votaschopnosti epiteliálních buněk lidské rohovky. Kontakt tohoto typu buněk s liposomy 

obsahujícími 0,6 gml−1 ASTX navíc vedl ke zvýšení životaschopnosti buněk o ~ 20 % 

v porovnání s kontrolním vzorkem liposomů bez ASTX. Dle Changa a kol. [119] enkapsu-

lace ASTX do liposomů zvyšovala životaschopnost myších fibroblastů, ve srovnání s buň-

kami ošetřenými pouze roztokem neenkapsulovaného ASTX v ethanolu o stejné koncen-

traci, o více než 50 %.  

8.7 Stanovení stability transferosomů  

Hodnocení stability formulací transferosomů bylo provedeno vizuálně a na základě měření 

změn distribuce velikosti a zeta potenciálu vezikul v časových intervalech po 7, 14 

a 21 dnech skladování při 4 °C. Naměřená data jsou uvedena v Tab. 7 a 8. 

Na základě zjištěných hodnot je možné konstatovat, že transferosomy s TW si bez ohledu 

na složení lipidů membrány zachovávaly průměrnou velikost vezikul i po 21 dnech od pří-

pravy. U formulací na bázi SP docházelo v průběhu skladování překvapivě ke snižování 

průměrné velikosti vezikul. Nejvyšší rozdíl byl stanoven u TF6 (SPC/CH-SP), kde průměrná 

velikost vezikul po 21 dnech skladování klesla z 198  4 nm na 165  5 nm, zároveň však 

byly u vzorku pozorovány změny v distribuci, které indikovaly postupný nárůst frakce vezi-

kul o velikosti nad 2 m (Obr. 26). 
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Tab. 7. Průměrné hodnoty velikosti vezikul transferosomů stanovené ihned po přípravě, 

po 7, 14 a 21 dnech skladování při 4 °C 

Formulace  
Velikost [nm] 

0 dnů 7 dnů 14 dnů 21 dnů 

TF1 (SPC-TW) 95  5 94  2 96  1 96  2 

TF2 (SPC-SP) 218  6 206  6 198  3 194  2 

TF3 (DOPC-TW) 88  1 88  2 87  1 88  2 

TF4 (DOPC-SP) 192  2 184  3. 187  3 180  2 

TF5 (SPC/CH-TW) 92  2 93  2. 94  1 94  3 

TF6 (SPC/CH-SP) 198  4 192  3. 183  7 165  5 

 

Tab. 8. Průměrné hodnoty zeta potenciálu transferosomů stanovené ihned po přípravě, 

po 7, 14 a 21 dnech skladování při 4 °C 

Formulace  

Zeta potenciál [mV] 

0 dnů 7 dnů 14 dnů 21 dnů 

TF1 (SPC-TW) −7,2  0,3 −8,0  1,9 −10,3  1,2 −10,8  1,3 

TF2 (SPC-SP) −11,7  0,7 −11,4  0,9 −12,4  1,5 −18,4  1,7 

TF3 (DOPC-TW) −5,8  0,1 −7,3  1,2 −9,5  0,9 −10,6  1,5 

TF4 (DOPC-SP) −10,3  0,7 −12,9  0,8 −9,7  0,8 −10,1  1,2 

TF5 (SPC/CH-TW) −8,9  1,0 −6,8  0,9 −13,0  1,0 −14,1  0,8 

TF6 (SPC/CH-SP) −14,0  1,3 −9,1  1,2 −11,1  0,3 −17,8  1,0 
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Obr. 26. Změny v distribuci velikostí vezikul formulace TF6 (SPC/CH-SP) při skladování 

V případě zeta potenciálu byly u vzorků zaznamenány časově podmíněné změny. Jeho nej-

vyššího poklesu bylo dosaženo u formulace TF2 (SPC-SP), kde hodnota zeta potenciálu 

klesla po 21 dnech skladování z původních −11,7  0,7 mV na −18,4  1,7 mV. Výraznější 

snížení bylo naměřeno i pro vzorek TF5 (SPC/CH-TW), u něhož potenciál klesl z −6,8  

0,9 mV až na −14,1  0,8 mV. Velmi zajímavé chování vykazoval vzorek TF6 (SPC/CH-

SP); potenciál po 7 dnech skladování vzrostl z −14,0  1,3 mV na −9,1  1,2 mV, v dalších 

týdnech však došlo k opětovnému poklesu až na −17,8  1,0 mV.  

Na základě vizuálního hodnocení (Obr. 27) nedocházelo u disperzí transferosomů s obsahem 

TW v membráně, na rozdíl od vzorků s SP, k projevům sedimentace po celou dobu sklado-

vání. Výsledky pozorování v tomto případě odpovídaly tvrzení o vysoké kinetické stabilitě 

transferosomů na bázi hydrofilních surfaktantů [45]. 

U obou formulací s DOPC došlo po 14 dnech k téměř úplnému odbarvení disperze, což svěd-

čilo o degradaci nenasyceného terpenického řetězce molekul ASTX v těchto systémech. 

U ostatních vzorků byly degradační změny menší, jelikož v prvních 14 dnech ke změně 

barvy nedošlo. Tento závěr se však zakládá pouze na vizuálním hodnocení barevných změn 

a pro přesnější informace o možných změnách v chemické struktuře ASTX by bylo třeba 

provést jeho podrobnější charakterizaci. 

Po 21 dnech skladování byla určitá míra změny zabarvení pozorována u všech formulací 

transferosomů s ASTX. Degradaci ASTX a karotenoidů se věnuje např. publikace Boona 

a kol. [121]. Jak již bylo zmíněno v kapitole 3.1.1 věnující se charakteristice ASTX, ome-

zená stabilita vůči působení zvýšených teplot, vzdušné oxidace a světelného záření poměrně 

limituje širší aplikace tohoto bioaktivního karotenoidu. Ve studii Yuana a kol. [122] vedla 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 65 

 

inkorporace ASTX do inkluzního komplexu s hydroxypropyl--cyklodextrinem k podstat-

nému zvýšení jeho teplotní i oxidační stability, kromě toho komplex dosahoval, ve srovnání 

se samotným ASTX, vysoké rozpustnosti ve vodném prostředí (nad 1,0 mgml−1).  

U vzorků TF2 (SPC-SP) a TF6 (SPC/CH-SP), kde byl použit jako aktivátor hran SP, došlo 

navíc k vytvoření sedimentu, což potvrzovalo změny v distribuci velikostí vezikul stanovené 

metodou DLS. Sedimentaci v disperzi transferosomů rovněž naznačily snímky z konfokální 

laserové mikroskopie (Obr. 15 až 17). Míra degradace ASTX byla v rámci sedimentu 

nicméně viditelně nižší. Potenciálním zdůvodněním zvýšené stability zmiňovaných vzorků 

může být vyšší míra kompatibility lipofilního ASTX s molekulami SP, resp. CH.  

 

Obr. 27. Vizuální srovnání vzorků transferosomů skladovaných při 4 °C (horní snímek 

po 14 dnech skladování, spodní snímek po 21 dnech skladování) ); TF1 (SPC-TW), 

TF2 (SPC-SP), TF3 (DOPC-TW), TF4 (DOPC-SP), TF5 (SPC/CH-TW)  

a TF6 (SPC/CH-SP).  
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ZÁVĚR 

Diplomová práce se zabývá problematikou transferosomů. Pozornost je věnována zejména 

složení, vlastnostem, metodám přípravy a současným aplikacím těchto vezikulárních nosičů. 

Teoretická část se dále zaměřuje na látky s antioxidačním účinkem vhodné pro enkapsulaci 

do transferosomů, konkrétně na karotenoidy a jejich zástupce ASTX. 

V praktické části práce bylo s využitím třech různých lipidových systému (SPC, DOPC 

a směsi SPC s CH v poměru 5 : 1, w/w) a dvou typů neionických surfaktantů (TW a SP) 

připraveno šest formulací transferosomů s enkapsulovaným ASTX kombinovanou metodou 

hydratace tenkého filmu a sonikace. U všech formulací byl dodržen fixní poměr lipid : sur-

faktant (90 : 10, w/w) a koncentrace ASTX byla nastavena na 0,4 gml−1. Pomocí optima-

lizovaných metod byly připravené systémy zcharakterizovány z pohledu průměrné velikosti 

vezikul, morfologie, míry polydisperzity, zeta potenciálu, účinnosti zachycení ASTX a sta-

bility. Antioxidační kapacita vzorků in vitro byla zhodnocena prostřednictvím metody zhá-

šení radikálů DPPH, stanovení cytotoxicity in vitro bylo provedeno na myších embryonál-

ních fibroblastech pomocí MTT testu. 

Složení membrány transferosomů, zejména typ použitého surfaktantu, výrazně ovlivňoval 

vlastnosti výsledných vezikul. Formulace s obsahem TW dosahovaly bezprostředně po pří-

pravě průměrných velikostí v rozmezí 88 až 95 nm a vykazovaly nižší míru polydisperzity 

(PDI < 0,25); u formulací s SP byly stanovené průměrné hodnoty velikosti více než dvojná-

sobné (192 až 218 nm) a hodnoty PDI vyšší (0,29 až 0,35). 

Všech šest formulací dosahovalo velmi vysoké účinnosti zachycení ASTX s hodnotami EE 

nad 80 %. V případě formulací s TW byly stanovené hodnoty EE obecně vyšší a konkrétně 

nejvyšší hodnota EE (98,1  0,6 %) byla dosažena u formulace TF1 (SPC-TW). Přítomnost 

molekul CH v membráně transferosomů nevedla k výraznému ovlivnění výsledných hod-

not EE. Různé složení lipidů membrány mělo vliv na hodnoty EE pouze u transferosomů 

s lipofilním aktivátorem hran SP. 

Důsledkem inkorporace molekul ASTX do membrány transferosomů byly změny zazname-

nané v procesu zhášení radikálů DPPH. Transferosomy s ASTX tak, ve srovnání se vzorkem 

neenkapsulovaného ASTX v DMSO, prodlužovaly fázi postupného uvolňování ASTX 

do reakčního prostředí. Formulace s obsahem TW dosahovaly horší účinnosti zhášení, což 
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mohlo být způsobeno lepší solubilizací molekul ASTX do membrán vezikul a jejich poma-

lejším uvolňováním. Přítomnost CH ve fosfolipidové dvojvrstvě přispívala dále k její stabi-

lizaci, a tedy i ke zpomalení procesu uvolňování ASTX.  

Transferosomy s obsahem ASTX na bázi SPC nevykazovaly cytotoxický účinek při žádné 

ze studovaných koncentrací ASTX ve vzorku (4 až 80 gml−1). Pouze v případě formulací 

využívající DOPC klesly hodnoty životaschopnosti buněk při koncentraci ASTX 60 gml−1 

na hodnoty blízké hranici cytotoxicity a při koncentraci 80 gml−1 byla tato hranice překro-

čena. Tyto výsledky však mohly být způsobeny nedokonalým odstraněním organických roz-

pouštědel při přípravě disperzí transferosomů uvažovaných formulací.  

Transferosomy využívající TW si i po 21 dnech skladování při 4 °C zachovávaly průměrné 

hodnoty velikosti vezikul a PDI. U formulací na bázi SP docházelo v průběhu skladování 

ke změnám ve velikosti vezikul. Zároveň byl u nich pozorován nárůst frakce o velikosti 

nad 1 m, jenž se projevoval viditelnou sedimentací a byl potvrzen i změnami v distribuci. 

I přes začlenění ASTX do membrány transferosomů byla pozorována jeho chemické degra-

dace, která se projevila změnou barvy disperze transferosomů. 

Na základě získaných studijních poznatků je však možné transferosomy na bázi SPC a TW, 

resp. SP považovat za slibné nosiče pro ASTX s obecně dobrou velikostní stabilitou a vyso-

kou účinností zachycení tohoto karotenoidu při zachování jeho antioxidačních vlastností.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK  

ASTX  Astaxanthin 

pH  Vodíkový exponent  

SC  Stratum corneum 

Log P  Dekadický logaritmus rozdělovacího koeficientu oktanol/voda 

PAL  Povrchově aktivní látka  

PE  Fosfatidylethanolamin 

PS  Fosfatidylserin 

PC  Fosfatidylcholin 

EPC  Vaječný fosfatidylcholin 

SPC  Sójový fosfatidylcholin  

DMPC  1,2-dimyristoyl fosfatidylcholin 

DPPC  1,2-palmitoyl fosfatidylcholin 

DPPG  1,2-palmitoyl fosfatidylglycerol 

Tc  Teplota fázového přechodu  

DSPC  1,2-stearoyl fosfatidylcholin 

DOPC  1,2-dioleoyl fosfatidylcholin 

DPPE  1,2-palmitoyl fosfatidylethanolamin 

HSPC  Hydrogenovaný sójový fosfatidylcholin 

ESM  Vaječný sfingomyelin  

DLPC  1,2-lauroyl fosfatidylcholin 

DMPG  1,2-myristoyl fosfatidylglycerol 

DOPG  1,2-dioleoyl fosfatidylglycerol 

DSPG  1,2-stearoyl fosfatidylglycerol 

DMPE  1,2-myristoyl fosfatidylethanolamin 

DOPE  1,2-dioleoyl fosfatidylethanolamin 
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DMPS  1,2-myristoyl fosfatidylserin 

DPPS  1,2-palmitoyl fosfatidylserin 

DOPS  1,2-dioleoyl fosfatidylserin 

HLB  Hydrofilně-lipofilní rovnováha 

PDI  Index polydisperzity  

PEG  Polyethylenglykol 

ROS  Reaktivní formy kyslíku 

UV  Ultrafialový 

MMP  Matricová metaloproteináza 

DNA  Kyselina deoxyribonukleová 

CH  Cholesterol  

TW  Tween® 80 – polyoxyethylen-80-sorbitan monooleát 

SP  Span® 80 – sorbitan monooleát 

PBS  Fosfátem pufrovaný fyziologický roztok 

DMSO  Dimethylsulfoxid  

DPPH   2,2-difenyl-1-pikryl hydrazyl 

DPPH-H 2,2-difenyl-1-pikryl hydrazin 

MTT  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid 

DLS  Dynamický rozptyl světla  

D  Translační difúzní koeficient 

d(H)  Hydrodynamický průměr 

k  Boltzmannova konstanta  

T  Termodynamická teplota  

  Dynamická viskozita 

ELS  Elektroforetický rozptyl světla  

TEM  Transemisní elektronová mikroskopie  
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EE  Enkapsulační účinnost  

C  Koncentrace  

AE  Antioxidační účinnost  

A  Absorbance 

RCV  Relativní životaschopnost buněk  
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