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ABSTRAKT

Antioxidanty hraji zdsadni ulohu pfi prevenci procesu starnuti pokozky zptisobeného
vlivem oxidativniho stresu a celkové piispivaji ke zdravi lidského organismu. V rdmci
ptedlozené diplomové prace byly studovany moznosti solubilizace pfirodnich antioxidantd,
a to kyseliny gallové, quercetinu a extraktu z mésicku 1ékatského. Solubilizace predstavuje
moznost, jak zvysit stabilitu a rozpustnost téchto latek za ucelem zvyseni jejich praktické
aplikovatelnosti. U vybranych kombinaci surfaktantd, konkrétné Pluronic P123 a P407,
Tween 80 a fosfatidylcholinu, byla vyhodnocena maximalni solubiliza¢ni kapacita.
Metodou hydratace tenkého filmu byly pfipraveny nosi¢e sobsahem zminénych
antioxidant, unichz byly nésledné sledovany jejich antioxidacni, fyzikalné-chemické

vlastnosti a podminky uvoliiovani do definovaného prostiedi.

Kli¢ova slova: antioxidant, kyselina gallova, mésicek Iékatrsky, Pluronic, quercetin,

solubilizace

ABSTRACT

Antioxidants play a crucial role in preventing skin aging caused by oxidative stress and
contribute to overall human health. Within the presented diploma thesis, the possibilities of
solubilizing natural antioxidants, namely gallic acid, quercetin, and Calendula officinalis
extract, were studied. Solubilization represents a way to increase the stability and solubility
of these substances, aiming to enhance their practical applicability. The maximum
solubilization capacity was evaluated for selected combinations of surfactants, specifically
Pluronic P123 and P407, Tween 80, and phosphatidylcholine. Carriers containing the
mentioned antioxidants were prepared using the thin film hydration method, followed by
monitoring their antioxidative, physicochemical properties, and release conditions into

a defined environment.

Keywords: antioxidant, Calendula officinalis, gallic acid, Pluronic, quercetin,

solubilization
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UvVOD

Antioxidanty hraji podstatnou roli pfi ochrané¢ organismu pied oxidacnim stresem, proto je
z hlediska dlouhodobého zdravi dilezité zajistit jejich dostate¢ny piijem. Piitomnost
antioxidanti je dulezitd také v pfipravcich pro péci o plet’, jelikoz vlivem UV zéfeni
a jinych fyzikélnich a chemickych vlivli dochazi k pred¢asnému starnuti pokozky, které se
projevuje vznikem vrasek a suchosti. I z tohoto diivodu je v poslednich letech kladen diiraz
na pouziti antioxidantt pti kazdodenni péci o plet’. Ze strany spotiebitelti je vSak stale vEtsi
poptavka po ptirodnich slozkéach, coz v pripad¢ antioxidantii predstavuje znaény problém,
jelikoz velké mnozstvi téchto latek je ve vod€ nerozpustnych. Z tohoto divodu jsou
antioxidanty enkapsulovany do rtiznych typl nosicl, které zajisti jejich lepsi rozpustnost,

stabilitu a dlouhodobé uvoliiovani pti aplikaci na pozadovaném misté urceni.

Jednou zmoznosti jejich enkapsulace je solubilizace do micelarnich agregatd, které
vznikaji nad kritickou micelarni koncentraci jednotlivych surfaktanti a jejich smési. Pro
tyto tcely je v poslednich letech atraktivni aplikace biokompatibilnich surfaktantt, které
poskytnou dostate¢nou ochranu po aktivni latku a zéroven nejsou toxické pro organismus
ani zivotni prostiedi. V tomto ohledu se jako perspektivni ukazaly neionické kopolymery

typu Pluronic ¢i jejich kombinace s jinymi surfaktanty.

Cilem ptedloZené diplomové prace bylo ovéfit solubilizaéni kapacitu vybranych smésnych
micelarnich systémil na bazi Pluronicu P123, P407, Tweenu 80 a fosfatidylcholinu a z nich
pak pfipravit nosice pro inkorporaci ptirodnich antioxidantli — kyseliny gallové, quercetinu
a extraktu z mésicku lékarského. Pripravené nosi¢e byly nasledné charakterizovany
sdirazem na antioxida¢ni a enkapsulacni aktivitu a podminky uvoliiovani
solubilizovanych antioxidacnich latek do prostfedi. MoZnost potencidlniho kosmetického

vyuZiti byla ovéfena na krémovych formulacich prosttednictvim pilotni stabilitni studie.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ANTIOXIDANTY

Oxidacni reakce patii mezi kliCové procesy probihajici v organismu, umoznuji ziskavat
energii z zivin a udrzovat zakladni Zivotni funkce. Jedna se pfedevsim o bunécné dychani,
citratovy cyklus nebo rizné detoxikacni mechanismy. Pti bunééném dychani dochazi ke
Stépeni glukdzy na pyruvat, ktery je nésledné oxidovan v citratovém cyklu. Pomoci beta-
oxidace jsou mastné kyseliny vzniklé rozkladem tukti oxidovany na acetyl-CoA, ktery déle
vstupuje do citratového cyklu. Béhem citratového cyklu nésledné dochazi k oxidaci
uhlikovych atomii a vzniku redukovanych kofaktort (NADH+H" a FADH,) [1]. Oxida¢ni
reakce jsou taktéz dulezité pii detoxikaci organismu, jaterni buiiky obsahuji enzymy, které

oxiduji cizorodé latky, aby mohly byt Iépe vylouceny z téla.

Pti oxidac¢nich reakcich vznikaji volné radikély, které mohou riznymi zpiisoby naruSovat
vnitini homeostazu organismu. Mohou vznikat pfi jakémkoliv stresu organismu nebo
mohou vznikat vlivem prostiedi (napf. smog, koufeni nebo UV zafeni). Tyto faktory pak
mohou ovlivnit napt. funkénost klize, s ¢imz souvisi jeji nasledné poruchy — dermatitida,

nadory, vrasky nebo akné [2].

Dusledkem oxidacnich reakci jsou v zavislosti na misté vyskytu rizné projevy. Vyznamné
problémy se mohou objevit v potravinaiském pramyslu, kde v dasledku oxida¢nich
mechanismi dochdzi ke znehodnoceni potravin a sniZeni jejich vyzivové kvality. K oxidaci
jsou nachylné predevsim potraviny obsahujici tuky a oleje. Pfi této reakei dochazi k tvorbé
primarnich oxida¢nich produkti — hydroperoxidd a nasledné¢ sekundarnich oxidac¢nich
produktt, které mohou zptsobit zlukly zapach i chut. Se stejnym problémem se lze setkat
také v kosmetickych pfipravcich, ve kterych jsou obsazeny latky tukového charakteru,
které pravé nejcastéji podléhaji oxida¢nimu plsobeni. Dochéazi tak kjiz zminénym
zméndm v senzorickych vlastnostech a znehodnoceni piipravkl. Pfi oxida¢nich reakcich
vznikaji ¢asto toxické latky, které mohou zplisobovat vznik riznych onemocnéni, mize

dochazet k poSkozeni nebo dokonce smrti dané bunky [3], [4].

Oxidac¢ni reakce mohou probihat za riznych podminek a rozdilnymi mechanismy. Mezi ty
nejcastéjsi patii autooxidace vzdusnym kyslikem, oxidace singletovym kyslikem, termalni

oxidace, oxidace tézkymi kovy nebo oxidace katalyzované enzymy [3].

Za UCelem zpomaleni ¢i zastaveni oxida¢nich reakci jsou v potravindistvi, kosmetice
1 farmacii vyuzZivany antioxidanty. Ty se mohou vyskytovat pfirozené ve slozkach, které

jsou v danych produktech vyuZzivany, avSak ve vétSin€ pripadl jsou piidavany béhem
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zpracovani produktu. Tyto latky, at’ uz jsou pouzity v kosmetice ¢i potravinaistvi, musi
splitovat n¢kolik kritérii — musi byt netoxické, G€inné pii nizkych koncentracich, stabilni

alevné [3].

V literatufe lze nalézt rGzné definice antioxidacnich latek. Halliwell a Gutteridge
definovali antioxidant jako jakoukoliv latku, kterd, je-li pfitomna v nizké koncentraci ve
srovnani s oxidovanym substratem, vyznamné zpomaluje nebo inhibuje oxidaci daného
substratu. Pozd¢ji vroce 2007 Haliwell tvrzeni upravil a definoval antioxidant jako
jakoukoliv latku, kterd zpomaluje, zabranuje nebo odstrafiuje oxidacni poskozeni cilové
molekuly [5]. Obecné lze fici, Ze antioxidanty jsou slouceniny nebo systémy, které jsou
schopny interagovat s volnymi radikaly, a tim ukoncit oxidacni reakci dfive, nez dojde

k poSkozeni dané molekuly [6].

1.1 Klasifikace antioxidanti
Nejcastéji se antioxidanty klasifikuji podle jejich piivodu a podle mechanismu t¢inku.
Podle mechanismu ¢inku lze antioxidanty délit na:

1. primarni antioxidanty,

2. sekundarni antioxidanty,

3. enzymatické antioxidanty,

4. vychytavace kysliku,

5. chelatac¢ni (maskujici) ¢inidla.

Primérni antioxidanty jsou Casto latky fenolového typu. Tyto antioxidanty mohou fungovat
tremi riznymi zpusoby. Prvni z moZnosti je vazba volnych radikalii nebo preruseni fetézce.
V ptipadé¢ ptenosu vodikového atomu antioxidant reaguje s vysoce reaktivnim lipidovym
radikélem a peroxy radikéalem, ptenese vodikovy atom na lipidovy fetézec, ktery se stane
stabiln€j$§im a vznikne radikal antioxidantu, ktery je vSak stabilnéj$i oproti lipidovému
(peroxy) radikalu. Obecné primarni antioxidanty vykazuji vyssi afinitu k peroxy radikaliim
nez samotnym lipidiim. Pribéh reakce lze znazornit nize uvedenymi rovnicemi (Obr. 1)

[4].
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Re+AH > RH+A-
ROO « +AH — ROOH + A
ROO « +A « - ROOA
RO « + AH - ROH + AO «
RO « +A « > ROH + R

Ae+Ae— AA

Obrazek 1 Schéma prabéhu antioxidacni reakce [4]

Dal$i moznosti ptsobeni primarnich antioxidantl je pfenos samotného elektronu. V tomto
ptipadé je elektron pfedan volnému radikalu, ktery ptechazi do stabiln€jsi formy aniontu,
zatimco antioxidant se nachazi ve form¢ kationtu, ktery je taktéz méné reaktivni. Prib¢h

reakce popisuje nasledujici rovnice (Obr. 2) [4].
Re+AH - R~ + AH*

Obrazek 2 Schéma ptenosu elektronu [4]

Posledni z moznosti pisobeni primarnich antioxidanti je chelatace kovi, kdy kovy mohou
pusobit jako katalyzatory a prooxidanty v oxidacnich reakcich. Antioxidanty pomoci

navazani kovovych iontil vytvafi stabilni komplexy, ¢imZ zamezuji jejich reakcim.

Sekundarni antioxidanty rozkladaji primarni produkty oxidace — hydroperoxidy — na
stabilni, kone¢né produkty [4] a vychytavace kysliku reaguji pfimo s kyslikem, ktery

mohou odebrat do uzavieného systému.

Podle plivodu lze antioxidanty délit na pfirodni a syntetické, n€kdy se lze setkat 1 s dalsi

skupinou, tzv. pfirodné¢ identickymi antioxidanty.

1.1.1 Prirodni antioxidanty

Mezi nejbéznéjsi a nejbohatsi zdroje antioxidantd patii ovoce, zelenina, kofeni, bylinky,
ale také motské fasy. Zejména ovoce a zelenina jsou doporucovany nejen kvili obsahu
antioxidac¢nich latek (vitaminu C a E), ale také latek mineralnich [7]. Pfirodni antioxidanty
se nejcasteji déli do dvou hlavnich skupin — enzymatické a neenzymatické antioxidanty.
Do skupiny enzymatickych antioxidanti lze zatadit superoxid dismutazu, glutathion

peroxidazu nebo glutathion reduktazu. Skupina neenzymatickych antioxidantli je mnohem
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obsahlejsi a mize se dale se d¢€lit na polyfenoly, minerdlni latky (selen, zinek, méd'...),

vitaminy a terpenoidy [7], [8].

Vitaminy

wrwe

dalezité tyto latky pfijimat v potravé ¢i je dopliovat v podobé potravinovych dopliki.
Vitaminy lze klasifikovat do dvou skupin, a to na rozpustné ve vodé a rozpustné v tucich.
Mezi vitaminy rozpustné ve vod¢ patii napt. vitamin B nebo C, mezi zédstupce vitamint

rozpustnych v tucich patii vitaminy A, D, E, K [9].

Vitamin E je ¢asto popisovan jako skupina molekul rostlinného ptivodu (tokochromanoly),
do které patii 8 vitaminl — Ctyfi tokoferoly a Ctyfi tokotrienoly. Nejvice rozsifenou formou
je a-tokoferol, ktery by podle nékterych odbornikli mél jako jediny nést nazev vitamin E.
Zdrojem tohoto vitaminu mohou byt riznd semena (slunecnicovd), ovoce (maliny, kiwi),
zelenina (kapusta, rajCe, paprika), ofechy (arasidy) nebo luSténiny (fazole). Nedostatek
vitaminu E je spojovdn se srdeénimi problémy, cukrovkou, mozkovou mrtvici ¢i
Parkinsonovou chorobou. Tokoferol je vyuzivan nejen v kosmetice a farmacii, ale také

v potravinafstvi jako konzervant lipida v potravinach nebo jako dopln€k stravy [9], [10].

Vitamin C, téz kyselina askorbova, piisobi jako primarni antioxidant. Jedna se o esencialni
latku, coZ znamena, Ze jej organismus musi piijimat z potravy, jelikoZ neni schopen si jej
sam syntetizovat. Vyznamnou vlastnosti je jeho schopnost pfeménovat zelezo na formu
snadno stravitelnou ve stfevech. Diky vitaminu C dochazi k syntéze nékterych
neurotransmiterd, diilezitou roli hraje pii tvorbé kolagenu a jeho pfitomnost v organismu je
dilezitd pro syntézu serotoninu. Mezi zdroje vitaminu C patii pfedev§im ovoce (jahody,
ananas, citrusy) a zelenina (zeli, petrZel, rajcata, fenykl ¢i Spenat) [9]. Kyselina askorbova
muze reagovat se superoxidem, hydroxylovymi i peroxylovymi radikéaly a singletovym

kyslikem [11].

Vitamin A ziskavany z ZivociSnych zdrojl je zndm jako retinoid, zatimco rostlinnd forma
je znama jako provitamin A karotenoidu. Jeho dostatek v organismu je nezbytny pro zrak,
rust a vyvoj bunék a je dulezity kvili jeho antioxidacni aktivité. Vitamin A lze ziskat
z mrkve, sladkych brambor, Spenatu, dyné, vajec a nachazi se také v kufecim, hovézim
a jehné¢im mase. Vitamin A patfi mezi primarni antioxidanty a v nékterych ptipadech je

ucinngjS$im antioxidantem nez tokoferol [9], [12].
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Polyfenoly

V ptipadé polyfenolii se jednd o Sirokou skupinu latek, sekundarni metabolity rostlin,
struktura je tvofena nejmén¢ jednim aromatickym kruhem, na kterém jsou navazany jedna
¢i vice hydroxylovych skupin. Pravé pocet a poloha hydroxylovych skupin ovliviiuje
antioxidacni aktivitu téchto latek. Jejich mechanismus uc¢inku je rGzny — mohou pusobit
jako chelata¢ni c¢inidla, vychytavace reaktivnich forem kysliku ¢i jako primarni
antioxidanty. Jejich zdroji mohou byt vino, kéava, ryze, ale piredev§im ovoce a zelenina
[13], [14]. Polyfenoly lze déle c¢lenit do dvou velkych skupin, a to na nonflavonoidy

a flavonoidy.

Nonflavonoidy jsou latky odvozené od kyseliny skoficové, stilbeny (napi. resveratrol,
ktery je v poslednich letech hojné studovéan) nebo latky odvozené od kyseliny fenolové
(kyselina gallova, kurkuminoidy, lignany). Strukturu flavonoidd tvoii dva aromatické
kruhy, které jsou spojeny fetézcem tvofenym tfemi uhliky. Flavonoidy se dale d¢li do
podskupin na flavonoly (quercetin), flavanoly, flavanony a flavony, flavanony, isoflavony
a anthokyaniny [8], [15], [16]. Diky jejich pozitivnim vlastnostem nachazeji flavonoidy

uplatnéni ve farmaceutickych, potravinovych, 1é¢ivych a kosmetickych piipravcich [17].
Terpenoidy

Terpenoidy jsou latky odvozené od izoprenu, proto jsou také znamé pod pojmem
izoprenoidy. DéEli se na zaklad¢ jejich uhlikového fetézce na monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny, triterpeny, tetraterpeny a polyterpeny. Monoterpeny a seskviterpeny jsou
hlavnimi slozkami esencialnich olej, které v rostlinach zastavaji rizné funkce (repelentni
ucinek proti hmyzu nebo zvySeni termotolerance rostlin) [18]. Tetraterpeny jsou Sirokou
skupinou, do které se fadi karotenoidy, které se vyskytuji jako pigmenty v mnoha
rostlinach. Karotenoidy lze dale d€lit na karoteny (obsahuji pouze atomy uhliku a vodiku)
a xantofyly (obsahuji alesponi jednu funkéni skupinu obsahujici kyslik). Nevyhodou pouziti
karotenoidu je jejich nestabilita na svétle, coz predstavuje problém pii jejich skladovani

[18], [19].

1.1.2 Syntetické a prirodné-identické antioxidanty

V posledni dob€ je na vyrobce z oblasti kosmetického, farmaceutického a potravinaiského
pramyslu vyvijen natlak, aby byly syntetick¢é antioxidanty nahrazeny pfirodnimi

alternativami. Obecné vSak lze fici, ze syntetické antioxidanty vykazuji konstantni
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antioxidaéni aktivitu a jedna se o ,,Cist¢j$i“ latky (nemély by zde byt zadné nezadouci
slozky) a jejich vyroba je levnéj$i v porovnani se ziskdvanim ptirodnich antioxidant. Na
druhou stranu vSak musi tyto latky spliiovat rizné kritéria bezpecnosti a netoxicity, ktera
jsou pied uvedenim na trh kontrolovana piislusSnymi ufady. Urcitou moznosti nahrady
syntetickych antioxidanti jsou pfirodné-identické latky, které spojuji vlastnosti
syntetickych a pfirodnich variant, tj. jsou levné, a zdrovenn vykazuji dostatecnou aktivitu

a stabilitu [20].

Nejznaméjsimi zastupci syntetickych antioxidantii jsou butylhydroxy toluen (BHT),
butylhydroxy anisol (BHA), terc-butyl hydrochinon (TBHQ), gallaty a soli kyseliny
askorbové. BHT a BHA jsou od roku 1954 nejpouzivangj$imi antioxidanty
v potravinafstvi. Podle studii chronické toxicity bylo prokazano, ze ve vys$Sich davkach
muze BHT pusobit jako nddorovy promotor [21], [22]. TBHQ muze byt v kosmetice
vyuzivan ijako antioxidant, nejCastéji ve rténkach, oc€nich stinech, parfémech nebo

ptipravcich osobni péce [23].

1.2 Charakteristika vybranych latek s antioxida¢ni aktivitou

Nize budou vice popsany piirodni latky s antioxidacni aktivitou, které byly pouzity

v praktické ¢asti této diplomové prace.

1.2.1 Quercetin

Quercetin je bézné se vyskytujici antioxidant patiici do skupiny flavonoidl, chemicky se
jedna o 3,5,7,3",4"-pentahydroxyflavon (Obr. 3). Jeho nézev je odvozen od quercetum (oak
forest) a je pouzivan od roku 1857 [24]. Quercetin se fadi mezi primarni antioxidanty, je
schopen pienaset ze své struktury vodikové atomy a pfenaSet je na volné radikaly, ¢imZ je
stabilizuje [25]. Pfirozené se vyskytuje v mnoha rostlinach, ovoci a zeleningé. Kromé
antioxidacni aktivity vykazuje dal$i farmakologické vlastnosti, mezi ty nejvyznamnéjsi

a Spatna biologicka dostupnost, coz limituje jeho potencionalné Siroké vyuziti [26].

Z potravin pfijima denné bézny ¢lovek v rozmezi 540 mg quercetinu, ten je po vstiebani
metabolizovan ve stievé a jatrech. V plazmé se jeho koncentrace pohybuje v tadech
nanomolll, avSak pfi stravovani se potravinami bohatymi na quercetin mize koncentrace
vzrist fadové az tisickrat. Quercetin ma citronové Zlutou az zelenou barvu, je nerozpustny

ve studené vode¢, do ur¢ité miry je rozpustny v horké vodeé a velmi dobie se rozpousti
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v alkoholu. Quercetin se bézn¢ v ptirodé vyskytuje ve formé etherii, sulfati a hlavné
glykosidii, a praveé glykosylace zvySuje jeho hydrofilitu, stabilitu a biologickou dostupnost
[17].

Diky jeho vlastnostem je vyuzivan k prevenci a 1é¢bé nékterych onemocnéni, mezi které
patii naptiklad rakovina (prsu, tlustého stfeva, prostaty, vajecnikll), kardiovaskularni
onemocnéni, chronické zanéty, obezita, astma nebo alergie. Jeho $irsi vyuziti je vSak stale

omezeno kvuli Spatné rozpustnosti ve vodé a jeho nestabilité [25].

Obrazek 3 Struktura quercetinu [26]

1.2.2 Kyselina gallova

Kyselina gallova, chemicky 3,4,5-trihydroxybenzoova kyselina (struktura viz Obr. 4), je
pfirodni latka spadajici mezi polyfenoly. Byla objevena roku 1787 Carlem Wilhelmem
Scheelem [27]. Kyselina gallova se piirozené vyskytuje v riznych druzich ofechtl, zeleném
¢aji, Cerveném vin€, chmelu, ale také v dubové kife. Ptirozené se vyskytuje ve dvou
formach — jako volna molekula nebo jako souéast tfislovin. Cistd kyselina gallova se
vyskytuje ve formé& krystalického bezbarvého prasku, jeji soli a estery jsou oznaCovany
jako gallaty. MiZe pulsobit jako chelatacni Cinidlo, napf. s Zelezem je schopna tvofit

komplex v rozmezi pH 3 az 9, kdy se zvySujicim se pH roste stupen chelatace [28].

Jeji rozpustnost ve vodé je nizkd, naopak v alkoholu a etheru je rozpustna dobfte. Taje pfi
teploté cca 250 °C, pficemz se premenuje na oxid uhli¢ity a pyrogallol nebo 1,2,3-
trihydroxybenzen, jeZ jsou nasledné vyuZzivany v laboratofich pii vyrob& azobarviv,

fotografickych vyvojek nebo k absorpci kysliku [27].

Kyselina gallova vykazuje mnoho terapeutickych vlastnosti, mezi které patii antioxidac¢ni,
antimikrobni, antivirova, protirakovinnd a protizanétlivd aktivita [29]. Diky témto
charakteristikam je vyuzivana v potravinafstvi a kosmetice, kde plisobi jako antioxidant
a zabranuje tak oxida¢nim procestim, které by zplsobily znehodnoceni dané¢ho vyrobku

a dale také v barvicim primyslu jako soucdst nékterych druhii inkoustt [27], [30], [31].
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Stejn¢ jako samotna kyselina gallova, i jeji derivaty, napt. lauryl gallat, propyl gallat, oktyl
gallat nebo tetradecyl gallat pisobi jako antioxidacni ¢inidla, jsou tedy vhodné jako

pridatné latky v potravinaistvi ¢i kosmetice [32].

CO,H

HO OH
OH

Obrazek 4 Struktura kyseliny gallové [31]

1.2.3 Mésicek lékaisky

Lécivé rostliny jako zdroje farmakologickych molekul hraji nezastupitelnou roli v oblasti
tradi¢ni mediciny, jejiz historie sahd daleko do historie, stejn¢ jako historie lidstva. Rod
Calendula obsahuje ptiblizn¢ 25 jednoletych nebo viceletych druhil, nejznaméjsi z nich je

Calendula officinalis, tedy mésic¢ek 1ékaisky [33].

Mesicek Iékatfsky je kvetouci aromatickd bylina pattici do celedi hvézdnicovitych
(Asteraceae). Co se tyka chemického sloZeni, mésicek obsahuje rizné aktivni slozky, mezi
nejvyznamnéjsi patii karotenoidy, flavonoidy, fenolové kyseliny, chinony a kumariny [34].
Diky témto latkdm vykazuje rozmanitou Skalu biologickych vlastnosti — antioxidacni,
protizanétlivé,  antibakteridlni,  gastroprotektivni nebo  hepatoprotektivni  [35].
Farmakologické vyzkumy in vitro potvrzuji, Ze vytazky mésicku lékatského vykazuji

antivirové a antigenotoxické vlastnosti [34].

V tradi¢ni mediciné je meési¢ek diky svym vlastnostem vyuzivan v riznych formach
k 1é€bé ran, opard, jizev, omrzlin ¢i nékterych popdlenin. Déale ma vyznam pfi
gastrointestinalnich onemocnénich, gynekologickych obtizich nebo pfi poranéni kiize. Ve
form¢ tinktur nebo suspenzi je topicky aplikovan v bylinkafstvi pti 16€bé akné, zmirnéni
zanétl nebo ke zklidnéni podrazdéné tkané€, nilev z mésiCku je pouzivan na oSetfeni

bodnuti od v¢el [34], [35].

1.3 Testovani antioxidacni aktivity

Pro zhodnoceni schopnosti antioxidanti neutralizovat volné radikaly a chranit bunky pied

oxidativnim stresem lze v literatufe nalézt velké mnozstvi metod. Tato skuteénost souvisi
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s tim, Ze nizkomolekularni antioxidanty plsobi riznymi mechanismy — nejcastéji se jedna
o pfimou reakci s volnymi radikaly nebo reakci s prechodnymi kovy. Diky tomu mohou
byt metody rozdéleny do dvou hlavnich skupin, a to na metody hodnotici redoxni
vlastnosti latek a metody hodnotici schopnost eliminovat volné radikaly. Nékteré z metod

spadajici do téchto skupin budou popsany nize [36].

Nejznaméjsimi metodami pro stanoveni antioxida¢ni aktivity jsou TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), DPPH (difenyl pikrylhydrazyl), CUPRAC (Cupric
Reducing Antioxidant Capacity), kalorimetrické stanoveni fenolickych a polyfenolickych
antioxidantt in vitro (Folin-Ciocalteu) a FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Pfi
téchto postupech jsou vyuzivany piedevs§im syntetické volné radikaly, které jsou vsak
odlisné od volnych radikalt nachézejicich se v lidském tcle, coz mize vést ke snizeni
pfesnosti vyhodnoceni. Udaje ziskané riiznymi metodami je sloZité vzajemné porovnavat,

coz dale omezuje jejich naslednou interpretaci [37].

Do skupiny metod zalozenych na eliminaci radikalt je fazena metoda TEAC (vyuzivajici
ABTS = 2,2'-Azinobis-(3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonat)) a metoda vyuzivajici DPPH,
kdy radikaly jsou vreakéni smési bud’ generovany, nebo jsou do ni ptfidavany.
Z chemického hlediska se jedna o radikaly syntetické (DPPH, ABTS®*") nebo kyslikové
(hydroxylovy, peroxylovy) [36].

V ptipadé metody TEAC je vysledna antiradikdlova aktivita testovaného vzorku
srovnavana s antiradikdlovou aktivitou syntetické latky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina). Testovani probihd na ziklad€ schopnosti
vzorkl (latek) zhaset synteticky kation-radikal ABTS®*, proto je tato metoda znama spise
pod nazvem ABTS. Antioxidanty zhaSejici radikal ABTS®" jsou donory vodiku a jejich
antioxidacni aktivita se sleduje spektrofotometricky na zdkladé zmén absorpéniho spektra
ABTS®*" (734 nm). ABTS*" je vreakéni smési generovan oxidaci samotného ABTS.
Oxidace je  provadéna  pomoci systtmu  ABTS/H>Oo/peroxidasa  nebo
ABTS/methmyoglobin/H>O». Nejcastéji je antioxidant pridavan do systému jiz obsahujici
vznikly ABTS®", avSak je mozné pouZit postup, pii kterém je antioxidant pfidavan do
reakéni smési pii generovani ABTS®'. Vysledky metody jsou vyjadieny porovnanim
standardniho mnozstvi syntetického Troloxu — milimolarni koncentrace Troloxu ma
antioxida¢ni kapacitu odpovidajici 1 mM roztoku testovan¢ho vzorku. Obecné lze fici, ze
metoda TEAC odrazi relativni schopnost antioxidantd (donujici elektron ¢i vodik)

vychytavat kation ABTS ve srovndni se schopnosti Troloxu. Stanoveni antioxidacni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

aktivity pomoci této metody je relativné¢ jednoduché a rychle proveditelné s Sirokym

uplatnénim [36], [38].

Dalsi postup, zavedeny Goldsmithem a Rennem v roce 1922, vyuziva stabilni volné
radikaly DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl). Roztok DPPH ma tmavé¢ fialovou barvu
a nejvyssi absorbanci vykazuje pfi vinové délce 517 nm. Pti reakcei s latkou, kterd odevzda
atom vodiku (antioxidant), dochazi ke vzniku redukované formy DPPH — 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazin, ke zméné z fialové barvy roztoku na Zzlutou, a soucasn¢ ke snizeni
absorbance. Pokles absorbance je umérny mnozstvi oxidovaného DPPH v roztoku. Zména
barvy roztoku je sledovana spektrofotometricky bud’ po uplynuti daného ¢asu (nejcastéji
30 minut pfi urCité teploté ve tme), nebo muze byt provadéna v kinetickém rezimu. Tento
test mize byt provadén také na mikrotitratnich destickach. Reakci je mozné také
modifikovat, s vyuzitim metody -elektronové spinové rezonance (ESR) ¢i HPLC
(vysokoucinnd kapalinova chromatografie). U detekce HPLC se hodnoti pik radikalu
DPPH, coz je vyhodné v ptipadé, Ze jsou testovany barevné vzorky, jelikoz se zde zbarveni
vzorkd eliminuje. Antioxida¢ni aktivitu testovaného vzorku méfenou touto metodou lze

vypocitat dle vztahu 1 [4], [36], [39].

AAY% = (Abskontrola—AbSyzorek) | 100 (1)

Abskontrola

Do skupiny metod zaloZenych na eliminaci radikall je fazena také metoda ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), pfi niz jsou v systému generovany kyslikové radikdly a je
sledovéana schopnost testovaného vzorku zpomalit ¢i Gplné zastavit radikalovou reakci. Pro
generaci peroxylovych radikald se vyuzivda AAPH (2,2°-azobis(isobutyrimidamid)-
dihydrochlorid), pfi generaci hydroxylovych radikalt se vyuziva systém peroxidu vodiku
s m&d’natymi kationty. Oba typy radikalll patii k tém nejreaktivnéjSim, proto metoda
ORAC patii k dilezitym parametrim testovanym u antioxidant. U této metody je detekce
zaloZena na sledovani ubytku fluorescence B-fykoerytrinu po ataku radikaly. Vzorky jsou
inkubovany po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C ve fluorescencnich trubicich, nasledné jsou
pfidany zminéné latky potiebné ke generaci radikalll a nasledné dochazi k méteni excitace

pii 485 nm a emise pii vinové délce 520 nm [4], [36].

Do skupiny technik, které funguji na principu redoxni reakce, patii metoda FRAP, pii které
je vyuzivand schopnost antioxidantli redukovat Zelezité komplexy. Tyto komplexy jsou ve
veétsin€ piipadl témét bezbarvé, avSak po jejich redukci dochdzi k tvorb& barevnych

produktii. Existuji zde vSak jistd omezeni, méfeni musi probihat pii nizké hodnoté pH (3,6)
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a nemohou byt zachyceny polyfenolicka latky, které reaguji s komplexem pomalu. Sleduje
se narust absorbance pii 593 nm, coz odpovida mnozstvi komplexu Fe?*, a to odpovida

antioxidacni aktivité vzorku [40], [36].
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2 ENKAPSULACE

Enkapsulace je proces, pii kterém jsou aktivni latky obalovany nebo uzavirany v ochranné
vrstve, obalu neboli matrici, jejiz cilem je zlepSeni stability a biologické dostupnosti dané
latky. Enkapsulované latky jsou chranény pied vnéjSimi fyzikdlnimi a chemickymi
negativnimi vlivy (svétlo, kyslik, pH, teplota), diky ¢emuz mohou byt maskovany
nezadouci senzorické vlastnosti, jako je zapach nebo chut’. Uginnost enkapsulace je poté
ovlivnéna mnoha faktory, mezi které patii technika enkapsulace, vlastnosti aktivnich latek
a materiald pouzitych k tvorbé obalu a jejich vzijemné interakce. Enkapsulace také
umoznuje fizené uvoliiovani aktivnich latek v uréeném prostiedi, a to i postupné v prubéhu
delsiho casového rozmezi. Diky enkapsulaci nékterych aktivnich latek muze dojit ke
zlepsSeni vlastnosti konecnych produktti, jako je jejich skladovéni, manipulaci ¢i pouziti
[6], [41], [42]. Enkapsulace mize byt provadéna za pouziti riznych materiali — lipidd,

proteintl, polysacharidi nebo polymert.

Pro enkapsulaci lze vyuzit rizné techniky, pfi jejichz vybéru je dilezité¢ brat ohled na
material aktivni latky, materidly tvofici kapsulu, déale jejich vlastnosti a velikost. Mezi
Casto pouzivané enkapsulacni techniky lze zafadit sprejové suSeni, lyofilizaci, extruzi,
koacervaci, emulzifikace, iontovou gelaci nebo molekuldrni inkluzi. Nékteré z téchto

metod budou stru¢né popsany v nasledujici ¢asti diplomové prace.

Jednou z nejpouzivanéjSich technik enkapsulace, znamou jiz od poloviny 20. stoleti, je
sprejové suseni. Tato metoda zahrnuje fadu vyhod, mezi které patii predevSim nizké
naklady, dobrd vyslednd kvalita kone¢ného produktu, variabilita, co se tyka vybéru
enkapsulovanych latek a vhodnost vyuZziti v primyslovych podminkéach. Jako
enkapsulované latky lze vyuZit minerdly, vitaminy, aromata, barviva, ale i1 tuky a oleje,
diky Cemuz je tento postup vyuZivan v potravinafstvi, farmacii 1 kosmetice. Ptiprava
probiha ve tfech krocich. Nejprve jsou smichany materialy pro piipravu jadra 1 obalu, tato
smés je nasledné propousténa pies trysku nebo rotujici kolo rozprasovaci susicky do horké
komory, kde je smés rozprasovana. Dojde k vytvofeni malych kapicek, ¢imz se zvétsi
jejich povrch. V dal§im kroku smés piijde do kontaktu s horkym vzduchem, dochézi
k odpateni rozpoustédla, ¢imz dojde k vytvoreni obalu. Poslednim krokem této metody je
separace vysuSen¢ho prasku, kterd se provadi pomoci cyklont, které pracuji na principu
odstredivé sily a dochéazi tak k zachyceni ¢éastic na dné nddoby. Schéma pfipravy je
znazornéno na Obr. 5. Nevyhodou této techniky je omezené pouziti materidlu pro ptipravu

obalu kapsle [42], [43].
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Obrézek 5 Schéma enkapsulace pomoci sprejového suseni [upraveno dle 42]

Lyofilizace je dalsi ¢asto pouzivanou metodou enkapsulace (Obr. 6). Material je v tomto
pfipadé zmrazen za vzniku ledovych krystald, které dale sublimuji ve vakuovych
komorach. Zbytkové voda je redukovana sekundarnim suSenim neboli desorpci. Sublimace
ledovych krystalii md za nasledek vznik porézni strukturu, ktera poté zajistuje dobré
rehydrataéni vlastnosti produktu nachdzejiciho se ve formé prasku. Lyofilizace patii mezi
relativné jednoduché metody enkapsulace, co se ty€e provedeni. Je vhodna pro enkapsulaci
aromatickych a tékavych sloucenin, a také bioaktivnich latek, jelikoZ vzorky nejsou
vystavovany vysokym teplotdm, jako je tomu v pifipadé¢ metody sprejového suseni. Mezi
nevyhody lyofilizace patii delSi doba provadéni a vyssi naklady [42], [44].
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Obrazek 6 Schéma enkapsulace metodou lyofilizace [upraveno dle 42]
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Dalsi enkapsulacni technikou je extruze neboli vytlacovani. Principem je vytlacovani
polymerniho roztoku obsahujici aktivni latku ptes stérbinu (trysku) do Zelirujiciho roztoku.
Velikost vyslednych kapsli zavisi na priméru injekénich trysek a rychlosti pratoku
roztoku. Jako obalovy materidl je Casto vyuzivan alginat sodny a kapsle jsou tvotfeny
v roztoku chloridu véapenatého. Mezi benefity extruzni techniky lze zafadit snadné
provedeni i v laboratornich podminkach, dlouh4d doba uchovéavani kapsli, Siroké spektrum
slozek, které¢ miize byt enkapsulovano. Mezi nevyhody patfi omezené mnozstvi materiala
na tvorbu obalu a také vétsi velikost a porozita vyrobenych kapsli, coz urychluje difuzi

aktivni latky do prostredi [42], [43].

Emulzifikace je metoda vhodna pro enkapsulaci latek rozpustnych v oleji, mezi které patii
karotenoidy, rostlinné steroly ¢i jiné tuky. Jak jiz vyplyva z ndzvu, zédkladem je pfiprava
emulze, ktera se sklddd ze dvou nemisitelnych kapalin, pficemz jedna zkapalin je
rozptylena ve druhé ve formé kapicek. Pro spravné provedeni této techniky je diilezita
pfitomnost emulgéatoru, aby doslo k miseni obou kapalin. Enkapsulované aktivni latky

mohou byt v kapalné nebo praskové formé v ptipad¢, ze se dale podrobi suseni [42].

Nejstarsi, nejbeznéjsi a nejjednodussi metodou pro piipravu multilamelarnich vezikul
(MLYV) i jinych nosi¢t je metoda hydratace tenkého filmu (Obr. 7). Pro ziskani homogenni
smési jsou hlavni slozky rozpustény v organickém rozpoustédle (ethanol, chloroform nebo
smés chloroformu a methanolu). Po rozpusténi slozek je rozpoustédlo odpafeno na
vakuové odparce pii urcité teploté (45-60 °C) a pii konstantnich otaCkach, tim dojde
k vytvoreni tenkého filmu. Konecna faze spociva v hydrataci vytvoteného filmu, ktera
probiha pii vyssi teploté a vzorek muze byt tfepan nebo vlozen do ultrazvukové lazné.

V ptipadé¢ lipidovych nosict je kone¢na suspenze ponechana pies noc pfi teploté 4 °C [45].

-z
xa
LR
odpareni michani/
rozpoustédla hydratace rozruseni

Obrazek 7 Schéma metody hydratace tenkého filmu [upraveno dle 45]
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2.1 Lipozomy

Lipozomy byly popsany uz v polovin¢ 60. let minulého stoleti a v kosmetickém prtimyslu
byly vyuzivany firmou Christian Dior — Capture™. V soucasnosti lipozomy nachézeji
uplatnéni nejen v kosmetice, ale naptiklad i v potravinafstvi, nebo farmacii. Jedna se
o sférické Castice tvofené lipidovymi membranami, které mohou byt jednovrstvé c¢i
vicevrstvé. Zakladni soucasti membrany jsou amfifilni latky, ¢asto fosfolipidy, podstatnou
¢ast tvori fosfatidylcholin (t€z lecitin) a jeho smési se zbytky riizn€¢ dlouhych mastnych
kyselin. Ve své struktufe mohou obsahovat i jiné fosfolipidy, napi. fosfatidyletanolamin,
sfingomyelin ¢i fosfatidylglycerol. Za Gcelem snizeni fluidity membrany je pfidavan také
cholesterol. Lipozomalni agregaty dosahuji priméru od 20 nm az do ne€kolika pm. Jelikoz
jsou membrany tvofeny amfifilnimi lipidy, jejich struktura je podobnd membranam
biologickym. Hydrofilni casti sméfuji na vngj$i stranu membrany a jsou schopny
enkapsulovat latky hydrofilni, naopak do lipofilni ¢asti lipidii jsou schopny uzavtit latky
hydrofobni povahy, tyto pak ptedstavuji vnitini vrstvu membrany. Do pozornosti védcii se
lipozomy dostaly diky jejich nizké toxicité, biokompatibilité, biologické odbouratelnosti,
relativné snadné piipravé a delsi dobé cirkulace v lidském organismu a schopnosti
prodlouzit Zivotnost piipravkl s jejich obsahem. Existuji ovSem také nevyhody spojené
s vyuzitim lipozomt, mezi které patii rychlé uvolnéni inkorporovanych hydrofobnich latek
do prostifedi, coz limituje jejich aplikovatelnost pravé pro enkapsulaci hydrofobnich
molekul. Obecné jsou klasifikovany 4 zdkladni typy lipozoml, a to malé a velké
unilameldrni vezikuly (SUV a LUV), velké multilamelarni vezikuly (MLV) a velké
oligolamelarni vezikuly (Obr. 8) [6], [46].

Na zaklad¢ lipozomi byly vyvinuty dal$i systémy, mezi které patfi niosomy,

O

SUV LUV MLV

transferosomy, etosomy a dendrosomy [6].

Obrazek 8 Struktura lipozomt [upraveno dle 47]
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2.2 Lipidové nanocastice

Lipidové nanocastice lze definovat jako nanoemulze O/V (olej ve vod¢€), kdy naproti
klasické emulzi O/V je v piipadé¢ pevnych lipidovych nanocastic (SLN) kapalny olej
nahrazen pevnym lipidem nebo smési pevnych a kapalnych lipidi v pfipadé
nanostrukturovanych lipidovych nosicdi (NLC). SLN byly vyvinuty na pocatku
devadesatych let, jsou slozeny z pevného lipidu, ktery je dispergovan ve vodném prostredi
a v nekterych piipadech byvaji stabilizovany pomoci surfaktantu. Jejich velikost se
pohybuje v rozmezi 40 az 1000 nm. Naproti tomu NLC jsou tvofeny kombinaci pevnych
a kapalnych lipidi v riznych pomérech. SLN vykazuji Siroké spektrum benefitii, jsou
netoxické a biologicky odbouratelné, vykazuji velky povrch, vysokou enkapsulacni
ucinnost, fizené a cilené uvolnovani. Diky lipofilni povaze jsou schopny inkorporovat
Sirokou Skalu latek nerozpustnych ve vodé [48], [6]. NLC vykazuji méné usporadanou
strukturu, avsak jsou schopny inkorporovat vyssi mnozstvi aktivni latky, jelikoz tato mtze
byt umisténa mezi fetézci mastnych kyselin, mezi lipidovymi dvojvrstvami, ale také
v neuspoiadanych ¢astech lipidové matrice. Ve srovnani s SLN jsou nanostrukturované

lipidové nosice také schopny zajistit pomalejsi uvoliiovani aktivni latky [6].

2.3 Polymerni ¢astice a micely

Pro inkorporaci u¢innych aktivnich latek jsou pouZivany také nanocastice a mikrocastice.
Aktivni latky jsou v téchto systémech zachyceny uvnitf jadra (nanokapsle) nebo jsou
rozptyleny v obalu Castice (nanosféry). V literatufe lze nalézt riizné definice téchto Castic,
podle nekterych autort by se jejich velikost méla pohybovat v rozmezi 1 az 100 nm, podle
jinych vrozmezi 1 az 1000 nm, diky této velikosti jsou schopny piekonavat biologické
(kozni) bariéry. Jednim zhlavnich divodl tvorby polymernich castic je vytvofeni
ochranné bariéry pro aktivni latky, kdy se ptedpoklada, Ze tato bariéra bude chrénit pied
vlhkosti, pH, svétlem, kyslikem a dalSimi faktory v prostiedi. Material pro piipravu
polymernich ¢astic je Sirokd Skala, a to od pfirodnich (izolovany z rostlin, hub, fas,
bakterii, zivo€ichli) az po syntetické (Casto modifikace a zlepSeni vlastnosti pfirodnich
polymert), pficemz jejich vybér je zavisly na aplikaci ¢astic, zvolené inkorporované latce,
mechanismu uvoliiovani, prostiedi a vyrobnich nakladech [48], [6].

Micely jsou bézné definovany jako struktury, které jsou tvofeny samouspotfadanim

amfifilnich molekul (surfaktantl) nad kritickou micelarni koncentraci (CMC). Pro micely

je typické uspotadani, kdy jadro je tvofeno hydrofobnimi ¢astmi molekul a vnéjsi obal



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

naopak hydrofilnimi ¢astmi. Nékdy je mozné se setkat s reverznimi nebo inverznimi
micelami, které maji uspotfddani opacné, tedy ze hydrofobni Casti sméiuji do prostiedi
a hydrofilni jsou uzavieny v jadie. Polymerni micely jsou systémy o velikosti 10—100 nm,
které¢ vznikaji samousporadanim amfifilnich blokd (di- nebo tri-) nebo roubovanych
kopolymerit nad hodnotou CMC (Obr. 9). Oproti klasickym miceldm maji polymerni
micely nizs§i hodnotu CMC a byvaji stabilngj$i. Diky své struktufe mohou polymerni
micely enkapsulovat jak lipofilni latky (uvnitf hydrofobniho jadra), tak latky hydrofilni
(v hydrofilnim obalu) [49].

Polymery pro ptipravu polymernich micel mohou byt pfirodni i syntetické. Vlivem rozvoje
polymerizacnich technik lze pfipravovat kopolymery s riiznou strukturou a riznymi
vlastnostmi, diky tomu lze pak také piipravovat polymerni micely o rtizné velikosti,
vlastnostech a mechanismu uvolilovani enkapsulovanych latek [49]. Pro pfipravu
polymernich micel jsou nejcastéji pouzivany PEG, dextran — jako hydrofilni polymery,
PLA a PLGA jako hydrofobni polymery, nebo se pouzivaji amfifilni kopolymery, tvofeny
poly(ethylen oxidem) a poly(propylen oxidem). Posledni typ polymeru je vyuZzivan

nejcastéji a ve farmacii a kosmetice je zndm pod ndzvem Pluronic ¢i Poloxamer [50].

Polymerni micely vykazuji mnoho vyhod oproti micelam tvotenych klasickymi povrchové
aktivnimi latkami, mezi tyto vyhody patii vyS$si stabilita, lepSi ptizptisobivost, vyssi
solubiliza¢ni (enkapsulacni) kapacita, netoxi¢nost a fizené uvolnovani enkapsulované latky

[51].

10-100 nm
( w polymerni micela
ARARARARNARNARNRAANRARARARN
hydrofilni blok hydrofobniblok hydrofobni

aktivni latka

Obrézek 9 Schéma tvorby polymerni micely z blokového kopolymeru [upraveno dle 52]
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3 SOLUBILIZACE

Aktivni latky mohou byt enkapsulovany také prostfednictvim solubilizace do micelarnich

agregatl, kterd byla také predmétem praktické ¢asti této prace.

Surfaktanty neboli povrchové aktivni latky jsou nizkomolekularni az stfedné¢ molekularni
slouceniny, které ve své struktufe obsahuji alespon jednu lyofobni a jednu lyofilni skupinu.
V piipadé, ze jsou surfaktanty rozpustény ve vodném prostredi, 1ze fict, ze ve své strukture
obsahuji hydrofobni a hydrofilni skupiny. Hydrofobni cast, jak jiz vyplyva z ndzvu, je
obecné dobie rozpustnad v oleji, ale Spatné rozpustna ve vod¢. Naproti tomu hydrofilni

(nekdy také polarni ¢ast) je rozpustna ve vodé¢, ale nerozpustna v oleji [53], [54].
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Obrazek 10 Proces micelizace ve vodném prostiedi [upraveno dle 55]

Solubilizace je jev, pfi kterém dochazi k inkorporaci latky (solubilizatu), ktera je v Cistém
disperznim prostfedi nerozpustna, do agregati tvofenych solubilizacnim c¢inidlem
(Obr. 11). Dany jev je také zndm pod pojmem micelarni solubilizace, a to z toho diivodu,
ze knému dochazi v roztocich, v nichZ jsou pfitomny micely. Proces tvorby micel je
znazornén na Obr. 10. Solubilizace muize probéhnout riznymi mechanismy, v piipadé
nepoléarnich latek dochézi k jejich rozpousténi v jadfe micely. Polarné-nepolarni latky jsou
v micelach rozmistény tak, Ze jejich hydrofobni ¢ast (napt. uhlovodikovy fetézec) smétuje
smérem dovnitf micely, a naopak ¢ast hydrofilni smétuje do vodné faze — tento d¢j je
nazyvan komicelizace. Polarni latky jsou solubilizovany na povrchu micel €1 v jejich tésné
blizkosti (Obr. 11). VSechny tyto ptipady se tykaly micel, které jsou tvofeny klasickymi
ionickymi povrchové aktivnimi latkami. V piipadé neionickych surfaktantii, které¢ jsou
Casto tvofeny polyoxyethylenovymi skupinami, jsou molekuly solubilizované latky
rozprostfeny v okrajovych castech micel a pravdépodobné zde tvoii vodikové vazby

s kyslikem. Vzhledem k tomu, Ze solubilizat je zabudovan do micely, dochazi tak ke
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zvétseni objemu hydrofobniho jadra. Micela je pak tvofena vétSim poctem molekul

povrchové aktivnich latek, coz vede ke zvétSeni jeji hmotnosti [56], [S7].

nepolarni slouéenina (hexadekan)

e C=D amfifilni slou¢enina (dodekan-1-ol)

€D polarni slouéenina (butan-1-ol)

Obrazek 11 Micelarni solubilizace [56]

Proces micelizace je v literatufe popisovan dvéma zakladnimi modely. V prvnim z nich —
modelu ptisobeni hmoty — se predpoklada, Ze micely a samotné monomery jsou druhem
chemické rovnovahy. Ve druhém modelu — fazové separace — jsou micely povazovany za
fazi novou, kterd vznika pfti a nad kritickou teplotou a pfi vyssi koncentraci micel. V obou
ptipadech jsou tedy k popisu micelizace vyuzivany klasické termodynamické pfistupy.
V ptipadé, ze predpokladdme, Ze koncentrace volného surfaktantu v pfitomnosti micel je
konstantni a rovnd se hodnoté kritické micelarni koncentrace (CMC), lze pro vypocet

volné miceliza¢ni energie AGn, vyuzit vztah (2) [58]:
AG,, = RTInCMC (2)
kde:
R — univerzalni plynové konstanta
T — termodynamicka teplota
CMC — kriticka micelarni koncentrace

Charakter molekuly PAL piedurcuje Sirokou Skalu a variabilitu vlastnosti, které souviseji
s adsorpci na rozhranich a ,samouspofddavani“ v roztoku. Povrchové napéti vznikd
v dtsledku nerovnovahy pfitazlivych mezimolekuldrnich interakei na povrchu kapaliny.
Molekuly v povrchové vrstvé obsadi cely povrch, nad nimi se nevyskytuji Zadné jiné
molekuly, a proto jsou pfitahovany zpét do objemu. Tato nerovnovéha vytvari prebytek
energie na povrchu ve srovnani s objemem (volnd povrchovéd energie), coz vede ke
smrsténi povrchu kapaliny, a tim se zmenSuje exponovana plocha povrchu. V ptipadé, Ze je
PAL vroztoku v nizkych koncentracich, adsorpce voda—vzduch je spontanni proces.
Vysledkem je vznik monovrstvy, ktera méni volnou povrchovou energii. Pro kvantitativni

popis adsorpce PAL na rozhrani se zavadi veli¢ina I', ktera je definovana jako koncentrace
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PAL v povrchové vrstvé. Gibbsova adsorpcni rovnice (3) popisuje zménu povrchového

napéti s koncentraci ve vztahu k mnozstvi adsorbovaném na povrchu.

= ) g

mRT \dInC
kde:
m — pocet adsorbujicich molekul
R —ideélni plynova konstanta
T — termodynamicka teplota
v — povrchové napéti
C — koncentrace PAL

Na Obr. 12 je zndzornén vztah mezi povrchovym napétim a adsorpci PAL na rozhrani,
v zavislosti na koncentraci. Z grafu je patrné, ze v oblasti pod CMC dochazi k vyraznému
sniZzovani povrchového napéti, kdy se molekuly PAL adsorbuji na rozhrani vzduch—voda.
Tento jev je doprovazen vyznamnou adsorpci, kterd se ustaluje pravé v oblasti tvorby
micel, kdy je rozhrani molekulami PAL nasyceno, pficemz povrchové napéti se od tohoto

momentu jiZ vyrazné neméni [59].
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Obrazek 12 Zavislost povrchového napéti a adsorpce na koncentraci PAL v roztoku [59]
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Veli¢ina Acme (Obr.7) udava plochu jedné molekuly PAL na rozhrani vzduch—voda pfti
dosazeni CMC (Rovnice 4) [59].

1
Aeme = —— 4)

l-‘CTVI.C Nll
kde:
I'" — koncentrace surfaktantu na rozhrani

Na — Avogadrova konstanta

3.1 Hodnoceni solubiliza¢niho procesu

Proces solubilizace lze hodnotit prostiednictvim stanoveni maximalni solubilizacni
kapacity, za vyuziti vztahu mezi rozpustnosti aktivni latky v roztoku micel a koncentraci

povrchovée aktivni latky (PAL) (5):
Stot = Sw + szurf Q)
kde:
Csurf — koncentrace surfaktantu (cp,;, — CMC)
k — molarni solubiliza¢ni kapacita

Molarni solubilizaéni kapacita udava pocet mola rozpusténé aktivni latky, které je mozné
solubilizovat jednim molem micelarni PAL. Lze ji ziskat ze smérnice grafu zavislosti

rozpustnosti solubilizatu na koncentraci PAL nebo pomoci vztahu nize (6):

Stot—S
k — tot™ 2w 6
Csurf ( )

Déle je moZno stanovit rozdélovaci koeficient micela-voda, ktery je definovan jako pomeér

mnozstvi aktivni latky ve vode (Cw) a v micele (Cwm) (7):

= M
P= )

Z termodynamického hlediska miize byt solubilizace povazovana za normalni rozdéleni
aktivni latky mezi micelou a vodnou fizi a volnou solubilizaéni energii (AGs®) Ize pak

vypocitat dle vztahu (8):

AGY = —RTInP (8)
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kde:
AG2 — volna solubiliza¢ni energie
R — univerzalni plynové konstanta
T — termodynamicka teplota
P — rozdélovaci koeficient

Zaporna hodnota AGS udava, 7e aktivni latka v monomernim stavu putuje na rozhrani
voda-vzduch a jednd se o spontanni proces, ktery je zprostiedkovan hydrofobnimi
interakcemi. Cim vice je hodnota AG2 negativni, tim snadné&ji dochazi k solubilizaci [60],

[61].
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4 SOUCASNY STAV STUDOVANE PROBLEMATIKY

Rozpustnost 1é¢iv a dalSich aktivnich latek ve vodé je velmi dilezita, zejména pfii jejich
peroralnim podéavani, kdy po rozpusténi v gastrointestinalni tekutiné¢ dochazi k absorpci ze
sttev vede ke zlepSeni jejich biologické dostupnosti. Bohuzel az 80 % uc¢innych
farmaceutickych latek, mezi néz patii také antioxidanty, vykazuje Spatnou rozpustnost ve

vodé [62].

Syntetické i rostlinné antioxidanty, které zahrnuji flavonoidy, terpenoidy, alkaloidy, rizné
éterické oleje, se vyuzivaji k udrzeni redoxni homeostdzy lidského téla. Tyto slouceniny
vychytavaji volné radikaly nebo maji schopnost chelatovat kovy, které jsou schopny
generovat volné radikaly. Bylo prokazéano, Ze pii nedostatku antioxidanti v téle, a tedy pii
redoxni nerovnovaze, dochéazi k astéjSim virovym onemocnénim, ¢i poskozeni tkani, na

bunécné urovni pak dochazi k poskozeni DNA, lipid i proteina [63].

Problémem nejen ptirodnich antioxidantii je jejich hydrofobni povaha, a s tim souvisejici
Spatnd rozpustnost ve vodé. Z téchto duvodi existuje mnoho studii zabyvajicich se
moznosti enkapsulace antioxidanti do riznych typl nosi¢d, pro =zlepSeni jejich
rozpustnosti a moznosti dodavani na urcité misto ptsobeni. Mezi oblibené flavonoidy patii
také jiz zminény quercetin, jehoz vlastnosti a U€inky na lidské zdravi jsou v poslednich

letech ¢astym tématem rliznych vyzkumi.

Davarnejad a spol. [64] ve svém experimentu enkapsulovali quercetin do micelarniho
systému tvofené¢ho Pluronicem P407 (F-127) v kombinaci s Tweenem 80, ktery byl vyuzit
pro moznost zvySeni obsahu aktivni latky v hydrofobnim jadru a pro zlepSeni propustnosti
riznych aktivnich latek pfes biologické membrany. Micelarni systémy byly pfipraveny
metodou hydratace tenkého filmu a byly charakterizovany =z hlediska ucinnosti
enkapsulace, morfologie, velikosti ¢astic a povrchovych vlastnosti. Dale bylo zkoumano
uvolnovani aktivni latky zmicel a cytotoxicka aktivita. Enkapsulace quercetinu byla
prokédzana pomoci FTIR spektroskopie. Pomoci metody DLS (dynamicky rozptyl svétla)
byla stanovena velikost smésnych micel na 22,1 nm a primérna hodnota zeta potencidlu
—7,63 mV. Dale bylo testovano kumulativni uvoliovani aktivni latky do prostiedi, a to ze
smésnych micel ve srovnani s volnym quercetinu v roztoku PBS pufru. Zde byl patrny
vyrazny rozdil, kde uvoliiovani volné aktivni latky bylo ukonc¢eno béhem 12 hodin,
zatimco ze smésnych micel byla aktivni latka uvoliiovana postupné v pribéhu 120 hodin,

coz naznacuje potencidl tohoto systému pro fizené poddvani 1écCiva. Cytotoxicita smési
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byla testovana in vitro na bunkach karcinomu prsu (MCF-7). Bylo prokdzano, ze smésné
micely sobsahem quercetinu vykazuji vysSS$i cytotoxicitu ve srovnani s volnym
quercetinem, coz poukazuje na mozné vyuziti systému pfi cileném podavani 1€Civa pfii

1é¢be rakoviny prsu.

Rathod a kol. [63] se ve své studii zabyvali moznostmi enkapsulace quercetinu do
micelarnich nanonosi¢i na bazi neionického a-tocopheryl polyethylen glykol 100
sukcinatu. Ackoliv se ve struktufe quercetinu nachazeji volné hydroxylové skupiny,
vykazuje tato latka hydrofobni charakter. Vyzkum prokazal, ze inkorporaci quercetinu do
micel doslo k vice nez 200ndsobnému zvySeni rozpustnosti quercetinu a také ke zlepSeni
jeho foto a teplotni stability. Mezi dal$i vyhody jeho solubilizace do micel byla zminéna
také ochrana pied zaludecnimi Stdvami pfi peroralnim podavani nebo lepsi penetrace do
téla, aniz by doslo k naruseni bunécné integrity (napf. pii dermélnim podani). Déle autofi
odkazuji na moznost zlep$eni farmakokinetiky pomoci micel, které by mohlo byt dale dle
této studie vyuzito pti dodavani protirakovinnych 1ékt a jejich kombinaci s quercetinem,
kterou zminuji autofi Tiwari [65] a Zhao [66] ve svych ¢lancich. Obecné bylo touto studii
prokazéano, ze rtizné techniky nanoformulaci mohou zlepsit solubilizaci a cilené dodéani

quercetinu, dale dochazi ke zlepSeni jeho stability, permeability a dostupnosti.

Solubilizace quercetinu do micel na bdzi Tetratonicu T904 (hvézdicovy blokovy
kopolymer ethylenoxidu a propylenoxidu) byla ptredmétem studie autortt Tiwari a kol.
[67]. Pomoci rozptylovych a spektralnich technik byl sledovan vliv riznych faktord, jako
je teplota, koncentrace kopolymeru a iontova sila, na proces solubilizace. Bylo prokazéano,
Ze rozpustnost quercetinu se zvySuje piimo umérné s velikosti micelarnich agregati.
Pomoci NMR metody (spektroskopie nuklearni magnetické rezonance) bylo zjiSténo, Ze

quercetin je soustfedén na okrajich hydrofobniho jadra micel.

Dal8i moznosti enkapsulace antioxidantli se zabyvali autofi Sguizzato a kol. [2], ktefi
studovali gely na bazi xantanové gumy a Poloxameru 407 pro transport kyseliny gallové
a ferulové enkapsulovanych v niosomech. Niosomy na bazi Spanu 20 nebo Tweenu 20,
byly vyrobeny pfimou hydrataéni metodou, kde vodnou fézi tvofil boritanovy pufr nebo
roztok Poloxameru 188. Bylo prokézano, Ze uvoliiovani antioxidantll z niosomalnich gelti
zavisi na typu interakci mezi antioxidanty, neionickou PAL a zahus$tovadlem. V ptipadé
ferulové kyseliny v pfitomnosti Tweenu 20 byla in vitro difuze priméarné ovlivnéna typem

vezikuldrniho systému, zatimco v piipadé kyseliny gallové hréla klicovou roli hydrofilni
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povaha zahustovadla. Ve vétSiné piipadii nebyly prokazény zadné iritatni ucinky

pfipravenych systému pro topické aplikace.

Al-Samydai a kol. [68] se ve své studii zabyvali enkapsulaci kyseliny gallové a quercetinu
do nanolipozomalnich nosicl, kterd byla provedena metodou hydratace tenkého filmu.
Nanocastice byly tvofeny HSPC:cholesterol:DSPE/PEG2000 (fosfolipidy ze s6jovych
bobt:cholesterol: 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-

[methoxy(polyethylenglykol)-2000]) v poméru 65:30:5 a koncentrace aktivni latky byla
vzdy 2 mg/ml. Céstice byly charakterizovany pomoci Zetasizeru, morfologie &astic byla
analyzovéna prostfednictvim rastrovaciho elektronového mikroskopu a enkapsulacni
ucinnost a obsah IéCiva byl stanoven pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Dale byla testovana cytotoxicita proti rakovinnym bunkdm prsu (MCF-7), bunkdm
rakoviny plic (A549) a kolorektalnimu karcinomu (HT-29) a v neposledni tfad€¢ byla
testovana jejich antimikrobni aktivita. Vysledky prokazaly, ze kyselina gallova vykazovala
lepsi enkapsula¢ni ucinnost nez quercetin. Vysledky cytotoxicity prokazaly, ze smésna
formulace a samotny quercetin ve srovnani s jejich nanolipozomélni formou nevykazovaly
zadné¢ vyrazné zlepSeni ucCinnosti proti rakovinnym bunkam prsu a kolorektdlnimu
karcinomu, avsak u kyseliny gallové dosSlo po enkapsulaci k mirnému zlepSeni. Naproti
tomu v pfipadé¢ smésn¢ formulace a kyseliny gallové doSlo ke zlepSeni cytotoxicity
v nanolipozomalni formé proti rakovinnym buiikdm plic. Lze tedy fici, Ze enkapsulaci
aktivnich latek do nanolipozomalnich systémil je mozné zvysit nebo sniZit cytotoxicitu
aktivni latky v zavislosti na fyzikalnich a chemickych vlastnostech této latky a typu
rakovinnych bun€k. Nanolipozomalni formy kyseliny gallové a quercetinu vykazuji lepsi

antibakterialni Gi€innost proti grampozitivnim bakteriim.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

* zhodnoceni solubilizacni kapacity smésnych micelarnich agregati na bazi

Pluronicu, Tweenu a fosfolipidu
* pfiprava nosicl na bazi amfifilnich sloucenin
* enkapsulace aktivnich latek do pfipravenych nosict
* charakterizace fyzikaln¢-chemickych a antioxidacnich vlastnosti

* zhodnoceni vlivu inkorporace aktivnich latek do kosmetické matrice
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6 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A POSTUPY

6.1 Pouzité chemikalie
Dihydrogenfosforeénan draselny, Lachema N.P. Brno, CR
DPPH, Aldrich, Némecko

Ethanol 96%

Extrakt z mé&sicku 1ékaiského, Nature store, CR
Fosfatidylcholin, Millipore, Indie
Hydrogenfosfore¢nan disodny, Aldrich, Némecko
Chlorid draselny, IPL, CR

Krémovy zaklad, Fagron a.s., Olomouc, CR
Kyselina gallova, Roth

NaCl, IPL, CR

Pluronic 123, Sigma, USA

Pluronic 407, Sigma, USA

Quercetin, Roth

Tween 80, Sigma Aldrich, USA

6.2 Pouzité pristroje a pomucky

Analytické vahy VWR

Bateriovy pH metr CPH 51 s kombinovanou pH elektrodou HC 103

Dialyza¢ni membrana MWCO: 12-14 kD, Specta Por

Filtr CA 0,22 pm, Millex®GS

Laboratorni sklo (pipety, odmérné banky, odmérné valce, kadinky, ndlevky, misky)
Magnetické michadlo Heidolph Instruments MR 1000

Mikropipety Eppendorf research plus

Odparka vakuova Hei-VAP Advantage s membranovou vyvévou bezolejovou PC20
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Odstiedivka Hettich, EBA 20

Reometr BROOKFIELD DV —III ULTRA se spindlem SC4-18
Spektrometr Nikolet 6700

Tenziometr EasyDyne Kriis

Ultrazvukova lazen KAITEK K-10LE

Vortex Biosan typ V-1 plus

Zetasizer Nano series piistroj pro méfeni intenzity rozptylu svétla
6.3 Solubiliza¢ni kapacita

6.3.1 Priprava zasobnich roztoki

Pro méfeni bylo pfipraveno 25 ml roztoku kazdého surfaktantu, tj. Pluronic 407 (P407),
Pluronic 123 (P123) nebo Tweenu 80 (T80) o koncentraci 1 mmol/l navazenim daného
mnozstvi s presnosti na 0,0001 g vypocitané¢ podle rovnice (8). Pro pfipravu smési
PC/P407 byl pfipraven jest¢ roztok P407 o koncentraci 0,004 mmol/l a roztok
fosfatidylcholinu (PC) koncentraci 0,6 mmol-1"! (kazdy o objemu 25 ml).

m=c-M-V 9)
kde:

m — navazovana hmotnost surfaktantu [g]

M — molérni hmotnost surfaktantu [g - mol™?]
¢ — koncentrace roztoku [mol - 171]

V — objem roztoku [1]

Zasobni roztok smeési P407/T80, resp. P407/P123 v poméru 1:1 a vysledné koncentraci
1 mmol-I"! byl p¥ipraven smichanim 25 ml roztoku P407 o koncentraci 1 mmol-I"! a 25 ml
roztoku T80 (resp. P123) o koncentraci 1 mmol-I" do 50 ml odmémé baiky. Zasobni
roztok smési PC/P407 v poméru 10:1 a vysledné koncentraci 0,3 mmol-I'" byl pfipraven
smichanim 25 ml roztoku P407 o koncentraci 0,004 mmol-1! a 25 ml roztoku PC

o koncentraci 0,6 mmol-1".
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6.3.2 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Kriticka micelarni koncentrace nosnych systémt byla stanovena pomoci meéfeni
povrchového napéti. K méfeni byl pouzit tenziometr EasyDyne Kriis (Obr. 13) a metoda
Wilhelmyho desticky. Pfipravena smés byla pfevedena do misky tenziometru a po ustaleni
hladiny a Wilhelmyho desticky bylo provedeno méfeni povrchového napéti pii teploté
25+ 3 °C.

Obrazek 13 Tenziometr EasyDyne Kriis

6.3.3 Priprava pracovnich roztokil smési surfaktanti

Pracovni roztoky smési P407/T80, P407/P123 a PC/P407 v pomé&ru 1:1 o koncentraci od
0,01 mmol-1"! do 1 mmol-I"" (od 0,015 mmol-I"' do 3 mmol-l! pro smés PC/P407) byly
pfipraveny pipetovanim potfebného mnoZstvi zasobniho roztoku smési do 25 ml

odmérnych ban€k. Dané mnozstvi bylo vypoc€itano pomoci zted’ovaci rovnice (10).
C1V1 = C2V2 (10)

kde:
c1 — koncentrace zasobniho roztoku [mmol-171]
V1 — pipetovany objem zasobniho roztoku [ml]
c2 — koncentrace pracovniho roztoku [mmol-171]

V2 — objem pracovniho roztoku [25 ml]

6.3.4 Sestrojeni kalibraé¢nich krivek

Za Ucelem stanoveni solubilizovaného mnoZstvi bylo nutno provést kalibraci pro dané

aktivni latky. Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky aktivnich latek o koncentraci
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1 mmol-I"! ve smési ethanol:voda v poméru 1:1. Ze zasobniho roztoku byly dale ptipraveny
kalibra¢ni roztoky v koncentraé¢nim rozmezi od 0,01 mmol-1"! do 0,5 mmol-1I"! (Obr. 14).
Ptipravené¢ vzorky byly méfeny na UV-VIS spektrofotometru pii dané vinové délce
(286 nm kyselina gallova (GA), 375 nm quercetin (Q), 420 nm extrakt z mésicku (M))

a z vyslednych hodnot absorbance byla stanovena kalibra¢ni piimka.

Obrazek 14 Kalibracni roztoky quercetinu

6.3.5 Solubilizace aktivnich latek do smésnych micel

Do zkumavky bylo navéazeno cca 0,05 g (kyselina gallova, extrakt z mésicku), resp. 0,01 g
(quercetin) aktivni latky. K aktivni latce bylo ptiddno 5 ml pracovniho roztoku smési
P407/T80, P407/P123, resp. PC/P407 o koncentracich od 0,01 mmol-1"! do 1 mmol-1",
resp. od 0,015 mmol-I"' do 3 mmol-I"! pro smé&s PC/P407 piipravené v kapitole 6.3.3. Tyto
vzorky byly zhomogenizovany na vortexu (2 min) a umistény na tfepatku po dobu
24 hodin pii 150 rpm. Po uplynuti této doby byly vzorky odstfedény na odstfedivce pii
6000 rpm po dobu 10 min. Nasledné byl supernatant odebran do vialek (Obr. 15 a 16) ana
UV-VIS spektrofotometru byla méfena absorbance pii specifické vlnové délce pro
jednotlivé aktivni latky. Pomoci kalibracnich pfimek byla vypocitana koncentrace
solubilizované aktivni latky a zvyslednych hodnot koncentraci aktivnich latek
vs. koncentraci surfaktanti byly sestrojeny solubilizaéni kiivky, ze smérnic jednotlivych

ktivek byly ziskany hodnoty solubiliza¢nich kapacit S pro jednotlivé systémy.

Solubilizace byly provadény ve tfech riznych prostfedich — pii laboratorni teploté

(25 £ 2 °C), v inkubatoru pti 37 °C a v prosttedi 1 M NacCl.
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Obrazek 16 Solubiliza¢ni fada P407/P123 s quercetinem

6.4 Enkapsulace antioxidanti do vybranych nosici

6.4.1 Priprava nosici

Smésné micelarni systémy byly ptipraveny vzdy v daném poméru jednotlivych komponent
navazenim prislusného mnozstvi (Tab. 1), pfiddnim 20 ml destilované vody a naslednym

rozpu$ténim (michéni na magnetickém michadle po dobu 30 minut pfi laboratorni teplot¢).

V ptipadé¢ smési s aktivnimi latkami bylo postupovano obdobné, stim rozdilem, Ze
k navazenym surfaktantim bylo pfiddno dané mnozstvi aktivni latky. Dale bylo ptidano
20 ml ethanolu a smés byla homogenizovana na magnetickém michadle po dobu
minimélné 30 minut do kompletniho rozpusténi. Nasledné bylo rozpoustédlo odpateno na
vakuové odparce pii 40 °C a 50 rpm (Obr. 17). Po odpateni rozpoustédla doslo k vytvoreni
tenkého filmu na dné€ odpatovaci baiky (Obr. 18) a vzorky byly ponechény ve tm¢ po dobu
24 hodin. Po této dobé bylo ke vzorkim ptfidano 10 ml destilované vody, barika byla
vlozena do kadinky s vodou, ktera byla umisténa do ultrazvukové 1azné na dobu minimalné
30 minut. Takto pfipravené vzorky byly prelity do vialek a uchovany v lednici pro dalsi

testovani.
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Obrazek 18 Vzorek smési P407/T80/M pfi ptipraveé metodou tenkého filmu

Tabulka 1 Slozeni jednotlivych nosici

Mnozstvi aktivni latky % hm.

Extrakt z mésicku

100 mg PC + 10 mg P407

Nosny systém Quercetin | Kyselina gallova
Q) (GA) (M)
133 mg P407 + 67 mg P123 0.05 0,5 0,5
100 mg P407 + 100 mg Tween 80 0,05 0,5 0,5
0,05 0,5 0,5
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6.4.2 Meéreni zeta potenciilu

Zeta potencial byl méfen pfi teploté 25 £ 2 °C na pfistroji Zetasizer Nano series (Obr. 19).
Do kyvety bylo napipetovano 6 pl vzorku a 3 ml dvakrat filtrované destilované vody, ktera
byla piipravena pomoci stfikackového filtru VWR o velikosti péra 0,2 pl. Vysledné

hodnoty byly primérem ze tii méfeni.

6.4.3 Meéreni velikosti ¢astic

Velikost castic byla métena pii teplot€ 25 £ 2 °C na pfistroji Zetasizer Nano series. Do
kyvety bylo napipetovano 0,5 ml vzorku, ke kterému byly pfidany 3 ml dvakrat filtrované
destilované vody, kterd byla pfipravena stejné jako v piipadé méfeni zeta potencialu.

Vysledné hodnoty byly primérem ze tfi méteni.

Obrazek 19 Zetasizer Nano series

6.4.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita pfipravenych systémii byla stanovena metodou DPPH pomoci
UV-VIS spektrofotometru. Do vialek bylo napipetovano 200 pl vzorku, ke kterému byly
pfiddny 2 ml 0,1 mM roztoku DPPH v 96% ethanolu. Takto pfipraveny vzorek byl
inkubovan ve tmé pii 25 °C po dobu 30 minut. Nésledné byla stanovena absorbance
vzorkli pomoci UV-VIS spektrofotometru pii vilnové délce 517 nm. Jelikoz byl pro
stanoveni pouzit 0,1 mM roztok DPPH v ethanolu, jako reference byl pouzit 96% ethanol.
Antioxidacni aktivita byla stanovena jako Uibytek absorbance v %, barevnd zména je patrna

na Obr. 20, vztah pro vypocet je uveden nize (11):

AA = AppPH=Avsorek . 1) [oy] (11)

AppPH
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kde:
AA — antioxidacni aktivita [%]

Apppy — absorbance 0,1 mM DPPH

Avsorek — absorbance testovaného vzorku

Obrazek 20 Vzorky pfi stanoveni antioxida¢ni aktivity

6.4.5 Stanoveni enkapsula¢ni Gcinnosti

Pro stanoveni enkapsulacni G¢innosti danych systémut byly pouzity specidlni zkumavky
s filtrem, do kterych byly napipetovany 2 ml vzorku a 2 ml vodného ethanolického roztoku
vpoméru 1:1. Zkumavky se vzorky byly vlozeny do odstfedivky na 10 minut pfii
5000 rpm. Ze zkumavky byly ndsledné odebrany 2 ml supernatantu a na spektrofotometru
byla méfena absorbance pii dané¢ vinové délce. Z hodnot absorbance byla vypocitana
enkapsulaéni u¢innost dle vztahu (12). Vysledky jsou primérem ze dvou méfeni.

EE = (1 - “L—l”) - 100 [%] (12)

pivodni
kde:
EE — mnozstvi enkapsulované aktivni latky [%]
ALvoms — koncentrace aktivni latky po odstiedéni [mg-ml™']

ALpivodni — piivodni koncentrace aktivni latky [mg-ml™']

6.4.6 Kinetika uvoliiovani antioxidantu z nosi¢ua

Ze vzorkil pfipravenych v bodé 6.4.1 bylo vidy odebrdano 5 ml a pfevedeno do
dialyzaénich membran (12—-14 kD), které¢ byly nasledné vloZeny do uzaviratelnych lahvi
(Obr. 21), do kterych bylo vlozeno michadlo a pfidano 25 ml PBS pufru (pH 7,3)
s obsahem 0,5% hm. T80 pro lepsi rozpustnost, slozeni pufru je uvedeno v Tab. 2. Smési
byly uchovéavany ve tmé a michany pii 300 rpm a laboratorni teploté. V urcitych casovych

intervalech (1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 120, 144, 168, 192 a 216 hod od ptipravy) byly
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odebirany 2 ml roztoku PBS suvolnénou aktivni latkou do mikrozkumavek Eppendorf
ado lahvi se vzorky byly pfidany 2 ml cerstvého PBS pufru. U vzorkd uchovanych
v mikrozkumavkach byla méfena absorbance pomoci UV-VIS spektrofotometru, pii
vlnovych délkach stanovenych pii pfeméteni absorpcniho spektra aktivni latky v prostredi

PBS (284 nm pro GA, 378 nm pro Q, 420 nm pro M).

Z jednotlivych absorbanci byla vypocitdna pomoci kalibra¢ni rovnice koncentrace
uvolnéné aktivni latky v prostiedi a vyslednd hodnota byla piepoctena na kumulativni
mnozstvi v %. Vysledné mnozstvi uvolnéné aktivni latky bylo vyneseno jako zavislost na

case. Release test byl u vSech vzorkl proveden 2x.

Release test byl vyhodnocen pomoci kinetiky prvniho fadu (Rovnice 13) a pomoci regrese
zpracované metodou nejmensich &tvercti. Pro vypolet byl pouzit podprogram Resitel

v programu Microsoft Excel 365 [69].

Crer = Cuax - (1 —e™*) (13)
kde:

creL — koncentrace aktivni latky, kterd byla uvolnéna v Case t

cmax — teoretickd maximalni koncentrace aktivni latky

k — rychlostni konstanta (€as potfebny k dosazeni cmax)

Tabulka 2 Slozeni fosfatového pufru
molekulova navazka | koncentrace
hmotnost [g-mol!] [g] [mol-1]

Chlorid sodny 58,44 8,00 0,1370
Chlorid draselny 74,55 0,20 0,0027
Hydrogenfosforec¢nan disodny 141,96 1,44 0,0100
Dihydrogen fosfore¢nan draselny 136,09 0,245 0,0018
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Obrazek 21 Vzorky pro test uvolilovani antioxidacnich latek

6.4.7 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) byla provedena na zafizeni Mettler Toledo
DSC 700/1 (USA). Teplotni rozsah byl —50 °C az +300 °C, rychlost ohfevu byla 10 °C
/min pfi atmosféfe N>. Pro tento experiment byly pouzity lyofilizované vzorky (Obr. 22),
jejich navazky byly pfiblizn€¢ 5 mg. Vysledky byly vyhodnoceny od prvniho zahtivaciho
cyklu vzorkd.

W ikt (ML

P407/P123/Q PC/P407/Q P407/T80/Q
I L T |

1“,:4\ 1%.‘|

Obrazek 22 Vzorky systému s quercetinem po lyofilizaci

6.5 Priprava krémovych formulaci s obsahem aktivnich latek

e, ee

Fagron a.s. (slozeni dle INCI: Paraffinum luquidum, Paraffinum solidum, Alcohol
cetylstearylicus, Slovasol, Carbomerum, Trolaminum, Methylparabenum,
Propylparabenum, Propylenglycolum, Aqua purificata), kterého bylo navazeno ptiblizné
20 g do vialky, dale bylo ptfidano 0,5 ml vzorku fosfatidylcholinu a P407 s aktivni latkou

pripravenych v bod¢ 6.4.1 a smés byla diikladn€ promichana.
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6.5.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity krémovych formulaci byla pouzita, stejné¢ jako
v ptipad¢ charakterizace samotnych nosic¢i, metoda DPPH. Do vialek bylo navazeno
piiblizn¢ 0,5 g dané formulace, ke které byly pfidiny 2 ml 0,1 mM roztoku DPPH
v ethanolu. Pro odebirani roztoku z vialky byla pouzita stiikacka s nasazovaci injekéni
jehlou, aby bylo zabranéno zachyceni krému a do kyvety byl roztok ptfeveden pomoci
sttikacky a filtru VWR o velikosti pért 0,2 pl. Nasledné byla u vzorkli méfena absorbance

na UV-VIS spektrofotometru pti vinové délce 517 nm.

6.5.2 Stabilita krémovych formulaci

Na stanovenych formulacich byla méfena viskozita ihned po pfipravé a po 4 tydnech od
ptipravy. Pro stanoveni byl pouzit viskozimetr Brookfield DV-III Ultra se spindlem LV4,
¢as méfeni byl 2 minuty a hodnota viskozity byla méfena kazdych 10 sekund pii 2 rpm.

Vysledné hodnoty viskozity jsou potom stanoveny jako primér z 11 hodnot.

Polovina vzorkil byla béhem této doby ponechédna pii laboratorni teploté¢ ve tm¢, druha
polovina vzorkii byla uloZena v inkubatoru pii teplot¢ 45 °C. Na vzorcich byla také

hodnocena zména barvy ihned po piipravé a po 4 tydnech od ptipravy.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Micelarni parametry nosnych systémi

Je znamo, Ze pro vétSinu praktickych aplikaci surfaktanti, tedy i pro procesy solubilizace
a enkapsulace, hraje klicovou roli jejich kritickd micelarni koncentrace (CMC). Hodnota
CMC byla stanovena pomoci méteni povrchového napéti metodou Wilhelmyho desticky.
Ziskané hodnoty povrchového napéti byly néasledné vyneseny do grafu jako zévislost na
koncentraci dané¢ho systému. Hodnoty CMC byly vyhodnoceny z priisec¢ikii smérnic

jednotlivych €asti grafii. Vzorovy graf pro vypocet hodnoty CMC je uveden na Obr. 23.

44
_ 43
S
= : = -65,5x + 44,095
E 42 "‘ y 5 ’ ’
— o R%=0,9505
o 41
c -,
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% 40 "... y = '3,0447X + 39,808
0 o R? = 0,885
3 A
o ‘ .........................
39 O L 'Y
38
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
c P407/T80 [mM]

Obrazek 23 Zavislost povrchoveého napéti na koncentraci smési P407/T80
Vzorovy vypocet CMC z priisecikll smérnic je zndzornén vztahem uvedenym nize (14).
—65,5x + 44,095 = —3,0447x + 39,808
44,095 — 39,808 = —3,0447x + 65,5x
x = 0,068 mmol - 11 (14)

V Tab. 3 jsou uvedeny hodnoty kritické micelarni koncentrace (CMC), minimalniho
povrchového napéti ymin, Gibbsovy micelizacni energie 4G, koncentrace surfaktantd na
rozhrani /" a hodnota plochy pfipadajici na jednu molekulu surfaktantu, nesouct

oznadenti a.
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Tabulka 3 Micelarni parametry nosnych systému

sorek CMC AGm r a Ymin
[mmol-I"] | [kJ'mol!] | [(10° mol'm?] |[nm?]| [mN-m’]
P407/P123 0,01 -28,1 22,9 0,73 33,9
P407/T80 0,07 -23,7 2,6 6,28 37,8
PC/P407 0,29 -20,2 3,6 4,65 38,0

cvwr

0,01 mmol-I"!, stejné tak zde byla naméfena nejniz§i hodnota povrchového napéti
(33,9 mN'm™). Gibbsova miceliza¢ni energie patii mezi dilezité parametry slouZici pro
hodnoceni termodynamiky micelizaéniho procesu. Cim zaporngjsich hodnot dosahuje, tim
ziskana u systému na bazi dvou poloxamerd. Zaroven zde byla zaznamendna nejvétsi
adsorpce na rozhrani I' a nejmensi plocha, kterou zaujimala jedna molekula surfaktantu,
coz indikuje té€snéjsi usporadani povrchové aktivnich molekul v micelarnich agregatu.
Smésny systém P407/P123 byl studovan také autory Jindal a kol. [70], ktefi hodnotili
micelizacni parametry pomoci fluorescenéni spektrofluorimetrie, které byly v porovnani
s nasimi vysledky niZsi, a to jak v piipadé Gibbsovy micelizaéni energie (39,55 kJ-mol ),
tak kritické micelarni koncentrace (ktera Cinila okolo 0,006 %hm. v porovnani s nami
ziskanou piepoéitanou CMC 0,011 %hm.). Ve studii [71] Cirin byla stanovena hodnota
CMC pro Pluronic P407 na 0,049 mmol-1"!, pokud se podivime na nami stanovené
hodnoty CMC u jednotlivych smési, je zde patrné, Ze v ptipadé smési dvou Pluronicti doslo
k synergickému efektu, ¢imz doslo ke snizeni CMC na 0,01 mmol-I"'. V piipadé systému

P407/T80 vSak nebyl tento trend potvrzen.

7.2 Solubiliza¢ni kapacita

Solubiliza¢ni kapacita testovanych smésnych systémii byla hodnocena pomoci UV-VIS
spektroskopie. Proméfenim absorpéniho spektra dané latky byla stanovena vhodné vinova
délka pfi nejvyssi naméfené absorbanci (286 nm pro kyselinu gallovou, 375 nm pro
quercetin a 420 nm pro extrakt z mésicku lékaiského). Dale byla provedena kalibrace na
kazdou aktivni latku, a to ve vodném roztoku ethanolu v poméru 1:1 pro quercetin
a kyselinu gallovou, a v roztoku ethanolu pro mésic¢ek. Pomoci rovnic kalibra¢nich piimek

(viz Obr. 24-26) byly nasledné vypocitany koncentrace aktivnich latek.
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Solubilizace byla provadéna pfi laboratorni teploté (25 £ 3 °C), pti 37 = 1 °C a pfi

laboratorni teploté v prostfedi NaCl (iontova sila 1 mol-1").
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Obrazek 24 Kalibracni pfimka pro quercetin
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Obrazek 25 Kalibra¢ni ptimka pro kyselinu gallovou
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Obrazek 26 Kalibra¢ni ptimka pro extrakt mési¢ku
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Dle teorie 1ze ocekavat, ze solubiliza¢ni kiivka bude od oblasti CMC nardstat, a to z toho
divodu, ze v ptitomnosti micelarnich agregatli se bude solubilizace aktivnich latek diky
miceldam vyznamné usnadiiovat. Na Obr. 27 a 28 jsou zndzornény solubilizacni kiivky
smésnych systémt na bazi P407/T80 a P407/P123 s obsahem kyseliny gallové. Jak je
vidét, hodnoty kolisaji ve velmi malém rozmezi (od cca 0,070 do 0,075 mg-ml') a neni
zde patrny zadny vyznamnéjSi nartst ani v oblasti nad CMC. Piestoze neionické tenzidy
vykazuji silnou teplotni citlivost, nebyly u naSich vzorkii prokdzany vyrazné rozdily

v solubilizac¢nich kifivkach métenych pfi laboratorni a zvysené teplot¢.

Vzhledem k tomu, Ze kyselina gallova je obecné 1épe rozpustna ve vodé nez zbylé dvé
testované aktivni latky (tj. quercetin a mésicek), lze predpokladat, ze ptitomnost
micelarnich agregati méla v tomto pfipad€¢ zanedbatelny vyznam. Pfitomnost kyseliny
gallové vSak byla v pfipravenych systémech prokdzana diky zvySené antioxidacni aktivité

a testim enkapsulaéni G¢innosti.
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Obrazek 27 Solubiliza¢ni kiivky GA v roztoku P407/T80



0,078
0,077

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53
0,076
0,075

0,074 jhE { 3 :

0073 ' Ts
0072 | 7]
0,071 iy
0,070

®25°C
®37°C
NaCl

c GA [mg-ml1]

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

c P407/P123 [mmol-I1]

0,12

Obrazek 28 Solubiliza¢ni kiivky GA v roztoku P407/P123

Solubiliza¢ni kiivky smési P407/T80 a P407/P123 s obsahem quercetinu jsou znazornény
na Obr. 29 a 30. U obou kiivek je jiz patrny rostouci trend, s vyraznéj$im zvySenim nad
hodnotami CMC (tj. 0,01 mol-1"! pro P407/P123 a 0,07 mol-1"! pro P407/T80). Opét zde
nebyl prokazan vyznamnéjsi vliv teploty na solubiliza¢ni kapacitu. Na druhou stranu se
projevil vliv iontové sily, ovSem zatimco v ptipadé systému P407/T80 doslo k podpoteni
quercetinu. Tato skuteCnost by opét mohla byt pfisouzena umisténi quercetinu

v jednotlivych smésnych micelarnich agregatech, jak je zminéno ve studii [72].
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Obrézek 29 Solubilizaéni kiivky Q v roztoku P407/T80
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Obrazek 30 Solubiliza¢ni kiivky Q v roztoku P407/P123

Solubiliza¢ni kiivky pro extrakt z mé&si¢ku lékatského v jednotlivych roztocich jsou patrné
na Obr. 31-32. Nejvyssi mnoZstvi bylo enkapsulovano pfi laboratorni teploté u systému
P407/P123 (2,43 mg'ml!). Zvyseni teploty na 37 °C vedlo ke sniZeni solubilizaéni
kapacity obou smésnych miceldrnich systému. V ptitomnosti NaCl doslo k vyraznému

snizeni detekovaného solubilizovaného mnozstvi mésicku, a to na 0,004-0,02 mg-ml.

Z vysledki je ziejmé, Ze témet ve vSech ptipadech doslo v prostiedi zvySené iontové sily
k omezeni solubilizani schopnosti, coz mtze byt zplisobeno umisténim aktivni latky
v miceldrnich systémech. Ve studii [72] Seedher a kol. zminuji, Ze pokud se aktivni latka
nachazi ve vné&jSi Casti micel, pfitomnost soli, tj. prostfedi zvySené iontové sily,
signifikantné omezilo rozpustnost aktivni latky. Diky rozpustnosti v prostfedi NaCl lze tak

odhadnout umisténi aktivni latky v micely.
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Obrazek 31 Solubilizaéni kiivky M v roztoku P407/T80
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Obrazek 32 Solubiliza¢ni kiivky M v roztoku P407/P123

Na Obr. 33 jsou znazornény solubiliza¢ni kfivky quercetinu a kyseliny gallové v roztoku
PC/P407. U obou kiivek je patrny mirné¢ rostouci trend se zvySujici se koncentraci roztoku
a pfi porovnani obou aktivnich latek je vidét, ze k solubilizaci vétsiho mnozstvi doslo
v piipad€ kyseliny gallové. Pro mésicek lékatsky nebylo testovani provedeno z diivodu

naroc¢nosti ptipravy vzorkd.
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Obrazek 33 Solubiliza¢ni kiivky Q a GA v roztoku PC/P407

Na Obr. 34-39 jsou znazornény zavislosti Gibbsovy volné solubiliza¢ni energie (AGs")
vypocitané dle Rovnice 8 na koncentraci smési surfaktantli pfi obou testovanych teplotach
a také v prostiedi NaCl a na Obr. 40 potom zavislost AGs’ na koncentraci PC/P407 pii
laboratorni teploté. AGs® vyjadiuje energii pfenosu 1 molu aktivni latky do micelarni faze.
Zaporné hodnoty AGs” dokladaji, Ze solubilizace aktivni latky do micely je spontanni
proces, zatimco kladné hodnoty mohou poukazovat na omezenou schopnost daného
surfaktantu tvorit micely. Lze ptredpokladat, ze kladnych hodnot miize byt dosazeno
1 v ptipadé, ze potencialni solubilizat vykazuje dobrou rozpustnost v daném prostiedi, tudiz
ma solubilizace takové latky do micel mensi vyznam. Tento jev se prokazal v piipadé
experimentll s kyselinou gallovou. Z grafii na Obr. 34 a 35 zobrazujicich vysledky
solubilizace v systémech neionickych surfaktanti P407/P123, resp. P407/T80 je patrné, Ze
AGs® se pohybuje v mirné kladnych hodnotich, a to v celém rozsahu sledovanych
koncentraci a pii vSech testovanych podminkéch. Ve studii [73] Singla a kol. ziskali kladné
hodnoty solubiliza¢ni energie v piipadé micel na bazi Pluronicu F68 pii 37 a 45 °C, coz by
mohlo byt zpiisobeno pravé neschopnosti tohoto surfaktantu tvofit micely pti dané teploté

a koncentraci.
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Obrazek 34 Gibbsova volna energie solubilizace GA v systému P407/T80

0,18
0,16
0,14

= 0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0

AGS° [kJ-mol

TTJ-
L
-
T I T L
A : a ®25°C
1 § ®37°C
.F‘ % § } NaCl
i} ¢
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

¢ P407/P123 [mmol-I"]

Obrazek 35 Gibbsova volna energie solubilizace GA v systému P407/P123

Na Obr. 36 a 37 jsou znazornény AGs® v zavislosti na koncentraci smési P407/P123 pii

solubilizaci Q. Zde, na rozdil od systému obsahujicich GA, bylo dosazeno zapornych

hodnot, které postupné klesaly s rostouci koncentraci smési surfaktantii. Nejméné

spontanni byl proces prokazan v prostiedi NaCl u systému P407/P123, coz je v souladu

s Obr. 30. Na druhou stranu, vliv iontové sily mél ptiznivy vliv na solubilizaci quercetinu

do systému P407/T80, kdy hodnoty AGs" dosahovaly nejniz$ich hodnot.
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Obrazek 36 Gibbsova volna energie solubilizace Q v systému P407/T80
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Obrazek 37 Gibbsova volna energie solubilizace Q v systému P407/P123

V ptipadé¢ systému s obsahem mésicku (Obr. 38 a 39) byla potvrzena skutec¢nost, Ze proces
solubilizace probihal spontanné ve vodném prostiedi pii laboratorni 1 zvySené teploté,

zatimco v prostfedi NaCl byl vyrazn¢ omezeny.
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Obrazek 38 Gibbsova volna energie solubilizace M v systému P407/T80
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Obrazek 39 Gibbsova volna energie solubilizace M v systému P407/P123

V ptipadé systému PC/P407 s quercetinem a kyselinou gallovou je z Obr. 40 patrné, Ze se
hodnoty AGs® v pfipadé GA pohybovaly okolo nulové hodnoty, zatimco v piipadé Q nebyl
proces solubilizace spontanni, avsak pti zvysujici se koncentraci PC/P407 doslo ke sniZzeni

hodnot AGs” a solubilizace tak probihala samovolng.
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Obrazek 40 Gibbsova volna energie solubilizace GA a Q v systému PC/P407

V Tab. 4 jsou shrnuty solubiliza¢ni kapacity (S) pro jednotlivé nosice pti laboratorni
teploté (25 °C), pti 37 °C a v prostiedi NaCl. Co se tyka hodnot ziskanych pti laboratorni
teploté, nejvyssi solubilizaéni kapacita byla stanovena u systémi P407/P123 a P407/T80
s meésickem lékarskym, avSak zdidvodu jeho konzistence dochédzelo k praktickym
problémim pii manipulaci a navazovani, coz mohlo ovlivnit vysledky stanoveni. Nejnizsi

hodnoty byly stanoveny u systémt P407/P123 a PC/P407 s kyselinou gallovou.

ZvySend teplota mela, pravdépodobné z divodu neionického charakteru pouZitych
surfaktantli, na solubilizacni schopnosti spiSe nepfiznivy vliv, s vyjimkou vzorku
P407/P123/GA. Nejvyssi hodnoty byly opét stanoveny u systému P407/P123 s mésickem,

nejniZsi potom u systému P407/T80 s kyselinou gallovou.

V prostfedi NaCl doslo ke zménam solubilizacnich kapacit v zavislosti na konkrétnim
nosi¢i a aktivni latce. NejvySSich hodnot bylo dosazeno v ptipadé vzorku P407/T80
U vzorkl s extraktem mésicku byl pozorovadn vyrazny pokles solubiliza¢ni kapacity

v porovnani s experimentem v destilované vode¢.

V ptipadé smési P407/T80/GA a PC/P407/M pii 25 °C a vzorku P407/T80/GA pfi zvysené
iontové sile nejsou hodnoty solubiliza¢ni kapacity v tabulce uvedeny z divodu zna¢ného
kolisani hodnot solubiliza¢ni kiivky. U wvzorkl s fosfatidylcholinem byla stanovena

cwwvr

srovnani s ostatnimi nosnymi systémy.
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Tabulka 4 Maximalni solubiliza¢ni kapacita pii riznych podminkach

nosny systém 25°C 37°C NaCl
P407/P123/Q | 0,270+ 0,012 | 0,280 + 0,003 | 0,015+ 0,003
P407/T80/Q 0,078 £ 0,009 | 0,054 +0,000 | 0,135+ 0,002
PC/P407/Q 0,006 + 0,000 - -
P407/P123/GA | 0,004 + 0,003 | 0,042 + 0,020 | 0,011 + 0,000
P407/T80/GA - 0,003 £+ 0,002 -
PC/P407/GA | 0,005 + 0,000 - -
P407/P123/M | 20,476 £ 0,521 | 11,617 £2,348 | 0,060 + 0,001
P407/T80/M 2,421 +0,984 | 1,880+0,493 | 0,002 + 0,002
PC/P407/M - - -

— nebylo stanoveno
7.3 Charakteristika nosici s antioxidanty

7.3.1 Zeta potencial a velikost ¢astic

U pfipravenych nosi¢li byl méfen zeta potencial, a to za ucelem ovéfeni potencidlniho
vlivu elektrostatickych sil na jejich stabilitu. Hodnota pH vSech systémt se pohybovala
v rozmezi 4-5,5. Obecné plati, Ze pokud se hodnoty zeta potencidlu pohybuji nad hodnotou
+30 mV nebo pod hodnotou -30 mV, lze piredpokladat, Ze tyto systémy jsou
elektrostaticky stabilni. AvSak v pfipadé, Ze se hodnota zeta potencialu pohybuje v rozmezi
0 = 10 mV, dochazi k vyraznému poklesu stability z divodu vétsi tendence k agregaci

Castic [74].

Jak je patrné z Obr. 41, pfestoze byly pro pfipravu nosic¢l pouzity neionické surfaktanty,
byly ptekvapivé ziskany zaporné hodnoty zeta potencialu okolo —26 mV. Ve studii [75] byl
hodnocen zeta potencial Pluronicu P84, F127 a P84, hodnoty u téchto systému byly stejné
jako v nasem pfipad¢ zaporné, v rozmezi —3 az —10 mV. Zaporné hodnoty poukazuji na
odpudivé interakce mezi jednotlivymi micelami, coZz brani k jejich agregaci a zajistuje
jejich stabilitu. Ve studii [70] byl méfen stejny systém ve stejném poméru surfaktantt,

ktery byl pfipraven stejnou metodou jako v nasem ptipadé, tedy hydrataci tenkého filmu,
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avsak ziskand hodnota zeta potencialu byla 0,51 mV, coz je vyrazné odlisnd hodnota nez
v nasem piipadé, avsak neni zcela jasné, ¢im by mohl byt tento jev zptsoben. Negativni
hodnoty zeta potencidlu zlstaly zachovany i po inkorporaci aktivnich latek, pficemz
nejnizsi naboj vykazovaly vSechny systémy s obsahem mésicku 1ékarského. Niz§i hodnoty
byly naméteny také u P123/P407 a P407/T80 v pfitomnosti quercetinu, a to vice nez
-30 mV. Nejvétsi podil elektrostatické stabilizace 1ze ptredpokladat u smési na bazi
fosfatidylcholinu a poloxameru, kde hodnoty zeta potencidlu dosahovaly hodnot okolo
—40 mV, pouze v piipad¢ nosie s obsahem kyseliny gallové byly hodnoty vyrazné¢ méné
zaporné (blizici se knule). Zeta potencidl u smésnych micel sobsahem GA
a fosfatidylcholinu o riznych koncentracich byl méfen také ve studii [76]. Pfi nejvysSim
obsahu fosfatidylcholinu byly hodnoty zeta potencialu nejnizsi (—8,69 mV), zatimco pfi
snizovani obsahu PC doslo ke zvétSeni zaporné hodnoty na —20,7 mV. Tento jev miiZe byt

zpisoben odpudivymi naboji, které zarucuji vyssi stabilitu systémt.

Gururaj [77] ptipravili a charakterizovali Castice na bazi Pluronicu F68 s kyselinou
gallovou, u nichz naméfili zeta potencial —4,42 mV, tj. srovnatelnd hodnota s ndmi
métenym vzorkem PC/P407/GA. Ostatni smési s kyselinou gallovou vykazovaly hodnoty

zeta potencialu —23,2 mV v ptipad¢ dvou poloxamert a —12,8 mV v piipad¢ P407/T80.

P407/P123 P407/T80 PC/P407

O prazdny nosic¢
mQ
B GA

EM

zeta potencial [mV]

Obrazek 41 Zeta potencial pfipravenych systémi

Dalsim sledovanym parametrem byla velikost Castic. Co se tykd samotnych micel bez
aktivni latky, nejvétsi Castice byly naméfeny u systémut tvoienych fosfatidylcholinem

aP407. Tento jev bylo moZzno ocekavat vzhledem k molekularni struktufe
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fosfatidylcholinu a také faktu, Ze je schopen tvofit lipozomy, které vykazuji vétsi velikost
nez klasické micelarni agregaty. V pifipadé vzorku P407/P123 byla ziskdna velikost
25,4 nm s indexem polydisperzity 0,342, coz koresponduje s vysledky uvedenymi autory
studie [70], ktefi u Castic pripravenych ze stejnych Poloxamert naméfili velikost 23,77 nm

s indexem polydisperzity 0,253.

Pokud jde o micely s inkorporovanou aktivni latkou, je patrné, Ze nejvétsi Castice byly
naméfeny u nosi¢li s obsahem quercetinu, konkrétné nejvyssich hodnot (1767 nm) bylo
dosazeno v pfipad¢ systému s obsahem dvou poloxamert (Obr. 42). Co se tyka castic
obsahujicich kyselinu gallovou, velikost se pohybovala v rozsahu 17-351 nm. Srovname-li
tato zjisténi s vysledky ziskanymi ve studii [77], kde byly ¢astice tvofeny pouze jednim
typem kopolymerniho surfaktantu (F68) s kyselinou gallovou o priimérné velikosti

617,2 nm, jsou vSechny ndmi pfipravené smesné nosice podstatné mensi.

Srovname-li dalsi dvé aktivni latky, kyselinu gallovou a extrakt z mési¢ku, nejvétsi Castice
byly prokazany u systému na bazi fosfatidylcholinu (Obr. 42 b) a c)). Velikost ¢astic je
mimo jiné zavisld 1 na typu inkorporované aktivni latky (AL), tj. jeji polarité, a takeé
molekulové hmotnosti, kterd je v piipadé quercetinu téméf 2x vétsi (302 g-mol') nez

v ptipadé kyseliny gallové (170 g-mol ™).

Zhao a kol. [78] se ve své studii zabyvali solubilizaci kurkuminu do smésnych micel na
bazi smési Pluronicu P123 a P68. Zatimco prazdné agregaty vykazovaly velikost 23,4 nm,
tj. podobna hodnota jako u naSich vzorkd, tak nasledkem enkapsulace kurkuminu doslo ke

zvetSeni micel na 68,2 nm.

Index polydisperzity (PDI) udava miru heterogenity vzorki na zakladé velikosti ¢astic, ¢im
vys$si hodnota, tim je distribuce velikosti Castic vétsi. V ptipad€ nasich vzorkl se hodnota
PDI pohybovala v rozmezi od 0,163 do 0,644, pticemz v dusledku solubilizace AL doslo
ve veétSiné piipadi kjeho zvySeni, svyjimkou vzorki P407/P123 s quercetinem

a mésickem.
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Obrazek 42 Velikost ¢astic (0 prazdnych systémi, = systémut s AL) a indexy

polydisperzity (0 prazdnych systémti, ® systémi s AL) —s Q (a), GA (b), M (¢)
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7.3.2 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita pfipravenych nosi¢ii byla stanovena pomoci metody zhaSeni
stabilnich radikali DPPH a byla vyhodnocena jako tbytek absorbance (AA%) oproti

referenci, kterou reprezentoval 0,2 mM roztok DPPH v 96% ethanolu.

Z vysledki v grafu (Obr. 43) je parné, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovaly nosice
P407/P123 a P407/T80 s obsahem kyseliny gallové, pficemz zjisténé ubytky absorbance
obou vzorki jsou srovnatelné (89 %). Podobné vysokd hodnota (94 %) byla zjiSténa autory
Gururaj a kol. [77] u micely F68 skyselinou gallovou. Ubytky absorbanci smési
s quercetinem se pohybovaly od 72 % do 84 %, v zavislosti na typu nosného systému. Ve
studii [79] byla stejnou metodou DPPH ziskédna hodnota % ubytku absorbance smésného
micelarniho na systému na bazi Poloxamerti P123/F88 vys§i, a to témét 96 %. U agregath
s obsahem mésicku byly zjiStény hodnoty okolo 62 % v piipad¢ neionickych smési

(P407/P123 a P407/T80) a 29 % u nosic¢e PC/P407.

cvwvr

bazi fosfatidylcholinu. Vzhledem k odlisné molekularni struktufe a ionicit¢ PC lze
ocekavat jiné usporadani v micelarnim agregatu, které by se mohlo projevit ve vytvoieni

stabilngj$i matrice, coz bylo také prokazano pomoci metody DSC (Obr. 50).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

EQ
HGA
EM

Ubytek absorbance [%]

P123/P407 P407/T80 PC/P407

Obrazek 43 Antioxidacni aktivita systému s aktivnimi latkami
7.3.3 Enkapsula¢ni u¢innost

Vyhodnoceni enkapsulaéni ti¢innosti bylo provedeno métenim absorbanci pomoci UV-VIS

spektroskopie pfi stanovené vinové délce (286 nm GA, 375 nm Q, 420 nm M).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

Jak je patrné z grafu na Obr. 44, nejvyssi enkapsulacni ucinnost (97 %) vykazuji vzorky
s obsahem kyseliny gallové, které¢ jsou srovnatelné bez ohledu na typ nosice. Agregaty
s aktivni latkou quercetin vykéazaly enkapsulaéni G€¢innost okolo 72 %, coZ je pouze o néco
nizsi vysledek, nez ve studii Pool a kol. [80], ktefi enkapsulovali quercetin do polymernich
nanocastic s u€innosti 79,84 + 2,5 %. Na zaklad¢ vysledkl dané studie se predpoklada, ze

¢ast mnozstvi quercetinu mohla zistat v neenkapsulované formé ve vodné fazi.

120
— 100
X
o 80
£
29 EQ
=)
‘E 60
® mGA
>
2 40
g
C
v 20

0

P123/P407 P407/T80 PC/P407

Obrazek 44 Enkapsulacni G€innost systému s aktivnimi latkami

Nosice s mesickem nejsou zahrnuty v grafu, jelikoz nebylo mozné meétenim absorbanci
ziskat relevantné kvantifikovatelné vysledky, piestoze z vizualniho pozorovéani bylo

patrné, Ze se extrakt podatilo do micelarniho roztoku solubilizovat.

7.3.4 Test uvolnovani antioxidantu

Testovani uvoliiovani antioxidacnich aktivnich latek z nosnych systémi bylo provadéno

pomoci dialyzani metody in vitro v prostfedi PBS pufru s obsahem T&80.

Na Obr. 45, 47 a 48 jsou znazornény zavislosti mnozstvi uvolnéné latky na Case pro
jednotlivé aktivni latky (GA, Q, M). V ptipadé uvoliiovani kyseliny gallové (Obr. 45) neni
patrny zadny vyrazny rozdil mezi jednotlivymi nosi¢i. Ve vSech ptipadech byl zaznamenan
rychlej$i nariist uvolnéného mnozstvi v prvnich 10 hodinach testu, po némz nasledoval
pozvolngjsi trend. Po 216 hodinach doslo k uvolnéni ptiblizné 39 % kyseliny gallové do
prostfedi, coz ptipravené nosic¢e piedurcuje k vyuziti spiSe pro postupné a dlouhodobé

uvoliovani.
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Obrazek 45 Mnozstvi uvolnéné kyseliny gallové v zavislosti na Case

Pii testu uvolnovani kyseliny gallové dochazelo k vyznamnéjSim barevnym zméndm
uvoliovaciho media, jak je patrné z Obr. 46. Tyto zmény mohly byt zplisobeny ptitomnosti
ruznych soli v PBS pufru a jejich interakci s GA. Podobny trend byl pozorovan také ve
studii [81], kde bylo zjisténo, ze ke zméné barvy roztoku kyseliny gallové dochazi

v zavislosti na ionizaci jejich protont.

Obrazek 46 Vzorky s GA ihned po piipraveé (a) a po 24 hodinach testu uvolnovani (b)

Vysledky testu uvolfiovani quercetinu jsou znazornény na Obr. 47. Na rozdil od vyse
diskutované GA je zde jiz patrny rozdil mezi jednotlivymi nosi¢i. Zatimco u systému dvou
poloxamerti dochdzelo k velmi pozvolnému procesu uvoliiovani (po uplynuti 216 hodin
bylo uvolnéno 43 % aktivni latky), v pfipadé systému P407/T80 doSlo po 168 hodinach
k uvolnéni vice nez 91 % quercetinu. Nejrychlejsi kinetika byla pozorovana u nosice
PC/P407, kdy jiz po 120 hodinach bylo uvolnéno veskeré mnozstvi aktivni latky. Lze tedy
konstatovat, Ze pro dlouhodobé a pomalejsi uvoliiovani quercetinu je nejvhodngjsi vyuzit

systém dvou poloxamert.
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Ve studii [82] Lu a kol. sledovali in vitro uvolhovani quercetinu ze smésnych micel
taurocholatu sodného/Pluronicu P123 (ST/P123) v prostiedi simulované zaludecni tekutiny
(SGF, pH 1,2) a simulované¢ stievni tekutiny (SIF, pH 6,8). V prostiedi SGF bylo béhem
2 hodin uvolnéno 29,20 %, v SIF béhem 24 hodin 78,56 %. Uvoliovani quercetinu ze
smésnych micel P123/F88 v prosttedi o pH 7,4 (1j. stejné jako v ptipadé naseho testovani),
bylo provedeno ve studii [79], kde po 12 hodinach bylo ze smésnych micel uvolnéno 30 %
quercetinu, na konci studie bylo uvolnéno 60 %. Podobné jako v pfipadé naseho

experimentu bylo tedy pozorovano pomalejsi uvoliiovani.
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Obrazek 47 Mnozstvi uvolnéného quercetinu v zavislosti na Case

V ptipadé¢ vzorkl s extraktem z mésicku lékatského (Obr. 48) byl trend uvoliiovani u vSech
systému téméf identicky. V porovnani s predchozimi dvéma aktivnimi latkami se mési¢ek
uvolioval nejvice pozvolna, po 216 hodinach doslo k uvolnéni 20 % (v pfipadé systému

PC/P407 a P407/T80) a 33 % v pFipadé systému P407/P123.
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Obrazek 48 Mnozstvi uvolnéného mésicku v zavislosti na ¢ase

Kinetika uvolfiovani pouzitych antioxidantl z pfipravenych nosi¢ti byla hodnocena pomoci
rovnice prvniho fadu (viz Rovnice 13). Vzorovy piiklad proloZeni zavislosti mnozstvi
detekovaného quercetinu na case je patrny na Obr. 49. Teoretickd maximalni koncentrace
uvolnéné aktivni latky, korelacni koeficienty a rychlostni konstanty, které byly stanoveny
pomoci vySe zminéné rovnice, jsou pro jednotlivé systémy a aktivni latky uvedeny

v Tab. 5-7.

1,2
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Obrazek 49 Zavislost kumulativni koncentrace uvolnéného quercetinu ze systému PC/P407
na Case proloZena fitovanym modelem dle Rovnice 13
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Z Tabulky 5 je patrné, Ze teoretickd maximalni koncentrace uvolnéné kyseliny gallové se

pohybuje v rozmezi 2,3-2,6 g-mol™!. Rychlostni konstanty dosahovaly hodnot od okolo

cvwvr

U quercetinu (Tab. 6) byly zaznamenany vétsi rozdily ve vypocitané maximalni teoretické
koncentraci, coz je v souladu s Obr. 47. Zatimco v ptipadé dvou kopolymera P407/P123
byla zji§téna hodnota 0,35 g-mol!, u nosi¢e P407/T80 bylo teoretické uvolnéné mnozstvi
témet 20x vyssi (6,65 g'mol!). U systému PC/P407 dosahovala teoretickd maximalni
podobné jako v ptipadé GA, zaznamendna u smési na bazi P407/T80, hodnoty vsak byly
vyrazné nizsi.

U extraktu z mésicku lékaiského (Tab. 7) se teoretickd koncentrace pohybovala v rozmezi
1,8 az 2,4 g-mol’'. Experimentilné stanovené mnoZstvi na konci testu, tj. po 216 hodinach,
¢inilo 1,65 g-mol™! ze smési P407/P123, 1,43 mg/ml ze systému P407/T80 a 1,05 g-mol’!
v piipadé¢ PC/P407. Co se tyka rychlostnich konstant, byl potvrzen trend jako
u piedchozich dvou aktivnich latek, a tedy Ze nejvice pozvolné je uvoliiovani ze smésnych
P407/T80. Nejvyssi
s fosfatidylcholinem (7,2-107 h™").

micel rychlost uvolfiovani byla zaznamendna u systémil

S ohledem na ziskané koeficienty determinace r? 1ze pouzity model rovnice kinetiky 1. fadu
vyhodnotit jako vyhovujici pro sledovani kinetiky uvolfovani antioxidantti z pfipravenych
nosicu.

Tabulka 5 Konstanty ziskané pomoci matematického modelu popisujici uvoliiovani GA

vzorek Cmax [g-mol™!] 12 —k-107 [h™']
P407/P123/GA| 2,29+ 0,00 | 0,98 + 0,00 6,3+0,3
P407/T80/GA | 2,64 +0,40 | 0,98 + 0,01 56+0,8
PC/P407/GA 2,38+ 0,15 | 0,98 +0,00 6,2+0,9
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Tabulka 6 Konstanty ziskané pomoci matematického modelu popisujici uvoliovani Q

vzorek Cmax [g-mol] 12 —k-107 [h™"]
P407/P123/Q | 0,35+ 0,15 | 0,98 0,02 43+04
P407/T80/Q 6,65+0,49 | 0,99+0,01 0,6+0,2
PC/P407/Q 491+095 | 0,99+0,00 1,3+0,5

Tabulka 7 Konstanty ziskané pomoci matematického modelu popisujici uvoliiovani M

vzorek Cmax [g-mol™!] 12 —k-107 [h']
P407/P123/M | 2,39 +2,30 | 0,99 +0,01 4,5+0,1
P407/T80/M 2,21+£1,45 | 0,99 +0,00 3,7+1,7
PC/P407/M 1,78 £2,57 | 0,98 +0,01 7,2+0,4

7.3.5 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) je analytickd metoda, ktera se vyuziva
v oblasti termické analyzy. Principem DSC je sledovani teplotnich zmén, které se
odehravaji ve vzorku v reakci na kontrolované se ménici teplotu. Pii fazovych zménach
jako je tani, skelné piechody, krystalizace nebo chemické reakce, dochdzi ke zménam
tepla, ¢imz dochdzi k odchylkdm v teplotnim profilu a na DSC kiivce se objevuji

charakteristické piky.

M¢étenim DSC (Obr. 50) u naSich vzorkl byl potvrzen prioritni charakter nosné matrice,
tedy Pluronicti a fosfatidylcholinu. ZvySena tepelna stabilita systému, a tedy vyssi odolnost
vuci rozpadu nosie (posun piku do vysSich teplot) byly pozorovany u smési s PC.
U systémt obsahujici aktivni latky nebyly prokadzadny piky odpovidajici cistym
antioxida¢nim latkam, avSak vzhledem k vykazané antioxidacni aktivité téchto systému Ize

predpokladat, Ze doslo k jejich inkorporaci do daného nosice.

Pomoci DSC byla stanovena teplota tani quercetinu na 132,3 °C, shodny vysledek byl
naméten také ve studii [80], kde jej autofi enkapsulovali do polymernich ¢astic na bazi
kopolymeru kyseliny mlécné a glykolové (PLGA). Podobné jako v nasi studii, zde nebyly
DSC méfenim odhaleny patrné piky, které by odpovidaly ¢istym antioxidantlim, coZ by
mohlo naznacovat inkorporaci aktivni latky do matrice daného nosi¢e. Méfeni ve zminéné

studii [80] také prokdzalo posun teploty skelného piechodu polymeru a autofi se
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domnivaji, Ze je to zplsobeno interakcemi mezi Casticemi a aktivni latkou. Analogicky
systém, tj. PLGA a quercetin, byl pfedmétem studie [83], kde po inkorporaci quercetinu do

PLGA nanocastic doslo k vymizeni piku odpovidajici samotnému quercetinu.

Na Obr. 50 je u vSech systému obsahujici P407 patrny pik v oblasti okolo 50 az 56 °C
(konkrétn¢ 51,5 °C pro PC/P407; 55,0 °C pro P407/P123 a 53,7 °C pro P407/P123/Q)
odpovidajici pravé tomuto surfaktantu, coz indikuje jeho pritomnost v krystalickém stavu.
Podobné¢ ve studii [84] byl u Pluronicu 407 prokazan endotermicky pik pii 55 °C,

odpovidajici jeho teplot¢ tani.

V ptipad¢ volné kyseliny gallové byl patrny pik v oblasti okolo 110 °C a 260 °C (teplota
tani), v systému PC/P407 vSak doslo k vymizeni piku v oblasti okolo 260 °C, coz
naznacuje inkorporaci antioxidantu do agregatu. Stejny trend byl pozorovan ve studii [85],
kde byla prokazdna moznd chemickd vazba fenolové —OH skupiny kurkuminu s polarni

casti fosfatidylcholinu, ktery tvofil nosnou matrici.
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Obrazek 50 DSC termogramy pro jednotlivé formulace

7.4 Charakteristika krémovych formulaci

7.4.1 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita byla méfena ihned po pfipravé formulaci a dale pak po 4 tydnech

skladovani pii laboratorni a zvySené teploté. Jak je vidét v Tab. 8, vyrazné nejvyssi
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antioxidacéni aktivitu vykazovaly formulace s kyselinou gallovou po ptipravé, a to vice nez
86 a 90 %. Po dané dobé skladovani vSak u téchto vzorkll doslo k poklesu antioxida¢ni

aktivity, a to zhruba na 50 %.

Vyrazn¢ niz$i aktivita (od 1 do 18 %) pak byla prokdzana u formulaci s obsahem
quercetinu. Na druhou stranu u téchto vzorkii doslo v pribéhu ¢asu ke zvySeni hodnot
ubytku absorbance. Podobny trend byl pozorovan také ve studii [86], kdy u krémi bez
obsahu aktivni latky doSlo ke zvySeni antioxidaéni aktivity po 180 dnech z 1,85 na 8,12 %,
v ptipad¢ krému s obsahem extraktu z divokého jablka doslo po 180 dnech k narustu

z 19,25 na 36,67 %.

Nejnizsi antioxida¢ni aktivita byla stanovena u krémti s obsahem meésicku 1ékaiského, tato
hodnota byla velice podobna vysledku zméfenému pro samotny krémovy zaklad bez
aktivni latky. Lze také konstatovat zvySeni antioxida¢ni aktivity u krému uchovaného pfi
laboratorni teplote, zatimco u vzorku uchovaného pfi vyssi teploté nebyla po 4 tydnech
stanovena zadna aktivita ve zhaSeni DPPH radikald. Zajimavym zjisténim je zvySeni
antioxidaéni aktivity v pfipadé nami testovaného kontrolniho vzorku (samotného
krémového zékladu bez AL) po uplynuti stanovené doby 4 tydnl. V krémové formulaci
dodavané spolecnosti Fagron a.s. je krom¢ okluziv, rozpoustédel, konzervanti a PAL
obsazen i Trolamin, ktery mize podle studie [87] vykazovat antioxidacni vlastnosti a mohl

by tedy byt odpovédny za narust naméiené hodnoty.

Tabulka 8 Antioxida¢ni aktivita formulaci s obsahem systému s aktivni latkou

AA ihned po | AA po 4 tydnech

vzorek piipravé [%] | od piipravy [%]
krémovy zaklad 4,64 28,99
PC/P407/GA labT 86,79 53,37
PC/P407/GA 45 °C 90,99 47,02
PC/P407/Q 1abT 17,94 36,24
PC/P407/Q 45 °C 14,61 28,52
PC/P407/M 1abT 5,55 33,99
PC/P407/M 45 °C 5,32 0,00
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7.4.2 Stabilitni studie

V ramci hodnoceni fyzikdlni stability formulaci s obsahem nosicii s antioxidanty bylo
provedeno vizualni hodnoceni a méfeni viskozity, sohledem na rtzné podminky
skladovani. Jako kontrolni vzorek byl pouzit samotny krémovy ziklad bez systému
s aktivni latkou. Jak je patrné z grafu (Obr. 51), u vzorka skladovanych pii laboratorni
teplot¢ nedoslo po 4 tydnech téméi k zddnym vyraznym zménam, pouze u kontrolniho
vzorku bylo zaznamenano zvySeni viskozity z 230 Pa-s na 330 Pa-s. V piipadé vzorkl
uloZenych 4 tydny v inkubatoru pfii teploté 45 °C doslo k poklesu viskozity, u formulace
s kyselinou gallovou se hodnota viskozity snizila o vice nez 50 % a v ptipadé formulaci

s quercetinem a extraktem z mési¢ku o vice nez 60 %.

400
350

O kontrola
mQ

HGA

M

viskozita [Pa's]
]
o
o

ihned po 4 tydnech ihned po 4 tydnech
25°C 25°C 45°C 45°C

Obrazek 51 Zhodnoceni vlivu teploty a ¢asu na viskozitu formulaci PC/P407

Dale byla u téchto formulaci sledovana také barevna zména v Case. V ptipadé vzorkl
s obsahem kyseliny gallové uchovanych pfti laboratorni teploté doslo ke zméné z bilé barvy
na svétle béZovou, pfi¢emz tento jev byl jesté vice patrny u krému skladovaného pii vyssi
teploté. U vzorku s obsahem quercetinu nebyla po dané¢ dob¢ skladovani viditelnd zadna
vyraznd barevnd zmeéna, bez ohledu na teplotu skladovéni. Co se tyka formulaci
s extraktem z mésicku, doslo ke zvyraznéni Zlutého zabarventi, a to jak pti 25, tak pti 45 °C
(Obr. 52). Lze fici, ze pfipravené formulace jsou stabilni, jelikoZ u Zadné z nich nedoslo

k oddéleni jednotlivych fazi.
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PC/P407/GA PC/PA07/Q PC/P407/M

Al

PC/PA07/Q PC/P407/M

I' IF"I YilTl

Obrazek 52 Krémové formulace thned po pfipravé (a) a po 4 tydnech skladovani pii
laboratorni teploté€ (b) a teploté 45 °C (c).
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ZAVER

Cilem ptedlozené¢ diplomové prace bylo zhodnotit moznosti solubilizace ptirodnich
antioxida¢nich latek do miceldrnich systémi na bazi kopolymernich 1 béznych micel,
konkrétn¢ Pluronicii, Tweenu 80 a fosfatidylcholinu. Tyto latky byly nasledné vyuzity pro
pfipravu nosi¢l s inkorporovanymi antioxidanty quercetinem, kyselinou gallovou
a extraktu z mésicku Iékarského. U ptipravenych vzorkl byly testovany nejen fyzikalné-

chemické vlastnosti, jako je velikost Castic, zeta potencial, povrchové napéti, antioxidacni

aktivita, ale také enkapsulacni ti¢innost a kinetika uvoliiovani aktivni latky.

Prvni cast prace byla zaméfena na stanoveni micelizaénich parametri vychozich
amfifilnich materiali. Kritické micelarni koncentrace stanovené pii 25 °C se pohybovaly
vrozmezi od 0,01 mmol-1"! do 0,29 mmol-I"'. Z vyslednych hodnot CMC byl prokazin
synergicky efekt systému dvou Pluronici P407/P123, jelikoz doslo ke snizeni kritické
micelarni koncentrace oproti samotnym surfaktantim. Déle byla stanovena Gibbsova
micelizacni energie, plocha pfipadajici na jednu molekulu surfaktantu a adsorpce molekul
na rozhrani. U vSech systéml byly hodnoty Gibbsovy micelizani energie vyrazné
zaporné (v rozmezi od —20 do —28 kJ-mol!), coZ poukazuje na spontdnni proces tvorby
micel. Nejvyssi koncentrace surfaktantu na rozhrani byla stanovena u smési P407/P123

(23-10”° mol-m™).

U pfipravenych micelarnich smési s obsahem aktivnich latek byla stanovena solubiliza¢ni
kapacita, ktera se pohybovala od 0,002 do 20,476, v zavislosti na konkrétnim nosi¢i a okolnich
podminkach. Nejvyssi solubiliza¢ni kapacita byla stanovena u vzorku P407/P123/Q pii
teplotach 25 a 37 °C. V piipadé€ systémil s obsahem kyseliny gallové vykazovala nejvyssi
solubilizaéni kapacitu smé&s P407/P123 pii 37 °C. Pozitivni vliv NaCl na systémy byl
zaznamenan pouze Vv piipadé P407/T80 s enkapsulovanym quercetinem. V ramci
hodnoceni solubiliza¢nich ucinkd byla dale stanovena Gibbsova volna solubilizacni
energie, ktera vyjadiuje energii pfenosu 1 molu aktivni latky do micely, pfi¢emz v piipadé
zapornych hodnot se jedna o proces spontdnni. Zatimco u vzorkli se solubilizovanym
quercetinem a meésickem bylo dosazeno zapornych hodnot v témér celém rozmezi
koncentraci surfaktantli, u smeési s kyselinou gallovou neméla solubilizace do micel

vyznamnéj$i vliv, coZ se projevilo hodnotami kladnymi.

Surfaktanty, u nichz byla otestovana solubiliza¢ni kapacita, byly vyuzity v dal$i ¢asti prace

pro pfipravu nosi¢l antioxidantli, které byly dale charakterizovany. Co se tyka zeta
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potencidlu, ten potvrdil elektrostatickou stabilizaci vSech micelarnich agregatii s obsahem
quercetinu a mésicku (rozmezi od —27 do —44 mV). V piipadé systémii s obsahem kyseliny
gallové byly ziskané¢ hodnoty vyrazné¢ méné zaporné, predevSim u systému P407/T80
a PC/407. Velikost ¢astic se po inkorporaci aktivni latky do micel zvysila a hodnoty se
pohybovaly v Sirokém rozmezi od 17 nm v piipadé P407/T80/GA az po 1777 nm u smési
P407/P123/Q.

Nosice bez 1 s inkorporovanymi aktivnimi latkami byly analyzovany také pomoci metody
DSC. V ptipad¢ systému PC/P407 byla prokazana vyssi odolnost matrice vic¢i rozpadu
nosice, avSak u smési s obsahem aktivnich latek nebyly touto metodou prokazany piky
odpovidajici Cistym latkdm. Jejich ptitomnost vSak byla prokazana vyznamnou
antioxidacéni aktivitou u vSech pfipravenych systémi, nejvyssi hodnoty vykazovaly vzorky
s obsahem kyseliny gallové (cca 90 9%). Enkapsulaéni Uc€innost se pohybovala mezi

71-97 %, pti¢emz nejvyssich hodnot bylo dosazeno u vzorku P407/T80/GA.

Dalsi parametr, ktery hraje vyznamnou roli u nosict s obsahem aktivnich latek, zahrnuje
podminky, za jakych jsou tyto aktivni latky uvolnovany do prostfedi. Vysledky testovani
naSich vzorkl, které probihalo ve fosfatovém pufru o pH 7,3, prokézaly postupné
uvolnovani vyhovujici kinetickému modelu dle rovnice 1. fadu. U vzorkli s obsahem
kyseliny gallové doslo po 216 hodindch k uvolnéni ptiblizné 40 % aktivni latky. V ptipadé
quercetinu byly zaznamenany vétsi rozdily mezi jednotlivymi nosi¢i. Nejrychlejsi uvolnéni
bylo pozorovano u systému PC/P407, zatimco nejvice pozvolné bylo uvolnéni v piipadé

systému P407/P123.

Za ucelem zhodnoceni moznosti vyuziti pfipravenych aktivnich nosi¢li v kosmetickych
ptipravcich, byly vybrané vzorky PC/P407 se vSemi tfemi aktivnimi latkami
inkorporovany do dodaného krémového zékladu. U téchto vzorkl byly provedeny stabilitni
testy v Case pfi laboratorni a zvySené teploté, které prokdzaly pouze mirné barevné zmény
u vzorkll s obsahem mésicku a kyseliny gallové. U vzorki skladovanych pii vyssi teploté
doslo ke sniZeni viskozity, a to primérn¢ z 200 na 130 Pa-s. Co se tykd antioxidacni
aktivity, nejvys$$i hodnoty vykazovaly vzorky s obsahem kyseliny gallové, coz

korespondovalo s vysledky samotnych nosnych systémd.

Na zavér lze shrnout, Ze se podatilo solubilizovat vybrané antioxidanty a jednoduchou
technikou pfipravit ucinné aktivni nosie na bazi amfifilnich struktur. S ohledem na
dosazené vysledky lze za optimalni povaZovat systémy s obsahem quercetinu, u nichz byl

prokdzan nezanedbatelny vliv miceldrnich agregati na podporu solubiliza¢ni G¢innosti.
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Navic znich pfipravené nosi¢e byly elektrostaticky stabilni a vykazovaly vyznamnou
antioxidaéni aktivitu. Uvolnovani quercetinu do prostiedi probihalo postupné a fizené
v zavislosti na konkrétnim nosi¢i. Také krémové formulace s obsahem quercetinu
vykazovaly dobrou stabilitu a relativné dobrou antioxida¢ni aktivitu. Vzhledem
k biokompatibilit¢ nosnych materidll by pfipravené nosi¢e mohly nalézt uplatnéni jako
slozky kosmetickych nebo farmaceutickych formulaci pro fizené uvoliiovani aktivnich

latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ABTS  2,2'-Azinobis-(3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonat)
BHA butylhydroxy anisol

BHT butylhydroxy toluen

CMC kriticka micelarni koncentrace

CUPRAC Cupric Reducing Antioxidant Capacity

DLS dynamicky rozptyl svétla

DPPH  difenylpikrylhydrazyl

ESR elektronova spinova rezonance

FADH; flavinadenindinukleotid

FRAP  Ferric Reducing Antioxidant Power

GA kyselina gallova

HSPC  fosfolipidy z hydrogenovanych so6jovych bobi
LUV velké unilamelarni vezikuly

M extrakt z mesicku lékatrského

MLV multilamelarni vezikuly

mM mmol-1!

NLC nanostrukturované lipidové nosice

NADH nikotinamidadenindinukleotid

ORAC  Oxygen Radical Absorbance Capacity

P123 Pluronic 123

P407 Pluronic 407

PBS fosfatovy pufr

PLA kyselina polymlécna

PLGA  kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové

Q quercetin
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SLN
SUV
TBHQ
TEAC

T80

pevné lipidové nanocéstice

malé unilameléarni vezikuly

terc-butyl hydrochinon

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Tween 80



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 94

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Schéma pribéhu antioxidacni 1eakce [4] .....coovveeviieeeieeeieeeee e 13
Obrazek 2 Schéma prenosu elektronu [4].......coeoieiiierieiiiiieeie e 13
Obrazek 3 Struktura qUETCEtINU [26] ....cccviieiiieeiiieeieeee e e e e e 17
Obrazek 4 Struktura kyseliny gallove [31] ....ccieiiiiiieiiiiiieieciece e 18
Obrazek 5 Schéma enkapsulace pomoci sprejového suSeni [upraveno dle 42]................... 23
Obrazek 6 Schéma enkapsulace metodou lyofilizace [upraveno dle 42] ........ccceevveeveennenn. 23
Obrazek 7 Schéma metody hydratace tenkého filmu [upraveno dle 45]......c.cccccvvvvenveennen. 24
Obrazek 8 Struktura lipozomu [upraveno dle 47] ......cocveevvierieiiiiiieeieeie e 25
Obrézek 9 Schéma tvorby polymerni micely z blokového kopolymeru [upraveno dle 52] 27
Obrazek 10 Proces micelizace ve vodném prostiedi [upraveno dle 55]......ccccccveeevieniennnnnne 28
Obrézek 11 Miceldrni solubilizace [S6].....c.cevviiriiiiiieiieeiiee e 29
Obrazek 12 Zavislost povrchového napéti a adsorpce na koncentraci PAL v roztoku [59] 30
Obrazek 13 Tenziometr EasyDyne KIiis .......c.coooiiiiiiiiiniiniiiieccececececeee e 40
Obrazek 14 Kalibra¢ni roztoKy qUETCEtINU........cceevviieriieeiieiiieeiieiee et eseee e sve e 41
Obrézek 15 Solubilizacni fada P407/T80 s MESICKEM .......cocueviiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee 42
Obrazek 16 Solubilizacni fada P407/P123 S qUEIrCetinemM .........c.cccuveeveereeeeiieenireeieenveeneens 42
Obrazek 17 Odparka Heidolph se zpétnym chladi€em a se vzorkem...........ccccceceerienennene. 43
Obrazek 18 Vzorek smési P407/T80/M pfii ptiprave metodou tenkého filmu .................... 43
Obrazek 19 ZetasiZer NANO SEIIES ......cevuieruieriieriieeieetieeteesieesteesiteeseeseaesbeesseeeseesssesnseens 44
Obrazek 20 Vzorky pfi stanoveni antioxidacni aktivity .........ccoceeviiiiiiniiniiiniciieeniceee 45
Obrazek 21 Vzorky pro test uvoliiovani antioxidacnich 1atek...........ccocoooeniiiiiininnnne. 47
Obrazek 22 Vzorky systému s quercetinem po lyofilizaci ..........cccoeeevirieniinieienieeeee 47
Obrazek 23 Zavislost povrchového napéti na koncentraci smési P407/T80 ........c...c.c....... 49
Obrazek 24 Kalibracni pfimka pro qUEICEtIN ........ceevveeeriieeeiieeeiieeeiie e 51
Obrazek 25 Kalibracni pfimka pro kyselinu gallovou.........c..ccceeciiiiiiiniiniiniiiciiccene 51
Obrazek 26 Kalibracni pfimka pro extrakt meEsiCku.......ccvevvviiviiiiniiieiiiecie e, 51
Obrazek 27 Solubilizacni kiivky GA v roztoku P407/T80......ccccevvevieviinienieicierieeene 52
Obrazek 28 Solubilizacni kiivky GA v roztoku P407/P123.....cccviiviieiieeeeeeeee e, 53
Obrézek 29 Solubilizacni kiivky Q v roztoku PA07/T80 ....cc.eevcvieviiieiieieeiieeeeeeie e 53
Obrazek 30 Solubilizaéni kiivky Q v roztoku P407/P123.......covciiieiieieeeee e, 54
Obrézek 31 Solubilizacni kiivky M v roztoku P407/T80........cccveviiiiieieeiieieeieeeie e 55
Obrazek 32 Solubilizaéni kiivky M v roztoku P407/P123 .....cooiiiiiiiiieceeeeeee 55
Obrazek 33 Solubilizacni kiivky Q a GA v roztoku PC/P407 .......ccceeviviiniiiiiinieeene 56

Obrazek 34 Gibbsova volna energie solubilizace GA v systému P407/T80....................... 57



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 95

Obrazek 35 Gibbsova volnd energie solubilizace GA v systému P407/P123 ..................... 57
Obrazek 36 Gibbsova volna energie solubilizace Q v systému P407/T80...........ccccuvenn.e.e. 58
Obrazek 37 Gibbsova volna energie solubilizace Q v systému P407/P123 ...........cceenie. 58
Obrazek 38 Gibbsova volna energie solubilizace M v systému P407/T80 ............c..c........ 59
Obrazek 39 Gibbsova volnd energie solubilizace M v systému P407/P123...........ccceneee. 59
Obrazek 40 Gibbsova volna energie solubilizace GA a Q v systému PC/P407 .................. 60
Obrazek 41 Zeta potencial pripravenych systemul..........ccceevveeiiienieeiiienieeieenieeieesre e 62
Obrazek 42 Velikost castic (o0 prazdnych systéml, s systétmi s AL) a indexy
polydisperzity (o prazdnych systémt, ® systému s AL) —s Q (a), GA (b), M (¢) .............. 64
Obrazek 43 Antioxidacni aktivita systému s aktivnimi latkami.........cccocevininiininnenn. 65
Obrazek 44 Enkapsulacni G€innost systému s aktivnimi latkami..........coccooceenininnnennnne 66
Obrazek 45 MnozZstvi uvolnéné kyseliny gallové v zavislosti na €ase.........cccceeceevveeuennene 67

Obrazek 46 Vzorky s GA ihned po ptiprave (a) a po 24 hodinach testu uvolnovani (b) ....67
Obrézek 47 Mnozstvi uvolnéného quercetinu v zavislosti na €ase .........cceeveerueeeieeneennenn. 68
Obrazek 48 Mnozstvi uvolnéného mésicku v zavislosti na €ase .......coocevvveveereeienceniennnene 69

Obrazek 49 Zavislost kumulativni koncentrace uvolnéného quercetinu ze systému PC/P407

na ¢ase prolozend fitovanym modelem dle Rovnice 13 ........ccccooiviiiiiiiiiiiiiccceeeieee 69
Obrazek 50 DSC termogramy pro jednotlivé formulace.........c..ocevveviniiniininiinicncnnne. 72
Obrazek 51 Zhodnoceni vlivu teploty a ¢asu na viskozitu formulaci PC/P407 .................. 74

Obrazek 52 Krémové formulace ihned po pfipravé (a) a po 4 tydnech skladovani pfi
laboratorni teploté (b) a teplote 45 C (€). evervrerrireeiiieeiieeeiee ettt 75



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 96

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Slozeni jednotlivych NOSICU.......cccviieiiieeiie e e 43
Tabulka 2 Slozeni foSTAtOVENO PULTU......eeoiiiiiiiiiiicii e 46
Tabulka 3 Micelarni parametry nosnych SyStemull..........cceeevuveeeiiieeeiiieeniie e e evee e 50
Tabulka 4 Maximalni solubiliza¢ni kapacita pti riznych podminkach..............cccoeevenenn. 61

Tabulka 5 Konstanty ziskané pomoci matematického modelu popisujici uvolnovani GA.70
Tabulka 6 Konstanty ziskané pomoci matematického modelu popisujici uvoliiovani Q....71
Tabulka 7 Konstanty ziskané¢ pomoci matematického modelu popisujici uvoliiovani M ... 71

Tabulka 8 Antioxidacni aktivita formulaci s obsahem systému s aktivni latkou ................ 73



	OBSAH
	Úvod 9
	I TEORETICKÁ ČÁST 10
	1 ANTIOXIDANTY 11
	1.1 Klasifikace antioxidantů 12
	1.2 Charakteristika vybraných látek s antioxidační aktivitou 16
	1.3 Testování antioxidační aktivity 18

	2 ENKAPSULACE 22
	2.1 Lipozomy 25
	2.2 Lipidové nanočástice 26
	2.3 Polymerní částice a micely 26

	3 Solubilizace 28
	3.1 Hodnocení solubilizačního procesu 31

	4 SOUČASNÝ STAV STUDOVANÉ PROBLEMATIKY 33
	II PRAKTICKÁ ČÁST 36
	5 CÍLE PRÁCE 37
	6 použité chemikálie, přístroje a postupy 38
	6.1 Použité chemikálie 38
	6.2 Použité přístroje a pomůcky 38
	6.3 Solubilizační kapacita 39
	6.4 Enkapsulace antioxidantů do vybraných nosičů 42
	6.5 Příprava krémových formulací s obsahem aktivních látek 47

	7 VÝSLEDKY A DISKUZE 49
	7.1 Micelární parametry nosných systémů 49
	7.2 Solubilizační kapacita 50
	7.3 Charakteristika nosičů s antioxidanty 61
	7.4 Charakteristika krémových formulací 72

	závěr 76
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY 79
	seznam použitých symbolů a zkratek 92
	seznam OBRÁZKŮ 94
	seznam TABULEK 96
	Úvod
	1 ANTIOXIDANTY
	1.1 Klasifikace antioxidantů
	1.1.1 Přírodní antioxidanty
	1.1.2 Syntetické a přírodně-identické antioxidanty

	1.2 Charakteristika vybraných látek s antioxidační aktivitou
	1.2.1 Quercetin
	1.2.2 Kyselina gallová
	1.2.3 Měsíček lékařský

	1.3 Testování antioxidační aktivity

	2 ENKAPSULACE
	2.1 Lipozomy
	2.2 Lipidové nanočástice
	2.3 Polymerní částice a micely

	3 Solubilizace
	3.1 Hodnocení solubilizačního procesu

	4 SOUČASNÝ STAV STUDOVANÉ PROBLEMATIKY
	5 CÍLE PRÁCE
	6 použité chemikálie, přístroje a postupy
	6.1 Použité chemikálie
	6.2 Použité přístroje a pomůcky
	6.3 Solubilizační kapacita
	6.3.1 Příprava zásobních roztoků
	6.3.2 Stanovení kritické micelární koncentrace
	6.3.3 Příprava pracovních roztoků směsí surfaktantů
	6.3.4 Sestrojení kalibračních křivek
	6.3.5 Solubilizace aktivních látek do směsných micel

	6.4 Enkapsulace antioxidantů do vybraných nosičů
	6.4.1 Příprava nosičů
	6.4.2 Měření zeta potenciálu
	6.4.3 Měření velikosti částic
	6.4.4 Stanovení antioxidační aktivity
	6.4.5 Stanovení enkapsulační účinnosti
	6.4.6 Kinetika uvolňování antioxidantů z nosičů
	6.4.7 Diferenciální skenovací kalorimetrie

	6.5 Příprava krémových formulací s obsahem aktivních látek
	6.5.1 Stanovení antioxidační aktivity
	6.5.2 Stabilita krémových formulací


	7 VÝSLEDKY A DISKUZE
	7.1 Micelární parametry nosných systémů
	7.2 Solubilizační kapacita
	7.3 Charakteristika nosičů s antioxidanty
	7.3.1 Zeta potenciál a velikost částic
	7.3.2 Antioxidační aktivita
	7.3.3 Enkapsulační účinnost
	7.3.4 Test uvolňování antioxidantů
	7.3.5 Diferenciální skenovací kalorimetrie

	7.4 Charakteristika krémových formulací
	7.4.1 Antioxidační aktivita
	7.4.2 Stabilitní studie


	závěr
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY
	seznam použitých symbolů a zkratek
	seznam OBRÁZKŮ
	seznam TABULEK

