Lipidové nanocastice jako nosice aktivnich latek
v kosmetice a farmacii

Bc. Barbora Andersova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2024 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie tukil, tenzidii a kosmetiky

Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno apfijmeni:  Bc. Barbora Andersova

Osobni &islo: 122298

Studijni program: ~ N0711A130011 Biomaterialy a kosmetika

Forma studia: Prezenéni

Téma prace: Lipidové nanoéastice jako nosice aktivnich latek v kosmetice a farmacii
Zasady pro vypracovani

| Teoreticka cast

Ipracujte literdrni reSerdi na zadané téma.

Charakterizujte lipidové nanodastice a struéné popiite jejich typy (tuhé lipidové nanodastice, nanostrukturované lipidové
nosice}, sloZeni, vlastnosti a metody pfipravy.

VEénujte se rovnéz bioaktivnim latkam s antioxidacnim dcinkem, které jsou vhodné pro zadlenéni do téchto nanogastic.

II. Prakticka cast

V praktické ¢asti prace navrhnéte vhodné sloZeni lipidové matrice a stabilizatoru pro pFipravu lipidowych éastic a provedte
formulacni studii.

Vyberte vhodnou formulaci a pfipravte lipidové nanadastice s enkapsulovanym antioxidantem.

Vhodnymi technikami stanovte fyzikalné-chemické charakteristiky pripravenych vzorki.

Sledujte vztah mezi sloZenim a vlastnostmi studovanych formulaci.

Ziskané vysledky zpracujte a formulujte zavéry prace.



Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

[1] Duan, Y. T. et al.: A brief review on solid lipid nanoparticles: part and parcel of contemporary drug delivery systems.
RSC ADVANCES (2020), 10 (45), 26777-26791.

[2] Subroto, E., Andoyo, R., Indiarto, R.: Solid Lipid Nanoparticles: Review of the Current Research on Encapsulation and
Delivery Systems for Active and Antioxidant Compounds. ANTIOXIDANTS (2023), 12, 633.

[3] Cai L, et al.: Improving the biological activities of astaxanthin using targeted delivery systems. CRITICAL REVIEW IN
FOOD SCIENCE AND NUTRITION (2023), 13, 1-22.

[4] Sakellari, G. 1. Et al.: Solid lipid nanoparticles and nanostructured lipid carriers of dual functionality at emulsion inter-
faces. Part I: Pickering stabilisation functionality, COLLOIDS AND SURFACES-A, 654, Article Number130135.

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Véra Kasparkova, (Sc.
Ustav technologie tukil, tenzidii a kosmetiky

Datum zadani diplomové prdce: 9.nora 2024
Termin odevzdani diplomové prace: 10. kvétna 2024

IS

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. Ing. Lucie Urbankova, Ph.D.
dékan feditel dstavu



PROHLASENI AUTORKY
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, ze:

diplomova prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informaénim systému
a dostupna k nahlédnuti;

na moji diplomovou praci se plné vztahuje zakon €. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o pravech
souvisejicich s privem autorskym a o zméné nékterych zékonii (autorsky zékon) ve znéni
pozdéjsich pravnich piedpisi, zejm. § 35 odst. 3;

podle § 60 odst. 1 autorského zakona ma Univerzita Tomase Bati ve Zliné pravo na uzavieni
licen&ni smlouvy o uZiti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zdkona mohu uzit své dilo — diplomovou préci nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity TomaSe Bati ve
Zling, ktera je opravnéna v takovém pfipadé ode mne pozadovat pfimé&feny pfispévek na Ghradu
nakladu, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zliné na vytvofeni dila vynalozeny (az do jejich
skuteéné vyse);

pokud bylo k vypracovéni diplomové prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym G&elim (t].
k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzit ke komerénim Géelim;
pokud je vystupem diplomové price jakykoliv softwarovy produkt, povaZuji se za souéast price
rovnéZ i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt skldda. Neodevzdani této soudasti
muze byt divodem k neobhéjeni prace.

Prohlatuji,

7e jsem na diplomové praci pracovala samostatné a pouZitou literaturu jsem citovala. V pfipadé
publikace vysledki budu uvedena jako spoluautorka.

ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahové
totozneé.

Ve Zlingé dne:

Jméno a pfijmeni studentky: Barbora Andersova

podpis studentky



ABSTRAKT

Tato diplomova prace pojednava o lipidovych nanocéasticich a jejich moznému vyuziti jako
nosicl aktivnich latek v kosmetice a farmacii. Vzhledem k bariérové funkci ktize je dodévani
aktivnich latek transdermalni cestou problematické. Lipidové nanocéstice, diky svym
rozméram, dokazi kozni bariéru prekonat a dorucit aktivni latku na cilené misto. Prakticka
¢ast diplomové prace se blize zabyva ptipravou nanostrukturovanych lipidovych nosict
(NLC) s enkapsulovanou aktivni latkou. Nejprve byla provedena preformulacni studie
a nasledn¢ byly homogenizacni metodou ,,za horka™ ptipraveny NLC s enkapsulovanou
aktivni latkou, kanabidiolem. U takto pfipravenych systému byla provedena fyzikalng-
chemicka charakterizace a stabilitni studie. Na zavér byly pfipravené NLC obsahujici
kanabidiol pouZity pro ptipravu Pickeringovych emulzi, v jejichZ olejové fazi byl pfitomen

oleoresin obsahujici antioxidant astaxanthin.

Klicova slova: lipidové nanocastice, nanostrukturované lipidové nosiCe, astaxanthin,

kanabidiol, Pickeringovy emulze

ABSTRACT

The thesis focuses on lipid nanoparticles and their application as carriers of active substances
in cosmetics and pharmacy. Due to the barrier function of the skin, transdermal delivery
of active ingredients is problematic. Because of their small size, lipid nanoparticles can
penetrate the skin barrier and deliver the active ingredients to the targeted site.
The experimental part of the thesis deals in more detail with nanostructured lipid carriers
(NLCs) with encapsulated active substances. First, a preformulation study was conducted,
and then NLCs with the encapsulated active ingredient — cannabidiol were prepared by the
“hot homogenization” method. Physicochemical characterization and stability studies were
carried out on the systems prepared in this way. Finally, the canabidiol-containing NLCs
were used to prepare Pickering emulsions containing oil phase, in which astaxanthin

oleoresin was present.

Keywords: lipid nanoparticles, nanostructured lipid carriers, astaxanthin, cannabidiol,

Pickering emulsions
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UvVOD

Vzhledem k bariérové funkci klize je prunik aktivnich latek podanych topickou cestou velmi
obtizny. Nanostrukturované lipidové nosi¢e (NLC, Nanostructured Lipid Carriers) maji
velky potencidl fungovat jako systém pro jejich podavani, protoze témto aktivnim latkadm
poskytuji ochranu, vysokou dispergovatelnost, chemickou stabilitu a biologickou
dostupnost. Méné¢ kompaktni krystalickda struktura NLC vytvorena lipidy s vysokym
a nizkym bodem tani efektivni zachyceni aktivnich latek umoziuje a poskytuje jim ochranu

pted degradaci [1].

Jednou z moznych aktivnich latek vhodnych pro zaclenéni do NLC je napf. astaxanthin
(AST). AST je druh karotenoidu, ktery vykazuje siln¢j8i antioxida¢ni aktivitu nez vitamin E
nebo B-karoten. Vykazuje rovnéz mnoho cennych fyziologickych funkci, napf. posileni
imunitnich reakci, prevenci oxidacniho stresu, kardiovaskuldrnich onemocnéni nebo
nékterych forem rakoviny. V soucasné dobé¢ je vSak jeho vyuziti omezené, vzhledem k jeho
nizké biologické dostupnosti, Spatné rozpustnosti ve vod¢, vysokému bodu tani a nestabilité
za neptiznivych podminek (napt. kyselé prostiedi, teplo, svétlo, ionty pfechodnych kovi,
singletovy kyslik nebo volné radikaly). Enkapsulaci AST do vhodného nosice 1ze tyto jeho

nedostatky eliminovat [2].

Jako dalsi vhodnou latku pro enkapsulaci do NLC Ize uvést kanabidiol (CBD), ktery ma
terapeuticky potencidl pro lécbu fady patologickych stavili, v€etné téch, u nichz prevlada
bolest. Zaclenéni CBD do vhodného nosice mtize rovnéz umoznit snadnéjsi prichod CBD

na cilené misto a jeho efektivnéjsi vyuziti [3].

Znacné pozornost ve vyzkumu se v posledni dobé vénuje vyvoji ptipravki, které mohou
obsahovat kombinaci vice uU¢innych latek se synergickym efektem a dodavat je
v kontrolovaném mnozstvi na cilené misto. Pickeringovy emulze stabilizované lipidovymi
nanocasticemi jsou v tomto sméru slibnymi systémy, a to nejen diky vynikajici stabiliza¢ni
schopnosti prostfednictvim Pickeringova mechanismu, ale také pro svilj potencidl umoznit
segregovanou koenkapsulaci aktivnich latek v ramci ,oddé€lenych ¢asti jejich
mikrostruktury (kapi¢ek emulze a samotnych Pickeringovych ¢astic). Tyto systémy mohou
potencionalné najit Siroké uplatnéni v kosmetickém 1 farmaceutickém priimyslu jako nosice

vice aktivnich latek v rdmci jednoho ptipravku [4].
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1 NOSICE NA BAZI LIPIDU

Nedavné pokroky v nanotechnologiich umoznily jak vyvoj novych typt 1éCiv, tak i systémi
pro jejich cilené dodéani na potfebné misto v lidském téle. Vzhledem k bariérové funkci ktize,
je prunik aktivni latky kGzi velmi obtizny, a tudiz je jen malo aktivnich latek uc¢innych po
jejich lokalni aplikaci na kuzi. Z tohoto divodu byly tyto systémy Siroce zkoumany jako
nosice, aby zlepSily prunik aktivni latky ktzi. Velka pozornost pak byla vénovéana zejména
systémiim zalozenym na biokompatibilnich a biologicky odbouratelnych slozkach jako jsou
lipidy. Byly vyvinuty rizné typy nanonosict, jako jsou napft. liposomy, mikroemulze, pevné

lipidové nanocastice a nanostrukturované lipidové nosice [5].

Jako dorucovaci systém nabizeji nosice na bazi lipidi mnoho vyhod, v€etné jednoduchosti
formulace, biokompatibility, vysoké biologické dostupnosti, schopnosti nést velké uzitecné
zatizeni a fady fyzikalné-chemickych vlastnosti, které lze fidit za i¢elem modulace jejich

biologickych vlastnosti. Z téchto diivodi jsou nejbéznéji vyuzivanou tftidou v nanomedicing

[6].

Obrazek 1 Struktura lipidové nanocastice [6]
1.1 Typy lipidovych nosic¢i

Lipidové nosice pro podavani aktivnich latek se obvykle klasifikuji do ¢tyf skupin. Patfi sem
lipozomy, pevné lipidové nanocastice (SLN), nanostrukturované lipidové nosice (NLC)

a hybridni lipido-polymerni nanocastice [7].

1.1.1 Lipozomy

Lipozomy byly objeveny v roce 1965 a staly se jednim z nejrozsifenéjSich systémul pro
podavani 1é€iv. Maji kulovitou strukturu a obvykle se skladaji z amfipatické fosfolipidové
dvojvrstvy a vnitinitho vodného jadra (viz Obr. 2). Nanostruktura jadro-plast umoznuje
lipozomim enkapsulaci hydrofobnich 1 hydrofilnich molekul. Obvykle jsou hydrofobni

1é¢iva zapouzdiena v lipofilni dvojvrstve obalu a hydrofilni [é¢iva jsou zachycena ve vodné
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fazi jadra. Lipozomy lze pfipravit riznymi metodami, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou zejména
metody elektroformovani, mikrofluidni metody, metoda hydratace tenkého filmu, injekéni

metoda nebo reverze fazi atd [7], [8], [9].

Vzhledem ke svym vyhodnym vlastnostem, jako jsou biokompatibilita, stabilita, vysoka
enkapsulacni ucinnost, dobra biologicka dostupnost a relativné jednoducha ptiprava jsou
lipozomy Siroce pouzivanymi nosi¢i v nanomedicing [8].

Hydrofilni hlavicka

Hydrofobni fetézec

Obrézek 2 Struktura lipozomu [10]
1.1.2 Tuhé lipidové nanocastice

Tuhé lipidové nanocéstice (SLN, Solid Lipid Nanoparticles) byly vyvinuty na pocatku 90.
let 20. stoleti jako alternativni nosi¢ k emulzim, lipozomim a polymernim nano¢asticim.
SLN se vyrab¢ji nahrazenim kapalného lipidu (oleje) v emulzi typu olej ve vodé (O/V)
lipidem nebo smési lipidi, které jsou tuhé pii pokojové i pii télesné teploté (viz Obr. 3). SLN
maji primérnou velikost 40 az 1000 nm a sférickou morfologii, kterou 1ze studovat pomoci
transmisni elektronové mikroskopie (TEM) a skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)

[11], [12], [13].

Lipidy

Vrstva
s @ emulgaitoru
i (fosfolipid)
L I

Lécivo

Obrazek 3 Struktura SLN upraveno podle [11]
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V zavislosti na zptsobu vyroby SLN lze popsat tii modely inkorporace aktivnich latek (viz

Obr. 4). Jedna se o [13]:
e model homogenni matrice (A),
e model jadro-obal (obal obohaceny o 1é¢ivo) (B),
e model jadro-obal (jadro obohacené o 1é¢ivo) (C).

Model homogenni matrice se pfipravuje technikou homogenizace za studena bez pouziti
povrchové aktivni latky rozpoustéjici 1é¢ivo, které je dispergovéano v celé lipidové matrici.
Mezi lipidy a léCivem existuje silnd interakce. Pfiprava modelu jadro-obal (obal
obohaceny o lé¢ivo) probihd technikou homogenizace za tepla, kdy tuhé lipidy maji
vysokou teplotu tani a vysokou teplotu krystalizace, takze krystalizuji rychleji nez aktivni
molekula, ktera je pak koncentrovana v obalu ¢astice. V ptipadé modelu jadro-obal (jadro
obohacené o lé¢ivo) vede chlazeni disperze k ptfesyceni 1éCiva rozpuSténé¢ho v lipidu
a dochézi k jeho pfednostnimu srdzeni v jadie Castice. Dalsi ochlazovani nakonec vede

k rekrystalizaci lipidd. Vysledkem je tvorba jadra obohaceného o 1é¢ivo [13].

o - Lipidové jadro L_ipidnvy’r obal
e e = -
- - e - 3 L] 0.- ‘ .. - i .-
s *0 4 - - L = . ot okl =
P S e : ® ax .- o :-
ae ¥ * L] L] S St Bhal
o L = . y.s voe
L] ® s ™ . .. n.
.. o .. L ] L]
Lécivo v homogenni matrici  Qpal obohaceny o 16¢ivo  Jadro obohacené o légivo
(A) (B) (C)

Obrazek 4: Struktura modeltt SLN. Model pevného roztoku (A), model jadro-obal
(obal obohaceny o 1é¢ivo) (B), model jadro-obal (jadro obohacené o 1é¢ivo) (C)
upraveno podle [14]

1.1.3 Nanostrukturované lipidové nosice

Nanostrukturované lipidové nosic¢e (NLC, Nanostructured Lipid Carries) byly vyvinuty jako
nova zlepsena verze lipidovych nanocastic za icelem piekonani potencialnich potizi se SLN.
NLC se skladaji ze smési pevnych a kapalnych lipida, ¢imz vznika ¢aste¢né krystalizovany
lipidovy systém (viz Obr. 5). Lipidova faze se pfipravuje smichanim pevnych lipida
s kapalnymi lipidy (oleji), nejlépe v poméru 70:30 — 99,9:0,1. V disledku pfitomnosti oleje
v téchto smésich dochazi ke sniZeni teploty tani ve srovnani s €istym pevnym lipidem, ale

ziskané smési jsou stale tuhé i pii télesné teploté.
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Zaclenéni oleje do pevné matrice lipidovych nanocastic taktéz zabrailuje procesu
krystalizace a vytvaii nedokonalosti v krystalické mfizce, které umoziuji v porovnani se
SLN pojmout vétsi mnozstvi ucinné latky. Kromé jiz zminéné vyssi enkapsulacni a¢innosti
maji NLC oproti SLN dalsi fadu vyhod jako je napt. lepsi kontrola uvolinovani 1éciva nebo

lepsi stabilita [5], [11], [15], [16].

Pevné lipidové Vrstva
jadro emulgatoru

Obrazek 5 Struktura NLC upraveno podle [17]
Strukturu NLC je dale mozné popsat tfemi typy nanocastic (viz Obr. 6) [7]:

e nedokonaly typ (A),
e amorfni typ (B),
e vicenasobny typ (C).

V nedokonalém typu NLC jsou tuhé a kapalné lipidy smichany v riznych lipidovych
strukturach. Specifické podminky v postupu krystalizace vedou k extrémni neuspotadanosti
tohoto modelu. Nedokonal4 struktura lipidové matrice spociva v pfitomnosti mezery mezi
fetézci mastnych kyselin triacylglycerolu v krystalu, ktera zvySuje schopnost 1é¢iv vstupovat
do matrice. Amorfni typ NLC nemd krystalickou strukturu a brani tak vylouceni
enkapsulovaného 1é¢iva krystalizaci. Ttetim typem je vicendsobny typ, ve kterém je
rozpustnost 1é¢iva v kapalném lipidu vétsi nez v pevném lipidu, ¢imz je 1€¢ivo chranéno pied

pusobenim pevného lipidu [13], [18].

Lipidovy krystal Olejové nanocastice
| -
t’vﬁva - e,
SN .
¢ LéEi 4 B
eave Amorfni lipid Pevny lipid
(A) (8) ©

Obrazek 6 Typy NLC — Nedokonaly typ (A), Amortni typ (B), Vicendsobny typ (C)
upraveno podle [14]
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Nanostrukturované lipidové nosic¢e nasly Siroké uplatnéni ve farmaceutickém i kosmetickém
prumyslu, zejména diky snadné pfipravé, proveditelnosti Skalovani, biokompatibilité,
absenci toxicity, zvySené ucinnosti cileni a moznosti aplikace na konkrétni misto riiznymi

zpusoby podani [15].

1.1.4 Hybridni lipido-polymerni nanoc¢astice

Hybridni lipido-polymerni nanocastice (hLNP) Ize definovat jako integrovany systém
slozeny z nejméné dvou typl materiali, ktery umoziuje dosdhnout vice funkci nebo fesit
omezeni jednoslozkovych nanomateriali. Jedna se o velmi slibny systém pro dodavani 1éciv.
Sklada se z polymerniho jadra obsahujiciho 1é¢ivo, které je obaleno vnitini lipidovou vrstvou

a vnéjsi lipidovou vrstvou obsahujici poly(ethylenglykol) (viz Obr. 7).

Diky vlastnostem lipidi i polymert vykazuji hLNP velkou stabilitu, trvalé uvoliiovani
enkapsulované latky a vysokou biokompatibilitu. Pfi pifipravé hLNP je nezbytna
reprodukovatelnost a pfesnd kontrola vlastnosti nanocastic. Z tohoto diivodu se k piiprave

hybridnich nanocastic hojné vyuziva mikrofluidika [7].

Obrazek 7 Struktura hLNP [19]
1.2 Vlastnosti nosi¢t na bazi lipidi

Jak jiz bylo zminéno vyse, nosice na bazi lipidi jsou velmi uzite¢né jako systémy pro
dorucovani aktivnich latek, zejména diky své biokompatibilité a biodegradabilité [4]. Idedlni
nanocasticovy systém pro podavani aktivnich latek musi vykazovat nasledujici vlastnosti

[20]:
e maximalni biologicka dostupnost 1éCiva,
e cileni na tkan,

e fizena kinetika uvolnovani,
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e minimalni imunitni odpovéd’ organismu,

e schopnost dodavat obtizn¢ dostupné aktivni latky, jako jsou lipofilyni amfifilyni

molekuly 1 biomolekuly,
e dostatecnd kapacita pro enkapsulaci aktivni latky.

I kdyz nosi¢e na bazi lipozoml predstavuji jedinecné vyhody (ochrana léc¢iva pied
enzymovou degradaci, nizké toxicita, flexibilita, biokompatibilita a biodegradabilita,) je
mnoho jejich aplikaci omezeno fadou nevyhod, jako je kratka skladovatelnost, nizka stabilita
a SLN, které 1ze ve srovnani s lipozomy modifikovat tak, aby uvedené nevyhody lipozomu

nevykazovaly [20], [21].

Mezi vyhody SLN oproti lipozomim patii zejména neptitomnost organickych rozpoustédel
pfijejich vyrobé, vynikajici reprodukovatelnost vyroby ve velkém métitku, zvySena stabilita
ucinné latky (diky tuhému lipidovému jadru matrice), vyssi efektivita enkapsulace pro
hydrofobni 1é¢iva (SLN neobsahuji vodné jadro s lipidovou dvojvrstvou jako lipozomy)
nebo schopnost umoznit fizené uvolfiovani a cileni 1é¢iva z SLN pomoci potahovani

¢1 pfipojovani ligandi k jejich povrchu [20].

Mezi dva hlavni problémy spojené se SLN patii Spatné dlouhodobé uchovavani 1éciva a
nizka enkapsulacni u¢innost. Behem skladovani dochazi v lipidové matrici k polymorfnimu
prechodu, coz vede k tvorbé vice uspotadané krystalické mtizky a k postupnému vylucovani
enkapsulovanych 1é€iv. Proto byly nasledné vyvinuty NLC, u nichZ je pevny lipid ¢astec¢né
nahrazen tekutymi lipidy, které poskytuji lepsi stabilitu pti skladovani a diky zhorSené

krystalizaci v pfitomnosti kapalného lipidu 1 vyS$si enkapsulacni G¢innost [7].

Vsechny lipidové ¢astice maji okluzivni vlastnosti, diky nimZ podporuji hydrata¢ni uc¢inek
pripravku, ve kterém jsou obsazeny, na kiizi. Dalsi jejich vyhodnou vlastnosti je schopnost
zvysit chemickou stabilitu sloucenin citlivych na svétlo, oxidaci a hydrolyzu. ZvySeni
chemické stability po inkorporaci do lipidovych nanonosic¢ii bylo prokdzdno u mnoha
kosmetickych aktivnich latek, napt. koenzymu Q10, askorbylpalmitatu, tokoferolu

(vitaminu E) a retinolu (vitaminu A) [11].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

1.3 SlozZeni lipidovych nanocastic SLN, NLC

Lipidy hraji pfi ptipravé nanocastic dulezitou roli, protoze zajistuji pozadované fyzikalni
a chemické vlastnosti a stabilitu. Vybér lipidi je zaloZen na mnoha faktorech, napt. pouzité
lipidy by mély byt biokompatibilni a biologicky odbouratelné a mély by byt schopny
vytvafet ¢astice s nanometrovou velikosti. Dulezity je vybér tuhych i kapalnych lipidi
pouzitych pii formulaci NLC, kdy by nemélo dochazet k rozpousténi pevnych lipida
lipidy by nemély uvoliovat toxicka rezidua, a proto by mély mit nizkou toxicitu. Za ti¢elem
snizeni krystalinity lipidové matrice Ize pouzit i kombinaci riznych pevnych lipidi, ¢imz

dojde ke zvyseni enkapsulace 1éc¢iva.

Dalsi dilezitou slozkou lipidovych nanocastic (LNP, Lipid Nanoparticles) jsou povrchové
aktivni latky (PAL). Jsou vybirany na zakladé hodnoty HLB, zpisobu podani LNP
a modifikace jejich povrchu. Jednim z kritérii pro vybér PAL je také jejich schopnost omezit
chemickou degradaci lipidi. Aby se zabrénilo agregaci castic, je mozno pouzivat
1 kombinaci vice PAL. Cirkulaci 1é¢iv enkapsulovaného do LNP Ize zlepSit modifikaci jejich
povrchu poly(etylenglykolem). Povrchova modifikace zabraiuje vychytdvani Ccastic

retikuloendotelidlnim systémem [22].

1.3.1 SloZeni tuhych lipidovych nanocastic

Tuhé lipidové nanocastice jsou velmi podobné emulzim, kde se jako ndhrada olejové faze
pouzivaji pevné lipidy (0,1-30 hm. %), které se roztavi a smichaji se zahtatou vodnou fazi.
Lipidy pouZivané pti tvorbé SLN jsou tuhé jak pfi fyziologickeé, tak pii pokojove teplote. Na
smés lipidové a vodné faze se plsobi michanim pfi vysoké rychlosti, coz vede k tvorbé
jemnych kapicek dispergované faze v disperznim prostiedi. Pfidanim PAL (0,5 — 5 hm. %)
se snizi mezifazové napéti mezi obéma kapalinami, ¢imZ se sniZi 1 povrchovéa energie,
a vytvoii se stabilni SLN. Pti ptipravé LNP jsou PAL pfidavany pro potiebu stabilizace jako
emulgatory. Jako pfiklady Siroce pouZivanych PAL lze uvést Poloxamer 407 a Tween 80,

které zvysSuji i¢innost SLN pfti podavani 1éciv [11], [20].
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1.3.2 SloZeni nanostrukturovanych lipidovych nosic¢ia

Jak jiz bylo uvedeno, NLC jsou druhou generaci SLN. Oproti SLN maji rozdilné slozeni
lipidové faze, ktera je z Casti tvoiena tuhym a z Casti kapalnym lipidem (olejem). Podobné
jako u nanoemulzi typu O/V jsou hlavnimi slozkami NLC lipidy, PAL a voda. Systém se
stabilizuje pomoci 0,5 - 5% roztokt PAL [15].

Mezi nejéastéji vyuzivané tuhé lipidy patii napt. kyselina stearovd a jeji derivaty,
monoacylglyceroly, pfirodni tuky, ztuzené (hydrogenované) tuky a vosky zivoc¢isného
i rostlinného pavodu. Piiklady lipidi a PAL vhodnych k piipravé NLC jsou uvedeny
v Tabulce [15], [20].

Tabulka 1 Priklady slozek vhodnych pro ptipravu NLC [15], [20]

Pevny lipid Kapalny lipid PAL
Glyceryl behenat Kyselina olejova Poloxamer 188
1-monostearin Jojobovy vosk Tween 80
Karnaubsky vosk Séjovy olej Tween 20
Cetyl-palmitat Triacylglyceroly se sttedné Dodecylsulfat sodny

dlouhym fetézcem

Kyselina stearova

Kukufi¢ny olej

Deoxycholat sodny

Kyselina palmitova

Skvalen

Lecitin
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2 METODY PRIPRAVY LIPIDOVYCH NANOCASTIC

V literatufe je popsana fada technik vyroby SLN a NLC. Mezi tyto metody patii vysokotlaka
homogenizace, metoda mikroemulze, sonikace, emulgacni metoda odpafovani rozpoustédla,
metoda vstfikovani rozpoustédla, metoda dvojité emulze typu voda v oleji ve vodé (V/O/V),
extrakce emulze superkritickou kapalinou, elektrosprejova metoda, metoda hydratace

tenkého lipidového filmu nebo metoda fazové inverze [11], [13], [20].

2.1 Vysokotlaka homogenizace

Vysokotlakd homogenizace (HPH, High Pressure Homogenization) je metoda pfipravy
LNP, pfi niz se za pouziti vysokého tlaku (100 az 2000 bard) protlacuje disperze mezerou
o velikosti n¢kolika mikrometrd, aby se vytvorily ¢astice submikronové velikosti. Vysoké
smykové napéti a kavitaéni sily rozbijeji ¢astice, coz vede ke zmensSeni jejich velikosti. Lze
ji provadét bud’ pti vysoké teploté (vysokotlaka homogenizace za horka — Obr. 8), nebo pii

teploté niz8i nez pokojova (vysokotlakda homogenizace za studena — Obr. 9).

Emulze
' Vodna faze I ‘\‘, Pre-emulze

Lipidova faze rok 1: Zahiati Krok 2: Disperze taveniny . @
Krok 3: Sonikace

lipidové i vodné faze lipidi ve vodné fazi i \

Tuhé lipidové .’_,/
nanofdstice  soiown ——— DL - o 4 s
T -~ Krok 4: Homogenizace

Krok 5: Chlazeni Koloidni emulze

Obrazek 8 Ptiprava SLN metodou vysokotlaké homogenizace za horka upraveno podle
[23]

V prvnim kroku obou procest jsou lipid(y) a aktivni latka(y) zahtaty na teplotu ptiblizné
0 5-10 °C vyssi, nez je teplota tani lipidu, aby se aktivni latka rozpustila nebo dispergovala
v roztaveném lipidu. Koncentrace lipidi se pohybuje v rozmezi 5-20 hm. %. Ve druhém
kroku metody HPH se vodna faze obsahujici amfifilni molekuly ptida k lipidové fazi (pti
stejné teploté, jako je teplota tani lipidu) a pomoci vysokorychlostniho michaciho zatizeni
se ziska horka pre-emulze. Nasledné je lipid vytlacovan za vysokého tlaku izkym prostorem
(n€kolik mm) 3 az 5x, coz zavisi na sloZeni a pozadovaném produktu. Tato metoda ma vSak
urcité nevyhody, jelikoZ ji nelze pouZit pro 1éciva citliva na teplo z divodu jejich degradace

a zvySeni tlaku pfi homogenizaci ¢asto vede ke zvétSeni velikosti ¢astic. Tato omezeni vSak
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lze prekonat pouzitim HPH za studena. Pfi tomto postupu prvni krok zahrnuje vytvoteni
suspenze tajiciho lipidu a 1€Civ, po niz nasleduje rychlé ochlazeni v suchém ledu a kapalném
dusiku. Ve tietim kroku se praSek pfevede na mikroc¢astice mletim. Nasledné se mikrocastice
disperguji ve studeném vodném roztoku PAL. V poslednim kroku se pro vytvofeni SLN
obvykle provadi HPH po dobu 5 cyklu pti tlaku 500 bart [20].

Lipidové mikro&dstice N
Disperze

: jemného prasku

Lipidova faze e
3 h
Krok 1: Zahfati Hioke R?c, o
ochlazeni  Krok 3: Rozemleti

Krok 4: Homogenizace
Tuhé lipidové | ..
nanocastice :

Obrazek 9 Piiprava SLN metodou vysokotlaké homogenizace za studena upraveno podle
[23]

Tato technika ma ve srovnani s ostatnimi metodami mnoho vyhod, napt. nepfitomnost
organickych rozpoustédel a kratkou dobu vyroby. Tuto metodu Ize povazovat za primyslové

nejproveditelngjsi [11].

2.2 Metoda mikroemulze

Pti pripravé LNP touto metodou se nejprve pripravi mikroemulze smichanim taveniny lipidd
se smési 1é¢iva, PAL a ko-surfaktantu, ktera je pfedehtata na teplotu rovnajici se bodu tani

lipidQ a nasledné je ziskana mikroemulze rozptylena ve vod¢ o teploté mezi 2-10 °C [20].

Horké emulze

;58 | Vodna faze 8 /
o e
[} ! = /I
Lipidova faze Krok 1: Zahfati o\ 5. pisperze roztavenych Krok 3: Disperze ve
lipidii ve vodné fazi studené vodé

Obrazek 10 Ptiprava LNP metodou mikroemulze upraveno podle [23]
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2.3 Sonikace

Tato metoda je zaloZena na principu zmensovani velikosti ¢astic pomoci zvukovych vin. Pti
této metod¢ se soucasn¢ pouziva homogenizace za vysokého tlaku a ultrazvuk, aby se

ptipravily SLN o velikosti v rozmezi 80-800 nm (viz Obr. 9) [20].

Emulze

;:
‘ Pre-emulze Tuhé lipidové

L — nanoééstice
N ) — £ /
E i |
f— ' —
| Vodna
faze ;
Krok 1: .
Zahiati 1{13{310‘? Dispergace lipidové Krok 3: Postupné
Lipidova faze avodné faze  taveniny ve vodné fazi Sonikace ochlazovani
(lipid + 1é¢ivo) pomoci vysokosmykového

Obrazek 11 Ptiprava SLN metodou sonikace upraveno podle [20]
2.4 Emulga¢ni metoda odparovani rozpoustédla

V pfipadé této metody ptipravy LNP jsou nejprve rozpustény lipidy v organickém
rozpoustédle, které neni misitelné s vodou (napt. v cyklohexanu, dichlormethanu, toluenu
nebo chloroformu). Nasledné dojde k emulgaci ve vodné tazi obsahujici povrchové aktivni
latku. K odstranéni rozpoustédla z emulze se pouzivd odpafovani za snizené¢ho tlaku.
Vytvoiend preemulze se podrobi sonikaci. Poté se disperze ochladi na pokojovou teplotu,
aby se ziskaly vodné disperze LNP (viz Obr. 10). Tato metoda je spojena s rychlym
a jednoduchym vyrobnim procesem. Na druhou stranu zahrnuje pouZiti organickych
rozpoustédel a vznikla suspenze je zifedéna a vyzaduje dal$i odpafovani nebo ultrafiltraci.
Velikost ¢astic vzniklych LNP se mtze lisit v zdvislosti na pevném lipidu a povrchové

aktivni latce [13], [24].

Povrchové aktivni
latka rozpusténa

/\‘c vodni fazi
&

N e D

Sonikace Michani a chlazeni

Lipidova faze rozpusténa
v organickém rozpoustédle

Obrazek 12 Schématické znazornéni piipravy NLC emulgacni metodou odparovani
rozpoustédla upraveno podle [24]
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2.5 Metoda vstrikovani rozpoustédla

Pti pripravé LNP touto metodou jsou nejprve lipidy rozpustény v organickém rozpoustédle
anasledn¢ jsou rozpusténé lipidy vstiiknuty injek¢ni jehlou do vodného roztoku s povrchové
aktivni latkou nebo bez ni, ktery je neustidle michan. Parametry procesu piipravy nanocastic
pfi této metode€ zahrnuji povahu vstfikovaného rozpoustédla, koncentraci lipidd, vstfikované

mnozstvi roztoku lipidu, viskozitu a diftizi rozpusténych lipida do vodné faze [20].

2.6 Metoda dvojité emulze typu voda v oleji ve vodé (V/O/V)

Tato metoda je pouzivana piedevS§im pro piipravu SLN s obsahem hydrofilnich 1éciv
a s biologickymi molekulami, jako jsou napf. peptidy. Tuhé lipidové nanocéstice jsou
vyrabény z vicenasobnych emulzi typu V/O/V technikou difuze rozpoustédla ve vodné
emulzi, kdy je aktivni latka rozpusténa ve vnitini fazi vicendsobné emulze V/O/V a lipidy
jsou rozpustény v organické fazi misitelné s vodou. Nasledné jsou SLN vyrabény fedénim
emulze V/O/V ve vodé. To vede k difuzi organického rozpoustédla do vodné faze
ak vysrazeni SLN (viz Obr. 11). Proces pfipravy touto metodou ovliviiuje povaha

rozpoustédla a interakce hydrofilniho 1é¢iva s rozpoustédlem a pomocnymi latkami [20].

o Primarmi V/O/V Tuhe lipid_m'é
Roztok léciva Primarni V/O emulze emulze nanodastice
Lipidovy material — — M
é a
| -
! =] — _—._—;‘.‘-ﬁj/f‘ E;:Q ~2
i ‘ | — i
| | |
alolo 0 o0 ggoo
o500 6o Sb <333 0009 009
L% %% %°0°J (02 dgovlo0o?) 2009000,
0500003 008 0000000 Q09 5000% 7
2090090 0°
Krok 2: Krok 3: Krok 4:
Dispergace roztoku Dispergace Srazeni
Krok 1: 1éciva v lipidové primarni en’ml'/c‘ ochlazenim
Zahfati lipidového materialu taveniné v 5e}\u;1d_-.'m_n
: vodne fazi

a vodné faze s roztokem léciva

Obrézek 13 Ptiprava SLN metodou dvojité emulze typu V/O/V upraveno podle [20]
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2.7 Extrakce emulze superkritickou kapalinou

Jedna se pomérn¢ o novou metodu, ktera se pouziva k ptipravé SLN. Tato metoda vyuziva
k extrakci rozpoustédla z emulze typu O/V nadkritickou kapalinu, jako je napt. oxid uhlicity
(viz Obr. 12). Nevyhodou oxidu uhli¢itého je jeho neschopnost rozpustit fadu 1é¢iv. Z tohoto
divodu se jako alternativa k této metodé¢ pouzivd metoda srdZeni superkritickym

antisolventem [13].

Lipidové faze
(lipid + 1&8ivo) ] (
| \ e
; | _H _ Extrakce
| | emulze
+ |7 I [_ A . superkritickou
- m Krok 3: kapalinou
3 D
. Homogenizace /Z_"v; |
Vodna fize 15;'01\' 2 : =3 —
vorba emulze . o 11
emulze
[
I
Krok 1: Koloidni emulze |
Zahiéti li_pi_t_ios-'é Extrakcni kolona
a vodné faze Tok SCF _J

Superkriticka
kapalina (SCF)

Krok 5:
Shér tuhych
lipidovych nano¢astic

Obrazek 14 Ptiprava SLN metodou extrakce emulze superkritickou kapalinou upraveno
podle [20]

2.8 Elektrosprejova metoda

Jedna se o relativné novou techniku ptipravy SLN, pfi niz je vyuZita elektrodynamicka
atomizace k vyrob¢ uzce rozptylenych sférickych SLN, jejichz velikost je mensi nez 1 um.

Pti této metodé jsou SLN ziskavany pifimo ve formeé prasku [20].

2.9 Metoda hydratace tenkého filmu s naslednou sonikaci

V ptipadé této metody jsou tuhé lipidy, kapalné lipidy a léciva rozpuStény ve vhodném
organickém rozpoustédle, které je pozdéji odstranéno vakuovym odpatfenim. Pro vytvoteni
vrstvy smiSenych lipidovych filml Ize pfidat vodny roztok PAL. Pomoci sondy pro

ultrazvukovou dispergaci jsou nasledn¢ vytvoreny malé a rovnomérné NLC. Tato metoda se
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nejcasteji pouziva pro svou jednoduchost a prakti¢nost a pro ptipravu malych, stejnorodych
¢astic. Nevyhodou této metody je mozna ptitomnost zbytkl rozpoustédel v produktu, které

mohou zptisobit toxikologické problémy [25].

2.10 Metoda fazové inverze

Za stalého michani se vytvofi smés lipidi, 1é¢iva, vody a PAL. Tato smés je nasledné
vystavena tfem cykllim zahiivani a ochlazovani (85-60-85 °C). V dalSim kroku je systém
ziedén studenou vodou (0 °C), coz vede k vytvoreni NLC fazovou inverzi. Mezi vyhody této
metody patii absence organickych rozpoustédel a vhodnost jejiho pouziti pro
termosenzitivni 1é¢iva. Nevyhodou je, ze proces piipravy NLC touto metodou je

zdlouhavy [25].
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3 BIOAKTIVNI LATKY S ANTIOXIDACNIM UCINKEM

Pti metabolismu kysliku v bunikach vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen
Species). Za fyziologickych podminek ROS opakované vznikaji a jsou odstraovany
prostiednictvim systému odstrafiujicich ROS, aby byla zachovana redoxni homeostdza.
Nartst oxida¢niho stresu mulze byt iniciovan fadou wvnitinich a wvnéjSich faktora.
K nejvyznamnéjsim vnéjSim faktorim patii ultrafialové (UV, Ultraviolet) zéfeni, které je
jednou z hlavnich pfi€in vnéjSiho starnuti, protoze podnécuje vznik ROS ptimo v kizi.
Zména redoxni rovnovahy vede ke zménéné produkci ROS, ¢imz dochdzi k oxida¢nimu
stresu, jehoz plsobenim dochézi k poskozeni bunck, naruseni bunécné signalizace,
k oxidaénimu poskozeni proteinti, nukleovych kyselin a lipoperoxidaci. ROS mohou
zpisobovat onemocnéni jako jsou kardiovaskuldrni choroby, rakovina nebo diabetes [26],

[27], [28], [29].

Jednou z moznosti, jak potlacit Skodlivy vliv oxida¢niho stresu na kiizi je zaclenéni latek
s antioxida¢nimi UCinky (antioxidanty) do kosmetickych pfipravki. Antioxidanty jsou
molekuly nebo slouceniny, které se vazou na volné radikdly, neutralizuji a deaktivuji jejich
aktivitu, ¢imz chrani pted oxida¢nim stresem a poskozenim bunék. Antioxidanty mohou byt
syntetického nebo ptirodniho ptivodu a v kosmetickych ptipravcich se pouzivaji oba typy.
Mezi syntetické antioxidanty patfi napf. butylhydroxyanizol nebo butylhydroxytoluen.
Syntetické antioxidanty jsou Siroce pouZivany, jelikoZ je jejich vyroba levna. Vyzkumy vSak
naznacuji, Ze jejich nadmérné uzivani miiZze predstavovat zdravotni rizika. Z tohoto diivodu
roste preference antioxidantll ptirodniho pivodu, které se ziskéavaji z rostlinnych extraktt
a patfi sem napf. karotenoidy, polyfenoly, flavonoidy, flavanoly, flavanoly a stilbeny [27],

[29], [30], [31].

3.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou vysoce nenasycené, Cervené, oranzové nebo zluté pfirodni pigmenty
rozpustné v tucich. Jsou zodpovédné za zbarveni fady fotosyntetickych organismi. Ackoliv
hraji dlezitou roli pti fotosyntéze, jsou piitomny i v nefotosyntetickych rostlinnych tkanich,
houbach a bakteriich. U Cervenych, hnédych a zelenych tas jsou diillezitymi slou¢eninami,
jejichz ucelem je ochrana pied fotooxidacnimi procesy. Karotenoidy jsou zodpovédné za
zbarveni riznych fotosyntetizujicich organismi a taktéZ jsou ucinnymi antioxidanty.
Synergické interakce karotenoidll s jinymi antioxidanty mohou zvysit antioxida¢ni G¢innost

smési ve srovnani s jednotlivymi slouceninami. Rada bioaktivnich slou€enin, vcetné
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karotenoidl, mé nizkou stabilitu, Spatnou vstfebatelnost a omezenou biologickou
dostupnost. Z tohoto divodu se vyuziva technika nanoenkapsulace, diky niz si tyto
slouceniny zachovaji ptivodni vlastnosti béhem zpracovani a skladovani [26], [32], [33],

[34], [35].

Karotenoidy maji strukturu tetraterpenu a vétSina se skladd z osmi isoprenovych jednotek
tvotené pateti o Ctyficeti atomech uhliku. Jejich obecna struktura je bézné tvorena dlouhym
polyenovym fetézcem s 8 az 13 konjugovanymi dvojnymi vazbami a koncovymi skupinami
po obou stranach polyenového fetézce. Pravé dlouhy polyenovy fetézec se strukturou
konjugovanych dvojnych vazeb tvoii chromofor molekuly karotenoidu, ktery je zodpovédny
za jejich barevné i pigmentacni vlastnosti. Karotenoidy absorbuji svétlo ve viditelném

rozsahu 400-500 nm elektromagnetického spektra [26], [33].

Karotenoidy maji vyznamné terapeutické vyuziti, napt. pro zlepSeni imunitniho systému
a prevenci neurodegenerativnich onemocnéni. Velkd pozornost jim je vSak vénovana
zejména diky schopnosti zhéSet singletovy kyslik a vychytavat volné radikaly. Vzhledem
k tomu, Ze jejich tripletové energetick¢é hladiny lezi blizko energetickym hladindm
singletového kysliku jsou karotenoidy fazeny mezi nejucinnéjsi fyzikdlni zhasece
singletového kysliku. Neutralizace singletového kysliku je obecné zalozena na preméné
karotenoidi. Mechanismy vychytavani radikali karotenoidy jsou: 1) pfenos elektront, jehoz
vysledkem je kationt nebo aniont karotenoidového radikalu, 2) adice radikéalu a 3) odstranéni

allylového vodiku za vzniku neutralniho karotenoidového radikalu [26].

Antioxidacni aktivita 1 jejich biologické vlastnosti jsou vyznamné ovlivnény délkou
polyenového fetézce, pritomnosti funkénich skupin a jejich umisténi (napt. a a p),
glykosylaci hydroxylové skupiny, esterifikaci s mastnymi kyselinami, acyklickou
a cyklickou strukturou a (E)- nebo (Z)-konfiguraci. Vys$si antioxida¢ni potencidl maji
karotenoidy s keto funkénimi skupinami (napf. kanthaxanthin) nez hydroxy derivaty (napf.

zeaxanthin) [26], [36].

Karotenoidy lze klasifikovat do dvou skupin na karoteny a xantofyly. Mezi karoteny patii
a-karoten, -karoten (prekurzor vitaminu A), y-karoten a lykopen a jedna se o uhlovodiky.
V pfirod¢ se vyskytuje asi 50 druhti karotenti. Na druhé stran¢ xantofyly jsou karotenoidy
obsahujici v molekulach atomy kysliku jako hydroxylové, karbonylové, aldehydové,
karboxylové, epoxidové a furanoxidové skupiny. Nekteré xantofyly jsou pfitomny ve forme

esterd mastnych kyselin, glykosidi, sulfat a proteinovych komplexi a jejich struktura je
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znaén€ rozmanitd. Mezi xantofyly patfi B-kryptoxantin, lutein, fukoxantin, peridinin,

zeaxantin a astaxantin [26], [33].

3.1.1 Astaxantin

Astaxanthin (3,3'-dihydroxy-B-karoten-4,4'-dion, AST) je karotenoid patfici mezi xantofyly
s 13 konjugovanymi dvojnymi vazbami. Jedna se o vysoce lipofilni molekulu. AST je
oranzov¢ az cervené zbarveny pigment vyskytujici se v riznych mikroorganismech
a motskych zivoc¢iSich. AST se pfirozené vyskytuje v riznych stereoizomerech,
tj. ve volném stavu a v esterifikované¢ formé. Komeréni AST pochazi piedev§im
z Haematococcus pluvialis, kvasinek Phaffia a z chemické syntézy, ale ziskava se taktéz
pomoci extrakce z krevet, krabt, losost a dalSich pfirodnich zdroji. Za nejlepsi zdroj AST
je povazovan pravé Haematococcus pluvialis, cozZ je zelend mikrotasa, kterd akumuluje jeho
vysoky obsah za stresovych podminek jako je napt. vysokd salinita, nedostatek dusiku,

vysoka teplota a svétlo [37], [38].

Molekula AST se skladd ze dvou koncovych B-iononovych kruhii spojenych linedrnim
polyenovym fetézcem. Oba kruhy obsahuji dvé polarni funkéni skupiny, a to hydroxylové
skupiny (—OH) umisténé na dvou asymetrickych uhlicich C3 a C3’ a keto skupinu (=O)
zndzornén na Obrazku 13. V zavislosti na konfiguraci hydroxylovych skupin na
asymetrickych uhlicich C3 se v pfirodé vyskytuji rizné konfigura¢ni izomery AST.
Nejcastéji se vyskytuji enantiomery 3R, 3'R a 3S, 3'S a méné Casto se vyskytuje mezoforma
3R, 3'S. Pfitomnost hydroxylovych skupin v kruzich umoznuje esterifikaci AST za vzniku
mono- nebo diestertl. Esterifikovany AST je pak vice odolny vii¢i teplotnim vykyvim

a fotochemickym reakcim (tj. fotolyze a fotooxidaci) nez volny AST [37], [38], [39].

Obrazek 15 Vzorec AST [40]

Jak jiz bylo zminéno vySe, volné radikaly a ROS vznikajici pfi b&€Zném aerobnim
metabolismu a v organismech mohou zpiisobovat oxidaéni poSkozeni. Tyto molekuly

mohou byt inhibovany endogennimi a exogennimi antioxidanty, jako jsou karotenoidy,
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atedy i AST. Mechanismus antioxida¢niho ucinku spociva v tom, ze molekuly AST
neutralizuji singletovy kyslik, vychytavaji volné radikdly a/nebo ukoncuji fetézovou reakci
volnych radikal a inhibuji peroxidaci lipidd v Zivych organismech. Dva atomy kysliku
na koncovém cyklohexenovém kruhu AST tvoii stabilni chelatové komplexy s kationty
kovi, jako jsou napt. Ca*", Cu?", Zn*", Pb*", Cd** a Fe?’, které jsou lepsimi donory
a akceptory elektronii nez AST. Kationty kovii vedou ke zméndm v absorpcnim spektru a ke
zlepseni u¢innosti AST. Ve své studii Cai a kol. [37] uvadéji, Ze pti komplexaci s Cu*" a Zn**
vykazuje AST lepsi antioxidacni schopnost, zabranuje unfoldingu v glykovaném lidském
sérovém albuminu (gHSA) a zvySuje stabilitu proteinti gHSA 1 lidského sérového albuminu
(HSA). Mimo to uvadéji, ze za tyto antioxidacni vlastnosti je zodpovédna unikatni
molekularni struktura AST. Ve srovnani s jinymi karotenoidy poskytuje AST lepsi
antioxidacéni aktivitu, protoZe je schopen vychytavat volné radikaly jak z vnitini, tak z vné;si
strany bunééné membrany, tj. hydrofilni fosfatové skupiny na vnéjsi stran¢ a hydrofobni
polyenovych uhlikovych fetézcl na vnitini strané lipidové dvojvrstvy bunééné membrany —

viz Obr. 14:

Hydrofilni hlavicky (intracelularni)

jﬁﬁdﬁ’-)ﬁﬁb

AST

Hydrofobni Lipidova
fetézce dvojvrstva

(QQQQQ(QQ

./\&_I Hydrofilni hlavicky (extracelularni)
Vitamin C ¢ o?

Obrazek 16 Pozice AST v buné¢né membrané upraveno podle [37]
AST, ktery ucinnégji chrani membranové fosfolipidy a dalsi lipidy pied peroxidaci, je dosud
nejsilngj$im nalezenym piirodnim antioxidantem. Jeho antioxidacni aktivita je ptiblizné
desetkrat vyssi nez zeaxantinu, luteinu, tunaxantinu, kantaxantinu, B-karotenu a asi stokrat
vys$$i nez a-tokoferolu. Vyzkum taktéz ukdzal, ze uCinek antioxidacni aktivity se lisi
v zavislosti na optické R/S a geometrické E/Z izomerii a zda se jedna o esterifikované nebo

volné formy AST, pficemZ potadi antioxida¢ni aktivity AST je nasledujici: 92 AST > 13Z
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AST > E AST a S AST > R AST, zatimco antioxida¢ni aktivita esterifikovanych a volnych
forem ptirodnich AST je stale predmétem diskusi [37], [41].

rrrrr

v biologickych systémech. AST zpomaluje genovou expresi naslednych zanétlivych
mediatord, jako jsou interleukiny, tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a) a mezibunécna
adhezni molekula 1. AST inhibuje signéalni drahu zavislou na jaderném faktoru-«B vedouci
k regulaci transkripce zanétlivych gent. Taktéz omezuje produkci zanétlivych mediatort
tim, Ze inhibuje aktivaci nebo potlacuje degradaci enzymu cyklooxygenazy-2 a oxidu
dusnatého v mikrogliovych buitkdch BV2 stimulovanych lipopolysacharidem. Kromé toho
muze AST modifikovat nékteré dulezité apoptotické proteiny prostiednictvim anti-
apoptotickych nebo pro-apoptotickych ucinkit a nésledné¢ piedchazet souvisejicim

onemocnénim nebo je 1éc¢it [37].

Potencialni klinické vyuziti AST zahrnuje prevenci a 1écbu onemocnéni spojenych s ROS.
Byly studovany jeho protinadorové, kardioprotektivni, antidiabetické, hepatoprotektivni,
imunomodulacni a neuroprotektivni aktivity. PouZiti ptirodniho AST jako barviva krmiv pro
zvifata a vodni organismy bylo schvaleno riiznymi agenturami, jako je Utad pro kontrolu
potravin a lé¢iv (FDA) a Evropskd komise. Pfirodni zdroje bohaté na AST, pfedevsim
Haematococcus pluvialis se vyuzivaji jako dopln€k stravy regulovany Evropskou komisi.
V kosmetickém priimyslu 1ze AST vyuZzivat zejména pro jeho schopnost sniZit syntézu oxidu
dusnatého a apoptozu keratinocytli, ochranu kozni buiiky pied poSkozenim vyvolanym UV
zatenim, regulaci aktivity enzymi matrix metaloproteinazy-1 a elastazy koZnich fibroblasti.
To vSe zpomaluje starnuti kiize, reguluje oxidacéni stres a inhibuje zanétlivé cytokiny [37],

[38], [42].

Aktivni konjugované dvojné vazby sice propijcuji AST silnou antioxidacni schopnost, ale
jsou také nachylné k oxidaci a snadno se rozkladaji. Stabilitu AST mulze ovlivnit fada
podnéth z prostiedi béhem zpracovani a pouziti, jako je teplota, kyslik, svétlo a pH. Byla
provedena fada stabilitnich studii napf. Armenta a Guerrero-Legarreta [43] zkoumali
stabilitu pfirodnich a syntetickych AST a uvedli, ze vzduch a plné svétlo jsou dva jednotlivé
faktory s nejvétsim vlivem na oxidaci AST. Po 8 tydnech bylo 97 % pitirodniho a 88 %
syntetického AST oxidovano plnym svétlem a vzduchem pii 45 °C. V procesu oxidacni
degradace muze AST podléhat reakcim, jako je izomerizace a oxida¢ni naruSeni
konjugovanych dvojnych vazeb, které ovliviiuji jeho biologické ucinky. Obvykle je v ptirodé

nejvice zastoupen E stabilni izomer AST, zatimco Z-izomer je méné dostupny. Obsah Z-
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izomeru se vSak zvySuje pii pusobeni nepfiznivych faktori béhem zpracovani nebo
skladovani, jako je teplo a osvétleni. Chemickou nestabilitu mohou taktéz zpiisobovat zmény
hodnoty pH, v jejichz zavislosti se méni struktura molekul AST. Spatna stabilita
arozpustnost muze negativné ovlivnit prostup IéCiva/aktivni latky pies biologické
membrany a vede k nizké u¢innost absorpce AST do lidského krevniho ob&hu, coz omezuje
pouziti AST ve funk¢nich potravinach, kosmetickém i farmaceutickém primyslu. AST ma
také intenzivni zapach a chut, které je obecné nutné redukovat. Jsou vyvijeny systémy
dodavani aktivnich latek s cilem vyfesit problémy s formulaci vyvolané nizkou stabilitou,
kontrolou uvolilovani u¢inné slozky a/nebo zlepsenim biologické dostupnosti zivin. Lze
dosahnout takovych cilenych dodavacich systémi pro dodani AST do specifickych oblasti
téla nebo selektivnéji zacilit na specifické tkané a buiiky. Jako potencidlni vhodné systémy
pro dodavani AST na cilené misto lze uvést NLC, SLN, emulze, liposomy, polymerni

nanocastice, micely nebo gely [37], [38], [42] [44].

3.2 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou meroterpeny s arylovou substituci. Obecné se jednd o skupinu
biologickych sloucenin, které se vazou na kanabinoidni receptory. Nejcastéji pochazeji
zrostlin rodu Cannabis. Na zakladé plvodu lze kanabinoidy rozdé€lit do tii skupin:
fytokanabinoidy, endokanabinoidy a syntetické kanabinoidy. Fytokanabinoidy jsou
pfitomny ve stoncich, listech, kvétech a semenech rostliny a také v pryskyfici vylu€ované
samici rostlinou. Doposud byly izolovany a identifikovany stovky kanabinoidd, z nichz
nejznaméjsi jsou fytokanabinoidy tetrahydrokanabinol (THC), ktery je zodpovédny
za psychoaktivni G€inky konopi, a canabidiol (CBD) [45], [46] [47].

Biologické tcinky kanabinoidii se projevuji interakci s endokanabinoidnim systémem, coZ
je signalni systém zalozeny na lipidech, ktery se sklada z ligandi, jez se vazou na
kanabinoidni receptory. Tento systém je nezbytny pro riznorodé¢ mozkové funkce, jako jsou
rovnovahy nalad a energetické rovnovahy nebo uceni a pamét’, ale méa rovnéz vliv na imunitu
nebo pocit bolesti. Kanabinoidy uc¢inkuji tak, ze v rdmci endokanabinoidniho systému
stimuluji dva receptory — kanabinoidni receptor typu 1 (CB1) a typu 2 (CB2), pfi¢emz

vétsina koncovych Uc€inkt kanabinoidi, vEetné psychotropnich latek, je zptisobena aktivaci

wevr

Kanabinoidy jsou proslulé svymi psychotropnimi a fyziologickymi u¢inky. THC a n¢které

syntetick¢ analogy se pouzivaji terapeuticky, napf. pii nevolnosti a zvraceni po
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stimulator chuti k jidlu u pacientd s HIV/AIDS nebo s rakovinou, ale také pii 1écbé
onemocnéni jako je astma a glaukom. V klinickych studiich prokézaly kanabinoidy mirnou
az silnou ucinnost na chronickou bolest, zavislost na opioidech, Tourettiv syndrom

nebo roztrousenou sklerézu [46], [47].

3.2.1 Kanabidiol

Kanabidiol (CBD) je nepsychoaktivni fytokanabinoid, ktery se pfirozen¢ vyskytuje
v rostlin€ konopi seté (Cannabis sativa). Chemicka struktura CBD je zndzornéna na Obr. 15.
zna¢na pozornost zejména ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinaiském primyslu

[49], [50], [51].

Obrézek 17 Chemicka struktura CBD [52]
CBD se jevi jako slibné 1é¢ivo jak neurologickych onemocnéni (epilepsie, roztrousena
skler6za, Parkinsonova a Alzheimerova choroba, neuropaticka bolest), tak 1 koZnich

onemocnéni, véetné koptivky, lupénky nebo akné [49], [50].

Jako antioxidant reguluje CBD redoxni stavy bun¢k tim, Ze sniZuje tvorbu ROS a zvySuje
hladinu a aktivitu neenzymatickych 1enzymatickych endogennich antioxidant
na transkripcni Grovni. Giacoma a kol. [53] ve své studii uvedli, Ze extrakt z konopné vody
obsahujici CBD, kyselinu kanabidiolovou a rutin chrani lidské fibroblasty a keratinocyty

pted cytotoxicitou a apoptdzou vyvolanou oxida¢nim stresem.

Co se tyka stability, mtize CBD degradovat pisobenim svétla, zvySeni teploty nebo kysliku.
JelikoZ je CBD vysoce lipofilni molekula, mé tendenci se hromadit v horni vrstvé kize,
a Spatn¢ pronika do jejich hlubsich vrstev. Z téchto divodi je pro aplikaci CBD pouZivano
systému pro podavani lé€iv, jako jsou napft. liposomy, polymerni nanocastice nebo lipidové
nanocastice, které¢ zvySuji G€innost priniku CBD na cilené misto a zlepSuji jeho stabilitu

[49].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Jelikoz ma mnoho aktivnich latek lipofilni povahu, je jejich cilené podavani na urcité misto
naro¢né. Jednim ze zplsobu, jak tento problém piekonat, je enkapsulace téchto latek do
syntetickych nanonosic¢i, kterd mize u¢inné zabranit jejich degradaci a zajistit jejich lepsi
biodistribuci. Nékteré typy nanocastic, naptf. polymerni nanocastice, jsou vSak casto
spojovany s moznymi cytotoxickymi vedlejsimi ucinky. Tuhé lipidové nanocastice (SLN)
a nanostrukturované lipidové nosice (NLC), které se piipravuji z fyziologicky inertnich
lipidi, se proto ukdzaly jako idedlni strategie, jak obejit problémy s toxicitou a vyhnout se
pouziti organickych rozpoustédel v jejich formulacich [54]. Tato ¢ast diplomové prace se
bude vénovat soucasné problematice lipidovych nananocéstic s enkapsulovanym

antioxidantem.

V roce 2023 Lopez a kol. publikovali praci zamétenou na SLN a NLC pfipravené syntézou
pomoci mikrovln a ultrazvuku. Ve své studii uvedli, Ze obé syntézy ptedstavuji jednoduché,
rychlé, bezpecné a ziskové technologie, které z hlediska Skalovani nabizeji slibné moznosti

pro vyvoj a vyrobu stabilnich, monodisperznich nanosystémii.

Bylo zjisténo, ze mikrovinnd syntéza nabizi moznost ovliviiovat slozeni pfipravovanych
nanocastic lokalizovanym zpisobem, coz zpisobuje, zZe tepelna energie se prenasi z vnitrku
jadra ¢astic do vnéjsiho prostiedi a podporuje tvorbu nanostruktur, ¢imz se dafi zabranit
jejich koalescenci. Intenzivni ultrazvukové vinéni zase poskytuje jedine¢né podminky pro
formulaci prostfednictvim akustickych kavitaci. Pouziti ultrazvuku, samo o sobé nebo
v kombinaci s jinymi enkapsulacnimi pfistupy, umoZziuje rychlou a ucinnou tvorbu
lipidovych nanocastic. Déle bylo uvedeno, Ze po pouziti ultrazvuku doslo ke zlepSeni
fyzikéalné-chemickych parametrt ¢astic, jako je velikost a polydispersita (PdI), a ovlivnilo
také enkapsulaci a profil uvoliovani aktivnich latek. V neposledni fad€ bylo prokéazano, ze
tyto typy nanocastic formulované pomoci uvedenych technik maji pozitivni vliv na funkcni
vlastnosti riznych enkapsulovanych molekul, jako je napf. rozpustnost, dostupnost a profil
uvoliovani. Autofi v§ak upozoriiuji, Ze se jednd o nové postupy, a tudiZ je nutné pokracovat

ve vyzkumu, ktery by podpofil dosud ziskané vysledky [54].

Jiwankar a Sabale v roce 2023 vydali studii zabyvajici se potencidlem NLC pfi1 peroralnim
podavani Spatné rozpustnych 1é¢iv. Perordlni podani je jednim z nejpreferovanéjSich
zpisobil podani, protoze je pohodlné a bezpecné. Autotiuvedli, Ze NLC jsou slibnymi nosici

pro podavani 1éCiv peroralni cestou, protoze zlepSuji jejich biologickou, obchazeji
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metabolismus prvniho prichodu a inhibuji mechanismus vyplavovani 1é¢iv z P-
glykoproteinu. Lipidy pouzité pii formulaci NLC jsou biokompatibilni a biologicky
odbouratelné, a proto vykazuji nizkou toxicitu. Mimo to enkapsulace 1é¢iva v NLC pomaha
zvySovat peroralni absorpci 1é¢iva tim, ze prodluzuje dobu stfevniho tranzitu [22].

Morakul a kol. v roce 2023 vydali studii, jejiz cilem bylo enkapsulovat extrakt z kanabidiolu
podani. Bylo uvedeno, Ze vzorky byly piipraveny s pouzitim cetylpalmitatu jako pevného
lipidu a jako kapalny lipid byly pouzity tii rtizné oleje, vcCetné Transcutolu® P,
triacylglycerolli se stiedné¢ dlouhym fetézcem (MCT) a kyseliny olejové. NLC byly
stabilizovany pomoci Tego® Care 450 (TG450) nebo poloxameru 188 (P188). Extrakt CBD
byl enkapsulovéan v koncentraci 1 hm. %. Jako metoda ptipravy byla zvolena vysokotlaka
homogenizace. Ve vysledcich studie autofi uvedli, Ze NLC s CBD byly Gspé$né pfipraveny
se 100% enkapsulac¢ni Gi¢innosti. VSechny formulace vykazovaly velikost ¢astic v rozmezi
160 az 200 nm s PdI < 0,10. Typ pouzité PAL a oleje ovlivnil velikost ¢astic, {-potencial
a krystalinitu vzorkl, kdy NLC s CBD stabilizované pomoci TG450 vykazovaly po vyrobé
a skladovani pii 30 °C po dobu 30 dnti vyssi krystalinitu ve srovnani se vzorky stabilizovany
pomoci P188. Enkapsulace extraktu CBD v NLC zvysila jeho chemickou stabilitu po
vystaveni simulovanému sluneénimu zateni (1000 kJ/m?) v porovnani s extraktem CBD
v ethanolovém roztoku. NLC s CBD piipravené z MCT a kyseliny olejové vykazovaly
pomalejsi uvolilovani CBD ve srovnani s uvoliiovanim z Transcutolu®. U vzorkt byla taktéz
testovana cytotoxicita extraktu CBD na bunécné linii lidskych fibroblastii a na bunééné linii
lidskych imortalizovanych keratinocytii. Bylo zjisténo, Ze cytotoxicita se enkapsulaci
do NLC snizila. Protizanétliva aktivita extraktu CBD testovana na makrofazich RAW264.7

byla zvySena enkapsulaci CBD do NLC pfipravenych z MCT a kyseliny olejové [49].

Ngoc-Bich-Dao Vu a kol. v roce 2024 publikovali studii, kterd si kladla za cil navrhnout
NLC s enkapsulovanym AST, které by bylo mozno vyuZzivat k ochrané kiize pacientt pred
ionizujicim zafenim béhem radioterapie. NLC s enkapsulovanym AST byly pfipraveny
kombinovanou metodou homogenizace za tepla a sonikace. U pfipravenych vzorkll byla
testovana cytotoxicita pomoci kolorimetrického testu MTT, déale byla zkoumana
radioprotekce pro buniky lidskych fibroblastii in vitro na zaklad¢ urovné ROS, poskozeni
DNA a bunécné smrti zplisobené ozafenim rentgenem. Mimo to byla radioprotekce taktéz
hodnocena in vivo na zékladé vzhledu a histologické struktury ozéarené kiize. Autofi

ve vysledcich studie uvedli, Ze byly uspésné ptipraveny NLC s enkapsulovanym AST
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s prumérnou velikosti ¢astic 114,4 nm, (-potencidlem —34,1 mV a ucinnosti enkapsulace
85,67 %. Po ozareni rentgenovym zatenim v podminkach in vitro ptisobenim NLC s AST
doslo ke snizeni mnozstvi generovanych ROS o 81,6 % a poskozeni DNA o 41,6 %, coz
vedlo k vyznamnému snizeni bunééné smrti o 62,69 % ve srovnani s kontrolou.
V podminkach in vivo se po 9. dnu ozafovani rentgenovym zaienim projevilo na hibetni kizi
peti ze Sesti mysi neléCenych NLC s AST poskozeni kiize stupné 1 (podle Spolec¢ného
terminologického kritéria pro nezadouci u¢inky — CTCAE), zatimco 1é¢ba NLC s AST
ochranila Sest ze Sesti mysi pfed akutnim poskozenim ktize. Mimo to 28. den po prvnim
ozéfeni rentgenovym zafenim histologické snimky ukézaly, Ze plsobeni NLC s AST
v koncentraci AST 0,25 ng/ml vykazuje dobré zotaveni kize, pficemZz v kolagenovych
vlaknech a mazovych zlazach nebyl zaznamenan témét zadny rozdil ve srovnani s normalni
kazi [55].

Vroce 2023 Gu a kol. publikovali studii s cilem stanoveni fyzikalné-chemickych
charakteristik NLC s AST, které byly pfipravené pomoci vysokotlaké homogenizace
za ucelem lokalni aplikace AST. Ke studiu vlivu mikroenkapsulace na vlastnosti NLC s AST
byl pouzit dynamicky rozptyl svétla (DLS) a rentgenova difrakce (XRD). Primérna velikost
castic NLC s AST byla ptiblizné 108,43 nm a PdI bylo 0,176. NLC s AST vykazovaly
vysokou ucinnost enkapsulace, ktera ¢inila 95,69 %. U vzorki byla prokdzana dobra teplotni
stabilita. Test zhaSeni radikali s pouzitim DPPH ukéazal, ze NLC s AST vykazuje
antioxidacni vlastnosti. Studie uvolhovani in vitro ukazaly, Ze ve srovnani s ethanolovym
roztokem AST mize NLC s AST efektivnéji uvoliiovat AST. Na Vysledky studie permeace
in vitro naznacily, Zze NLC s AST miiZe zvysit retenci AST v kiizi. Autofi zav€rem uvedli,

7ze NLC s AST by mohly vyznamnég zvysit akumulaci AST pfi dermalnich aplikacich. [56].
Na zaklad¢ vyse uvedenych studii a jejich vysledki 1ze konstatovat, Ze lipidové nanocastice
jsou slibnymi nosi¢i aktivnich latek 1 1é¢iv s potencidlem pro praktické aplikace

v kosmetickém i farmaceutickém primyslu.
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5 CILE PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo vypracovat literarni reSersi o lipidovych
nanocasticich a bioaktivnich latkach s antioxidacnim U¢inkem. Pozornost se soustiedila
zejména na karotenoidy (astaxanthin) a kanabinoidy (kanabidiol), jako na antioxidacni latky

vhodné pro zaclenéni do lipidovych nanocastic.

Prakticka ¢ast diplomové prace si kladla za cil navrhnout vhodné slozeni lipidové matrice
a stabilizatoru pro pfipravu lipidovych nanocastic obsahujicich néktery zuvedenych
antioxidanti. Dal§im cilem pak bylo vodné disperze lipidovych nanocéstic
s enkapsulovanym antioxidantem pouzit pro ptipravu Pickeringovych emulzi. V neposledni
fadé¢ bylo cilem praktické casti stanovit vhodnymi technikami fyzikalné-chemické
charakteristiky pfipravenych vzorkli zejména s dlrazem na vztah mezi sloZenim

a vlastnostmi studovanych formulaci.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITE MATERIALY

Tato kapitola diplomové prace popisuje pouzité pristrojové vybaveni, pracovni pomucky

a chemické latky.

6.1 Pristroje a pracovni pomucky
e Homogenizac¢ni zafizeni T 25 digital Ultra Turrax (IKA, Némecko)
e Sonikacni zafizeni (Hielscher UP400St, Némecko)
e Analyzétor velikosti ¢astic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern, Spojené kralovstvi)
e Laserovy analyzator velikosti ¢astic Mastersizer 3000 (Malvern, Spojené kralovstvi)
e Zarizeni vysokoucinné kapalinové chromatografie UFLC (Shimadzu, Japonsko)
e Diferenc¢ni skenovaci kalorimetr (Mettler — Toledo, USA)
e Mikroskop skenujici sondou (Bruker, USA)
e Opticky mikroskop CX 21 (Olympus, Japonsko)
e Membrana dialyza¢ni z regenerované celuldézy Spectra/Por 1 (6-8 kDa)

e Bézné laboratorni sklo, plasty a dalsi vybaveni

6.2 Chemické latky
e Glyceryl behenat — Compritol® 888 CG ATO (Nature-Store, Ceské republika)
e Kyselina laurova (Sigma-Aldrich, USA)
e Kyselina palmitova (Sigma-Aldrich, USA)
e Kyselina olejova (Sigma-Aldrich, USA)
e Jojobovy olej (Saloos, Ceska republika)

e Trikaprylin/trikaprin — Saboderm® TCC MB (dale jen ,MCT* z angl. Medium-
Chain Triglyceride) (ACE Trade, Ceska republika)

e Polyoxyethylen-80-sorbitan monooleat — Tween® 80 (dale jen ,,Tween*) (Carl Roth,

Némecko)

e Poloxamer 407 — Pluronic® F-127 (Sigma-Aldrich, USA)
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e D-o-tokoferol polyethylenglykol 1000 sukcinat (dale jen ,,sukcinat™) (Sigma-
Aldrich, USA)

e Deoxycholat sodny (dale jen ,,deoxycholat®) (Sigma-Aldrich, USA)

e CBD (Lipomed AG, Svycarsko)

e Oleoresin s obsahem 10 % astaxanthinu (ALGAMO, Ceska republika)
e Astaxanthin >97% z Blakeslea trispora (Sigma-Aldrich, USA)

e Askorbylpalmitat (ZVC Dr. Hoffmann, Ceska republika)

e Ethanol 96% (Penta, Ceské republika)

e Demineralizovana voda
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7 METODIKA

Nasledujici kapitola diplomové prace piedstavuje popis zvolenych metod piipravy NLC bez
aktivnich latek (preformulac¢ni studie) 1 s enkapsulovanymi aktivnimi latkami. Uvadi rovnéz
postup pouzity pro piipravu Pickeringovych emulzi, vcetné fyzikalné-chemické
charakterizace piipravenych vzork a stabilitni studie.

7.1 Priprava NLC a preformulacni studie

Za ucelem vybéru vhodné metody piipravy a slozeni lipidové matrice i stabilizatoru pro
ptipravu NLC byla provedena preformulacni studie.

7.1.1 Slozeni NLC

V ramci preformulacni studie byl zkouman vliv slozeni lipidové matrice a stabilizatoru

na vlastnosti NLC. Latky, které byly testovany, jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 Ptehled pouzitych latek v rdmci preformulacni studie

Pevny lipid Kapalny lipid Stabilizator
Kyselina laurova Kyselina olejova Sukcinat
Kyselina palmitova Jojobovy vosk Tween
Glyceryl behenat MCT Poloxamer 407
— - Deoxycholat

7.1.2 Metody pripravy NLC

Pro ptipravu NLC byly v rdmci preformulacni studie testovany dvé metody ptipravy, které
byly pojmenovany jako Metoda 1 a Metoda 2. V obou piipadech se jednalo o metodu

homogenizace za horka.
Metoda 1

V ptipadé Metody 1 se jednalo o postupné ptikapavani vodné faze do lipidové faze. Nejprve
byla pfipravena lipidovd fidze v hmotnostnim poméru pevny lipid:kapalny lipid 7:3,
konkrétné 140 mg tuhého lipidu a 60 mg kapalného lipidu. Vodnou fazi tvotila PAL
o koncentraci 5 hm. % a 20 ml demineralizované vody. Lipidova faze byla navazena

do zkumavky, ktera byla umisténa do vodni 14zné vytemperované na 70 °C. Po zahtati vodné
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faze na 70 °C bylo do zkumavky s lipidovou fazi ptidano 5 ml vodné faze a byla zahéjena
homogenizace homogenizacnim zatfizenim T 25 digital Ultra Turrax, ktery byl nastaven
na 5000 rpm. Nasledné bylo zahdjeno méteni Casu a postupné byla piikapavéana vodna faze,
ktera byla neustale udrzovana pii teploté¢ vyssi nez 70 °C. Po nadavkovani poloviny objemu
vodné faze byly zvySeny otacky homogenizacniho zatizeni na 13500 rpm. DalSim
postupnym ptikapavanim byla do lipidové faze ptidana i druha polovina objemu vodné faze.
Jamile bylo dosazeno celkového ¢asu 10 minut, byla homogenizace ukoncena. Poté byla
vznikla emulze (lipidova faze byla v kapalném stavu) pipetou odséana do plastové nadobky
a cely objem byl sonikovan ve studené vodni lazni po dobu 5 min pfi amplitudé 100 %
a cyklovani 80 %, ¢imz lipidova faze ptesla do tuhého stavu. Na zavér byl ptipraveny vzorek

dochlazen v ledové lazni.

V ramci diplomové prace byla rovnéz testovana modifikace Metody 1. Postup byl zcela
totozny, av§ak bylo zménéno slozeni lipidové i vodné faze. Lipidova faze byla pfipravena
navazenim 450 mg pevného lipidu, 100 mg kapalného lipidu a 60 mg Tweenu. Vodnou fazi

tvotilo 450 mg Polooxameru 407 a 16 ml destilované vody.
Metoda 2

Metoda 2 spocivala v prudkém ochlazeni vzorku — emulze vzniklé smichanim olejové
a vodné faze za teploty 70 °C. Nejprve byla pfipravena lipidova faze navazenim 140 mg
pevného lipidu a 60 mg kapalné¢ho lipidu. Nasledné byla pfipravena vodna faze, ktera
obsahovala 1, 2 nebo 5 hm. % stabilizatoru a 15 ml demineralizované vody. Lipidova faze
byla navaZena do 50ml tzké skelnéné kadinky, ktera byla poté umisténa do vodni 14zné
vytemperované na 70 °C. V dal§im kroku byla vodna faze (vytemperovéana na 80 °C) ptidana
do kadinky s lipidovou féazi a spustila se homogenizace po dobu 5 min pii 13500 rpm.
Vznikla emulze byla poté sonikovana po dobu 10 minut pii amplitudé 100 % a cyklovani
80 % ve vodni lazni bez ledu. Na zavér byl vzorek umistén opét na homogenizacni zatizeni,
kde knému bylo pfiddno 15 ml demineralizované vody vychlazené na 3 az 5 °C

a nasledovala dalsi homogenizace pii 13500 rpm po dobu 1 minuty.

V ramci preformulacni studie byla ptfipravena fada formulaci za G¢elem volby kone¢ného

slozeni NLC. Slozeni téchto formulaci je uvedeno v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Ptehled slozeni vzorkt ptipravenych v ramci preformulaéni studie spolu
s pouzitou metodou pfipravy castic.

Pevny lipid Kapalny lipid Stabilizator Metoda

Kyselina laurova MCT Sukcinat 2
Deoxycholat 2
Tween 2
Poloxamer 407 2

Kyselina olejova Tween 1i2
Kyselina palmitova Kyselina olejova Tween 2
Glyceryl behenat Jojobovy vosk Tween 2
Kyselina olejova 2
MCT 2
Jojobovy vosk Sukcinat 2
Kyselina olejova 2
MCT 2

7.1.3 Charakterizace NLC bez aktivnich latek

Vramci formulaéni studie byla nasledujici den po ptipravé NLC provedena jejich
charakterizace, a to zméfenim velikosti €astic a indexu polydispersity (Pdl) pomoci
dynamického rozptylu svétla na ptistroji Zetasizer Nano ZS 90. Méfeni byla provedena pii
teploté 25 °C a rozptylovém thlu 90 °.

Velikost castic byla vyjadiena jako z-primér velikosti koloidni ¢éstice, coz je intenzitné
vazeny stredni primér jejich velikosti. Pro analyzu bylo 10 pl vzorku dispergovano v 990 pl
demineralizované vody o pH = 6. Vysledky jsou uvedeny jako primér Sesti naméfenych

hodnot spolu se smérodatnou odchylkou.

7.2 Priprava NLC s aktivnimi latkami

Na zakladé¢ vysledka preformulacni studie bylo vybrano vhodné slozeni NLC a metoda jejich
ptipravy. Jako nosice pro aktivni latku byly pouZzity NLC obsahujici glyceryl behenat (tuhy
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lipid), kyselinu olejovou (kapalny lipid) a stabilizatory Tween nebo sukcinat o koncentraci

2 hm.%. Slozeni pfipravovanych NLC je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4 SloZeni ptipravovanych NLC s aktivnimi latkami astaxantinem (AST),
kanabidiolem (CBD) a oleoresinem obsahujicim 10 % AST

Stabilizator Pevny lipid Kapalny lipid Aktivni latka

Tween Glyceryl behenat Kyselina olejova AST

CBD

Oleoresin

Sukcinat Glyceryl behenat Kyselina olejova AST

CBD

Oleoresin

Jako metoda piipravy NLC byla zvolena Metoda 2, jelikoz poskytovala homogenné;si
vzorky a byla casové vyhodné&jsi. Po zkusSenostech z ptfedchozich studii byla rovnéz

provedena stabilizace aktivni latka v NLC antioxidantem.

Obrazek 18 Homogenizace lipidové a olejové faze
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Pro ptipravu NLC byla nejprve byla ptipravena lipidova faze v hmotnostnim poméru tuhy
lipid:kapalny lipid 7:3. Konktrétné bylo na analytickych vahach s pfesnosti na 1 mg
navazeno 140 mg glyceryl behenatu a 60 mg kyseliny olejové. Do olejové faze bylo ptidano
25 mg aktivni latky a 5 mg askorbyl palmitatu jako antioxidantu. Vodnou fazi tvotilo 350 mg
stabilizatoru a 15 ml destilované vody. Pro vlastni ptipravu NLC byla pouzita Metoda 2,
jejiz postup byl vSak mirné¢ modifikovan. Lipidova faze byla umisténa do vodni lazné
vytemperované na 80 °C. Nésledné€ k ni byla piidana vodna faze vytemperovana na 85 °C
a byla zahajena homogenizace pomoci homogenizacniho zafizeni Ultra Turrax (5 min pfi
13500 rpm; Obr. 18). Vznikld emulze byla poté kratce sonikovana (5 minut pti amplitudé
80 % a cyklovani 80 %) ve vodni lazni bez ledu. Na zavér bylo 15 ml demineralizované
vody vychlazené na ca 4 °C ptidano ihned po dokonceni sonikace a takto pfipraveny vzorek

byl opét sonikovan za stejnych podminek po dobu 20 sekund.

7.2.1 Dialyza

Ptipravené NLC s aktivni latkou byly pro odstranéni nadbytecného surfaktantii dialyzovany
a to tak, ze vZzdy 10 ml vzorku bylo pipetovano do 6-8 kDA dialyza¢ni membrany, ktera byla
zajiSténa dialyza¢nimi sponami. Takto pfipravené vzorky byly dialyzovany pfes noc

ve 2200 ml demineralizované vody za stalého michani na magnetické michacce.

7.3 Charakterizace NLC s aktivnimi latkami

7.3.1 Velikost ¢astic a jeji distribuce

NLC s aktivnimi latkami byly charakterizovany métenim velikosti ¢astic a jeji distribuci.
Velikost ¢astic byla méfena na pfistroji Zetasizer Nano ZS 90 pii 25 °C a rozptylovém uhlu
90 °. Vzorky pro méfeni velikosti Castic byly pfipraveny rozdispergovanim 10 pl vzorku
v 990 pl demineralizované vody. Vysledky jsou uvedeny jako primér Sesti naméfenych
hodnot se smérodatnou odchylkou. Ve vysledcich jsou taktéz uvedeny kiivky distribuce

velikosti ¢astic a hodnota PdlI.

7.3.2 (-potencial

Pro charakterizaci NLC s aktivnimi latkami byl stanoven (-potencial, coz je potencial
ve vzdalenosti pohybového rozhrani od povrchu castice. Velikost {-potencidlu zavisi
na adsorbovanych iontech a iontové sile roztokl a je ovlivnén hodnotou pH a ptidavkem

elektrolytd. {-potencidl byl naméten obdobné jako velikost ¢astic na pfistroji Zetasizer Nano
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ZS 90 pii 25 °C a rozptylovém uhlu 90 °. Pfiprava vzorkl pro jeho méfeni byla provedena
tak, ze 25 pl vzorku bylo rozdispergovano ve 4 ml demineralizované vody o pH = 6.
Stanovena hodnota (-potencialu je uvedena jako pramér Sesti naméienych hodnot spolu se

smérodatnou odchylkou.

7.3.3 Stanoveni teplotnich vlastnosti

Termicka analyza zahrnuje techniky pouzivané ke stanoveni fyzikalnich nebo chemickych
vlastnosti latky pii zahfivani, ochlazovani nebo udrzovani konstantni teploty. Diferencialni
skenovaci kalorimetrie (DSC, Differential Scanning Calorimetry) je technika termické
analyzy pro ziskavani poznatkli o fazovych prechodech material, jako je bod tani,
krystalizace nebo teplota skelného prechodu v zavislosti na ¢ase a teploté. Pfi méfeni je
vzorek vlozen do panvicky, ktera je nasledné spolu s prazdnou referencni péanvickou
umisténa do pfistroje. Ob¢ panvicky jsou zahtivany a ochlazovany linearni rychlosti. Behem
zmény teploty je méfeno mnozstvi tepla, které je uvoliiovano nebo nadmérné absorbovano
vzorkem na zaklad¢ rozdilu teplot mezi panvickou se vzorkem a panvickou referencni.

Vystupem je kiivka zavislosti tepelného toku na teploté [58], [59].

DSC analyze byly vystaveny latky ¢isté 1 ve smési vetné aktivni latky CBD a disperzi NLC

s enkapsulovanym CBD. Piehled vzorkli pro DSC vcetné navazek je uveden v Tabulce 5.
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Tabulka 5 Prehled vzorki pro DSC

Latka Navazka [mg]
Glyceryl behenat 5,02
Kyselina olejova 5,09
MCT 5,50
Jojobovy vosk 4,30
CBD 6,02
Glyceryl behenat a kyselina olejova 5,47
Glyceryl behenat a MCT 5,40
Glyceryl behenat a jojobovy vosk 5,35
Glyceryl behenat, kyselina olejova a CBD 4,75
Glyceryl behenat, MCT a CBD 4,44
Glyceryl behenat, jojobovy vosk a CBD 4,38
NLC s CBD a stabilizatorem Tween 7,89
NLC s CBD a stabilizatorem sukcinat 6,79

Vzorky cistych latek byly pfimo navazeny do DSC panvicek. Vzorky smési byly nejprve
pfipraveny do mikrozkumavek typu Eppendorf navdZenim 70 mg tuhého lipidu (glyceryl
behenat) a 30 mg tekutého lipidu (kyselina olejovd nebo MCT nebo jojobovy vosk).
Do vzorkli s aktivni latkou bylo k tuhému a tekutému lipidu navazeno 10 mg CBD.
Nasledné byly mikrozkumavky se vzorky temperovany na 80 °C po dobu 5 minut a byly
umistény na tfepacku vortex, kde byly homogenizovany po dobu 1 minuty. Takto pfipravené
vzorky byly umistény do panvicek. Vzorky pfipravenych NLC s enkapsulovanym CBD
stabilizované Tweenem nebo sukcinatem byly bez ptedchozich uprav Pasteurovou pipetou

nakapany do panvicky. Jednotlivé navazky jsou uvedeny v Tabulce 5.

Pti samotné DSC analyze byly vzorky zahtivany pti 25 °C po dobu 2 minut. Néasledné byly
zahtaty rychlosti 10 °C/min na teplotu 80 °C, pfi které byly udrZzovany 3 minuty. Poté byly
vzorky ochlazeny stejnou rychlosti na teplotu —10 °C, pfti které byly ponechany po 3 minuty.
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Naésledoval druhy ohtev rychlosti 10 °C/min na 80 °C, pfi které vzorky byly ponechany opét
3 minuty. Na zavér analyzy byly vzorky ochlazeny na 25 °C.

7.3.4 Stanoveni enkapsula¢ni acinnosti

Enkapsula¢ni ucinnost (EE, Encapsulation Efficiency) je jednou ze zakladnich charakteristik
popisujici uspeSnost zachyceni aktivni latky v daném nosi¢i. Mnozstvi enkapsulovaného
CBD bylo stanoveno pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC, High-
Performance Liquid Chromatography) ve dvou vzorcich NLC o slozeni glyceryl
behenat/kyselina olejova/CBD a stabilizdtorem byl Tween nebo sukcinat. Z kazdého
ze vzorkl byly pfipraveny 3 extrakty nasledujicim postupem. Do kadinky bylo napipetovano
5 ml ethanolu a 500 pul vzorku NLC. Néasledné byl cely objem sonikovan po dobu 2 minut
pti amplitudé 80 % a cyklovani 100 %. V dal§im kroku byl cely objem vzorku prefiltrovan
ptes 0,45 mm filtry do 10ml odmérné banky a doplnén ethanolem po rysku. Takto pfipravené
extrakty byly podrobeny HPLC analyze pfi laboratorni teploté. Podminky analyzy jsou

uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6 Podminky HPLC analyzy

Eluce Kolona Mobilni faze Nastrikovy | Prutok mobilni
(v/v) objem [pl] faze [ml/min]
Isokraticka XSelect CSH Methanol:voda 5 0,8
C18 (80:20)

Za ucelem vyhodnoceni dat byla ze série standardi CBD v ethanolu (koncentrac¢ni rozsah

5 az 100 pg/ml) sestrojena kalibra¢ni pfimka.

Z naméfenych hodnot byla pomoci kalibracni piimky vypoctena koncentrace CBD
v jednotlivych extraktech. Nasledné byla pomoci rovnice 1 [60] vypoctena EE, kde C; je
stanovend koncentrace CBD z HPLC a C; je teoretickda maximdalni koncentrace CBD

v lipidovych casticich, ktera byla vypoctena jako 41,67 pg/ml.
EE = E— x 100 [%] (1)
t

Vysledné hodnoty EE jsou po vylou¢eni odlehlych hodnot uvedeny jako priméry méieni

ze ti1 extraktl véetné smérodatné odchylky.
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7.3.5 Mikroskopie atomarnich sil

Morfologie vybraného vzorku NLC s enkapsulovanym CBD stabilizovany sukcinatem byla
charakterizovana mikroskopii atomarnich sil (AFM, Atomic Force Microscopy). AFM je
mikroskopicka technika, ktera je citlivd na povrch zalozena na sledovani oscilaci a polohy
kantileveru vybaveného hrotem (o velikosti v nano méfitku) v blizkosti zkoumaného
povrchu. Existuji riizné rezimy méteni, které umoziuji nejen urcit geometrii anizotropnich
Castic prostfednictvim vyhodnoceni topografie vzorku, ale také poskytnout informace

o drsnosti povrchu nebo mechanickych vlastnostech a adheznich silach [61], [62].

Stanoveni morfologie vzorku NLC s CBD a stabilizatorem sukcinét bylo provedeno pomoci
mikroskopu se skenujici sondou Dimension ICON (Bruker). Vzorek byl pfed métfenim 100%
zfedén ultracistou vodou, aplikovéan na povrch slidy a susen pfi laboratorni teploté. Obrazky

jsou editovany pomoci softwaru Gwyddion.

7.3.6 Stanoveni stability NLC disperzi

U pripravenych vzorkti NLC s CBD byla stanovena jejich stabilita v Case, a to méfenim
zmeén velikosti ¢astic (v€etné PdI), {-potencidlu a koncentrace CBD pomoci HPLC. Vzorky
byly charakterizovany ihned po pfipravé a nasledné bylo méfeni opakovéano v sedmidennich
intervalech po dobu 4 tydnti. Méfeni byla provedena stejnym postupem, jako je popsano
v kapitole 7.3.1 pro velikost Castic, 7.3.2 pro (-potencial a 7.3.4 pro koncentraci CBD
stanovenou pomoci HPLC. Béhem zmitovaného obdobi byly vzorky skladovany

v chladnicce pfi teploté ~ 4 °C.

7.4 Priprava Pickeringovych emulzi

Pickeringovy emulze (PE) jsou emulze stabilizované ¢asticemi [63]. V dalsi ¢asti prace byly
ptipraveny PE, k jejichZ stabilizaci byly pouzity pfipravené NLC s enkapsulovanym CBD.
Vodna disperze NLC s CBD byla pouZita jako vodna faze (VF) a jako olejova faze (OF) byl
pouzit AST oleoresin rozpustény v MCT. Pickeringovy emulze byly typu olej ve vodée
(O/V). Testované vzorky byly pfipraveny v hmotnostnich pomérech O/V 20:80, 10:90 a 5:95

vzdy v celkové hmotnosti 5 g emulze. Slozeni PE je uvedeno v Tabulce 7.
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Tabulka 7 Navazky vodné (VF) a olejové faze (OF) pro piipravu 5 g Pickeringovych
emulzi. Olejovou fazi tvofil oleoresin obsahujici 10 % AST rozpustény v MCT

Stabilizator NLC | Hmotnostni pomér | Navazka VF [g] Navazka OF |g]
o/v
Tween 20/80 4 1
10/90 4,5 0,5
5/95 4,75 0,25
Sukcinat 20/80 4 1
10/90 4,5 0,5
5/95 4,75 0,25

Nejprve byla pfipravena OF a to rozpuSténim 100 nebo 200 mg oleoresinu (obsah AST
10 %) v5 ml MCT. Takto ptipraveny roztok byl za ucelem zlepSeni homogenizace
sonikovan po dobu 1 minuty pii amplitudé 80 % a cyklovani 100 %. V dalsim kroku bylo
navazeno piisluSné mnozstvi VF, kterd byla tvofena vodnou disperzi NLC
s enkapsulovanym CBD, kter¢ byly stabilizované bud’ Tweenem, nebo Sukcinatem. K VF
bylo nésledné ptidano ptislusné mnozstvi OF a vzorek byl sonikovan na rozhrani fazi

po dobu 1 minuty pii amplitud€ 80 % a cyklovani 100 %.

7.5 Charakterizace Pickeringovych emulzi

Pickeringovy emulze byly -charakterizovany stanovenim velikosti ¢astic, optickou

mikroskopii a vizualnim pozorovanim.

7.5.1 Stanoveni velikosti ¢astic

Pickeringovy emulze byly charakterizovany méfenim velikosti Castic. Ta byla stanovena
pomoci laserového analyzatoru velikosti ¢astic Mastersizer 3000, ktery pracuje na principu
svetelné difrakce. Méfeni je provadeéno ve specialni dispergacni jednotce, do niz je napusténa
demineralizovand voda jako dispergacni médium. Vzorek je do dispergacni jednotky
davkovan Pasteurovou pipetou v takovém objemu, aby bylo dosazeno doporucené hodnoty

»obskurace“. Homogenitu vzorku zajiStuje zabudovany ultrazvukovy homogenizator
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a dispergacni jednotka pfistroje je opatfena michadlem, které usnadiuje pravidelné

rozptyleni vzorku v disperga¢nim médiu.

Pfi samotném méteni byl vzorek homogenizovan po dobu 1 minuty pti otackach 2000 rpm.
Vysledkem méteni byla velikost kapek emulze oznacovana jako D [4;3], coz je primér Castic
v mikrometrech vztazeny k jejich objemu. Stanovenéd hodnota velikosti emulznich kapek je

uvedena jako primér Sesti namétenych hodnot véetné smérodatné odchylky.

7.5.2 Opticka mikroskopie

Piipravené Pickeringovy emulze, které obsahovaly 200 mg Oleoresinu byly
charakterizovany optickou mikroskopii pomoci optického mikroskopu znacky Olympus
CX 21. 10 ul vzorku bylo naneseno na podlozni sklicko a vzorek byl pozorovan pti zvétSeni

1000 X, kdy byl jako imerzni olej pouzit olej cedrovy.

7.5.3 Vizualni hodnoceni

Vedle mikroskopického pozorovani byly emulze hodnoceny rovnéz vizualné. Byly
sledovany ptipadné nestability, jako krémovani, aglomerace a rozpad emulze doprovazeny

uvolnénim olejové faze.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola diplomové prace se vénuje piredstaveni namétenych vysledki a jejich podrobné

diskuzi.

8.1 Preformulacni studie — NLC bez aktivni latky

Cilem preformulacni studie bylo zvolit nejvhodnéjsi metodu ptipravy, slozeni lipidové
matrice a typ a koncentraci stabilizatoru. Piehled slozeni ptipravenych vzorkl v ramci

preformulac¢ni studie je uveden v Tabulce 3 v kapitole 7.1.2.

8.1.1 Volba metody piipravy

V prvni ¢asti preformulacni studie byla potieba zvolit metodu ptipravy. Byly testovany dvé
metody pfipravy, které¢ jsou podrobné popsany v kapitole 7.1.2. NLC obsahujici kyselinu
laurovou jako pevny lipid, kyselinu olejovou jako kapalny lipid a Tween jako stabilizator
byly pfipraveny obéma metodami. Oba vzorky byly charakterizovany zmé&fenim velikosti
¢astic a jejich distribuci véetné PdI. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8 a distribuce velikosti

¢astic obou vzorkt na Obrazku 19.

Tabulka 8 Velikost ¢astic a PAI NLC ptipravenych metodami 1 (postupné pfikapavani) a 2

(rychlé ochlazeni)
Metoda pripravy Velikost ¢astic [nm] PdI
Metoda 1 427+18 0,54+0,04
Metoda 2 121,4+0,6 0,278+0,005

Intenzita [%)]

01 1 10 100 1000 10000

Velikost ¢astic [nm]
Metoda 2
Metoda 1

Obrazek 19 Distribuce velikosti ¢astic NLC ptipravenych Metodou 1 a Metodou 2
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Z Tabulky 8 je ztfejmé, ze u NLC pripravenych Metodou 1 (postupné ptikapavani) byla
prumérna velikost castic 427+18 nm s Pdl 0,5440,04, zatimco u NLC pfipravenych
Metodou 2 (rychlé ochlazeni) byla primérna velikost c¢astic 121,4+0,6 nm a PdI
0,278+0,008. NLC ptipravené Metodou 2 maji tedy vyrazné mensi velikost ¢astic 1 PdI, coz
je patrné i z distribuce velikosti ¢astic uvedené na Obrazku 19. Ta je v piipadé NLC
ptipravenych Metodou 1 multimodalni, zatimco u Metody 2 je distribuce velikosti ¢astic
monomodalni. Metoda 2 rovnéz poskytla reprodukovatelnéjsi vysledky, co se tyka velikosti

NLC.

Na zékladé vysledka charakterizace NLC ptipravenych obéma metodami byla pro pfipravu
dalsich formulaci zvolena Metoda 2. DalSim divodem zvoleni této metody byla jeji nizsi
¢asova narocnost, kdy piiprava NLC Metodou 2 je rychlejsi a jednodussi na provedeni nez

Metoda 1.

8.1.2 Volba formulace

Pevny lipid — mastné kyseliny

V ramci volby vhodného pevného lipidu byly nejprve testovany mastné kyseliny laurova
(bod tani ~ 44 °C) a palmitova (bod tani = 61,8 °C) [64]. Byly pfipraveny vzorky NLC
obsahujici kyselinu laurovou nebo palmitovou, jako pevny lipid kyselinu olejovou jako
kapalny lipid a jako stabilizator byl pouzit Tween. Pfipravené vzorky byly charakterizovany
zmétenim velikosti Castic a jejich distribuci véetné Pdl. Vysledky méfeni jsou uvedeny

v Tabulce 9 a distribuce velikosti ¢astic obou vzorkt na Obrazku 20.

Tabulka 9 Velikost ¢astic a PAI NLC s mastnymi kyselinami jako pevnym lipidem

Pevny lipid Kapalny lipid | Stabilizator Velikost ¢astic Pdl
[nm]
Laurova Kyselina 121,4+0,6 0,278+0,005
leiova Tween
Palmitova olejova 732493 0,938+0,018
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0.1 1 10 100

Velikost ¢astic [nm]

Kyselina laurova

Kyselina palmitova

Obrazek 20 Distribuce velikosti ¢astic NLC s kyselinou laurovou a palmitovou jako
pevnym lipidem a kyselinou olejovou jako lipidem kapalnym

Z Tabulky 9 lze vycist, ze u NLC s kyselinou laurovou byla naméfena vyrazné¢ mensi
velikost ¢astic 1 PdI nez u formulace s kyselinou palmitovou. Distribuce velikosti ¢astic byla
v piipadé¢ NLC s kyselinou laurovou monomodalni, zatimco v pfipadé NLC s kyselinou
palmitovou byla bimodalni a obsahovala dvé frakce castic s rozdilnou velikosti Castic.
Jelikoz NLC s kyselinou laurovou vykazovaly lepsi vlastnosti nez NLC s kyselinou

palmitovou, byla kyselina palmitova ze studie vhodnych lipidii pro formulaci vyfazena.
V ramci této studie byly testovany i vhodné typy stabilizatori, mezi nimiZ byly Tween,
sukcinat, deoxycholat, a poloxamer 407. Jako pevny lipid byla pouzita kyselina laurova

a jako kapalny MCT. U ptipravenych vzork byla stanovena velikost ¢astic a jeji distribuce

a Pdl. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 10 a distribuce velikosti ¢astic na Obrazku 21.

Tabulka 10 Velikost ¢astic a PdI NLC pfipravenych s kyselinou laurovou/MCT a rliznymi

stabilizatory
Stabilizator Velikost ¢astic [nm] Pdl
Sukcinat 608+49 1+0
Deoxycholat 777£50 0,49+0,17
Tween 672436 0,91+0,07
Poloxamer 407 5242 0,38+0,02
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Intenzita [%)]

0.1 1 10 100 1000 10000
Velikost ¢astic [nm]

Tween _ Sukcinat
Poloxamer 407 Deoxycholat

Obrazek 21 Distribuce velikosti ¢astic NLC piipravenych s riznym stabilizatorem

Vzhledem k vysledkim meéfeni velikosti ¢astic a Pdl uvedenych v Tabulce 10 lze
konstatovat, Ze nejmensi velikost ¢astic 1 Pdl byla naméfena u NLC pfipravenych
se stabilizatorem Poloxamer 407, a to 5242 nm a 0,38+0,02. Zde je vSak nutné podoktnout,
ze distribucni kiivka dokumentuje ptitomnost jesté jedné frakce ¢astic s velikosti mezi 200
a 1000 nm. Velikost ¢astic u formulaci s Tweenem a deoxycholatem se pohybovala okolo
700 nm a u formulaci se sukcinatem okolo 600 nm. U formulaci se sukcinatem a Tweenem
byl naméfen vysoké PdI a distribu¢ni kiivky svédc¢i 1 o pritomnosti ¢astic s velikosti vétsi

nez 5 um, které leZi na hranici detekéniho limitu pro metodu DLS.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkt bylo upusténo od pouzivani kyseliny laurové jako pevného
lipidu. Pti volbé stabilizatoru byly vzhledem k ziskanym zkuSenostem vybrany pro dalsi

studii Tween a sukcinat.
Pevny lipid — monoacylglycerol

Vzhledem k tomu, Ze v literatuie je Casto uvadéno pouziti glyceryl behenatu (bod tani ~ 65-
77 °C [65]) jako pevného lipidu pro ptipravu NLC, byly déle testovany systémy s timto
monoacylglycerolem.  Jako kapalnd slozka olejové faze byl pouzit vzdy jeden
z nasledujicich lipidd, a to kyselina olejova (bod tani = 13,4 °C [64]), MCT (bod tani ~ 10 °C
[64]) nebo jojobovy vosk (bod tani ~ 7 °C [66]). Stabilizatorem byl v této ¢asti studie Tween
o koncentraci 5 hm. %. Takto pfipravené formulace byly charakterizovany pomoci velikosti
castic a Pdl. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 11 a distribuce velikosti Castic jsou

zndzornény na Obrazku 22.
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Tabulka 11 Velikost ¢astic a PAI NLC s glyceryl behenatem jako pevnym lipidem,
stabilizatorem Tween a riznymi kapalnymi lipidy

Kapalny lipid Velikost ¢astic [nm] Pdl
Jojobovy vosk 520+4 0,51+£0,04
MCT 709+31 0,44+0,03
Kyselina olejova 12743 0,28+0,02
0TSO U OO OO OO U SO US U PUROUUUONS
10

Intenzita [%]
[s7]

0.1 1 10
Velikost ¢astic [nm]

Jojobovy vosk
MCT
Kyselina olejova

Obrazek 22 Distribuce velikosti ¢astic NLC ptipravenych s glyceryl behenatem,
Tweenem a riznymi kapalnymi lipidy

Na zékladé¢ vysledkti uvedenych v Tabulce 11 lze konstatovat, Ze nejmensi velikost ¢astic
a PdI 0,28+0,02. Nejveétsi Castice pak obsahoval vzorek NLC s MCT, a to 709+£31 nm
a nejvyssi hodnotu PdI vykazovaly NLC s jojobovym voskem. Distribuce velikosti ¢astic
byla v pfipadé NLC s glyceryl behenatem a kyselinou olejovou monomodalni, zatimco
v ptipad€ MCT a jojobového vosku bimodalni. Na zaklad¢ téchto vysledk této dil¢i studie

se jako perspektivni formulace NLC jevi glyceryl behendt skyselinou olejovou

a stabilizatorem Tween.

V posledni ¢asti preformulacni studie bylo potieba zvolit vhodnou koncentraci stabilizatoru
Tween vzhledem k vySe testovanym typlim kapalnych lipidi. Formulace byly sloZeny

na zaklad¢é ptfedchozi studie z pevného lipidu glyceryl behenat, stabilizatoru Tween a byla
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testovana 1 formulace, kde byl stabilizdtorem sukcinat. Stabilizatory byly pouzity
v koncentracich 1, 2 a 5 %. Vzorky byly ihned po piipravé charakterizovany méfenim
velikosti  ¢astic a jeji distribuce, Pdl a {-potencidlu. Vysledky pro NLC
stabilizované Tweenem jsou uvedeny v Tabulce 12 a na Obrazku 23 apro NLC
stabilizované sukcinatem v Tabulce 13 a na obrazku 26. Na téchto Obrazcich jsou graficky
zndzornény zavislosti velikosti ¢astic NLC koncentraci stabilizatoru. Distribucni kiivky

studovanych formulaci jsou pak uvedeny na Obrazcich 24 a 27.

Tabulka 12 Velikost ¢astic, PdI a {-potencial NLC piipravenych s riznym kapalnym
lipidem a stabilizdtorem Tween o rtizné koncentraci

Kapalny lipid Koncentrace Velikost ¢astic Pdl
stabilizatoru Tween [%] [nm]
Jojobovy vosk 1 295+14 0,426+0,016
2 15042 0,454+0,009
5 44+3 0,92+0,04
Kyselina olejova 1 28245 0,31+0,06
2 207+6 0,25+0,05
5 102+8 0,56+0,04
MCT 1 289+8 0,33+0,04
2 19742 0,32+0,05
5 13342 0,46+0,05
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Obrézek 23 Vliv kapalného lipidu a koncentrace stabilizdtoru Tween na velikost ¢astic

V Tabulce 12 a na Obrazku 23 Ize vidét oc¢ekavany trend, tedy pokles velikosti pfipravenych

NLC srostouci koncentraci stabilizatoru. Nejvétsi pokles velikosti byl zaznamenan

u formulaci s jojobovym voskem (1 % stabilizatoru poskytlo castice ~ 300 nm, 5 %

stabilizatoru pak castice ~ 50 nm). Distribuce velikosti ¢astic formulaci s glyceryl

behenatem, jojobovym voskem a Tweenem (Obrazek 24) zaroven ukazuji, Ze formulace

s Tweenem maji vyrazné bimodalni charakter a dokumentuji 1 pfitomnost NLC s velikosti

vetsi neZ 5 pm.
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Obrazek 24 Distribuce velikosti ¢astic NLC ptipravenych s riznou koncentraci
stabilizatoru Tween a jojobovym voskem jako kapalnym lipidem
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Obrazek 25 NLC piipravené se stabilizatorem Tween o koncentraci 5 % (vlevo), 2 %
(uprostted) a 1 % (vpravo)

Na Obrazku 25 je ptiklad vzhledu vzorkid NLC obsahujicich glyceryl behendt, kyselinu
olejovou a Tween v jiZz zminénych koncentracich. Tento obrazek potvrzuje trend poklesu
velikosti pfipravenych NLC s rostouci koncentraci stabilizatoru, jelikoz vzorek obsahujici
Tween o koncentraci 5 % je transparentni, zatimco vzorek obsahujici 1 % nikoliv.
U ostatnich vzorki NLC bylo pozorovano obdobné chovani bez ohledu na pouZiti kapalny
lipid ¢i stabilizator. Tuto skute¢nost potvrzuje napi. i publikace [67], ve které autofi
zkoumali vliv koncentrace Tweenu 80 (0,025, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 a 1,0 % hm.) na vlastnosti
a stabilitu NLC. Vysledky ukazaly, Zze zvysSeni koncentrace Tween zpisobilo snizeni

velikosti ¢astic (z-primér) bez vyznamného vlivu na index polydisperzity (PdI).
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Tabulka 13 Velikost ¢astic a PdI NLC pfipravenych s riznym kapalnym lipidem
a stabilizatorem sukcinat o riizné koncentraci

Kapalny lipid Koncentrace stabilizatoru Velikost ¢astic Pdl
Sukcint [%] [nm]
Jojobovy vosk 1 290+4 0,306+0,011
2 210+£11 0,46+0,04
5 85+5 0,95+0,05
Kyselina olejova 1 33949 0,39+0,07
2 193+4 0,33+0,04
5 78+4 0,55+0,04
MCT 1 277+3 0,27+0,02
2 25348 0,33+0,05
5 23845 0,48+0,04
450
400
350 I
E- 300 .
g 250 I T
S 200 -
S
= 150
=
100
0
1% 2% 5%
B Jojobovyvosk I Kyselina olejova = MCT

Obrazek 26 Vliv kapalného lipidu a koncentrace stabilizatoru sukcinat na velikost ¢astic

Na zéklad¢ vysledkt v Tabulce 13 neni v pfipadé NLC stabilizovanych sukcinatem zavislost
velikosti ¢astic na koncentraci tak vyrazna jako v ptipadé NLC stabilizovanych Tweenem.

Jak je patrné z Obrazku 26, u formulaci s jojobovym voskem a kyselinou olejovou velikost
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¢astic klesala s rostouci koncentraci stabilizatoru, avSak u formulaci s MCT se velikost ¢astic
s koncentraci stabilizatoru vyrazné¢ neméni. Distribuce velikosti ¢astic NLC s glyceryl
behenatem, MCT a sukcindtem je znidzornéna na Obrazku 26. Je zajimavé, Ze pii 5%

koncentraci sukcinatu je podobné¢ jako u formulaci s Twenem, pfitomna i frakce Castic

s velikosti vétsi nez 5 pm.

Intenzita [%]

1 1 10 100 1000 10000
Velikost ¢astic [nm]
Sukcinat 1%

Sukcinat 2%
Sukcinat 5%

Obrazek 27 Distribuce velikosti ¢astic NLC pfipravenych s riiznou koncentraci
stabilizatoru sukcinat a MCT jako kapalnym lipidem

Na zékladé¢ shrnuti vSech vysledkl preformulaéni studie bylo zvoleno kone¢né slozeni NLC
pro dalsi praci. Jako pevny lipid byl vybran glyceryl behenat, jako kapalny lipid kyselina
olejova a jako stabilizdtor Tween nebo sukcinat o koncentraci 2 %. U téchto formulaci byla
stanovena velikost Castic ~200 nm a PdI ~0,3. Distribuce velikosti ¢astic zvolenych

vyslednych formulaci jsou monomodalni (Obréazek 28).

Intenzita [%]

01 1 10 100 1000
Velikost &astic [nm]

Tween 2 %
Sukcinat 2%

Obrazek 28 Distribuce velikosti ¢astic NLC — kone¢na formulace pro dalsi praci o sloZeni:
glyceryl behenat, kyselina olejova, stabilizatory Tween nebo sukcinat o koncentraci 2 %
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Ve své studii zkoumali Murthy a kol. NLC skladajici se z glyceryl behenatu (pevny lipid)
a kyseliny olejové (tekuty lipid) ve stejném hmotnostnim poméru pevny lipid:kapalny lipid
7:3 se stabilizatorem o koncentraci 5 %. Autofi studie uvadi velikost ¢astic ~ 120 nm a PdI

~0,2 [68].

8.2 NLC s aktivnimi latkami

8.2.1 Volba aktivni latky

Po volbé sloZzeni NLC bez obsahu enkapsulované latky bylo pfistoupeno k vybéru aktivni
latky vhodné pro zaclenéni do NLC. Byly testovany 3 latky s antioxida¢nimi vlastnostmi,
ato AST, CBD a oleoresin, ktery obsahoval 10 % AST. Vzhled ptipravenych NLC
s aktivnimi latkami lze vidét na Obrazku 29. NLC s aktivni latkou byly charakterizovany
thned po pfipravé méfenim velikosti ¢astic, Pdl a (-potencidlu. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 14. Distribuce velikosti ¢astic NLC stabilizovanych Tweenem je znazornéna

na Obrazku 30 a NLC stabilizovanych sukcinatem na Obrazku 31.

Obrézek 29 NLC s aktivnimi latkami — AST (vlevo), CBD (uprostied) a AST oleoresin
(vpravo)
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Tabulka 14 Velikost ¢astic, PdI a {-potenciadl NLC s riznou aktivni latkou a stabilizatorem

Stabilizator | Aktivni latka Velikost ¢astic PdI C-potencial
[nm] [mV]
Tween Astaxanthin 23046 0,22+0,03 —-26+0
CBD 20243 0,29+0,06 -26+1
Oleoresin 82+4 0,48+0,05 —25+1
Sukcinat Astaxanthin 221+4 0,28+0,04 -20+1
CBD 17147 0,47+0,04 —27+1
Oleoresin 121+6 0,58+0,05 —23+1

Intenzita [%]

Velikost €astic [nm]

CBD

Oleoresin

Astaxanthin

Obrazek 30 Distribuce velikosti ¢astic NLC stabilizovanych Tweenem s aktivnimi latkami
AST, CBD a oleoresin s 10 % AST
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Intenzita [%)]

TR et e T T K IR
6
: é | - é |
0.1 1 10 100 1000 10000

Velikost éastic [nm]

Astaxanthin
CBD
Oleoresin

Obrazek 31 Distribuce velikosti ¢astic NLC stabilizovanych sukcinatem s aktivnimi
latkami AST, CBD a oleoresin s 10 % AST

Z Tabulky 14 je patrné, Ze bez ohledu na stabilizator byly nejmensi ¢astice pozorovany
u NLC s AST oleoresinem a nejvétsi ¢astice u NLC s AST. Velikost ¢astic prazdnych NLC
byla v ptfipadé¢ formulace stabilizované¢ Tweenem 207+6 nm a sukcinitem 193+4 nm.
Na zakladé srovnani velikosti ¢astic NLC s aktivni latkou a prazdnych NLC u formulaci
s AST a stabilizatorem Tween vzrostla velikost ¢astic na 230+6 nm a se stabilizatorem
sukcindt na 221+4 nm. V piipad¢ aktivni latky CBD doSlo k poklesu velikosti ¢astic
na 20243 nm u NLC se stabilizitorem Tween a na 171+7 nm u NLC se stabilizdtorem
sukcinat. U NLC s aktivni latkou AST oleoresin doslo k poklesu velikosti ¢astic na 83+4 nm
v piipadé¢ NLC stabilizovanych Tweenem a na 121+6 nm u NLC stabilizovanych

sukcinatem. Ve vSech ptipadech byla tato zmeéna signifikantni.

Praktickd piiprava vzorkd s obsahem AST byla komplikovana jeho horsi rozpustnosti
v kyseliné olejové. Dalsi komplikaci bylo, Ze béhem dialyzy doSlo, 1 pfes pfitomnost
antioxidantu askorbyl palmitatu, u vzorki NLC s AST a NLC s AST oleoresinem (u obou
byl stabilizdtorem Tween) k degradaci, které se projevila zménou barvy disperze. V ptipadé
vzorku NLC s AST doslo ke zméné barvy z Cervené na svétle oranzovou a v piipadée vzorku
NLC obsahujiciho AST oleoresin z ¢ervené na oranzovou (Obrazek 32). Rovnéz literatura
uvadi, Zze nevyhodou AST je jeho nestabilita. Vzhledem k vysoce konjugované struktuie a
nenasycenému charakteru AST snadno degraduje, zejména pokud je izolovan od své
puvodni matrice [43], [69]. Jako karotenoid je AST citlivy na svétlo, které plisobi jeho
excitaci. Reakci excitovaného AST s rozpoustédly pak vznikaji volné radikaly, které v

zavislosti na podminkach zptisobi pomalou nebo rychlou degradaci. Kromé toho je pro AST
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bézna také tepelna degradace. Mezi stupném degradace AST a zménou barvy existuje dobra

korelace [70]. U vzorkt NLC stabilizovanych sukcinatem ke zméné barvy nedoslo.

Obrazek 32 Degradace vzorkt NLC obsahujicich AST (vlevo) a oleoresin s AST (vpravo)
stabilizovanych Tweenem

U vzorkl s CBD degradace pozorovana nebyla, 1 kdyz CBD je aktivni latkou, kterd rovnéz
nevykazuje dobrou stabilitu. Napiiklad Mazzetti a kol. publikovali ve své praci [71],
ze degradace CBD zavisi na teplote, svétle a autooxidaci. Ve své praci zkoumali devét
komeréné dostupnych CBD E-liquidu a zjistili, Ze pfi vystaveni svétlu a pokojové teploté
dochézi béhem 30 dnl k 13% degradaci. U vzorkl skladovanych ve tmé a pii pokojové
teploté vSak doslo pouze k 4% degradaci, coz naznacuje, ze k degradaci vyznamné ptispiva

svétlo.

Vzhledem k barevné zméné vzorkti NLC s AST naznacujici jeho degradaci a z diivodu lepsi
stability aktivni latky CBD, jakoZ i na zdklad€ vysledkl z charakterizace pfipravenych
vzorkl (Tabulka 14) byl pro dalsi praci vybran jako aktivni latka k zapouzdieni do NLC
CBD.

V dalsi ¢asti studie byl testovan vliv mnoZstvi aktivni latky CBD na vlastnosti pfipravenych
¢astic. Pfi vybéru vhodné aktivni latky (viz pfedchozi kapitola) byla studie provedena
s navazkou 25 mg CBD a nyni bylo otestovano jeji snizeni na 10 mg. Byly pfipraveny dvé
formulace NLC s CBD a stabilizatory Tween nebo sukcinat. Vzorky byly ihned po piiprave
charakterizovany zmétenim velikosti ¢astic, PdI a {-potencidlu a vysledky jsou uvedeny

v Tabulce 15.
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Tabulka 15 Velikost ¢astic, PdI a {-potencial NLC s riznym stabilizatorem a riiznou
koncentraci CBD

Stabilizator | Navazka CBD Velikost ¢astic Pdl C-potencial
[mg] [d.nm] [mV]
Tween 10 17445 0,28+0,01 —24+1
25 178+1 0,40+0,07 —25+2
Sukcinat 10 14744 0,46+0,03 —22+1
25 134+1 0,54+0,02 -28+0,4

Na zaklad¢ vysledkd uvedenych v Tabulce 15 Ize konstatovat, ze velikost NLC s obsahem
10125 mg CBD se liSila jen nepatrné, a proto bylo rozhodnuto, Ze kone¢nd formulace NLC

bude obsahovat vys$si navazku aktivni latky CBD, tedy 25 mg.

8.2.2 Dialyza

Vzhledem k zamyslenému pouziti v biomateridlech a kosmetice, které ptredpokladaji
biologické testovani piipravenych vzorkl, byla pro ucely dal§iho testovani provedena
dialyza vyrobenych disperzi. Dialyzované vzorky byly charakterizovany zmétenim velikosti
¢astic, Pdl a (-potencialu pted provedenim dialyzy a ndsledné po ni. Vysledky méfeni
vzorkl pied dialyzou a po dialyze jsou uvedeny v Tabulce 16.

Tabulka 16 Velikost ¢astic, PdI a {-potencial NLC s aktivni latkou CBD pted dialyzou a po

dialyze
Velikost ¢astic [nm] PdI C-potencial [mV]

Stabilizator Pred Po Pred Po Pred Po

dialyzou dialyze dialyzou dialyze dialyzou dialyze

Tween 20243 178+1 0,29+0,06 | 0,40+0,07 —26+1 —25+2

Sukcinat 171+7 134+1 0,47+0,04 | 0,54+0,02 —27+1 —29+1

Po porovnani dat z Tabulky 16 lze konstatovat, Ze vlivem dialyzy doslo v piipadé NLC
stabilizovanych Tweenem s CBD k poklesu velikosti ¢astic z 202+3 nm na 1791 nm
a v piipadé NLC stabilizovanych sukcinatem s CBD se zmensila velikost ¢astic z piivodnich

171£7 nm na 133+1 nm. Vysledky testovani vlivu dialyzy na velikost ¢astic naznacuji,
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ze vyrazné€jsi vliv na velikost ¢astic byl pozorovan u NLC stabilizovanych Tweenem nez
u NLC stabilizovanych sukcinatem. Co se tyka Sitky distribuce vyjadiené pomoci hodnoty
PdI, NLC obsahujici CBD a Tween vykazovaly PdI ~ 0,4, zatimco distribuce vzorkti NLC
s CBD stabilizovanych sukcinitem byla $irsi s hodnotou PdI ~ 0,54.

Kromé velikosti ¢astic byly NLC s CBD charakterizovany rovnéz pomoci PdI a (-
potencidlu. Na zakladé hodnot {-potencidlu lze odvodit stabilitu ¢astic. Obvykle je jako
hranice stability uvadéna hodnota (-potencialu = 30 mV, pficemz absolutni hodnota vyssi
nez 30 mV oznacuje stabilni stav, zatimco hodnota {-potencidlu nizs§i nez 30 mV indikuje
stav sméfujici k agregaci, nestabilité, flokulaci nebo koagulaci [72]. U formulace NLC
obsahujici CBD a stabilizator Tween byl {-potencial naméien —254+2 mV au formulace NLC
s CBD stabilizované sukcinatem —28+0,4 mV. Hodnoty {-potencialu formulaci NLC s CBD
stabilizovanych Tweenem a zejména sukcinidtem se hodnoté —30 mV blizi, a tudiz lze

predpokladat, ze systémy by mohly vykazovat dobrou koloidni stabilitu.

8.2.3 Stanoveni tepelnych vlastnosti

Vzhledem k tomu, Ze pro vytvoteni lipidovych ¢astic musi byt teplota fdzové prechodu
lipidii vy$s$i, nez je teplota pokojovd, byly pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie
(DSC) sledovany tepelné vlastnosti studovanych systémtl. Termicka analyza byla provedena
u vychozich latek (glyceryl behenat, kyselina olejova, CBD), smési lipidi, smési lipidi
s aktivni latkou CBD a NLC disperzi s enkapsulovanym CBD, které byly stabilizovany
Tweenem nebo sukcinatem. Pfed DSC analyzou byly vzorky disperzi podrobeny dialyze.
Podminky tepelné¢ho cyklu jsou popsany v kapitole 7.3.3. Vysledky po prvnim ohfevu
(entalpie tdni AH, Tonset, Tpik @ Tendaset) jsou uvedeny v Tabulce 17. Pro srovnani jsou
v Tabulce 18 uvedeny stejné tidaje pro lipidové systémy, kde jsou pouzité 1 dalsi, diive
testované kapalné lipidy, MCT a jojobovy vosk. Na Obrazku 33 jsou pak znazornény

kalorimetrické kiivky vychozich latek a jejich smési pfi prvnim ohtevu.
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Tabulka 17 Vysledky termické analyzy Cistych latek a jejich smési pfi prvnim ohfevu od
25 do 80 °C. Systémy, kde kapalnym lipidem je kyselina olejova

Vzorek AH [Jg_I] Tonset [OC] Tpik [OC] Tendset [OC]
Glyceryl behenat -150,8 70,3 74,7 76,9
Kyselina olejova — — — —
(kapalny lipid)
Glyceryl behenat a kyselina -139,2 62,1 65,5 67,6
olejova
CBD -93 67,1 69,7 72,2
Glyceryl behenat, kyselina olejova -142 60,1 63,9 66,4
a CBD
Glyceryl behenat, kyselina -0,3* 59 65 67,2
8 olejova, CBD, Tween
Z | Glyceryl behenat, kyselina -0,9* 61 66 69,1
olejova, CBD, sukcinat

Tabulka 18 Tabulka 18 Vysledky termické analyzy Cistych latek a jejich smési pfi prvnim
ohfevu od 25 do 80 °C. Systémy, kde kapalnymi lipidy jsou MCT a jojobovy vosk

Vzorek AH [Jg_ll Tonset [OC] Tpik [OC] Tendset [OC]
Glyceryl behenat -150,8 70,3 74,7 76,9
MCT — — — —
(kapalny lipid)
Glyceryl behenat a MCT -164,1 66,2 68,9 71
Glyceryl behenat, MCT a CBD -126,1 64,2 67,2 69,5
Jojobovy vosk — — — —
(kapalny lipid)
Glyceryl behenat a jojobovy vosk —138,5 67,1 70,3 73
Glyceryl behenat, jojobovy vosk a —-131,6 58,4 67,9 71,4
CBD
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Glyceryl behenét

Kyselina olejova TT—

MCT

Jojobowy vosk

CBD

Glyceryl behendt a MCT

Glyceryl behenat, MCT a CBD

Obrazek 33 Kalorimetrické kiivky vychozich latek a jejich smési pfi prvnim ohievu od 25
do 80 °C

Na zaklad¢ vysledkti uvedenych v Tabulce 17 a v Tabulce 18 Ize konstatovat, Ze pfidanim
kapalného lipidu ke glyceryl behenatu doslo ke snizeni bodu tani z ~ 75 °C na ~ 66 °C
v pripad¢ pouziti kyseliny olejové, na ~ 69 °C pii pouziti MCT a nejmensi pokles bodu tani
byl zaznamenan v piipadé jojobového vosku na ~ 70 °C. Pfidanim aktivni latky CBD do
smési doslo opét k poklesu bodu tani, ktery ovSem nebyl tak signifikantni jako v pfipadé
smési tuhého a kapalného lipidu bez aktivni latky. Bod tani pro NLC, kde byla kapalnym
lipidem kyselina olejova s enkapsulovanym CBD a stabilizatorem Tween byl ~ 65 °C
a v piipad¢ stejného systému se stabilizatorem sukcinatem byl bod tani ~ 66 °C. Body tani
vSech zkoumanych smési lipidi, smési lipida s aktivni latkou i disperzi NLC se pfili§ nelisi,
jelikoz v jejich sloZeni je nejvetsi podil tuhého lipidu glyceryl behenatu, ktery kontroluje

tepelné vlastnosti celého systému.

Vysledky termické analyzy zaznamenané pii prvnim chlazeni studovanych systému jsou

uvedeny v Tabulce 19 a pfislusné kalorimetrické kiivky na Obrazku 34.
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Tabulka 19 Vysledky termické analyzy vychozich latek a jejich smési pfi prvnim chlazeni

od 80 do —10 °C. Systémy, kde kapalnym lipidem je kyselina olejova

Vzorek AH [Jg'] | Tonset [°C] | Tpik [°C] | Tendset [°C]
Glyceryl behenat 7,8 28,4 20,4 9,6
158,1 69,7 66,9 61,9
Kyselina olejova 183,1 2,6 1,6 -0,9
Glyceryl behenat, kyselina olejova 35,8 -1,5 -3,3 -4.9
110,8 61,8 60,3 55,1
CBD — — — .
Glyceryl behenat, kyselina 112,3 59,7 58,1 53,8
olejova, CBD
Glyceryl behenat, kyselina 0,45 49 46,4 41,3
o olejova, CBD, Tween
E Glyceryl behenat, kyselina 0,45 48 45,7 41,2
olejova, CBD, sukcinat

Tabulka 20 Vysledky termické analyzy vychozich latek a jejich smési pfi prvnim chlazeni
od 80 do —10 °C. Systémy, kde kapalnymi lipidy jsou MCT a jojobovy vosk

Vzorek AH [Jg'] | Tonset [°C] | Tpik [°C] | Tendset [°C]
MCT — — — —
Glyceryl behenat, MCT 4,5 32,2 25,1 13,8
132,3 66,1 63 56,6
Glyceryl behenat, MCT a CBD 105,6 64,8 61,5 55,1
Jojobovy vosk 185 6 4,2 1,9
Glyceryl behenat, jojobovy vosk 185,01 5,95 423 1,83
110,44 68,16 64,03 58,28
Glyceryl behenat, jojobovy vosk 0,54 1,56 0,57 -0,51
aCBD 97,51 63.88 59,93 52,77
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Obrazek 34 Kalorimetrické kiivky vychozich latek a jejich smési pti prvnim chlazeni od
80 do—10 °C

Z Tabulek 19 a 20 je patrné, Ze pridanim kapalného lipidu ke glyceryl behenatu doslo
ke sniZeni bodu tuhnuti z ~ 67 °C na ~ 60 °C v ptipadé pfidavku kyseliny olejové, na~ 63 °C
v pripad¢ pouziti MCT a na ~ 64 °C pfi pouziti jojobového vosku. Piidanim aktivni latky
CBD do smési pevného a kapalného lipidu doslo obdobné jako v piipadé bodu tani k dal§imu
poklesu bodu tuhnuti, ktery ovSem jiZ nebyl tak vyrazny jako v pfipad¢ pfidani pouze
kapalného lipidu. Body tuhnuti obou disperzi NLC s enkapsulovanym CBD, které byly

stabilizovany bud’ Tweenem, nebo sukcinatem byl ~ 46 °C.

Obecné 1ze konstatovat, Ze nejvétsi vliv na tepelné vlastnosti ma tuhy lipid, kterého je ve
smésich nejvétsi podil. Dale 1ze fici, Ze z kapalnych lipidlh méla nejvétsi vliv na tepelné
vlastnosti pfitomnost kyseliny olejové, zatimco jojobovy vosk ovliviioval tepelné vlastnosti
nejménc.

Stanoveni tepelnych vlastnosti glyceryl behenatu a NLC s glyceryl behenatem jako tuhym
lipidem rovnéZz provadeli Youshia a kol. Hodnoty a hodnoty uvedené v této studii

se vyznamné nelisily [73].

8.2.4 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

Enkapsulaéni uc¢innost (EE) pfipravenych formulaci NLC byla vyhodnocena stanovenim
koncentrace CBD v jednotlivych extraktech NLC pfipravenych podle postupu uvedeného
v kapitole 7.3.4 pomoci HPLC. Byl taktéZ proveden test spravnosti extrakéniho postupu, kdy

byly z jednoho vzorku ptipraveny totoznym zptisobem 3 extrakty, které byly analyzovany
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na piitomnost CBD pomoci HPLC. Vyslednd primérna koncentrace CBD v téchto
3 extraktech Cinila 44,5+0,4 pg/ml. Na zékladé vysledkii tohoto testu lze konstatovat,

ze opakovatelnost zvoleného extrakéniho postupu byla dobra.

Pro stanoveni CBD byla nejprve na HPLC proméiena koncentracni fada standardic CBD
v ethanolu (koncentracni rozsah 5 az 100 pg/ml). Na zaklad¢ zavislosti plochy piku
na koncentraci CBD v extraktech byla sestrojena kalibra¢ni ptimka (Obréazek 35), ktera byla
nasledné vyuzita pro stanoveni koncentrace (Cs) CBD ve formulacich NLC, jejiz hodnota
byla nasledn¢ pouzita pro vypocet EE podle Rovnice 1. Teoreticka koncentrace CBD v NLC
disperzi byla vypoctena jako 41,67 pg/ml. Vysledky EE formulaci NLC s CBD

stabilizovanych Tweenem nebo sukcindtem jsou uvedeny v Tabulce 20.
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Obrazek 35 Kalibra¢ni ptimka CBD v ethanolu stanovena pomoci HPLC

Tabulka 21 Primérné hodnoty enkapsula¢ni i¢innosti vzorkii NLC s obsahem CBD

Formulace Cs [ng/ml] EE [%]
NLC s CBD a Tweenem 35+2 84+5
NLC s CBD a sukcinatem 40+1 97+3

Na zéklad¢ vysledki EE uvedenych v Tabulce 21 lze konstatovat, ze NLC s CBD
stabilizované Tweenem 1 sukcinatem vykazovaly vysoké hodnoty EE. Vys$si hodnota EE

byla pozorovana u formulace stabilizované sukcinatem, ktera byla velmi vysoka a to ~ 97 %.
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NLC s enkapsulovanym CBD se ve svych studiich zabyvali Morakul a kol. a Matarazzo

a kol. V obou studiich jsou autory rovnéz uvadény velmi vysoké hodnoty EE [3], [49].

8.2.5 Mikroskopie atomarnich sil

Stanoveni morfologie pomoci AFM bylo provedeno u vybraného vzorku NLC

s enkapsulovanym CBD stabilizovany sukcinatem. Vysledky stanoveni jsou uvedeny
na Obrazku 36.
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Obrazek 36 2D rekonstrukce a profilovy ez 3D snimkem NLC s CBD a stabilizatorem
sukcinat (nahote) a 2D rekonstrukce vzorku NLC s CBD a stabilizdtorem sukcinat (dole)

Stanoveni vzorku NLC s CBD a stabilizatorem sukcindt pomoci AFM nebylo zcela
jednoduché, jelikoz se lipidové castice pravdépodobné pohybovaly spolecné s pohybem
sondy. MiiZe to byt zplisobeno tim, Ze jsou vice mékké nebo vice elastické. Velikost ¢astic

se podafilo stanovit na ~ 0,5 az 2,5 um.

8.2.6 Stanoveni stability

Stabilita formulaci NLC s CBD stabilizovanych Tweenem nebo sukcinatem byla stanovena
méfenim velikosti ¢astic, {-potencidlu a koncentrace CBD pomoci HPLC ihned po ptiprave

a poté vsedmidennich intervalech po dobu 4 tydnt. Vzorky byly skladovany
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pfi chladnickové teploté. Vysledky méteni pro NLC obsahujici CBD a Tween jsou uvedeny
v Tabulce 22 a pro formulaci NLC stabilizovanou sukcinatem v Tabulce 23. Vysledky
stanoveni stability méfenim velikosti ¢astic formulaci NLC jsou graficky znazornény
na Obrazku 37. Distribuce velikosti ¢astic formulace NLC obsahujiciho CBD a Tween je
znézornéna na Obrazku 38 a formulace NLC s CBD stabilizované sukcinatem na Obrazku
39. Distribuce velikosti ¢astic je méfena ihned po piiprave, poté po 2 tydnech a na zavér po

4 tydnech.

Tabulka 22 Vysledky stanoveni stability vzorku NLC obsahujiciho CBD a Tween

Cas od pripravy | Velikost &astic PdI C-potencial Koncentrace
[tydny] [nm] [mV] [ng/ml]
0 18344 0,43+0,04 —27+1 35420
1 17144 0,45+0,04 —25,1+0,6 36,4+1,9
2 17343 0,47+0,05 —24,1+0,8 37,6+0,9
3 15544 0,49+0,02 —26,4+1,1 36,5+0,8
4 15146 0,47+0,04 -26,1+1,1 39,1+1,5

Tabulka 23 Vysledky stanoveni stability vzorku NLC obsahujictho CBD a sukcinat

Cas od pripravy | Velikost &astic PdI C-potencial Koncentrace
[tydny] [nm] [mV] [ng/ml]
0 19043 0,38+0,04 -25,3+0,6 40+1,0
1 23347 0,35+0,04 —21,7+0,9 42+4.0
2 24046 0,38+0,04 —21,4+0,9 42,0+0,5
3 23145 0,46+0,05 —23,9+0,8 40,3+0,2
4 238+7 0,44+0,04 —24,3+0,4 44,5+0.4
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Obrazek 37 Stanoveni stability vzorkti NLC s CBD méfenim velikosti ¢astic

Na zékladé namétenych hodnot uvedenych v Tabulce 22 1ze konstatovat, Ze velikost ¢astic
formulace NLC obsahujici CBD a stabilizator Tween byla ihned po pfipravé ~ 183 nm.
Z Tabulek 22 a 23 a Obrazku 37 je patrné, ze za tyden od ptipravy velikost castic klesla
na~ 171 nm a po dobu dal§iho tydne ziistala konstantni. Po tfech tydnech od piipravy
velikost ¢astic opét klesla na ~ 155 nm a nasledujici tyden se velikost ¢astic jiz vyrazné
nezménila. Velikost ¢astic ve sledovaném ctyitydennim obdobi poklesla na 82,5 % ptivodni
velikosti stanovené thned po ptipravé NLC. V piipadé formulace NLC s CBD stabilizované
sukcindtem byla velikost ¢astic ithned po pfipravé ~ 190 nm, nasledujici tyden vzrostla
na~ 233 nm a po dobu dalSich 3 tydnt jiz nedoslo k zadné vyrazné zméné velikosti Castic.
Castice po 4 tydnech skladovani vzrostly na 128 % své pivodni velikosti. Obecné lze
konstatovat, Ze velikost ¢astic NLC s CBD stabilizovanych Tweenem v dobé pozorovani
klesala, zatimco v pfipadé NLC s CBD a stabilizatorem sukcinat tyden po pfipravé vzrostla
a poté jiz byla konstantni. Zménam velikosti ¢astic v ¢ase odpovidaji 1 distribu¢ni kiivky
velikosti ¢astic obou vzorkl, které jsou znazornény na Obrazku 38 pro NLC s CBD

a stabilizatorem Tween a na Obrazku 39 pro NLC obsahujici CBD a stabilizator sukcinat.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

14 ....................... ..................... ............
q2b R L
10 ....................... ..................... ...........

Intenzita [%)]

0.1 1 10 100 1000 10000

Velikost ¢astic [nm]
NLC s CBD a Tweenem tyden O

NLC s CBD a Tweenem tyden 2
NLC s CBD a Tweenem tyden 4

Obrazek 38 Distribuce velikosti ¢astic formulace NLC s CBD a Tweenem métend ihned po
pripravé, po 2 tydnech a po 4 tydnech
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Obrazek 39 Distribuce velikosti ¢astic formulace NLC s CBD a sukcinatem meéfena thned
po ptipravé, po 2 tydnech a po 4 tydnech
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Obrazek 40 Stanoveni stability vzorkti NLC s CBD métenim C-potencialu

Jak jiz bylo zminéno vySe, na zékladé¢ hodnoty (-potencialu Ize odvodit stabilitu castic.
U vzorku NLC s CBD a stabilizatorem Tween byl naméten (-potencial (Obrazek 40) ihned
po ptipravé ~—27 mV. Po tydnu skladovani byla jeho hodnota ~—25 mV a po dvou tydnech
~ =24 mV. Po tfech tydnech klesl na hodnotu ~ —26 mV a do konce pozorovani se jiz
nezménil. V piipadé formulace NLC obsahujici CBD a stabilizator sukcinat byl naméten C-
potencial ihned po ptipravé ~—-25 mV a po mirném vzristu jeho hodnoty po 1. a 2. tydnu
skladovani se hodnota {-potencialu ustélila na ~-24 mV. Obecné lze konstatovat, ze (-
potencial kolisé, ale k vyraznym zménam nedochdzi. V této souvislosti je potieba rovnéz
poznamenat, ze méfeni (-potencidlu ma ve srovnani s jinymi technikami relativné velkou
chybu. Pfesnost méfeni je v nejlepSim pripad€é £2 mV nebo +10 %, coz znamena, ze drobné
zmény v (-potencialu by nemély byt pifehnané interpretovany [74]. Jelikoz nebyly
ocekavany vyrazné zmény formulaci béhem sledované doby skladovéani, bylo popsané
chovani disperzi a hodnot jejich {-potencidlu ocekavano. Hodnoty {-potencialu by mohly

byt ovlivnény napi. zménou pH, kterd by mohla nastat degradaci.
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Obrazek 41 Stanoveni stability vzorktt NLC s CBD métenim koncentrace CBD pomoci
HPLC

Stabilita formulaci NLC s CBD a stabilizatory Tween nebo sukcinat byla taktéz stanovena
métfenim Casovych zmén koncentrace CBD v extraktech z NLC disperzi pomoci HPLC.
Z Obrazku 41 je patrné, ze v ptipadé obou formulaci dochdzelo béhem skladovani
k mirnému rastu koncentrace CBD. Vzhledem k velmi nizké rozpustnosti CBD ve vod¢
(12,6 mg/l) a jeho vysoké lipofilit€ [75] je narGst koncentrace CBD v Case velice
nepravdépodobny. Proto se 1ze domnivat, ze chyba ve stanoveni mohla nastat napf. pii
odbéru vzorku pro extrakei, €i pfi samotné extrakéni procedure. V tomto ohleduje potfeba

v nasledujici praci vénovat vice pozornosti validaci pouzitého extrakéniho postupu.

8.3 Pickeringovy emulze a jejich charakterizace

Pro pfipravu Pickeringovych emulzi (PE) byly pouZity pfimo vodné disperze lipidovych
nanocastic s enkapsulovanym CBD (stabilizované Tweenem nebo sukcinatem), které tvotily
vodnou fazi (VF). Jako olejova faze (OF) byl pouzit oleoresin s 10% obsahem AST. Pii
ptipravé PE byl nejprve k NLC s enkapsulovanym CBD pfidavan piimo AST oleoresin.
Tento postup se ukazal jako nevhodny, jelikoz ve vyslednych PE zlistdvalo mnoho volného
oleje. Nasledné byl postup modifikovan tak, ze OF byla ptipravena dispergaci 100 nebo
200 mg AST oleoresinu v 5 ml MCT (viz postup uvedeny v kapitole 7.4). Pouziti takto
ptipravené OF vedlo k vyraznému zlepSeni emulgacniho procesu a u PE mohl byt testovan
vliv mnoZstvi oleje na enkapsulaci AST. Vzorky PE byly pfipraveny ve tfech hmotnostnich

pomeérech olej/voda (O/V) 5/95, 10/90 a 20/80.
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8.3.1 Velikost emulznich kapek PE

Pickeringovy emulze byly charakterizovany méfenim velikosti emulznich kapek a jeji
distribuci pomoci piistroje Mastersizer 3000 pracujiciho na principu laserové difrakce.
Tento pfistroj je (na rozdil od DLS) schopen spolehlivé méfit 1 kapky s mikrometrovou
velikosti. Vysledky velikosti kapek PE jsou vyjadieny jako D [4;3], coz je prumér velikosti
kapek vztahujici se k jejich objemu. Stanovené hodnoty velikosti jsou uvedeny v Tabulce 24
pro PE obsahujici 100 mg AST oleoresinu a v Tabulce 25 pro PE obsahujici 200 mg AST
oleoresinu. Hodnota Span pak vyjadiuje Sitku distribuce velikosti emulznich kapek.
Grafické zndzornéni velikosti kapek v zdvislosti na hmotnostnim poméru O/V jsou pro
vzorky PE se 100 mg AST oleoresinu uvedeny na Obrazku 42 a pro vzorky PE s 200 mg
AST oleoresinu na Obrazku 43.

Tabulka 24 Vysledky méfeni velikosti emulznich kapek Pickeringovych emulzi
obsahujicich 100 mg AST oleoresinu v MCT

Stabilizator NLC Pomér O/V D [4:3] [um] Span
Tween 5/95 2,9+0,6 3,6+0,1
10/90 2,5+0,1 2,8+0,1
20/80 1,6+0,01 1,7+0,01
Sukcinat 5/95 0,5+0,02 1,9+0,05
10/90 0,6+0,00 1,7+0,01
20/80 3,4+0,2 1,9+0,02
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Obrazek 42 Velikost kapek Pickeringovych emulzi obsahujicich 100 mg AST oleoresinu
v MCT

Na zéklad¢ vysledkti uvedenych v Tabulce 24 a na Obrazku 42 lze konstatovat, ze v ptipadé
PE, které obsahovaly NLC stabilizované Tweenem a 100 mg AST v olejové fazi klesla
velikost kapek se vzrlstajicim mnozstvim oleje z ~ 2,9 pm (O/V 5/95) na ~ 1,6 um (O/V
20/80). V ptipad¢ PE obsahujicich NLC stabilizované sukcinatem byla velikost kapek
obdobna u vzorkli ptipravenych v poméru O/V 5/95 a10/90 a to ~ 0,5 um. Vzorek

pfipraveny v poméru O/V 20/80 obsahoval vibec nejvétsi emulzni kapky, s velikosti

~ 3,4 pm.

Tabulka 25 Vysledky méfeni velikosti emulznich kapek Pickeringovych emulzi
obsahujicich 200 mg AST oleoresinu v MCT

Stabilizator Pomér O/V D [4;3] [pm] Span
NLC
Tween 5/95 0,6+0,008 2,13+0,02
10/90 0,80,002 2.26+0,009
20/80 0,9+0,007 1,70+0,02
Sukcinat 5/95 0,3+0,03 1,75+0,03
10/90 1,5+0,04 4,03+0,03
20/80 1,6+£0,06 1,81+0,02
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Obrazek 43 Velikost kapek Pickeringovych emulzi obsahujicich 200 mg AST oleoresinu
v MCT

Vyssi koncentrace AST oleoresinu v olejové fazi (200 mg) poskytly ve srovnani s niz§im
mnozstvim AST oleoresinu odlisSné vysledky, které jsou uvedeny v Tabulce 25
a na Obrazku 43. Lze konstatovat, Ze v piipadé¢ PE piipravenych z NLC stabilizovanych
Tweenem byla velikost kapek ~ 0,9 um, vyjimkou byl vzorek piipraveny v hmotnostnim
poméru O/V 5/95, kdy byla velikost kapek mirné¢ mensi a to ~ 0,5 um. U vzorku PE
ptipraveného z NLC stabilizovaného sukcinatem v poméru O/V 5/95 byla pozorovana vibec
nejmensi velikost kapek ~ 0,3 pm. V pfipadé¢ vzorkli PE pfipravenych v hmotnostnim
poméru O/V 10/90 a 20/80 byla velikost kapek podobna a to pfiblizné 1,6 um. Piiklady
distribuci velikosti kapek PE pfipravenych s 200 mg AST oleoresinu v MCT jsou uvedeny
na Obrazku 44 (O/V 5/95), Obrazku 45 (O/V 10/90) a na Obrazku 46 (O/V 20/80).

Na zaklad€ porovnani vysledkli uvedenych v Tabulkach 24 a 25 a na Obrézcich 42 a 43 lze
fici, Ze mensi velikosti kapek byly pozorovany u vzorkti PE, které obsahovaly v olejové fazi
vetsi mnozstvi (200 mg) AST oleoresinu. Je tedy ziejmé, Ze na velikost emulznich kapek ma
vliv i povaha olejové faze, napf. jeji polarita a viskozita. V tomto konkrétnim ptipade vétsi
mnozstvi AST oleoresinu mohlo pfispét k modifikaci povahy olejové faze a tim i zméné
velikosti kapek. Vliv viskozity a polarity olejové faze na velikost emulznich kapek byl
zminén a diskutovan napt. v publikaci autortt Urbankova, Sedlacek, Kasparkova a kol.
zroku 2021, ve které¢ uvadéji, ze olejové faze s vysokou viskozitou vytvaieji emulze

s vétsimi kapkami nez oleje s nizkou viskozitou [76]. V dalsi studii (Yao, Lin a kol., 2019)
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zabyvajici se touto problematikou autofi uvadéji, ze viskozita je dulezity parametr
ovliviujici rychlost generovani emulznich kapek, kdy vyssi viskozita olejové faze napomaha

snadné&jSimu rozbiti a vytvoireni disperzni faze [77].
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Obrézek 44 Distribuce velikosti kapek Pickeringovy emulze pfipravené v hmotnostnim

poméru O/V 5/95
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Obrazek 45 Distribuce velikosti kapek Pickeringovy emulze pfipravené v hmotnostnim
pomeru O/V 10/90
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Obrazek 46 Distribuce velikosti kapek Pickeringovy emulze piipravené v hmotnostnim
poméru O/V 20/80

Z Obrazki 44 az 46 je patrné, ze distribuce velikosti kapek PE jsou uzké a monomodalni.
Vyjimkou je distribuce vzorku emulze, ktera obsahuje NLC stabilizované sukcinatem a byla

pfipravena v hmotnostnim poméru O/V 10/90. Ta je bimodalni.
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8.3.2 Opticka mikroskopie

Pro charakterizaci pomoci optické mikroskopie byly taktéz vybrany PE, které¢ obsahovaly
volejové fazi 200 mg AST oleoresinu. Vzorky byly pozorovany pii zvétSeni 1000x.
Na Obrazku 47 je uvedeno jako ptiklad porovnani PE pfipravenych v hmotnostnim poméru
O/V 5/95 obsahujici NLC, které jsou stabilizovany Tweenem (vlevo) nebo sukcinatem

(vpravo).

Obrazek 47 Snimky z optického mikroskopu Pickeringovych emulzi pfipravenych
v hmotnostnim poméru O/V 5/95 stabilizovanych Tweenem (vlevo) nebo sukcinidtem
(vpravo)

Na Obrazku 47 1ze pozorovat, ze kapky PE obsahujici NLC stabilizované Tweenem jsou
vetsi nez PE, které byly pfipraveny z NLC stabilizovanych sukcindtem, ¢emuz odpovida
1 namétena velikost emulznich kapek pomoci pfistroje Mastersizer diskutovana v kapitole

8.3.1.

V ptipadé¢ vzorkl PE pfipravenych v hmotnostnich pomérech O/V 10/90 a 20/80 byla vétsi
velikost kapek mikroskopicky pozorovany u PE obsahujicich NLC stabilizované Tweenem,
¢emuz ale neodpovida velikost kapek naméfena piistrojem Mastersizer. Toto lze vysvétlit
tim, Ze v pfipadé méteni svételnou difrakei se jednd o primérnou velikost kapek a béhem
méfeni byla emulze po celou dobu v méfici cele michdna, coz mohlo velikost ovlivnit.
Rovnéz mohlo dojit k tomu, Ze v zorném poli mikroskopu byly zobrazeny frakce mensich

kapek, nez je prumér stanoveny svételnou difrakei.
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8.3.3 Vizualni pozorovani

Pickeringovy emulze byly vizudlné pozorovany ihned po ptipravé. Ptiklad vzhledu PE je
uveden na Obrazku 48, na kterém jsou vzorky obsahujici ve vodné fazi NLC s CBD
stabilizované Tweenem a v olejové fazi 200 mg AST oleoresinu v MCT, pfipravené

v hmotnostnich pomérech O/V 20/80, 10/90 a 5/95.

Obrazek 48 Pickeringovy emulze ptipravené v hmotnostnim poméru O/V 20/80, 10/90
a 5/95 s obsahem 200 mg AST oleoresinu v MCT (OF)

Vsechny vzorky PE mély oranzovou barvu svédcici o pfitomnosti AST. Z Obrazku 48 je
patrné, ze s rostouci koncentraci OF se zvySoval obsah volného oleje. Nejvice volného oleje
bylo tedy pozorovano u vzorku PE pfipravené¢ho v hmotnostnim poméru O/V 20/80. Kapky
volného oleje lze zfetelné pozorovat na Obrazku 48, kde jsou oznaceny Sipkou. Stejné
chovani bylo pozorovano i u PE, které obsahovaly v OF 100 mg AST oleoresinu v MCT bez
ohledu na pouzity stabilizator NLC.

Vzorky PE obsahujici ve vodné fazi NLC s CBD stabilizované Tweenem vykazovaly mirné
zvySené mnozstvi volného oleje nez vzorky PE piipravené z NLC s CBD, které byly
stabilizovany sukcinatem. U vzorkd PE pfipravenych v pomérech O/V 20/80 a 10/90

dochézelo ke krémovéani bez ohledu na typ pouzitého stabilizatoru NLC.
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Obecné lIze konstatovat, ze vzorek PE pfipraveny v hmotnostnim poméru O/V 5/95
obsahujici ve vodné fazi NLC s CBD stabilizované sukcinatem a 200 mg AST oleoresinu

v olejové fazi se jevi jako nejlepsi.
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ZAVER
Diplomova prace se zabyva lipidovymi nanocasticemi jako nosi¢i antioxidacnich, aktivnich
latek v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Pozornost je soustiedéna zejména

na nanostrukturované lipidové nosi¢e (NLC), které jsou pokrocilejsim typem lipidovych

nanocastic.

Nejprve byla provedena preformulacni studie s cilem vybrat metodu piipravy céstic
a navrhnout vhodné slozeni lipidové matrice. Byly testovany dvé metody ptipravy a nékolik
ruznych formulaci NLC. Jako pevny lipid byly pouzity kyselina laurova, kyselina palmitova
a glyceryl behendt a jako kapalny lipid kyselina olejovd, MCT a jojobovy vosk.

Ze stabilizatort byly testovany Tween, sukcinat, deoxycholat a Poloxamer 407.

Pii volbé metody ptipravy NLC bylo zjiSténo, Ze ¢astice piipravené Metodou 2, spocivajici
v prudkém ochlazeni lipidové disperze, maji vyrazné mensi velikosti i uzsi distribuci, a proto

byla tato metoda zvolena pro dalsi praci.

Pti volbé vhodného tuhého lipidu pro NLC bylo zjisténo, Ze vzorky s mastnou kyselinou
laurovou vykazovaly lepsi charakteristiky nez formulace s kyselinou palmitovou. Dalsi
testovany tuhy lipid, glyceryl behenat, vSak poskytoval ¢astice s reprodukovatelnéjsimi
vlastnostmi neZ ob¢ mastné kyseliny a byl proto zvolen pro dalsi praci. Glyceryl behenat byl
pak dale testovan v kombinaci s kapalnymi lipidy. Nejmensi velikost castic 1 nejuzsi
distribuci vykazovaly NLC s kyselinou olejovou, kterd méla rovnéZ i monomodalni
distribuci. Ze stabilizatorti byly zvoleny Tween a sukcinat, u nichz byla nasledné provedena
studie vhodné koncentrace. Na zaklad¢ ziskanych vysledkii preformulacni studie byl zvolen
systém obsahujici glyceryl behenat, kyselinu olejovou a stabilizdtory Tween nebo sukcinat

o koncentraci 2 %, ktery byl dale pouZivan pro ptipravu NLC v celé diplomové préci.

Pti volbé vhodné aktivni latky vhodné pro zapouzdieni do NLC byly testovany AST, CBD
a oleoresin s 10 % AST. Nejmensi castice byly pozorovany u NLC s aktivni latkou AST
oleoresin ~ 82 nm, avSak prakticka pfiprava NLC obsahujicich AST (at’ uz v ¢isté formé
nebo v oleoresinu) byla komplikovana jeho degradaci béhem dialyzy. Vzhledem k této

skutecnosti byl jako aktivni latka zvolen CBD.

V dalsi Casti prace byly uspé$né piipraveny a charakterizovany NLC s CBD a stabilizatory
Tweenem nebo sukcinidtem. Analyza prokazala, ze NLC s CBD stabilizované Tweenem
mély velikost ¢astic ~ 178 nm, PdI ~ 0,4 a {-potencial ~—25 mV, zatimco NLC stabilizované

sukcinatem obsahovaly mensi ¢astice ~ 134 nm, distribuce byla $irsi (Pdl ~ 0,5) a {-potencial
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nabyval hodnoty ~ —28 mV. Stanovenim tepelnych vlastnosti (DSC) bylo zjisténo, Ze
pfidanim CBD a kapalného lipidu k pevnému lipidu glyceryl behenatu doslo ke snizeni bodu
1 entalpie tani piipravenych cCastic. Enkapsulacni u¢innost NLC byla velmi vysoka, a to

v ptipadé NLC s CBD a Tweenem ~ 84 % a u NLC s CBD a sukcinatem 97 %.

Provedena stabilitni studie na vzorcich uchovavanych po 4 tydny pfi 5 °C prokazala jejich
dobrou stabilitu, jelikoz ve sledovaném obdobi se sledované parametry vyrazné¢ neménily.
U vzorku NLC s CBD a Tweenem mirné poklesla velikost ¢astic (z~ 183 na ~ 151 nm)
a u vzorku NLC s CBD a sukcinatem naopak velikost ¢astic vzrostla (ze ~ 190 na ~ 238 nm).

Hodnoty {-potencialu se neménily.

Vzorky NLC s enkapsulovanym CBD stabilizované Tweenem nebo sukcindtem byly
nasledné pouzity pro piipravu Pickeringovych emulzi (PE) typu olej-voda (O/V). Tyto
emulze obsahovaly v olejové fazi AST oleoresin dispergovany v MCT. U vzorkl PE byl
zkouman vliv mnozstvi oleje a mnozstvi AST oleoresinu v MCT na vlastnosti emulzi.
Pickeringovy emulze byly nasledné charakterizovany meétenim velikosti emulznich kapek,

mikroskopickym a vizudlnim pozorovanim.

V ramci této studie bylo zjiSténo, Ze s rostoucim mnozstvim olejové faze rostla i velikost
emulznich kapek, vyjimkou byl vzorek PE, pfipraveny z NLC stabilizovanych Tweenem
s obsahem 100 mg AST oleoresinu v MCT. Déle bylo zjiSténo, Ze mensi velikosti kapek
byly pozorovany u vzorki PE, které obsahovaly v olejové fazi 200 mg AST oleoresinu, coz
nasvédcuje tomu, Ze vysSi obsah AST oleoresinu pfispival k leps$i emulgaci. Vizudlni
pozorovani prokdzalo, Ze srostoucim mnozZstvim oleje v emulzi se rovnéZ zvySovalo
mnozstvi volného oleje. U vzorkli PE pfipravenych v hmotnostnich pomérech O/V 20/80
a 10/90 dochazelo ke krémovani bez ohledu na typ pouzitého stabilizatoru. Nejlepsi
vlastnosti vykazovala PE pfipravend v hmotnostnim poméru O/V 5/95 obsahujici NLC
s CBD stabilizované sukcinidtem a olejovou fazi s 200 mg AST oleoresinu dispergovanou

v MCT.

Vysledky diplomové prace prokdzaly, ze NLC se jevi jako slibné systémy pro dodévani
aktivnich latek. Konkrétné NLC s enkapsulovanym bioaktivnim CBD mohou nalézt
praktické pouziti v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Dal§im origindlnim
prispévkem diplomové prace je vyuziti NLC s enkapsulovanym CBD pro piipravu
Pickeringovych emulzi, které maji vysoky potencial pro praktické aplikace, jelikoZ umoziuji

spole¢nou enkapsulaci vice aktivnich latek v ramci jednoho nosice.
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Virus lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus)
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Index polydisperzity
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Pickeringovy emulze
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