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ABSTRAKT

Bakalatskd prace je zamétend na kryogely a jejich vyuziti jako nosictu aktivnich latek.
Teoreticka Cast se zabyva obecnymi informacemi o gelech a jejich pfipravou, jsou zde
podrobnéji popsany kryogely, jejich vlastnosti, proces vyroby a aplikace v mediciné
a kosmetice. VEtSi pozornost je vénovana gelim a kryogeltim jako nosi¢iim aktivnich latek.
V posledni ¢asti jsou popsany Pickeringovy emulze. Prakticka ¢ast je zamétena na piipravu
kryogelt, ve kterych jsou inkorporovany Pickeringovy emulze s vysokou koncentraci vnitini
faze (HIPPE), které jsou stabilizovany nanokrystalickou celulézou a obsahuji kurkumin.
Ptipravené HIPPE byly charakterizovany pomoci méfeni velikosti ¢astic a mikroskopie.
Ptipravené kryogely slouZzily jako nosi¢e kurkuminu a bylo sledovano ptevazné jeho

uvolnovani na zdkladé rozdilného slozeni kryogelu.

Kli¢ova slova: kryogel, emulze, Pickeringovy emulze, gelovaténi, nosie aktivnich latek,

gel, hydrogel
ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on cryogels and their use as carriers of active substances. The
theoretical part deals with general information about gels and their preparation, cryogels,
their properties, production process and application in medicine and cosmetics are described
in detail. More attention is paid to gels and cryogels as carriers of active substances. In the
last section, Pickering emulsions are described. The practical part focuses on the preparation
of cryogels incorporating high internal phase Pickering emulsions (HIPPE), which are
stabilized by nanocrystalline cellulose and contain curcumin. The prepared HIPPEs were
characterized by particle size measurements and microscopy. The prepared cryogels served
as carriers for curcumin and its release was mainly monitored based on the different cryogel

composition.

Keywords: cryogel, emulsion, Pickering's emulsion, gelation, carriers of active substances,

gel, hydrogel
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UvVOD

Gely fadime mezi disperzni systémy, kdy se ¢astice gelu spojuji do trojrozmérné sit¢. Mohou
byt piipravovany zjednoho nebo vice polymert. Maji unikatni vlastnosti jako
je nerozpustnost, nekonecnd molekulova hmotnost nebo schopnost reverzibilné bobtnat nebo
smrstovat se. Podle vlastnosti nebo chemického slozeni rozdélujeme gely do mnoha skupin

jako napft. hydrogely, aerogely, xerogely, emulgely, kryogely a dalsi.

Préace je zaméiena predevsim na kryogely, kdy prvni zminka o kryogelech pochazi ze 40.
let 20. stoleti, pfi¢emz svlij vyznam a zajem ziskaly v 80. letech. Vyzkum tehdy zahdjil
Lozinsky spolu s jeho spolupracovniky, ktefi studovali princip a mechanismus kryogelace.
Kryogely fadime mezi hydrogely a jejich ndzev je odvozen z feckého slova ,kryos* a to
znamena mraz nebo led. Jak jejich nazev napovida, pfipravuji se polymeraci z roztoku
monomeru a iniciatoru pfi teplotach pod 0 °C. V dne$ni dob¢€ maji kryogely velké uplatnéni
hlavné v biomedicin€ nebo v tkanovém inzenyrstvi. Nejvice jsou vyuzity jako nosice 1é¢iv
(aktivnich latek), kdy dokazou zaclenit a chranit 1é€ivo za ucelem zlepSeni jeho biologické
dostupnosti a ucinnosti. Vyznamné pomahaji k 1é€bé riiznych onemocnéni anebo mohou

najit své uplatnéni v kosmetice a dermatologii.

Soucasti prace byla inkorporace Pickeringovych emulzi do kryogelu. Pickeringovy emulze
byli zkoumany védci W.Ramsdem a S.U. Pickeringem v letech 1903—1907. Je to typ emulzi,
které jsou stabilizovany pomoci pevnych ¢éastic bud’ organického, nebo anorganického
charakteru. Jsou pouzity namisto konven¢nich povrchové aktivnich latek. Pickeringovy
emulze maji specifické vlastnosti jako je vysoka odolnost vii¢i koalescenci a Ostwaldovu
zrani. Pfipravuji se vysokoenergetickou metodou jako je vysokotlaka nebo rotor-stator
homogenizace a sonikace. Zajem o Pickeringovy emulze v poslednich letech vyrazné
vzrostl, a to zejména pro aplikace ve zdravotnictvi a kosmetice, kde mize byt pouziti
povrchové aktivnich latek nezadouci, z hlediska jejich iritacniho potencidlu. V kosmetice
dokazou vyznamné pfispét k vyznamnému sniZzeni nebo dokonce odstranéni jejich toxicity.
Mohou byt soucasti riznych kosmetickych formulaci, jako jsou napftiklad antiperspiranty
nebo opalovaci krémy. V mediciné maji mnohem S$ir§i vyuziti, protoze se pfedevSim
pouzivaji pro enkapsulaci aktivnich farmaceutickych slozek v dispergované fazi, kdy zabrani
degradaci a dokézou kontrolovat rychlost uvoliiovani aktivnich farmaceutickych latek.
Pickeringovy emulze s vysokou vnitini fazi (HIPPE; High internal phase Pickering

emulsions) jsou emulze, které maji pomér vnitini faze vétsi nez 74 %. PouZivaji se znaéné v
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potravinafském primyslu, dale jako nosice biologickych aktivnich slozek, v kosmetice a
farmaceutickém pramyslu a tkdniovém inzZenyrstvi. Obecné maji vyssi stabilitu diky nizké
pohyblivosti emulznich kapek a diky tomu zabranuji sedimentaci, flokulaci nebo

koalescenci.
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I. TEORETICKA CAST
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1 GELY

Termin ,,gel* je piekladan z latinského slova ,.gelu* jako mraz, zmrznout nebo ztuhnout.
Gel tedy znamena zménu kapalin na pevné nebo polotuhé materialy, které neteCou. Piesto si
zachovavaji nékteré vlastnosti kapalnych materialu v disledku elastické nebo semielastické

povahy. (Nayak, Das 2018)

Miizeme je definovat jako polotuhé pevné systémy vyrobené z jednoho nebo vice polymert.
Ve vétsing piipadi jsou polymerni gely systémy polymer/rozpoustédlo. (Nayak, Das 2018)
Gely jsou koloidn¢ disperzni systémy, kde se disperzni ¢astice spojuji do trojrozmérné sité,
ktera v zavislosti na koncentraci prostupuje disperznim prosttedim a mechanicky tento
systém zpeviluje. Spojité prostiedi je zde jak disperzni prostiedi, tak 1 disperzni podil. KdyZz
vznikne zesitovand struktura gelu, tak se disperzni ¢astice nemohou volné pohybovat
v disperznim prosttedi. Disperzni prostiedi je sice kapalné, ale gely maji spiSe vlastnosti
charakteristické pro tuhy stav. Sily, které¢ ptisobi adhezi disperznich ¢astic mohou byt jak
chemického, tak fyzikdlniho charakteru. VysuSenim gelu se odstrani disperzni prostiedi
a vznikne systém, ktery obsahuje jenom disperzni podil, tyto systémy se oznacuji jako
xerogely. Gelace vysokomolekularnich latek je jednim z dilezitych procest napiiklad
u vyroby vlaken, aplikace lepidel nebo zpracovani ktize. (Bartovska Lidmila 2005) (Novak
Josef a kol. 2008)

1.1 Vlastnosti geli

Vétsina gelli ma alespon jednu z nasledujicich vlastnosti, miize to byt jejich nekonecna
molekulova hmotnost, nerozpustnost a netavitelnost, a schopnost reverzibilné bobtnat nebo
smr$tovat se. Gely mizou mit i tak velmi rizné a odlisné vlastnosti, a to zavisi na né€kolika
faktorech, jako naptf. typy polymernich matric, povaha zesitovani, typ polymeru atd.

wewvr

chovani atd. (Nayak, Das 2018)

Gely dokazi bobtnat tim, ze absorbuji zvySeny objem kapaliny neboli rozpoustédla.
Rozpoustedlo pronika do gelové matrice a interakce gel-gel jsou obnoveny prostfednictvim
interakce gel-rozpoustédlo. Gely z polyakrylatu mohou byt pfipraveny bobtnanim, tyto
vysoce nabobtnatelné gely se nazyvaji ,,superabsorbujici polymery (SAP)“. SAP pfi

kontaktu s vodnym prostfedim bobtna a tvoti hydrogelovou strukturu. Také mohou pfijmout
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vlhkost az v 1000nasobku své suché hmotnosti, pfi¢emz absorbované vodné médium udrzuji

i pod tlakem. (Nayak, Das 2018)

Starnuti gelového systému se projevuje pomalejsi spontanni agregaci koloidniho systému.
V gelovych systémech starnuti zptisobuje postupné vyraznéjsi zesitovani gelujiciho ¢inidla.
Proces starnuti pokracuje i po po¢atecni gelaci, protoze koncentrace/mnozstvi kapaliny jsou

sniZzeny z nové vyrobenych gelovych systémt. (Nayak, Das 2018)

1.2 Typy gelu

Podle ptislusného chovani xerogelu ve styku s kapalinami mizeme gely rozdélit do dvou
skupin. Gely reverzibilni neboli elastické, které pti vysuSeni zmensuji svlij objem a piechazi
na kompaktni xerogely. Jsou schopny pii styku s disperznim prostfedim ptechazet zpatky do
puvodniho stavu tzv. bobtnanim. Takto se chovaji pfedev§im makromolekularni gely

(Bartovska Lidmila 2005) (Novak Josef a kol. 2008)

Gely ireverzibilni neboli neelastické, které maji ve vysuseném stavu piiblizné¢ stejny objem
jako ptivodni lyogely, ale jsou porézni. Lyogely je oznaceni pro gely, které obsahuji kapalné
disperzni prostiedi. Pfi styku s disperznim prostfedim jsou schopné sorbovat urcité mnozstvi

kapaliny, ale do piivodniho stavu se nevrati. (Bartovska Lidmila 2005)

Gely je mozZné rozdélit 1 do dalSich skupin podle chemického sloZeni disperzniho podilu na
gely anorganické a organické. Dale podle charakteru disperzniho prostfedi na hydrogely
s vodnym disperznim prostiedim a organogely, disperzni prostfedi v tomhle ptipadé tvori
organické kapaliny. (Bartovska Lidmila 2005) (Novak Josef a kol. 2008) Gely se daji

rozdélit 1 do mnoha dalSich skupin jako jsou napt. kryogely, aerogely.

1.3 Hydrogely

V roce 1953 se podarilo ceskému védci Drahoslavu Limovi pfipravit hydrogel zesitovanim
poly(2-hydroxyethylmethakrylatu). Tento materidl slouzil jako zaklad pro vyrobu prvnich
mékkych kontaktnich ¢ocek. Na tomto objevu se spolu s Drahoslavem Limem podilel i Otto

Wichterle. (Ayatullah Hosne Asif et al. 2019)

Hydrogel je gel, ktery dokéze pojmout az stonasobek mnozstvi vody, nez kolik sam vazi

v suchém stavu, to znamena, Ze je siln¢€ hydrofilni.

Hydrogely jsou vyrdbény z hydrofilnich polymert, které tvoii hydrofilni sit’ schopnou

absorbovat vétSi mnozstvi kapalin nebo biologickych tekutin. Obecné se daji vyrabét
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z polymert obsahujici rizné hydrofilni skupiny, jako jsou napt. hydroxylové, karboxylové,
amidové a imidové skupiny, skupiny sulfonovych kyselin, které jsou bud’ zabudované, nebo
naroubované na jejich polymerni struktury. Schopnost absorbovat tekutiny vznika
disledkem hydrofilnich funkénich skupin zakladniho polymerniho fetézce. Pronikani
kapalin do struktury hydrogeli umozituje volnou difiizi molekul rozpusténé latky, polymer
jsou schopnost zachycovat kapalinu, mékkost, hydrofilita, vyssi bobtnatelnost, elasticita,
pruznost a savost. (Nayak, Das 2018) Fyzikalni a biochemické vlastnosti hydrogelii zalezi
na jejich slozeni, zptisobu polymerace a hustoté zesitovani. Nékteré hydrogely dokazou
poskytovat pozadované kombinace vlastnosti pro rizné biomedicinské aplikace. Muze to
byt napt. regenerativni medicina a cileny transport 1é¢iv. Nadale je mizeme vyuZivat také
v 3D kultivaci bunék pro studium bunééné matrice, bunécné interakce, proliferace, migrace

a diferenciace bunék. (Yue et al. 2015)

1.3.1 Rozdéleni hydrogeli

Hydrogely rozd&lujeme do 3 zékladnich skupin podle jejich fyzikalnich strukturnich
vlastnosti: 1) amorfni hydrogely jsou produkovany, kdyZ jsou makromolekularni fetézce
uspofadany ndhodné¢; 2) semikrystalické struktury jsou charakterizovany hustymi oblastmi
usporadanych makromolekularnich fetézci; 3) 3D struktury, za které jsou zodpovédné
vodikové vazby. Déle je mtizeme rozdélit podle konfigurace, typu zesitovani a polymerniho

sloZeni (Obrazek 1). (Chen et al. 2019)

Dvojity
sitovany
hydrogel

Organicky/Organicky
kompozitni
hydrogel

‘ {\% Tetra PEG gel

Organicky/Anorganicky
nanokempozitni hydrogel

Obrazek 1 Typické struktury hydrogelti (upraveno dle Chen et al. 2019)
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1.3.2 Biomedicinské aplikace hydrogeli

Hydrogely se diky svym vlastnostem jako je flexibilita, biokompatibilita a mékkost podobayji
biologickym tkanim. Proto se pouzivaji jako biomateridly v Iékaiskych a farmaceutickych

aplikacich. (Popat B. Mohite and Sonali S. Adhav 2017)

Hydrogely mohou mit rizné fyzikalni foremy: 1) pevné vylisky — pouzivané v kontaktnich
¢ockach; 2) povlaky — vyuzivané jako kryci vrstva na vnitinich sténach kapilar; 3) polymerni
membrany nebo polymerni folie — pouzivané jako zdsobniky IéCiv v transdermalnich
naplastech; 4) lisované matrice — vyuzivané v kapslich a tabletkach pro peroralni podani; 5)
mikrocastice a kulicky — pouzivané jako zasobniky 1éCiv pfi fizeném uvolnovani 1éciva.

(Nayak, Das 2018)

1.4 Aerogely

Aerogely byly poprvé vytvoteny z polysacharidl (agar, nitrocelul6za a celul6za) v roce 1931
Samuelem Stephensem Kistlerem z College of the Pacific v Stocktonu v Kalifornii
procesem superkritického vysouseni. Jsou vyjimecnou skupinou nanoporéznich materialt se
zajimavymi vlastnostmi. (Maleki et al. 2016) Aerogely jsou jediné gelové materidly, které
jsou vyrabéné pomoci postupu sol-gel, a to znamena, ze kapalna slozka gelového systému
je nahrazena plynem vhodnou metodou suseni. Vysledny aerogel je pevny, ultralehky,
porézni, v nékterych ptipadech prihledny a je z 90-99 % tvoten vzduchem. Jelikoz maji
vyssi porovitost jak na makroskopické, tak mikroskopické trovni, tak vykazuji viceucelové
a jedinecné vlastnosti. Napft. vysoce specificky povrch, index lomu, ultranizkou tepelnou

vodivost atd. (Nayak, Das 2018)

Vzhledem k vysokému rozsahu porovitosti jsou aerogely vyuzivané v n€kolika odvétvich.
Napt. jako tepelna izolace ve stavebnictvi a letectvi, chemické senzory, biomaterialy pro
nékolik 1ékaiskych a farmaceutickych aplikaci atd. Existuji rizné druhy aerogelt: polymerni
aerogely, aerogely na bazi uhliku, polysacharidii, pryskyfic, polyamidu atd. Nejvice
vyuzivany aerogel je na bazi oxidu kfemicitého, a to z toho diivodu, ze ma prokazanou
vysokou tepelnou izolaci a je opticky transparentni ve viditelné vinové délce. (Maleki et al.

2016) (Nayak, Das 2018)

1.4.1 Priprava aerogelu

Aerogely lze ptipravit z vlhkého gelu technologii sol-gel neboli gelovaténim (Obréazek 2).

A to tak, ze nanocéstice jsou zesitovany a hierarchicky sestaveny do vlhkého gelu.
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Zesitovani mlze nastat spontdnné nebo katalyzou pomoci katalyzatoru prostiednictvim
hydrolyzy nebo kondenzacnich reakci. Nasledné¢ podléhaji procesu suseni, obvykle
superkritickym suSenim, které je schopné zabranit kolapsu port a zachovat neporusSenou

porézni texturu materialu. (Garcia-Gonzalez et al. 2011) (Maleki et al. 2016)

Zesitovani Gelovaténi CPD -Suseni v kritickém bodé
> . ..

Predchudce Sol

Acerogel

Obrazek 2 Obecny postup pro syntézu aerogelii (upraveno dle Maleki et al. 2016)
1.5 Emulgely

Emulgely jsou gely na bazi emulze, mlizeme je rozde¢lit na dva zdkladni typy podle
dispergované a spojité faze, a to na typ olej/voda nebo voda/olej. Jejich vznik je fizen
vlastnostmi neionickych povrchové aktivnich latek (PAL), jejichz chovani je zavislé
na teploté. Pii nizsi teploté vznikaji micely, pokud je teplota zvysend, dochazi ke konverzi
na reverzni micely. Pfi teplotnim piechodu, PAL koexistuje jak s vodnou, tak s olejovou

fazi. Vysledkem jsou mékké emulgely. (Milutinov et al. 2023) (Nayak, Das 2018)

Mezi jejich vlastnosti patii snadna roztiratelnost, maji transparentni vzhled a také maji lepsi

fyzikalni a biologickou kompatibilitu s ktizi. (Herrera-Lavados et al. 2023)

Posledni dobou se emulgely vyuZivaji pro podéavani léCiv. Lokalni uvoliiovani 1éCiva
z emulgelovych systémil je fizeno mechanismem difize 1éCiva. Vnitini fize emulgelu
funguje jako zasobnik lé¢iva, a to se pak pomalu uvoliuje do vnéjsi faze emulze. Lécivo,
které se vklada do emulgelu penetruje pies stratum corneum jak intercelularnimi, tak
mezibunéénymi cestami. Emulgely maji fadu pozitivnich dermatologickych vlastnosti.

(Nayak, Das 2018)

Mezi jejich dal§i hlavni vyuziti najdeme v potravinaiském primyslu ke strukturovéni
potravinovych systéml za uclelem ziskani ptizpasobenych reologickych a texturnich
vlastnosti, nahrazeni nasycenych tukti v nizkotu¢nych vyrobcich a dodéavani citlivych latek.

(Milutinov et al. 2023)
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2 KRYOGELY

Prvni zminka o syntéze kryogeli pochazi ze 40. let 20. stoleti, ale svlij vyznam a zijem
ziskaly az v 80. letech. Kdy Lozinsky s jeho spolupracovniky z Institutu organoprvkovych
slouc¢enin Ruské akademie véd zahdjili vyzkum, ktery byl zalozeny na studiu principti

a mechanismu kryogelace. (Kumar 2016)

Slovo kryogel pochazi z feckého slova ,kryos, coz znamena mraz nebo led. Kryogely
muzeme zafadit do tfidy hydrogelti a jsou to heterogenni, netransparentni makroporézni
materidly. Vznikaji polymeraci z roztoku polymernich prekurzort pii teplotdch pod nulu,
tim vznikaji makropory obklopené elastickou propojenou siti. Nejbéznéjsim pouzivanym
rozpoustédlem je voda. (Bakhshpour et al. 2019) Voda v kryogelech pomahé vytvofit
makroporézni strukturu s fazovou separaci, pii které se zmrzl¢é ledové krystaly vody plsobi
jako porogeny. Jsou to tedy supermakroporézni polymerni gely, které vznikaji procesem
kryogelovani, tj. za mrazu a za pouziti ledu jako porogenu. Velikost makropora v kryogelech
je mezi 1 pm a 100 pm, velikost se méni v zavislosti na podminkéach ptipravy. Mizou je
ovliviiovat koncentrace a poméry polymeru, rozpoustédla, sitovacich ¢inidel nebo také
teplota a rychlost tuhnuti. Z toho vypliva, Ze vlastnosti kryogelii zavisi na struktufe pord,
tloust’ce stény portt a hustot¢ polymeru v nabobtnanych sténach pori. Vysoce porézni
propojend struktura umoznuje neruSenou diftzi vSech rozpusSténych latek, vcetné
makromolekul a koloidnich ¢astic v kryogelech s pory vétsimi nez 50 um. Diky této
vlastnosti jsou kryogely atraktivnimi materidly pro bioseparaci a bunéfnou kultivaci.
Kryogely mohou byt také pfipraveny ve form¢ prasku, membran, kulicek nebo v injekéni

form¢. (Cimen et al. 2021) (Kumar 2016)

Kryogely mohou byt vyrobeny z ptirodnich i1 syntetickych polymert. Materidl pro vhodnou
vyrobu kryogeld se vybira na zdkladé dobré snaSenlivosti pro oSetfovanou tkan. Ptirodni
materidly podporuji bunéfnou interakci a maji nizkou toxicitu. Jelikoz jsou,
ale drahé a maji nizkou mechanickou pevnost, jsou pii vyrob¢ scaffoldi vhodné&jsi syntetické
materidly. 1 presto, ze maji nevyhody jako je napfiklad vznik infekce, rejekce
a 1 potencialné nebezpecéné vedlejsi produkty degradace. (Hixon et al. 2017) Kryogely
mohou byt rozlozitelné, mohou tedy byt biodegradabilni nebo nebiodegradabilni, to ndm
umoznuje kontrolu nad jejich Zivotnosti a potencidlnim dopadem na Zivotni prostiedi.

(Omidian et al. 2023)
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Kryogely zptsobily revoluci v oblasti biomedicinského vyzkumu. Maji uplatnéni v oblasti
biomediciny, biotechnologie a farmacie, a to z diivodu své vysoce propojené a oteviené
makroporézni struktury. Diky jedineCnym vlastnostem kryogeld, vcéetné trojrozmérné
struktury, zna¢né porovitosti, konzistence, velkého obsahu vody a vysoké propojitelnosti

port, se vyrazné podobaji nativnim mékkym tkanim. (Bakhshpour et al. 2019)

Supermakroporozita u kryogelti umoznuje jejich pouziti bez komplikaci v procesu difuze
biologickych makromolekul. Muzou byt pouzity k ¢isténi makromolekul (proteiny
a nukleové kyseliny), k separaci bunécnych organel, virt, plazmidi mikroorganismu

a bunc¢k savct. (Bakhshpour et al. 2019)

Hlavni rozdil mezi kryogely a jinymi makroporéznimi materidly je ten, ze kryogely maji
tkanovitou elasticitu a mohou byt deformovéany bez zni¢eni. (Lozinsky, Vladimir L. et al.

2003)

2.1 Priprava kryogeli

Kryogely mohou byt vyrdbény z ptirodnich, syntetickych nebo hybridnich materiélu,
a to poskytuje flexibilitu v dostupnosti a pfizpisobeni. Do kryogeli lze zaclenit vice

polymert, a tak zvysit jejich uc¢innost. (Omidian et al. 2023)

Nejcastéji se pouzivaji pro piipravu kryogeli hydrofilni polymery a nejcastéjSim
rozpoustédlem je voda. Naopak kryogely, které jsou sloZené z hydrofobnich polymert,
vyuZivaji organickd rozpoustédla, které musi mit vhodny bod tuhnuti a musi byt biologicky
nezavadné. Problém v pouziti spocivda vtom, ze v kryogelech zlstdvaji zbytkova

rozpoustédla, které musi byt odstranéna vhodnymi metodami. (Omidian et al. 2023)

Kryogelace je jednoduchd metoda gelace pfi teplotach pod bodem mrazu, kterd eliminuje
potebu odstrafiovat porogen a vytvaii inherentni vzéjemné propojené pory ve struktuie
scaffoldu. Vice jak polovina rozpoustédla vykrystalizuje, a ke gelovaténi dochézi v malych
nezmrzlych mistech kolem krystalii rozpoustédla. Postup kryogelace je popsan na obrazku
3 a sklada se z: 1) fazové separace s formovanim ledovych krystald, 2) zesitovani a 3)
polymerace. Nasleduje rozmrazovani ledovych krystalli za vzniku vzdjemné propojené
porézni kryogelové site. Jako porogeny se zde pouzivaji krystaly rozpoustédla. Odstranénim
porogenu je dosazeno udrzovanim kryogelu pfi teplotaich nad bodem tuhnuti rozpoustédla.
Gelovy roztok se vétSinou ochladi na teplotu mezi -5 az -20 °C. Pii té€chto teplotach velké

mnozstvi rozpoustédla krystalizuje, ale ¢ast roztoku gelu zlstdva v kapalné formé. Slozky
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hydrogela jsou pii krystalizaci rozpoustédla koncertovany v kapalnych mikrofazich, které
obklopuji. Po wuplynut¢ dob&é gelace se kryogel vrati na pokojovou teplotu
a rozmrazovanim krystalii rozpousStédla zanechd velké a vzdjemné propojené pory.

(Henderson et al. 2013) (Ertiirk, Mattiasson 2014) (Hellebois et al. 2021)

Zmrazeni Polymerace Rozmrazovani

monomer, inicidtor tvorba ledovych krystali a ledové krystaly a

a rozpoustédlo iniciace polymerace polymerovany gel kryogel s

makropory

Obrazek 3 Ptiprava supermakroporézniho kryogelu (upraveno dle Ertiirk, Mattiasson
2014)

Kryogely se mohou vyrdbét s riiznou morfologii a vlastnostmi, které byvaji ptizplisobeny
pro konkrétni aplikaci. Ve srovnani s jinymi technikami pouzivanymi ke generovéni
makroporéznich geli byva kryogelovani jak Casové, tak materialové efektivni metoda.

(Henderson et al. 2013)

2.2 Injektovatelné kryogely

Prvni zminka o injektovatelnych kryogelech byla zvetejnéna roku 2012, kde se o nich pise
jako o velkoobjemovych hydrogelech, které se mohou aplikovat konven¢éni hypodermickou
injekéni  stfikackou, aby se zabranilo invazivnim chirurgickym implantacim.

(Eggermont et al. 2020)

Injektovatelné kryogely se pouzivaji k vytvoreni 3D porézni struktury, dale pomahaji chranit
zapouzdiené biologické latky pied degradaci a ftidi dodavani savCich bunék
a biomolekul do hostitelské tkané. Injektovatelné kryogely maji podobné vlastnosti jako
kryogely. Mezi jejich nejvyznamnéjSim vlastnosti patii tvarovd pamét’ a jsou reverzibilné
stlacitelné. Pomoci vlastnosti zapamatovat si trvalou makroskopickou strukturu je mozné
s kryogely manipulovat a docasné je stlacit bez trvalé¢ deformace po uvolnéni tlaku. Kromé
toho mohou byt diky tvarové paméti formovadny do rlznych tvarQ

a velikosti. Z tohoto diivodu mohou byt preferovanym biomateridlem pro biomedicinské
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aplikace. Byvaji vyuzity napiiklad v imunoterapii, tkdflovém inzenyrstvi nebo podavani

1€ku. (Razavi et al. 2019) (Ertiirk, Mattiasson 2014)

2.2.1 Proces pripravy

Ptipravuji se kryotropni gelaci, pfi¢emz tento proces vede k fazové separaci rozpoustédla na
zmrzlou fazi, kdy se vytvoii ledové krystalky a na nezmrzlou fazi, kterd vznika kolem
krystald ledu, kde vznikaji gelové prekurzory. Nasledné dochézi k zesitovani gelovych
prekurzori kolem ledovych krystald. Po Gplné polymeraci a nasledné inkubaci pti pokojové
teploté se tyto kryogely s tvarovou paméti oplachnou vodou, aby se odstranily nezreagované

polymerni prekurzort. (Eggermont et al. 2020)

2.2.2 Aplikace injekénich kryogeli

Aplikace se provadi pomoci injekéni stfikacky, kdy se volna voda v makropdrech
kryogelového scaffoldu uvoliiuje beéhem injekce, kdy polymerni sit’ se reverzibilné zhrouti
na zlomek své piivodni velikosti. To ndm umozni, aby byl gel protladen a prosel jehlou

(Obrazek 4). (Eggermont et al. 2020)

Sit’ zesit'ovanych
I

Stlagend polymerni
sit’

Obrazek 4 Aplikace injek¢éniho kryogelu (upraveno dle Eggermont et al. 2020)
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3 GELY A KRYOGELY JAKO NOSICE AKTIVNICH LATEK

Nosice 1€kt v poslednich letech vzbuzuji védecky zajem, a to vede k vyznamnému rozvoji.
Jsou definovéany jako systémy, které maji schopnost zaclenit a chranit 1é¢ivo za ucelem
zlepseni jeho selektivity, biologické dostupnosti a ucinnosti. Vyvoj prispél k 1é¢bé raznych
onemocnéni a vedl k védeckému pokroku v oblasti Iékové terapie. Nosice 1é¢iv predstavuji
zpusob, jak ptekonat problémy jako je nizka rozpustnost 1€kt ve vod¢, biologicka degradace

vetsiny 1€¢ivych latek a nizka biologicka dostupnost. (Milutinov et al. 2023)

Podévani aktivnich latek pro mistni aplikaci se bézn¢ vyuziva k dosaZeni lokalizovanych
ucinku na kiizi pro kosmetické i dermatologické ucely, kdy se provadi aplikace na zdravou
nebo nemocnou pokozku. Pouziva se k 16¢bé€ riaznych koznich onemocnénti, jako je lupenka,
akné¢ nebo ekzém. Formulace pro lokdlni aplikaci vykazuji systémové ucinky
prostiednictvim jejich transdermalniho podéavani. Vyhodou téhle aplikace je zabranéni

degradace v zaludku a ¢astému podavani 1éku. (Milutinov et al. 2023)

Velmi casto byly jako nosice 1€kl pouzivany lipozomy, a to hlavné diky jejich bezpecnosti
a schopnosti zaclenit hydrofilni a hydrofobni 1éCiva, nicméné kvili jejich fyzikalni
a chemické nestabilit¢ dochazelo k vedlejsim ucinkim, a nedochdzelo k fizenému
uvolnovani 1é¢iv. Z toho divodu se zacali Siroce vyuzivat ptirodni polymerni materidly, a to
hlavné diky jejich biokompatibilité a degradovatelnosti. Mezi polysacharidové materialy pro
fizené uvolnovani aktivnich latek patii chitosan, Skrob, celuléza a algindt sodny. Pro

dodavani hydrofobnich 1é¢iv se pouzivaji cyklodextriny. (Zagni et al. 2023) (Li et al. 2019)

Naptiklad nanokrystalicka celuloza (CNC) a nanofibrilarni celuléza (NCF) jsou
polysacharidové nanomaterialy, které vykazuji jedine¢né vlastnosti jako vysoka pevnost,
modifikovatelnost, biokompatibilita a vysoky specificky povrch. To vede k potencidlnimu
pouziti v biomediciné, pro ucely jako je podani 1ékti, obvazy na rany, implantace 1€ki
a tkdnové inzenyrstvi. (Li et al. 2019) Dal§im materialem vhodnym pro uvoliiovani aktivnich
latek jsou cyklodextriny (CD), které diky své jedine¢né struktufe dokaZzi enkapsulovat
hydrofobni latky. Byvaji uspésn€ vyuzivany jako pomocné latky pro solubilizaci Spatné
rozpustnych 1é¢iv. CD je zodpovédny za enkapsulaci, biologickou dostupnost a rychlost
uvolilovani 1é¢iva. Vyuzivaji se napf. v obvazech na rany, kde je dilezité sterilni prostiedi

v cilové oblasti. (Zagni et al. 2023)
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3.1 Hydrogely jako nosice aktivnich latek

Hydrogely patii mezi moderni, slibné a tzv. ,,smart* nosic¢e pro cilené dodani 1éku hlavné
diky svym fyzikalnim vlastnostem, které minimalizuji nevyhody konvencniho podavani
1é¢iv. Zesitované hydrofilni polymerni sité¢ hydrogelt dokazi zachycovat velké mnozstvi
vody. Diky témto vlastnostem a schopnosti napodobovat biologické prostiedi jsou Siroce
pouzivany v tkanovém inzZenyrstvi a rekreativni medicin€. Pro biomedicinské aplikace je
dalezity vybér polymert, protoze musi spliiovat nasledujici pozadavky, nesmi byt toxické
a imunogenni, musi udrzet sterilitu a zajistovat vhodnou stabilitu in vivo. Hydrogelové
scaffoldy mohou napodobovat extraceluldrni matrici, tak aby se podafilo pfichyceni a rist
bunék. Velkou nevyhodou hydrogelt je neschopnost dodavat hydrofobni 1é¢iva. (Milutinov
et al. 2023) (Savina et al. 2021)

3.2 Kryogely jako nosice aktivnich latek

Kryogely se diky své makroporézni struktufe vyuzivaji ve farmaceutickych aplikacich jako
nosice 1é¢iv. Diky rozmrazovani a zmrazovani se vytvari rizné zesitovana struktura, ktera
ovliviiuje prichod aktivni latky. Je nezbytné, aby systém pro uvoliiovani lé¢iva odpovidal
fyziologické potfebé pacienta ve spravny Cas a piipadn€ na spravném misté. Tyto chytré
nosice by méli mit jednu ze zédsadnich vlastnosti jako je spravna ochrana léCiva, presné fizené
uvoliovani, lokélni zacileni a samoregulaci terapeutického Gcinku. I pfesto je velmi naro¢né

piidat vSechny tyto funkce do jednoho systému. (Bagri et al. 2011) (Sowasod et al. 2012)

3.3 Kryogely v tkanovém inZenyrstvi

Makroporézni kryogely poskytuji lepsi vlastnosti nez nanoporézni hydrogely. Diky jejich
vysoce propojené¢ makroporézni struktufe umoziuji rychlé vristani a expanzi bunék, déle
také umoznuji rychlou vymeénu kysliku, Zivin a metabolickych odpadii, coz vede k usnadnéni
transportu a kultivaci bunék. Z tohoto diivodu jsou kryogely atraktivni material pro
skladovani a transport kryokonzervovanych bunék. KdyZ jsou vystaveny vysokym tlakovym
silam kryogely se dokazou plné zotavit do piivodniho stavu, a to diky jejich houbovitym
elastickym vlastnostem. Pravé diky tomu se s nimi d4 snadno manipulovat a mizeme je
aplikovat do injek¢nich stiikacek, to umoziiuje minimalni invazivni podani bunék a proteint.

(Sievers et al. 2021)

Mezi dal$i vyhody jejich makroporézni struktury jsou 3D kultivace a separace nanocastic

(buniky, plazmidy, viry a bunééné organely). (Mikhalovsky et al. 2011) (Dainiak et al. 2010)
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Tkanové inzenyrstvi je zalozeno na principu kultivace bunék ve 3D scaffoldech za
podminek, které jsou nezbytné nutné pro vyvoj bunc¢k ve funkéni tkdni. Tkanovy nebo
bunécny biomaterial by mél po implantaci do pacienta postupné degradovat a nahradit
pfirozenou tkan v téle. Pfipadné se muze do poranéné tkané implantovat scaffold, ktery
stimuluje t€lu vlastni buiiky k opravé tkan€. Kryogelové scaffoldy diky své vysoké
poréznosti a velké velikosti port poskytuji strukturni prostor, ktery je vhodny pro zachovéni
a migraci bun¢k a dale umozni vyménu zivin mezi scaffoldem a prostfedim. Kryogelové
scaffoldy jsou pfipravovany z velké skaly syntetickych a ptirodnich materiala jako napf.
PEG, poly(2-hydroxyethylmethakylat), zelatina, chitosan, dextran, alginat a dalSich.
(Dainiak et al. 2010) (Mikhalovsky et al. 2011)
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4 PICKERINGOVY EMULZE

Prvni zminka o Pickeringovych emulzich se objevila ve védecké literatuie na pocatku 20.
stoleti, kdy se jednalo o studii emulzi stabilizovanych casticemi. V roce 1903 védec
W. Ramsden a v roce 1907 védec S.U. Pickering nezavisle za sebou prokazali, ze pevné
koloidni ¢astice, jako jsou napiiklad jemny jil a srazenina siranu médnatého s vapnem,
mohou stabilizovat rozhrani mezi dvéma nemisitelnymi fazemi. I pfesto, ze prvni s objevem
téchto emulzi piisel W. Ramsden, dostali nazev po druhém védci Pickeringovi, proto tedy

emulze stabilizované ¢asticemi nazyvame "Pickeringovy emulze". (Rayner et al. 2014)

Zajem o Pickeringovy emulze v poslednich 10 letech vzrostl zejména pro aplikace
ve zdravotnictvi a kosmetice, kde mize byt pouzivani povrchové aktivnich latek nezadouci.
Povrchové aktivni latky jsou pfi stabilizaci nahrazovany prédvé pevnymi casticemi.
U kosmetickych emulgatori nebo synteticky vyrabénych povrchové aktivnich latek dochazi
k omezeni a Castym kontrolam, a jejich pouziti je Casto regulovano z divodu, Ze spousta
z nich pfi opakovaném a dlouhodobém pouzivéani zptisobuji kozni iritace. (Kalashnikova et

al. 2011) (Rayner et al. 2014)

Pickeringovy emulze jsou tedy typem emulzi, které jsou stabilizovany pomoci pevnych
Castic anorganického nebo organického charakteru namisto konvenc¢nich povrchoveé
aktivnich latek (Obrazek 5). Stabilizuji rozhrani mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami
pomoci pevnych Castic a ty snizuji mezifdzovou energii systému a tim vznikd stabilni
emulze. Castice obvykle o priméru mens$im nez 200 nm, mohou byt tvofeny napiiklad
oxidem zine¢natym a titani¢itym nebo oxidem kiemicitym. (Patravale, Mandawgade 2008)

(Harman et al. 2019)

\I: O Pevna &dstice
:5 olej 25 o @
"b H"lq . ) >
3 o®
voda 5 h‘? voda ..
o/v klasicka emulze o/v Pickeringovy emulze

Obrazek 5 Rozdil mezi emulzi a Pickeringovou emulzi (upraveno dle Chevalier, Bolzinger
2013)
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U emulzi mohou vznikat dva typy, a to bud’ emulze typu voda v oleji (V/O) nebo olej
ve vodeé (O/V). To, ktery typ vznikne, je ddno smacivosti ¢astic, kterd je popsana Youngovou
rovnici a tfifazovym kontaktnim thlem 0. Obecné se stabilni Pickeringovy emulze tvofi,
kdyz se kontaktni thel ¢astice na rozhrani fazi blizi 90°. Emulze O/V se tvofi, kdyz jsou
¢astice stiedn€ hydrofilni (6 < 90°), zatimco emulze V/O se tvoii, kdyz jsou ¢astice mirné
hydrofobni (8 > 90°). (Harman et al. 2019) Diky stabilizaci pevnymi ¢éasticemi maji
Pickeringovy emulze specifické vlastnosti. Jsou vysoce odolné vici koalescenci, coz je
proces spojovani dvou nebo vice kapek emulze v jednu o vétsim objemu a menSim povrchu,
tedy mensi povrchové energii. A jsou dlouhou dobu stabilni viici Ostwaldovu zréni.
Dlouhodobé stabilita je zavisla predevSim na slozeni emulze, také mize byt ovlivnéna
1 metodou ptipravy, jelikoZ velikost emulznich kapicek je fizend smykovym namahanim pfi

emulgacnim procesu. (Chevalier, Bolzinger 2013) (Patravale, Mandawgade 2008)

4.1 Metody pripravy

Pro ptipravu Pickeringovych emulzi se vyuzivaji vysokoenergetické metody jako naptiklad
zafizeni rotor-stator nebo vysokotlakd homogenizace a sonikace. Je dillezZité, aby se kapky
emulze zacaly tvorfit ptiblizné€ stejnou rychlosti jako je zachyceni stabilizujicich ¢astic
na mezifazovém rozhrani. Mezi dostupnymi metodami pro ptipravu Pickeringovych emulzi
ve veétSim objemu (scaling-up), je mozné pouZziti metod rotor-stator a vysokotlakych
homogenizac¢nich procest.

V poslednich letech pii ptipravé Pickeringovych emulzi vzrlstd zijem o membranoveé
emulgacni a mikrofluidni techniky. Daji se vyuZit pro zlepSeni formulace v kosmetickych
produktech nebo také pro vyrobu emulzi s nizkou polydisperzitou. Vyhodou je také,
Zze pii téchto metodach neni potfeba zahfivani, coZ je vhodné pro piipravu emulzi,
které obsahuji termolabilni slouceniny. (de Carvalho-Guimaraes et al. 2022) (Guzman et al.

2022)

4.1.1 Homogenizace pomoci mechanismu rotor-stator

Homogenizatory rotor-stator se skladaji z rotujiciho lopatkového rotoru, ktery se otac¢i kolem
své vlastni osy, a ten je piipojeny k stacionarnimu statoru. Kapicky v emulzi se tvoti pomoci
kombinace vysokorychlostni rotace kapaliny a smykovych sil vznikajicich mezi rotorem
a statorem, kdy kapalny vzorek je tazen na jeden konec smési a vysokou rychlosti

je vytla¢ovan skrz otvory statoru (Obrazek 6). (de Carvalho-Guimaraes et al. 2022)
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Obrazek 6 Znazornéni procesu homogenizace pomoci rotoru-statoru (upraveno dle de
Carvalho-Guimaraes et al. 2022)

Vyhodou homogenizatorii rotor-stator spo¢iva ve snadné instalaci, snadném ¢isténi a pouZiti
zafizeni, maji také relativné vysokou vytéznost a proces emulgace trva prevazné jenom
n¢kolik minut. Umoznuji ptipravu velkych objemti emulze a zajist'uji emulgaci riznych typu
kapalin, z toho ditvodu jsou Siroce vyuzivany pii ptipravé kosmetickych emulzi a dalSich

pramyslovych produktti. (Wu, Ma 2016) (Guzman et al. 2022)

Mezi jejich nevyhody patii, Ze dokdZzou homogenizovat pouze jeden vzorek najednou.
Pii homogenizaci, kdy se pfekonava energeticka bariéra pomoci vysokého mechanického
smyku, muze dochazet krozpadu agregétli castic, a to ma za nasledek vysokou
polydisperzitu kapicek emulze, a ztoho divodu je nezbytnd optimalizace procesu.

(Wu, Ma 2016)

4.1.2 Vysokotlaka homogenizace

Vysokotlakovd homogenizace je kontinualni emulgaéni proces neboli vicestupniovy proces
(Obrazek 7). Toto zatizeni obsahuje vysokotlaky ventil, ktery zapficini, Ze se jedna kapalina
transformuje a rovnomérné rozptyluje do malych kapicek uvnitt druhé kapaliny. Patii mezi
vysokoenergetické metody, které dokazou rozbit olejovou a vodnou fazi za vzniku drobnych

kapic¢ek emulze. (de Carvalho-Guimaraes et al. 2022)
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Obrazek 7 Schéma vysokotlakového homogenizatoru (upraveno dle de Carvalho-
Guimaraes et al. 2022)

Vyhodou vysokotlakového homogenizéatoru je schopnost kontinualné vyrabét a ziskéavat
malé a rovnomérné kapky. Nevyhodou je vysoka cena, riziko degradace béhem procesu,
vysoka energie, a to, Ze metoda je omezena na vyrobu pouze zfedénych emulzi s nizkou

viskozitou. (Guzman et al. 2022)

4.1.3 Emulgace za pomoci ultrazvuku

Sonikaéni  zafizeni vyuziva kavitace vyplyvajici  zinterakce mezi  smési
a ultrazvukem. Kavitace zptisobuje rozpad kapicek, diky rychlé tvorbé a kolapsu bublin
v kapaliné (Obrazek 8). Ultrazvukova energie se koncentruje v blizkosti sondy, a to zplisobi
kavitaci, ktera pfipravi emulzi s mensimi kapi¢kami emulze. Smykové napéti a kavitace
zpisobené ultrazvukem podporuje adsorpci stabilizdtoru na dvoufazovém rozhrani.
V dusledku toho bude velikost kapicek emulze mensi a stabilita bude vétsi. Vyhoda této
metody spociva v tom, Ze velikost kapicek emulze klesa podle doby sonikaci emulze a taky
diky ultrazvuku dochézi k vyrob¢ vysoce stabilnich emulzi. Nevyhoda této metody je vysoka
spotfeba energie, ztoho divodu jsou i vysoké provozni naroky. (Ma et al. 2019)

(de Carvalho-Guimaraes et al. 2022) (Guzman et al. 2022)
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Obrazek 8 Ultrazvukové zatizeni pro emulgaci (upraveno dle de Carvalho-Guimaraes et al.
2022)

4.2 Aplikace Pickeringovych emulzi na bazi nanocelulozy

Rostlinnd a agroprimyslova nanoceluléza se rozsdhle vyuzivaji pro stabilizaci
Pickeringovych emulzi. Castice nanocelulézy jsou obecné povazovéany za hydrofilni ¢astice,
ale diky jejich krystalické povaze maji amfifilni vlastnosti a jsou vhodné jako stabilizatory
pro Pickeringovy emulze. Nanocelul6za ma schopnost produkovat emulze s vysokou
stabilitou, ktera muize trvat nékolik mésict za riiznych extrémnich podminek. Nanocelul6za,
ktera ma vysoky pomér stran, dokaze tvofit sit, kterd zvySuje dlouhodobou stabilitu
a soudrznost emulzi. (Bertsch, Fischer 2020) Mezi jeji vyborné vlastnosti patii nizka toxicita,
chemickd stabilita, obnovitelnost a biokompatibilita. Diky témto vlastnostem je
nanocelul6za velmi Zadana pro Sirokou Skalu aplikaci v kosmetice v krémovych a gelovych
bazich, ve vyrobcich osobni péce nebo jako nosi€ v systémech podavani 1é¢iv a bioaktivnich
latek pro farmaceutické a potravinaiské aplikace, kde mize dochazet k ptimému kontaktu

mezi produkty a lidmi nebo zvifaty. (Chu et al. 2020)_(Teo et al. 2022)

4.3 Vyuziti Pickeringovych emulzi v kosmetice

Pouziti Pickeringovych emulzi v kosmetice muze pfispét k vyznamnému sniZeni nebo
dokonce odstranéni toxicity a eliminaci podrazdéni, které vznikaji pii pouziti béznych
povrchove aktivnich latek. Pro vhodné zabudovani, postupné uvoliiovani a transdermalni
absorpci aktivnich latek, je vyhodné pouziti Pickeringovych emulzi, protoze ¢astice zvysSuji
tuhost kapicek. Pickeringovy emulze se daji vyuzit pro mnoho formulaci kosmetickych
ptipravki, jako jsou napiiklad opalovaci krémy, bélici produkty, produkty proti starnuti,

antiperspiranty a produkty v péci o vlasy. (Guzman et al. 2022) (Guo 2021)
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v

Pickeringovy emulze maji vyhodu oproti béznym emulzim v tom, Ze vyroba je levngjsi, jsou

v

Vyvoj Pickeringovych emulzi pro kosmetické aplikace je stile omezeny z divodu
nedostatecného mnozstvi dostupnych studii zabyvajicich se pouzitim kosmeticky
pfijatelnych sloucenin. Jednd se zejména o nedostatek vhodnych toxikologickych testt,

a také z diivodu riizné snaSenlivosti a citlivosti na kizi. (Guzman et al. 2022)

4.4 Vyuziti Pickeringovych emulzi v biomediciné

Ve farmacii a biomediciné se emulze pouzivaji v mnoha produktech, jako jsou krémy, gely,
vakciny a dal$i. Pickeringovy emulze se pfevazné pouzivaji pro zapouzdieni aktivnich
farmaceutickych slozek (API) v dispergované fazi, aby se zabranilo degradaci a dochéazelo
ke kontrole rychlosti uvoliiovani API v téle. V nékolika studiich se uvadi, Ze za pomoci
nanoceluldzy se enkapsuluji bioaktivni slouceniny v emulzich O/V, vysledkem je tvorba
stabilnich emulzi s antimikrobialnim uc¢inkem. Pickeringovy emulze se diky svym
viskoelastickym  vlastnostem vyuzivaji také klé€bé nemoci, biozobrazovani

a biosnimani nebo biokatalyze. (Chu et al. 2020) (Chen, J. et al. 2017)

I zde existuje mnoho problémi spojenych s aplikaci Pickeringovych emulzi, mtze to byt
napiiklad velka velikost kapicek PE, které mtizou byt problémem pro intravendzni podani.
Dale se jedna o oralné aplikované Pickeringovy emulze, které se setkavaji s vysokym pH
a s vysokou koncentraci enzymu a mikrobti v ordlnim a gastrointestinalnim traktu, a to mtize

ovlivnit jejich strukturni integritu. (Harman et al. 2019b)
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S HIPPE EMULZE

HIPPE (High internal phase Pickering emulsions) neboli Pickeringovy emulze s vysokou
koncentraci vnitini faze jsou emulze s pomérem vnitini faze vysSi nez 74 %. Vytvaii
gelovitou strukturu s viskoelastickymi vlastnostmi. Pro své jedineéné vlastnosti jako je
vysokd nosnost a krémova textura se Siroce pouzivaji v potravinaiském pramyslu jako
alternativa k hydrogenovanym tukiim a olejim, dale se vyuzivaji jako nosice biologicky
aktivnich slozek, v inkoustech pro 3D tisk, v kosmetickém a farmaceutickém primyslu

a také ve tkanovém inzenyrstvi. (Wang, L. et al. 2024) (Shi et al. 2020)

Ve srovnani s emulzemi s normalni fazi vykazuji HIPPE obecn¢ vyssi stabilitu diky nizké
pohyblivosti emulznich kapek, a proto jde sndz zabrénit destabilizaénim jevim jako je
sedimentace, flokulace nebo koalescence. Kapicky oleje jsou v HIPPE obvykle
polydisperzni nebo jsou deformovany a maji tvar mnohosténu, jak lze vidét na obrazku 9.
Spojita faze se zde tvoii tenky film, ktery odd€luje disperzni fazi, coz vede k lepSimu

prostorovému vyuziti celkového objemu emulze. (Wang, Z. et al. 2024)

Obrazek 9 Mikrostruktura HIPPE (upraveno dle Shi et al. 2020)

HIPPE maji vynikajici stabilitu vici fyzikalnim, chemickym a mikrobiologickym zménam.
Stabilitu v nékterych ptipadech ovliviiuje pH, koncentrace elektrolytu a proces emulgace.
Pro stabilizaci se vyuzivaji pevné nebo koloidni ¢astice, které maji silnou adhezi
a mohou byt nevratn¢ adsorbovany na rozhrani olej-voda, a to zajiStuje trvanlivost emulzi
na meésice nebo dokonce roky. Nekteré pevné Castice, které se pouZzivaji pro stabilizaci
Pickeringovych emulzi, jsou biokompatibilni a méné toxické nez povrchové aktivni latky.
V poslednich letech se HIPPE daji stabilizovat specifickymi ¢asticemi na bazi biopolymert,
jako jsou proteiny nebo polysacharidy. Siroka $kala proteinti dostupna z piirodnich zdroji
umoziuje vyrabét emulze se specifickymi vlastnostmi, které se vyuzivaji predevSim
ve farmacii a potravinaistvi. (Bago Rodriguez, Binks 2022) (Wang, L. et al. 2024)
(Abdullah et al. 2020)
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6 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

V poslednich letech technologie nano/mikroenkapsulace zvysSuje zdjem v potravindiském
a farmaceutickém primyslu pro rizné aplikace, jako je zvySena ochrana a fizené uvoliovani.
Pribéhem enkapsulace (zapouzdieni) se pfevazné dosahuje vytvoreni polymerni matrice
k ochran¢ aktivnich a citlivych latek, jako jsou polyfenoly a vitaminy, které jsou nejvice
nachylné k oxidacni nebo tepelné degradaci béhem skladovani nebo vyroby potravin.

(Sowasod et al. 2012)

Lozinsky a kol. (Lozinsky, V. L. et al.) studovali kryotropni gelovaténi pro potravinaiské a
farmaceutick¢ aplikace. 'V soucasné dobé nebylo publikovano pfili§  studii
o enkapsulaci olejové faze s aktivni latkou do kryogelli za ucelem kontroly uvoliiovani.
V této studii byl vyvinut kryogelovy systém na bazi NaCMC, chitosanu a k-karagenanu pro
enkapsulaci olejové faze. Kurkumin byl vlozen do olejové faze jako modelova slozka.
Enkapsulaéni systém byl vytvoren tak, aby se dal pouzit ve zminénych aplikacich. Ve studii
byla zkoumana vhodna sol-gel formulace, efekt bobtnani, G€innost enkapsulace, chovani
kurkuminu  pfi  uvolilovani ze  ziskanych  kryogelii  z hlediska  poméru
k-karagenanu/CMC, molekulové hmotnosti chitosanu, rychlosti ochlazovani/zmrazovanim

a pH fosfatového pufru. (Sowasod et al. 2012) (Lakkis 2016a)

Emulze, hydrogely, lipozomy a dal$i systémy jsou Siroce vyuZivany v mediciné
a veterindistvi jako nosice 1éCiv. Nejbéznéj$im a nejdéle pouzivanym systémem v kosmetice
a farmakologii jsou emulze. Nejcastéji jsou jako média pro podavani 1é€iv pouzivany emulze
typu olej ve vodé. Mezi mozZné potencidlni vyuziti emulzi patii jejich pouziti
jako nosici lipofilnich 1é€iv, systémi s prodlouZenym t¢inkem, zvySeni propustnosti bunék
pro léciva a k zajisténi cileného podavani 1é€iv. V nedavnych studiich byla pfipravena fada
geld, které byly obohaceny o emulzni systémy. Diky tomu bylo prokazano, ze kompozitni
gely, které obsahuji emulze, jsou t€innymi absorbenty lipofilnich organickych latek, a proto
se da oCekavat, Ze tyto systémy budou mit znacny prakticky vyznam jako u¢inné systémy

pro podavani léCiv. (Komarova et al. 2012)

Ve studii autora Ari a spol. (Ari et al. 2021) pouzili polyvinylalkohol (PVA), ktery
je netoxicky a biokompatibilni synteticky polymer s velmi dobrymi fyzikalng-
mechanickymi a viskoelastickymi vlastnostmi pro enkapsulaci kyseliny tfislové (TA) a
kurkuminu (Cur). vtéto studii byly testovany kryogelové kompozity PVA:TA a

PVA:TA:Cur, byly stanoveny jejich antioxidacni a antimikrobidlni vlastnosti, a rovnéz
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hemolytické a koagula¢ni ucinky. Bylo zjisténo, ze kryogelové kompozity PVA:TA maji
nevyznamny ucinek na koagulaci krve, naopak kryogel PVA a kryogelovy kompozit
PVA:TA:Cur maji G€¢inky koagulacni.

Rituparna Saha a Prakriti Tayalia (Saha, Tayalia 2022) pouzili hiebickovy olej, ktery
zacClenili do zelatino-chitosanovych kryogeli, které byly pouzity jako antibakteridlni
dermdlni ndhrazky a k inhibici infekce, které vyznamné zpomaluji hojeni ran. V prvnim
kroku byla hodnocena cytotoxicita oleje v riznych koncentracich pomoci testu MTT, kde
bylo zjisténo, ze vysoké koncentrace oleje byly toxické pro riizné typy bunck. Tyto studie
naznacuji, Ze ackoliv je hiebickovy olej dobfe zaveden v tradi¢ni medicing, Ize ho pouzit jen
v ur¢itém koncentracnim rozmezi k dosazeni pozitivnich pfinosid. Daéle byly kryogely
s obsahem oleje testovany na jejich fyzikalni vlastnosti a antibakterialni Gc¢innost, pro
zjisténi jejich vhodnosti jako nahrada kize. Vysledkem antibakteridlni Uc¢innosti
hiebickového oleje, bylo zjisténo, ze inhibuje rast E. coli, S. aureus, B. subtilis
v koncentracich nad 250 pg/ml, coz bylo totozné s vysledky cytotoxicity. Hlavnim
aspektem, ktery byl zodpovédny za tento ucinek, je ptitomnost eugenolu, ktery tvoii hlavni

sloZku hiebickového oleje.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

7 CILPRACE

Cilem bakalarské prace bylo vypracovat literarni resersi na téma kryogely a jejich vyuziti
jako nosicu aktivnich latek. Teoreticka Cast se zamétuje na kryogely, kde jsou popsany rtizné
metody piipravy, jejich typické vlastnosti a vyuziti v biomediciné a kosmetice. DalSim

dalezitym tématem jsou Pickeringovy emulze, které byly inkorporovany do kryogela.

Cil praktické casti byl pfedevsim zaméfen na ptipravu kryogeli a emulzi s kurkuminem,
které byli nasledn¢ zabudovany do kryogelt. Ptipravené kryogely se liSily v pfitomnosti
karboxymethyl celul6zy (CMC) a nanokrystalické celulézy (CNC). Cilem bylo sledovat vliv
CMC a CNC na uvolnovani kurkuminu z kryogelti.
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I1.

PRAKTICKA CAST
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8 MATERIALY A PRISTROJE

V nasledujicich seznamech jsou sepsany vSechny materidly a pfistroje, které byly vyuzity
v praktické ¢asti bakalarské prace.

8.1 Pouzité chemikalie

e Saboderm TCC RSPO MB (MCT olej; Caprylic/Capric triglyceride, ACE Trade,
Ceska republika)

e Kurkumin (Sigma Aldrich, Némecko)

e Chlorid sodny (NaCl; Merck, Némecko)

e Nanokrystalickd celuléza (CNC; Celluforce, Kanada)

e Karboxymethyl celuloza (CMC; Sigma Aldrich, Némecko)

e Kiyselina chlorovodikova (HCI)

e Polyvinylalkohol (PVA; 146—-186 kDa, Sigma Aldrich Némecko)
e BRIJ 35 (Sigma Aldrich, Némecko)

Destilovana voda

8.2 Pouzité pristroje a pomiicky
e Analytické vahy (Typ SI - 64A Denver Instruments GmbH, Némecko)

e Magnetickd michadla (Heidolph Hei-Mix S, Némecko; MM4 Lavat Chotutice,
Ceska republika)

e Sonikacni zatizeni (Hielscher UP400St, Némecko)

e Spektrofotometr (UV-VIS JASCO V-750 PC, USA)

e Mikropipety (DISCOVERY COMFORT, HTL, Polsko)
e Mikropipety (INTECH, MERCI, Cesk4 republika)

e Zetasizer (Malvern Panalytical, Velka Britanie)

e Kyveta pro méieni velikosti ¢astic (DTS0012)

e Ttepacka (Reax top Heidolph Instruments GmbH, Némecko)
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Mikroskop (Olympus CX21, Japonsko)

Skenovaci elektronovy mikroskop Nova NanoSEM 450 (FEI, Ceska republika)
Digitalni orbitalni tfepacka s univerzalni plosinou (A11827, Heathrow Scientific)
Stiikackové mikrofiltry 0,2 pm

Kyvety pro méfeni zeta-potencialu (DTS1070)

Ostatni bézné laboratorni sklo a pomucky
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9 METODIKA

9.1 Priprava disperze nanokrystalické celulozy

Pro ptipravu 1% disperze (20 ml) bylo navazeno 0,2 g nanokrystalické celulozy, ktera byla
dispergovana v destilované vod¢ za stdlého michani po dobu 1 hodiny na magnetickém
michadle az do ziskani homogenni disperze. Hotova disperze byla sonikovana 3x po dobu
I minuty pii amplitudé 60 %, sonikace pomohla k rozruSeni agregétli nanokrystalické
celulozy. V poslednim kroku byla disperze ziedéna na koncentraci CNC 0,5 %. Tato
disperze byla pouzita pro stabilizaci Pickeringovych emulzi. Pro ptipravu kryogelt bylo
potieba pfipravit 4% vodnou disperzi nanokrystalické celuldzy, a to navazenim 4 g CNC
a 96 g destilované vody, dalsi postup se shodoval s vyse uvedenym. Na zavér bylo pH 4%

CNC upraveno na hodnotu pH 6,4.

9.2 Priprava olejové faze s kurkuminem

Jako olejova faze emulzi byl pouzit trikaprin/trikaprylin (MCT olej) s kurkuminem. Olejova
faze byla pripravena tak, ze do vialky bylo navazeno na analytickych vahach 20 mg
kurkuminu, ke kterému bylo pfidano 20 g MCT oleje. Piipraveny MCT olej s kurkuminem
byl sonikovan 2x po dobu 1 minuty pii amplitudé 60 %, sonikace pomohla Uplnému

rozpusténi kurkuminu.
9.3 Priprava polymeri pro kryogely

9.3.1 Priprava polyvinylalkoholu

Bylo potteba ptipravit 100 ml 9% roztoku polyvinylalkoholu. Pro jeho ptipravu bylo
navazeno 9 g PVA a 91 g destilované vody. Smés byla za teploty 80 °C michéna na
elektromagnetické michadle se zahfevem po dobu 72 h do kompletniho rozpusténi PVA.

Hodnota pH u polyvinylalkoholu byla upravena na pH 6,4.

9.3.2 Priprava karboxymethyl celulozy

Pro ptipravu 100 ml 9% roztoku karboxymethyl celul6zy bylo navazeno 9 g CMC, ke které
bylo pfidino 91 g destilované vody. Roztok byl za teploty 40—-60 °C michdn na
elektromagnetickém michadle 72 do uplného rozpusténi CMC a vzniku homogenniho

roztoku. Po rozpusténi bylo pomoci 1M HCI a pH metru upraveno pH na 6,4.
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9.4 Priprava Pickeringovych emulzi s vysokou koncentraci vnitini faze

Do kryogelt byly inkorporovany Pickeringovy emulze s vysokou koncentraci vnitini faze,
tzv. HIPPE. Tyto emulze byly pfipraveny nasledujicim zpisobem. Jako prvni bylo nutné
ptipravit tzv. primarni emulzi (O/V 10/90), do vialky byl navazen 1 g olejové faze (MCT
s kurkuminem), 9 g 0,5% disperze CNC a jako posledni bylo pfiddno mikropipetou 450 ul
IM NaCl pro usnadnéni emulgace. (Capron et al. 2017) Nésledovala sonikace této smési po
dobu 1 minuty pfi amplitudé 60 %. Vialka se vznikajici emulzi byla po dobu sonikace

vlozena do ledové 1azné&, aby se predeslo tepelné degradaci kurkuminu.

HIPPE byla pfipravena tak, ze do vialky bylo navdzeno 5 g primarni emulze. Tato vialka
byla umisténa do ledové lazné a po dobu 5 minut byla sonikovana pti 60% amplitudé. Béhem
sonikace bylo k priméarni emulzi postupné ptikapano 5 ml olejové faze. Vyslednd emulze
obsahovala 55 % olejové faze a byla stabilizovéana cca 0,25 % CNC, nicméné dle literatury
jsou za HIPPE povazovany emulze s vice nez 74 % olejové faze. (Capron, Cathala 2013)
Protoze k ptipravé emulzi byl vyuzit stejny postup jako pro piipravu emulzi s vysokou

koncentraci vnitini faze, jsou emulze oznaovéany jako HIPPE.

9.5 Priprava kryogeli

Jako zéklad kryogelli bylo pouzito 9% PV A, kryogely vzdy obsahovaly HIPPE, a primarné
se liSily v obsahu 9% CMC a 4% CNC. Byly pfipraveny 4 zakladni formulace kryogeli:

e kryogel A (KG A): PVA + HIPPE

e kryogel B (KG B): PVA + CMC + HIPPE

e kryogel C (KG C): PVA + CMC/CNC + HIPPE
e kryogel D (KG D): PVA + CNC + HIPPE.

Kryogely byly dale rozdilné v celkovém poméru polymert (PVA, CMC a CNC) a HIPPE, a
to 1:1 a 2:1. Priprava kryogelu probihala tak, Ze do kadinky byly postupné na analytickych
vahach navazeny vSechny pottebné slozky dle tabulek 1 a 2. Pomoci sklenéné ty¢inky bylo

vSe dobfe homogenizovano.
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Tabulka 1 Mnozstvi jednotlivych slozek pro pfipravu kryogelu v poméru 1:1

Pomér 1:1
PVA CMC CNC HIPPE
A 6g X X 6g
B 3g 3g X 6g
C 3g I5¢ I5¢ 6¢g
D 3g X 3g 6¢g

Tabulka 2 Mnozstvi jednotlivych slozek pro pfipravu kryogelu v poméru 2:1

Pomeér 2:1
PVA CMC CNC HIPPE
A 6g X X 3g
B 3g 3g X 3g
C 3g 1,5¢g I,5¢g 3g
D S5¢g X S5¢g S5¢g

Takto pfipravené smési byly ndsledné navazeny do formicek. Jako formy pro kryogely byly
pouzity jamky mikrodesti¢ek, jak je zobrazeno na obrazku 10. Mikrodesti¢ka byla polozena
na analytické vadhy a do kazdé jamky byl navdzen 1 g smési polymerti a HIPPE. Kryogely
byly pfipraveny metodou tzv. kryogelace pii teplotach pod bodem mrazu, kdy jako porogen
slouzi krystalky zmrzlé vody. Po rozmrazeni vznikaji v gelu péry obklopené elastickou
polymerni siti (viz kap. 2. 1). Z tohoto dlivodu byla naplnéna desticka uloZzena do mrazu
(-18 °C) na 24 h. Po uplynuti této doby byly kryogely vyjmuty a nechaly se rozmrazit (8 h),
kryogely jsou zobrazeny na obrazku 11. Po rozmrazeni byl bud’ kazdy kryogel uchovavan
v 10 ml destl. H»O, tak aby nedochazelo kjeho vysychani, anebo se postup
zmrazovani/rozmrazovani (freeze-thawing; FT) jesté 2x zopakoval (obrazek 12). Kazdy typ

kryogelu byl ptfipraven ve 3 replikatech.
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Obrazek 12 Kryogely po tietim zmrazeni
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Tyto kryogely byly pouzity pro stanoveni uvoliiovani kurkuminu v zavislosti na slozeni
kryogelu a stupni kryogelace (1 cyklus FT vs. 3 cykly FT). Jejich morfologie byla studovana

pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.
9.6 Charakterizace nanokrystalické celulozy a emulzi

9.6.1 Méreni zeta-potencialu CNC

Kolem kazdé Castice se nachazi elektricka dvojvrstva, ktera se sklada ze dvou ¢asti, vnitini
vrstva se nazyva Sternova vrstva a obsahuje pevné vazané ionty, vnéjsi vrstva je difuzni,
a obsahuje mén¢ vazané ionty. Uvnitf vrstev se nachazi hypoteticka hranice, kde jsou ionty
a Castice, které tvoii stabilni celek. A pravé potencial, ktery se na hranici nachazi je zeta-
potencial (ZP). D4 se fict, ze ZP je rozdil potencidlli mezi stacionarni vrstvou disperzniho
prostfedi a pohyblivym disperznim prostiedim navdzanym na dispergovanou castici. ZP
udava stabilitu koloidniho systému. Castice v koloidni soustavé jsou schopny se vzdjemng
odpuzovat a nemaji tendenci se flokulovat, jenom tehdy kdyz maji velky zaporny nebo
kladny zeta-potencidl. Pokud maji hodnotu ZP kladnéjsi nez +30 mV nebo zépornéjsi nez

-30 mV, jsou tyto koloidni roztoky stabilni. (Anon.2013)

Zeta-potencidl byl stanoven u ¢astic nanokrystalické celulozy pomoci pfistroje Zetasizer.
Vzorek byl pfipraven tak, ze z 1% disperze nanokrystalické celulozy bylo mikropipetou
odebrano 12 pl, které byly nasledné smichany s 3 ml destilované vody. Vzorek byl diikladné
promichan a pomoci injekéni stfikacky nadavkovan do kyvety DTS1070. Kyveta byla
vloZena do pfistroje, na kterém byly nastaveny ptislusné parametry méteni. Pro vzorek byly

provedeny 3 méfeni.

9.6.2 Meéreni velikosti ¢astic CNC

Pomoci pfistroje Zetasizer 1ze zméfit i velikost koloidnich ¢astic, méfeni je zalozeno na
dynamickém rozptylu svétla. Jeho podstatou je méfit Brownliv pohyb, ktery vztahuje
k velikosti ¢astic. Castice jsou osvétleny laserem a analyzuje se fluktuace intenzity
rozptyleného svétla. Piistroj Zetasizer vypocita velikost ¢astic na zakladé¢ méfeni rychlosti
kolisani intenzity v ur¢itém bod¢. Toto kolisani je zpilisobené konstruktivnim
a destruktivnim s¢itdnim fazi rozptyleného svétla, kdy svétlé a tmavé oblasti ziskavaji

a ztraceji intenzitu. (Anon.2013)

Pro méteni velikosti ¢astic nanokrystalické celulozy bylo do plastové kyvety s uzdvérem

napipetovano 3,5 pl CNC (1%) a k vzorku byl pfiddn 1 ml destilované vody. Vznikla
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disperze byla diikladn¢ promichana. Pro méfeni byly zadany potfebné parametry a méfeni

probihalo ve tfech opakovanich.

9.6.3 Opticka mikroskopie

Opticky mikroskop, je zafizeni pro rozpoznani predmétu, které nejsme schopni rozeznat
pouhym okem. Opticky mikroskop se sklada ze 3 spojnych soustav, a to z objektivu, okularu
a kondenzoru. Princip optického mikroskopu spociva v prochazeni svétla objektivem, které
se zobrazi na okularu. Objektiv funguje jako lupa, diky které se zvétsi obraz, a okularem
sledujeme odraz, ktery se stava detailnim a viditelnym diky rozliSovaci schopnosti

mikroskopu, kterd zavisi na typu pouzitého svétla a jeho konstrukci. (Grubb 2012)

Pickeringovy a HIPPE emulze, byly pozorovany pomoci optického mikroskopu Olympus
CX21. Na podlozni sklicko bylo pipetovano 10 pl vzorku emulze, vzorek se prekryl krycim
sklickem a mikrostruktura emulzi byla pozorovéna pii zvétSeni 400x. Mikroskopické

snimky byly upraveny pomoci softwaru Imagel.

9.6.4 Méreni velikosti ¢astic emulzi

Velikost a distribuce emulznich kapek byly zméteny na pfistroji Mastersizer 3000, jeho
princip spociva v laserové difrakci a dokédze stanovit velikost ¢astic v rozmezi od 10 nm do
3,5 mm. Hlavnim princip je méfeni thlové zmény intenzity rozptyleného svétla,
to znamena, Ze velké ¢astice se rozptyluji pod malymi thly a malé ¢astice pod velkymi thly.
Pomoci detektoru se data analyzuji a vypocita se velikost Castic, kterd je vyjadiena jako

ekvivalent priméru koule D(4,3). (Mastersizer 2021)

Meéteni velikosti emulznich kapek bylo provedeno pomoci tzv. mokré cesty za pomoci
jednotky ,,Hydro*, ktera obsahuje demineralizovanou vodou, ve kter¢ je vzorek dispergovan.
Jednotka ,,Hydro* je opatfend michadlem, jehoz otdCky byly nastaveny na 2200 ot./min.
Me¢éteni probihalo za teploty 25 °C, kde parametry byly nasledujici: absorbance emulznich
kapek byla nastavena na hodnotu 0,001 a refrak¢ni index na hodnotu 1,421. VSechny vzorky
byly prométeny ttikrat a vysledna hodnota byla vyjadiena jako priimérnéa hodnota. Vysledky

udavajici velikost kapek jsou uvedeny jako objemovée vazeny primeér D(4;3) v um.
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9.7 Charakterizace kryogeli

9.7.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) je mikroskop, ktery vyuziva jako zdroj zéteni
proud elektroni. K zobrazovani se vyuziva pohyblivy svazek elektront, ktery zobrazi detaily
objektu, které neni mozné vidét pti pouziti optického mikroskopu. SEM funguje na principu
pohybu tuzkého svazku elektroni po dil¢ich mistech vzorku. Podle toho, jak dopada;ji
elektrony a interaguji s materidlem, vznika signdl o urcité intenzité. Ten se prenese

do detektoru a nasledné vyhodnoti. (Leamy 1982)

Pred skenovaci elektronovou mikroskopii byly vzorky kryogelt zlyofilizovany
a mikroskopem byl pozorovan povrch kryogell. Kryogely byly rovnéz ponotfeny
do kapalného dusiku a byly zlomeny, tak aby mohla byt pozorovéna i jejich struktura na
lomu. Vzorky byly zapraSeny Au/Pd k zamezeni kumulace naboje na povrchu. Kryogely
byly pozorovany pii zvétSeni 500x a byly foceny pomoci CBS detektoru pti 5 kV SEM
mikroskopem Nova NanoSEM 450.

9.8 Uvoliiovani kurkuminu z kryogeli

Kryogely s obsahem kurkuminu byly zkoumany z ohledu jejich vyuziti jako nosice aktivnich
latek, kde kurkumin patii mezi lipofilni aktivni latky. Z tohoto dliivodu byla u kryogelt
sledovéna schopnost uvoliiovat kurkumin do média, které se skladalo z destilované vody
a lipofilniho surfaktantu Brij 35 v mnoZstvi 0,5 %. Uvoliiovani kurkuminu z kryogela bylo
sledovano po dobu 504 h a mnozstvi kurkuminu bylo stanoveno pomoci UV/VIS

spektrofotometrie.

9.8.1 Priprava média pro uvoliiovani kurkuminu

Jako prvni bylo pfipraveno médium 0,5% Brij 35 v destilované vod¢. Na jeho ptipravu bylo
navazeno 5 g Brij 35, které bylo postupné rozpusténo v 1 litru vody.

9.8.2 Priprava kalibrac¢nich roztokii kurkuminu pro kalibraéni pfimku

Koncentrace kurkuminu po dobu uvolnovani z kryogelu do média byla zjiSténa pomoci
metody kalibracni pfimky. Jako prvni bylo nutné pfipravit zdsobni roztok kurkuminu, kdy
bylo navdzeno 0,0250 g kurkuminu, rozpusSténo v médiu a doplnéno na objem 50 ml.

Pro lepsi rozpustnost byl zasobni roztok sonikovan 3x po dobu jedné minuty pti amplitudé
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60 %. Nicméné ani sonikace nepomohla k Gplnému rozpusténi kurkuminu v médiu. Proto
byly nerozpustné agregaty odstranény filtraci ptes stiikackovy filtr o velikosti pord 5 pm.
Vézkovou analyzou filtru byla zjisténa hmotnost nerozpusténého kurkuminu a vysledna

koncentrace zasobniho roztoku byla 0,2 mg/ml.

Naésledné bylo potieba pfipravit sérii kalibracnich standardti kurkuminu v médiu Brij 35.
Nejdiive byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci 0,1 mg/ml nafedénim zdsobniho
roztoku médiem. Pracovni roztok byl pouzit pro ptipravu kalibracnich standard kurkuminu
v médiu o objemu 10 ml a koncentracich 0—0,01 mg/ml. Kalibra¢ni piimka byla stanovena
meéfenim absorbance kalibracnich roztokl na spektrofotometru UV-VIS JASCO V-750 pfi
vinové délce 423 nm. Zavislost absorbance na koncentraci kurkuminu je zobrazena
na obrazku 13. Rovnice kalibra¢ni ptimky byla y=117,72x+0,001 s hodnotou spolehlivosti
R?=10,9998.
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Obrazek 13 Zavislost koncentrace roztoku na absorbanci
9.8.3 UV-VIS spektrofotometrie pro stanoveni obsahu kurkuminu

Uvolnovani kurkuminu z kryogelu probihalo do 50 ml média, kryogely byly umistény na
orbitalni tfepacku, jejiZ rychlost tfepani byla nastavena na 160 RPM. Uvoliiovani probihalo
ve tmé, aby se piedeslo svételné degradaci kurkuminu. V danych ¢asovych intervalech byly
odebrany 2 ml média s uvolnénym kurkuminem a ke kryogelu byly vzdy pfidany 2 ml

cerstvého média. Vzorky byly odebirany po 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 24, 48, 72, 96, 168, 336
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a 504 hodinach. Kazdy vzorek byl nasledné ptefiltrovan pfes mikrofiltr s primérem port
0,2 um a nasledné byla proméfena jeho absorbance pomoci UV-VIS spektrofotometrie pii

vlnové délce 423 nm.

Pro vypocet koncentrace uvolnéného kurkuminu pro dany ¢as byla vyuzita rovnice (1). Déle
byl vypocitan kumulativni soucet koncentraci (3c¢) a dopoc€itdno uvolnéné mnozstvi

kurkuminu v % podle rovnice (2).

_ A—-0,001 )
%« = T117.72
C
R =—-100 (%) @
my

Kde: ¢, — koncentrace uvolnéného kurkuminu v daném ¢ase [mg/ml]
@A — pramér absorbance
g, k — koeficienty rovnice spojnice trendu
m;, — hmotnost kurkuminu v kryogelu [mg]

% R — uvolnéné mnozstvi kurkuminu [%]
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

10.1 Charakterizace nanokrystalické celulozy jako stabilizatoru

10.1.1 Méreni velikosti ¢astic a zeta — potencial

Pro stabilizaci emulzi byla jako stabilizator vybrana nanokrystalicka celul6za, u které byl
zmefen zeta-potencial a velikost Castic. Stabilitu emulzi a velikost kapek zna¢né ovliviiuje
velikost stabilizujicich Castic, proto by velikost ¢éastic méla byt tadové mensi
nez pozadovana velikost kapek. Naméfena velikost castic nanokrystalické celulozy
(Obrazek 14) byla 71,6 nm. V zavislosti na zdroji celulézy a jeji Gpravé se velikost
nanokrystalické celulézy pohybuje od 50 do 500 nm. (Purkait, Haldar 2021) Ve studii
Brinkmann a kolegové (Brinkmann et al. 2016) analyzovali velikost nanokrystalt celulozy

pomoci DLS a velikost byla 81,8 nm.

U ¢&astic CNC byl nasledné zméfen zeta-potencial (ZP), kdy jeho hodnota byla -41 mV.
Pokud je ZP c¢astic kladny, tak to znamena, Ze povrch Castice je nabity kladné, zatimco
zaporny ZP indikuje zaporny povrch castice. Pro interakce mezi Césticemi v disperzi
je hodnota ZP nezbytna, protoze opacné nabité Castice se pritahuji, a to prispiva k nestabilité
disperzniho systému. (Anon.2013) Hodnota ZP CNC je rovnéz nizsi nez -30 mV, coz znaci

koloidni stabilitu ¢astic.
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Obrazek 14 Distribuce velikosti ¢astic nanokrystalické celulozy
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10.2 Charakterizace emulzi

10.2.1 Velikost emulznich kapek

Velikost emulznich kapek ma vliv na stabilitu emulzi a migraci bun¢k. Je to dilezité pro
zachovani dlouhodobé stability emulzi, pfesn¢ji mensi kapky jsou vice stabilni nez vétsi,
a to z diivodu vétsiho povrchu, ktery zajisti lepsi dispergaci emulze, a tak nebude dochazet
ke srazeni. (Albert et al. 2019) M¢éteni velikosti emulznich kapek bylo provedeno pomoci

pristroje Mastersizer 3000 a velikost je vyjadiena parametrem D(4,3).

Bylo provedeno srovnéni distribuce velikosti emulznich kapek priméarni emulze a HIPPE
(Obrazek 15). Prvni distribuce ukazuje velikost emulznich kapek primarni emulze (PE)
10/90, ktera byla stabilizovdna 0,5% nanokrystalickou celul6zou a podle parametru D(4,3)
ma velikost 1,01 £ 0,01 um. Tato distribuce je monomodalni, emulze obsahuje pouze jednu
populaci castic. Druha distribuce ukazuje HIPPE, ktera byla stabilizovana 0,25 %
nanokrystalické celulozy, a ma vétsi velikost emulznich kapek (D(4,3) 9,50 = 0,01 pm), nez
primarni emulze. Distribuce ma 2 piky, a je tedy bimodalni. Cast emulznich kapek v HIPPE

ma mensi velikost, kterda odpovida velikosti PE.

14

10

Intenzita (%)

0,01 0,1 1 10 100 1000
velikost (d.pum)

PE HIPPE

Obrazek 15 Distribuce velikosti emulznich kapek
10.2.2 Mikrostruktura
U primarni emulze a HIPPE byly pozorovany emulzni kapky pomoci optického mikroskopu

pfi zvétSeni 40x. Mikroskopie podpofila vysledky z méfeni velikosti ¢astic. Na obrazku 16A

je primarni emulze, jde vidét, Ze jeji mikrostruktura je velmi jemna s malymi emulznimi
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kapkami. Oproti tomu na obrazku 16B vidime HIPPE, kde je jasn¢ viditelné¢ zvétSeni

emulznich kapek.

Obrazek 16 Mikrostruktura emulzi: A) primarni emulze, B) HIPPE (méfitko 50 pm)
10.3 Kryogely

Struktura kryogelt s inkorporovanymi emulzemi byla studovana skenovaci elektronovou
mikroskopii, dale bylo stanoveno uvoliiovani kurkuminu z kryogelu v zavislosti na jejich

slozeni.

10.3.1 Mikrostruktura

Kryogely byly pozorovany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Z ptipravenych
kryogelti bude v praci srovnana mikrostruktura kryogelu A, ktery se skladal z PVA + HIPPE
a kryogelu C, ktery se sklada z PVA + CMC/CNC + HIPPE. Porovnany budou kryogely
srtiznym poétem zmrazovani/rozmrazovani (freeze-thawing; FT) a pomérem
polymery/HIPPE 2:1. Na obrazku 17 Ize pozorovat sktrukturu kryogelu A po 1FT a 3FT
na lomu. Kryogel A 1FT mé zdanlivé mens$i pory nez kryogel po 3FT. Na obrazku 18
je zobrazena struktura kryogelu C, Ize vidét, vyrazny rozdil ve velikosti porti v porovnani
s KG A. Pory jsou mnohem vétsi a stény kolem pori méné silné. Rozdilna struktura kryogelt
je zptsobena rozdilnym sloZenim. Tento trend byl pozorovéan i u ostatnich typi kryogelt
(KG B, KG D). Vétsi mnozstvi HIPPE ve formulaci (pomér 1:1) mél rovnéz vliv

na strukturu, kryogely mély mnohem nizsi pérovitost. Pomoci SEM byl pozorovén i povrch
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kryogeli. Spodni strana byla méné porézni, svrchni naopak vice porézni, a to z diivodu

sublimace ledu.

Obrazek 18 Mikrostruktura kryogelu C (2:1) 1FT (vlevo) a 3FT (vpravo)

10.3.2 Uvolnovani kurkuminu z kryogeli

Kryogely byly pfipraveny jako nosice aktivnich latek. Postupné uvoliiovani kurkuminu do
média Brij 35 bylo pozorovano po dobu 504 hodin a nasledn¢ bylo stanoveno mnozstvi
uvolnéné aktivni latky pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Blizsi postup je popsan v kapitole
9.8.

Uvolnovani kurkuminu z kryogelu do média bylo sledovano z hlediska slozeni kryogelu, to
znamena, jak slozeni polymert ovlivni rychlost uvoliiovani. Pii sledovani hralo také rozdil,
kolikrat byl kryogel zmrazovéan/rozmrazovan, zda jednou nebo tiikrat. Poslednim

parametrem byl také pomé&r polymery/HIPPE, v jakém byl kryogel pfipraven (2:1 vs. 1:1).

Obrazky 19 a 20 znazornuji grafy, ve kterych vidime mnozstvi uvolnéného kurkuminu

v pribéhu ¢asu v zavislosti na jednotlivych typech kryogelu. Z grafii jde vidét, Ze na
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uvolnovani kurkuminu ma vliv pfedev§im rozdilné slozeni kryogeli (KG A, B, C, D)
a rovnéz pocet cykli FT. Ve vSech ptipadech se nejméné a nejpomaleji vzdy uvolnoval
kurkumin z kryogelu A (PVA+HIPPE). U KG 1FT dochazelo k nejrychlejSimu uvolnovani
z KG D (PVA+CNC+HIPPE). Lze fict, ze CNC (KG D) nebo CNC+CMC (KG C) narusuji
strukturu kryogelu a tim otviraji difuzni cesty pro uvolnéni aktivni latky. Celkové se nejvice
aktivni latky uvolnilo zkryogelu D (PVA+CNC+HIPPE) a nejméné zkryogelu A
(PVA+HIPPE), protoze neobsahoval ani CMC, ani CNC.

Zaroven plati, ze ¢im byl kryogel vice zmrazovan/rozmrazovan (1FT vs. 3FT), tim méné se
aktivni latky do média uvoliiuje. Coz je zplisobeno vétsi mirou zesitovani a krystalinity
kryogelu v ptipadé KG 3FT. Toto bylo pozorovano i ve studii (Bagri et al. 2011), kde byly
kryogely vyrobeny z PVA v kombinaci se Skrobem. Pocet FT rovnéZ vedl ke sniZeni
uvoliiovani aktivni latky. Cim vice rostl poget FT, tim rostla krystalinita gelu, ktera omezuje
mobilitu PVA a celuldzovych fetézci, a to vede k potlaCovanému uvolnovani 1é¢iva. Bylo
zjisténo, ze s rostoucim FT se zmensuje velikost pérta kryogelt a diky toku se snizuje pocet
vstupnich molekul vody a vystupujicich molekul 1é¢iv. To ma za nésledek niz8§i mnozstvi
uvolnovani l1é¢iva.

U kryogelti 3FT jsou rozdily v uvoliiovani kurkuminu z KG s rozdilnym slozenim mnohem
mensi (KG A, B, C, D) — rozdily v mnozstvi uvolnéného kurkuminu se témer stiraji.
Nicméné plati, Ze nejpomaleji se kurkumin uvoliioval z KG A. U kryogelt 3FT 2:1 chybi

uvolnovani kurkuminu z KG D, které nebylo z ¢asovych divodii proméfeno.
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Obrazek 19 Uvolnovani kurkuminu v pribéhu ¢asu v zavislosti na typu kryogelu, pomér
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Obrazek 20 Uvolnovani kurkuminu v priibéhu ¢asu v zavislosti na typu kryogelu, pomér

Na obrazku 21 je zobrazeno celkové mnozstvi uvolnéného kurkuminu z kryogeli, které byly

pfipraveny v poméru 1:1. Tyto vysledky potvrzuji zavéry z ptedchozich zavislosti. Nejvice

se uvolnil kurkumin do média z kryogelu D (1FT) a to 27 %, a nejméné z kryogelu A (1FT)

ato 14 % z celkového mnozstvi kurkuminu v daném kryogelu. Z obrazku je rovnéz ziejmé,

ze ¢im vice je kryogel zmrazovan/rozmrazovan, tim méné se aktivni latka uvolnuje.
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Naptiklad z KG C se v ptipad¢ 1FT uvolnilo 21 % kurkuminu a u KG 3FT se uvolnilo pouze
10 % kurkuminu. Uvoliiovani je tedy ovlivnéno mirou zesitovani, aktivni latka se hiife

uvoliiuje ¢im vice je kryogel zesitovany.
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Obrazek 21 Celkové mnozstvi uvolnéného kurkuminu z KG 1:1
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Obrazek 22 znazoriuje graf, kdy byly kryogely pfipraveny v poméru 2:1, v tomto typu
kryogelu bylo celkové niz§i mnozstvi kurkuminu. Nicméné trend v uvoliiovani kurkuminu
z kryogell je totozny s KG v poméru 1:1. Nejvice kurkuminu se uvolnilo z kryogelu D
(PVA+CNC+HIPPE) a nejméné z kryogelu A (PVA+HIPPE). Z kryogelt B a C se uvolnilo
pomérné stejné mnozstvi aktivni latky, rozdil je minimalni. U kryogeld 3FT se stiraji rozdily
ve vlivu sloZeni kryogelit ABCD na uvolfiovani. Déle, jak bylo zminéno vySe, uvoliovani

je nejvice ovlivnéno poctem FT.

Ve studii (Sowasod et al. 2012) byla enkapsulace kurkuminu do kryogelu zaloZena
na chitosanu, k-karagenanu a karboxymethylceluloze. Jejich cilem bylo vyvinout systém
enkapsulace pro pouziti kryogelu jako nosice 1é¢iv. Kurkumin se uvoliioval béhem 4 dni
a jeho uvolnéné mnozstvi bylo 41-60 %. Z vyzkumu bylo zjisténo, Ze kryogely za pomoci
zmrazovani maji dobry potencial pro aplikace s fizenym uvoliiovanim v potravinarském

a farmaceutickém pramyslu.
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ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo pfipravit kryogely jako nosice aktivni latky, a zjistit, jak jejich
slozeni a podminky pfipravy ovlivni uvoliiovani aktivni latky. Bylo sledovéno, jestli
pfitomnost CMC a CNC v PVA kryogelech bude mit vliv na uvoliiovani kurkuminu.
Nejprve byla ptipravena olejova faze rozpusténim kurkuminu v MCT oleji. Kurkumin v této
podob¢ byl enkapsulovan do Pickeringovy emulze, kterd byla nésledné inkorporovana
do kryogelu. Emulze pouzité k piipraveé kryogell byly charakterizovany méfenim velikosti
emulznich kapek a pomoci optického mikroskopu byla sledovana jejich mikrostruktura.
Zaroven byla charakterizovana 1 nanokrystalickd celuléza, kterd byla pouzita jako
stabilizator pfi pfipravé emulzi a byla rovnéz soucasti kryogell. Byla u ni zmétena velikost

castic a zeta potencial.

Pro ptipravu kryogell byly pouzity polymery PVA, CMC a castice CNC. Nasledné byly
vytvoteny 4 formulace kryogeli, PVA bylo vzdy pouzito jako zaklad, kazdy kryogel
obsahoval emulzi a primarn¢ se liSily v obsahu CNC a CMC. Kryogely byly dale rozdilné
v poméru polymert a emulze, a to v pomérech 1:1 a 2:1, a nakonec se jesté liSily v poctu

cyklli rozmrazovani/zmrazovani (FT).

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byla pozorovana mikrostruktura kryogeld,
kde s ohledem na pocet cyklli zmrazovani/rozmrazovani byl vice porézni kryogel po 3

cyklech. Ptitomnost CMC a CNC zésadné ovliviiuje velikost pora.

Kryogely byly zkoumany ptfedevsim kvuli uvoliiovani aktivni latky (kurkumin) do média
Brij 35, a to z pohledu, jak uvoliovani kurkuminu ovliviiuji slozky CNC a CMC. DalSim
sledovanym  parametrem, ktery  ovlivnil  uvolfovdni, byl pocet  cykll
zmrazovani/rozmrazovani. Z vysledkl bylo zjisténo, Ze kryogel s 1 cyklem FT uvolni daleko
vice aktivni latky neZ se 3 cykly FT. Cim vice je kryogel zmrazovan/rozmrazovén tim vice

je zesitovany a obsahuje vice krystalinit, proto se z ného hiife uvoliiuje aktivni latka.

V zéavislosti na sloZeni se nejlépe uvolilovala aktivni latka zkryogelu se sloZenim
PVA+CNC+HIPPE. Ztoho vyplyv4, Ze nanokrystalicka celul6za naruSuje strukturu
kryogelu a umoziuje jeji rychlejsi uvoliovani. SloZenim kryogeli a poctem cykli

zmrazovani/rozmrazovani lze kontrolovat rychlost uvoliiovani aktivni latky.
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Napt Naptiklad

NCF Nanofibrilarni celuloza

O/V  Olej ve vodeé
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TA  Kyselina tfislova
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