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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vyvojem nosicovych systémil zalozenych na interakci chitosanu
s anionickymi surfaktanty za ucelem enkapsulace lipofilniho vitaminu retinyl palmitatu
pro kosmetické aplikace. V prvni fazi prace bylo charakterizovano asociacni chovani
dodecylsulfatu sodného a kokoyl isethionatu sodného ve vodném prostifedi pomoci méteni
povrchového napéti a vodivosti. Nasledné byly piipraveny smeési chitosan-surfaktant
a stanoveny jejich kritick¢é agregacni koncentrace. Tyto systémy slouzily jako zaklad
pro formulaci emulzi s enkapsulovanym retinyl palmitatem. Pfipravené emulze byly
podrobeny charakterizaci fyzikalné-chemickych vlastnosti, enkapsula¢ni ucinnosti
(>86,4 %) ahodnoceni antioxida¢nich aktivity. Vysledky ukazuji, ze zvolené systémy
vykazuji potencial pro inkorporaci lipofilnich aktivnich latek a jejich potencidlni vyuziti

v kosmetickém primyslu.

Kli¢ova slova: polyelektrolyt, surfaktant, chitosan, SDS, SCI, enkapsulace, retinyl palmitat

ABSTRACT

This thesis focuses on the development of carrier systems based on the interaction of
chitosan with anionic surfactants for the encapsulation of the lipophilic vitamin retinyl
palmitate for cosmetic applications. In the first phase of the work, the associative behavior
of sodium dodecyl sulfate and sodium cocoyl isethionate in aqueous solution was
characterized using surface tension and conductivity measurements. Subsequently,
chitosan—surfactant mixtures were prepared, and their critical aggregation concentrations
were determined. These systems served as the basis for the formulation of emulsions with
encapsulated retinyl palmitate. The prepared emulsions were subjected to characterization
of their physicochemical properties, encapsulation efficiency evaluation (>86.4 %), and
antioxidant activity assessment. The results indicate that the proposed systems show
potential for the incorporation of lipophilic active substances and their possible application

in the cosmetic industry.

Keywords: polyelectrolyte, surfaktant, chitosan, SDS, SCI, encapsulation, retinyl palmitate
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UvVOD

Soucasny stav v oblasti farmaceutickych a kosmetickych formulaci sméiuje k vyvoji novych
nosi¢ovych systémt, které by umoznily stabilni, fizené a cilené uvoliiovani ucinnych latek.
Klasické zptisoby podavani lipofilnich bioaktivnich latek, jako jsou vitaminy rozpustné
v tucich, Casto narazeji na problémy s jejich nizkou rozpustnosti ve vodném prostiedi,
nizkou biologickou dostupnosti a zvySenym rizikem degradace ¢i nezddoucich Uc¢inkl
pii vyssich davkach

Jednim ze slibnych moznosti feSeni téchto omezeni je vyuziti systéml zalozenych
na interakci polyelektrolytli s povrchové aktivnimi latkami. Tyto systémy mohou spontanné
vytvafet agregaty schopné enkapsulace hydrofobnich slozek a jejich stabilizace ve vodném
prostfedi. Zvlastni pozornost je vénovana polyelektrolytim ptirodniho plivodu, jako je
chitosan, ktery diky svym jedine¢nym fyzikalné-chemickym vlastnostem a schopnosti
interagovat s lipidovou bariérou pokozky nachazi uplatnéni v kosmetickém
1 farmaceutickém primyslu. Anionické surfaktanty, jako je dodecylsulfat sodny (SDS)
a kokoyl isethionat sodny (SCI), mohou s chitosanem prostfednictvim elektrostatickych
interakci vytvaret komplexy, jejichz ptiznivych vlastnosti 1ze vyuzit pii tvorb¢ a stabilizaci

emulzi.

Cilem této prace je vyvoj a charakterizace nosiCovych systémll na bazi komplext
polyelektrolyt-surfaktant vhodnych pro enkapsulaci retinyl palmitatu. V ramci prace je
sledovano asociacni chovani vybranych surfaktantli, pfiprava jejich smési s chitosanem
anasledna  formulace  ahodnoceni  emulznich  systémid  zhlediska  jejich

fyzikéalné-chemickych vlastnosti, enkapsulacni ucinnosti a antioxida¢ni aktivity.
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1 SURFAKTANTY A POLYMERY VE VODNEM PROSTREDI

1.1 Surfaktanty

Povrchové aktivni latky, zndmé také jako surfaktanty, jsou charakteristické svoji

tzv. amfipatickou strukturou; tj. strukturou obsahujici hydrofilni a hydrofobni cast [1].

Diky ptitomnosti téchto dvou protikladnych skupin vykazuji surfaktanty specifické
vlastnosti. Ve vodném roztoku se snazi uspotadat tak, aby jejich hydrofobni ¢ast zamezila
co nejvice kontakt s vodou, zatimco hydrofilni cast diky své afinité k vodé je naopak
orientovana do roztoku. Tato vlastnost vede k adsorpci téchto latek na fazovych rozhranich

a také jejich vzajemné asociaci v roztocich [2].

Molekuly surfaktanti se adsorbuji na rozhrani mezi fazemi tak, ze jejich hydrofobni
¢asti smétuji pry¢ od vody, zatimco jejich hydrofilni ¢asti zlstavaji v roztoku. Disledkem
tohoto procesu je nahrazeni ¢asti molekul vody na rozhrani nepolarnimi skupinami tenzidu.
Jelikoz pfitazlivé sily mezi molekulami vody jsou mnohem silnéjsi, neZ mezi molekulami
vody anepolarnimi skupinami surfaktantu, dojde ke sniZeni povrchového napéti. Cim hustgji
jsou molekuly surfaktantu uspotfadany na rozhrani, tim vyznamnéjsiho snizeni povrchového

napéti je dosazeno [1], [2].

1.1.1 Klasifikace surfaktanta

Surfaktanty jsou nejcastéji klasifikovany na zakladé typu jejich hydrofilni sloZky.
Surfaktanty s negativné nabitou funkéni skupinou se oznacuji jako anionické, surfaktanty
s kladn& nabitou funkéni skupinou se oznacuji jako kationické. Nenabité surfaktanty se
oznacuji jako neionické, zatimco amfoterni typy obsahuji soucasné jak zaporné, tak kladné

nabitou skupinu [3].

Vyznamnou skupinou povrchové aktivnich latek jsou anionické typy, mezi jejichz
hlavni zastupce patii soli mastnych kyselin (,,mydla®), alkylsulfaty, sulfonaty, estery
kyseliny fosforecné [3], [4]. Disociace karboxylovych a fosfatovych skupin zavisi na pH
prostiedi. Na rozdil od karboxylatl jsou alkylsulfaty a sulfonaty soli silnych kyselin, a proto
zlstavaji plné ionizované v celém rozsahu pH [2]. Spole¢nym rysem vSech anionickych
surfaktantli je jejich citlivost na pfitomnost soli, zejména tomu tak je v pifitomnosti
dvojmocnych a vicemocnych kationtl, coZ ovliviluje jejich povrchovou aktivitu a schopnost
asociace. Typickym projevem je sniZend rozpustnost, pénivost a u€innost detergence

alkylsulfatovych surfaktanta ve tvrdé vode [3].
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Kationické surfaktanty tvofi pii disociaci ve vodé povrchové aktivni organické
existovat v primarni, sekundarni, tercidlni a kvartérni forme. Zatimco kvartérni aminy nesou
kladny naboj v celém rozsahu pH, ostatni disociuji v zavislosti na pH [2], [5]. Kationické
surfaktanty nachazeji uplatnéni diky svym antibakterialnim vlastnostem. Na druhou stranu

jsou vsak tyty typy Casto iritacni a mohou byt i toxické, ¢imz se jejich vyuziti omezuje [3].

Skupina amfoternich tenzidl je charakteristicka ptitomnosti dvou hydrofilnich
(kyselych a zéasaditych) skupin ajsou zde zatazovany jednak klasické amfoterni, tak
i zwitterionické typy. Rozdil mezi témito dvéma skupinami spociva v jejich rozdilném
chovani v zavislosti na pH. Se zménou pH ptechazi amfoterni tenzid ze zdporné nabité
formy do kladné a naopak. V piipad€ zwitterionickych surfaktantl je kladny naboj v celém
rozmezi pH zachovan, zatimco nédboj kyselé skupiny je zavisly na pH prostiedi [1].
Ptikladem téchto povrchové aktivnich latek jsou alkylbetainy, jejichz zékladni struktura se
sklada z hydrofobniho alkylového fetézce spojeného s kationtovou kvarterni amoniovou

skupinou a zarovein s aniontovou karboxylatovou, sulfonatovou nebo fosfatovou skupinou
[6].

Neionické povrchové aktivni latky se obvykle skladaji z dlouhého uhlovodikového
fetézce s nékolika polarnimi skupinami — avSak neschopnymi disociace, které zajist'uji
rozpustnost téchto sloucenin [5]. Vyhodou té€chto tenzidd je jejich niZz8i nachylnost vici
solim jejich v celém rozsahu pH. Kritickd micelarni koncentrace téchto surfaktanti je obecné
mnohem niZ§i nez u odpovidajicich nabitych surfaktantii. Casteéné i z tohoto diivodu jsou

tyto surfaktanty obvykle méné¢ drazdivé a lépe tolerované nez anionické a kationické typy

[2], [3].

1.1.2 Tvorba micel

Je obecné zndmo, ze asociaci povrchové aktivnich latek dochézi ke vzniku uniformnich
koloidné disperznich ¢astic — tzv. micel. Micely vznikaji teprve tehdy, kdyZ je koncentrace
povrchové aktivnich latek nad tzv. kritickou micelarni koncentraci (CMC) (Obr. 1) [7]. CMC

je tedy nejvyssi moznd koncentrace, pfiniz je tenzid v roztoku ve formé unimernich molekul

[5].
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Obr. 1: Vznik micel pfi kritické micelarni koncentraci

(zdroj: [7])

Zacatek tvorby micel 1ze pozorovat ze zavislosti mnohych fyzikalné-chemickych veli¢in na

koncentraci, kde se pti dosazeni CMC objevuje ndhla zména méfené vlastnosti (viz Obr. 2)

[8].

osmoticky tlak

solubilizace

povrchoveé napéti

vlastni difuze

ekvivalentni vodivost

CMC

koncentrace

Obr. 2: Zmény fyzikalné-chemickych vlastnosti roztokti povrchové aktivnich latek v okoli

kritické micelarni koncentrace (CMC)

(zdroj: [9])

V ptipad€ povrchového napéti vodnych roztoki tenzidii se povrchové napéti s rostouci

koncentraci prudce snizuje az do dosazeni CMC. Poté se objevuje vyrazny zlom, po kterém
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povrchové napéti zistava témeér konstantni 1 pfi dal$im zvySovani koncentrace surfaktantu,
nebot’ veskery pfidavany monomer se spotiebuje na tvorbu micel, které nejsou povrchove

aktivni [5].

Dalsi veli¢inou, u niz mize dochéazet k vyraznym zménam, je vodivost, kde zlom muze
souviset se zvySenim hmotnosti pfipadajici na ndboj. Pfi méteni turbidity Ize zase pozorovat
narst spojeny s pritomnosti castic vétSich rozméri nez v pfipadé roztokd obsahujici
unimerni molekuly tenzidi. Podobny zlom lze pozorovat i u dalSich fyzikéalnich vlastnosti
surfaktantli v zavislosti na koncentraci, coz znamend, ze k ur¢eni CMC lze pouzit rizné

metody. Mezi né€ patii méteni viskozity, solubilizace olejového barviva, osmotického tlaku
[2], [8].

Hnaci silou tvorby micel je, jak jiz bylo zminéno, snaha hydrofobnich fetézct
surfaktantli minimalizovat kontakt s vodou. Ve vodném prostfedi tvoii jadro micely
navzajem propletené uhlovodikové fetézce molekul tenzidd a jejich polarni skupiny jsou
rozmistény na vné&jsi ¢asti micely, aby byl minimalizovan kontakt mezi molekulami vody

a hydrofobnimi ¢astmi molekuly tenzidu [5].

U konkrétniho surfaktantu l1ze o¢ekavat, Ze tyto tendence tvorby asociatli budou zaviset
na jeho struktufe, délce fetézce, charakteru néboje, typu protiiontu a dalSich faktorech.
Napftiklad neionické surfaktanty, které nemusi piekonavat elektrostatické odpuzovéni
mezi hlavickami, maji vyrazné niZsi kritickou micelarni koncentraci (CMC) neZ ionické
surfaktanty se stejnou délkou fetézce, coz bylo i experimentalné potvrzeno [2], [8].

V ptipad¢ ionickych tenzidu se jejich rozpustnost prudce zvySuje nad urcitou teplotou,
které se tika Krafftiv bod. Pod Krafftovym bodem je rozpustnost tenzidu nizsi nez jeho
CMC. Pokud by se pfi téchto podminkach do roztoku ptidaval dalsi tenzid, zacne se tvofit
nerozpustna faze, nedochazi k dal§imu sniZeni povrchového napéti a nevznikaji micely.
V ptipadé, Ze se pracuje nad Krafftovym bodem, je umoznéna tvorba micel, a jakykoli dalsi
piidany surfaktant uz jen zvysSuje jejich pocet, coz vede k rychlému naristu rozpustnosti

[101, [11].

Zajimavou vlastnosti mnoha neionickych tenzidli, zejména ze skupiny
polyoxyethylenovych typi, je jejich obraceny vztah mezi teplotou a rozpustnosti — tedy ¢im
vys$$i je teplota roztoku, tim nizsi je rozpustnost povrchové aktivni latky ve vodé [8]. Tento
jev je zpusoben naruSenim specifickych interakci, konkrétné vodikovych vazeb mezi

molekulami vody a jednotkami polyoxyethylenu v molekule tenzidu. V dasledku toho roste
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agregacni Cislo micel, které se postupné zvétSuji, az jsou tak velké, Ze roztok se stane
viditeln¢ zakalenym. Teplota, pfi niz k tomuto jevu dochazi, se nazyva ,,bod zékalu* (cloud
point) [12]. Obecné plati, ze bod zakalu v urcité skupin¢ tenzidi (se stejnou hydrofobni ¢asti)

roste s primérnym poctem oxyethylenovych skupin v molekule [8].

1.1.3 Struktura a tvar micel

Pti nizkych koncentracich tenzidti nad CMC se micely obvykle povazuji za kulovité, zatimco
pii vysSich koncentracich mohou zaujimat 1 jiné tvary. Jak jiz bylo zminéno, hydrofobni
¢asti molekul jsou orientovany do jadra micely, zatimco hydrofilni skupiny tvoii jeji vnéjsi

vrstvu [13].

S rostouci koncentraci roztoku se zvétSuje rozmér micel a uhlovodikové fetézce se
v nich stale vice orientuji navzdjem rovnobé&zné. Nejprve se kulovité agregaty preménuji na
valcovité Utvary a pfi jesSt€¢ vySSich koncentracich vznika faze tekutych krystald, zejména
ve formé  hexagonalniho  alamelarniho  uspofadani.  V dasledku  lamelarniho
charakteristického uspotadani mohou dostatecné koncentrované roztoky piechazet v gel [5],

[13].

Typy struktur, které jsou tvoteny surfaktanty zavisi na n€kolika faktorech; na struktuie

tenzidu, slozeni celého systému, na ptfitomnosti soli, oleji, a dalSich ptimési a na teploté [3].

Organizace téchto molekul pak zavisi na konkurenci riznych intramolekuldrnich sil,
flexibilité fetézch a mezimolekularnich interakcich. Strukturu a stabilitu agregat ovliviiuji
tfi hlavni faktory, ato jsou hydrofobni interakce mezi nepolarnimi fetézci, odpudivé
elektrostatické sily mezi nabitymi poldrnimi skupinami a jejich hydratace ve vodném

prostiedi [14].

Tvar, ktery molekuly tenzidt zaujmou, Ize ptedvidat pomoci bezrozmérného parametru,
tzv. kritického agregaéniho parametru CPP (z ang. critical packing parameter)

dle Rovnice 1:

CPP =

(1

Qolc

kde v je objem nepolarni ¢asti molekuly (uhlovodikového fetézce), a, je plocha povrchu
polarni ¢asti al. je tzv. kritickd délka uhlovodikového fetézce [14]. Vztah mezi CPP

a typem vznikajiciho agregatu je uveden v Tab. 1.
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Tab. 1: Vztah mezi CPP a typem vznikajiciho agregatu

Typ tenzidu

jednoftetézcové lipidy
s objemnymi polarnimi ¢astmi
napft. SDS pii nizké koncentraci

soli

CPP Tvar zaujimany Predpokladana
molekulou tenzidu struktura agregatu
kuzel kulovité micely
d,

<13 RAD

V L -

jednotetézcové lipidy s malymi
polarnimi ¢astmi
napt. SDS nebo CTAB pii vysoké

koncentraci soli, neionické lipidy

komoly kuzel valcovité micely

1/3-1/2 @

dvoutetézcové lipidy s objemnymi
polarnimi ¢astmi
napt. fosfatidyl cholin (lecithin),
sphingopmyelin

komoly kuzel flexibilni dvojvrstvy,

G

vezikuly

dvouretézcové lipidy s malymi

polarnimi ¢astmi, anionické lipidy

valec

planarni dvojvrstvy

pti vysoké koncentraci soli ~1 ﬁﬁﬁﬁ ﬁ WT ﬁ W
napt. fosfatidyl ethanolamim, (’JMQUBQ iﬂggg
fosfatidyl serin + Ca 2+

obréceny komoly Invertované micely
dvoufetézcové lipidy s malymi kuzel
polarnimi ¢astmi, neionicke lipidy,
poly(cis) nenasycené fetézce >1 @

napf. cholesterol, nenasyceny

fosfatidyl ethanolamim

(zdroj: [15])
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1.2 Roztoky polymeri

Smési polymert s riznymi typy rozpoustédel jsou kliCovymi prvky mnoha systémt
v ptirodé, technologiich 1 komer¢nich produktech. Zejména systémy na bazi vody lze nalézt
v riznych odvétvich primyslu (napi. kosmetika, potraviny, natéry, maziva) i v biologickych
systémech, kde jejich jedine¢né chovani vyznamné ovlivituje vlastnosti téchto materiala

[16].

Pojmem polymery jsou oznacovany molekuly velkych rozmért, jejichz hmotnost
presahuje nékolik tisic daltond, tedy g/mol. Pfesnéji lze polymery definovat jako latky
tvofené molekulami, kde se jako clanky v fetézci mnohonasobné opakuji zékladni
konstituéni jednotky navzajem spojené v tak velkém poctu, Ze se pfidanim nebo odstranénim
jedné nebo nckolika konstituénich jednotek vlastnosti makromolekuly znatelné
nezméni. Tato velikost fadi polymery do skupin latek, které jsou schopné tvorit koloidni
systémy [16], [17], [5]. V pevném stavu polymerni molekuly vypliuji prostor s minimalnimi
mezerami, bud’ v pravidelném uspofddani (krystalickd struktura), nebo nahodné
(amorfni struktura). Molekuly jsou v tésném kontaktu s ostatnimi polymernimi fetézci.
Naproti tomu v roztocich je kazda polymerni molekula obklopena molekulami rozpoustédIa.
V ptipadé koloidnich roztok makromolekul se o téchto systémech hovofti jako o soustavach

lyofilnich [18], [19].

Dalsim disledkem velké prostorové rozlohy polymert je jejich vzéjemné neprostupnost
a sklon k proplétani, ktery se zvySuje srostouci molekulovou hmotnosti a koncentraci
vroztoku. Tento jev vede kvyznamnym zméndm v dynamickém chovani roztoki

makromolekul zejména z hlediska jejich reologickych a mechanickych vlastnosti [20], [21].

Vlastnosti téchto latek zaviseji nejen na rozmeérech, ale i na tvaru a struktufe molekul.
Obr. 3: Mozné typy usporadani polymerni molekuly jsou zndzornény na Obr. 3, pfiCemz
kazda zakreslend kulicka zde pifedstavuje monomer. Linearni polymer je jednoduse
makromolekularni fetézec, ve kterém jsou vSechny strukturni jednotky uspotadany v jedné
linii, bez vétvi nebo intramolekularnich mistkd. Typickym ptikladem linedrniho polymeru
je vinylovy polymer. Rozvétveny fetézec obsahuje jak dlouhé, tak kratké postranni vétve.
Zesitovany polymer vytvari sitovou strukturu, ktera prostupuje celym systémem [18], [22].

Ackoli se tato podkapitola zaméfuje prfedevs§im na roztoky makromolekul, je dileZzité
poukazat na schopnost polymeru vytvaret jiny vyznamny typ struktury — polymerni gel, a to

pouhym zvySenim miry propojeni mezi molekulami [16]. Retézce v takto vzniklé
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trojrozmérné siti nejsou diky spojovani silami chemického nebo fyzikédlniho charakteru
schopné se nezavisle pohybovat disperznim prostiedim (pouze vykonavat vibracni pohyby).
Disledkem toho maji gely mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav, i1 pfestoze
je disperzni prosttedi kapalné [5]. Pevné latky obvykle vykazuji mez kluzu, coz znamena,
ze se pii malych deformacich chovaji jako dokonale elastické materialy. Obecné plati, ze
gely vykazuji vétsi elasticitu nez polymerni roztoky, a to i v ptipadé, Ze je v gelu obsazeno

stejné mnozstvi polymeru jako by bylo v jeho roztoku [16].

Mezi polymernimi fetézci lze vytvotit chemické piicné vazby, bud’ pomoci polymerace
monomert, nebo chemickymi reakcemi mezi jiz existujicimi polymery za pfitomnosti
vhodného cinidla [23]. Makromolekuly se mohou rovnéz vzijemné fyzikalné¢ asociovat
a zaplétat bez tvorby kovalentnich vazeb, a to diky pfitazlivym interakcim — vodikovym
vazbam, Van der Waalsovym silam, iontovym a hydrofobnim interakcim mezi useky fetézct

[24].

(a) (b) (c)

Obr. 3: MozZné typy uspotadani polymerni molekuly, (a) linearni fetézec, (b) rozvétveny
fetézec, (c) zesitovany polymer

(zdroj: [18])
Polymer, ktery je tvofen pouze jednim typem monomeru, se nazyva homopolymer. Nékteré
polymerni molekuly se vSak sklddaji z vice neZ jednoho druhu monomert a vysledné
struktury se nazyvaji kopolymery. MnoZstvi a typ monomert ovliviiuje vysledné vlastnosti
kopolymeru. Podle reaktivity monomeri mohou vznikat rizné typy kopolymert. Kopolymer
s monomery v nadhodné sekvenci se nazyva ndhodny kopolymer. Pokud maji monomery
stejného druhu tendenci spolu reagovat rychleji, nezli spolu reaguji monomery odlisSného

typu, dochazi ke vzniku blokovych kopolymert [25].
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1.2.1 Konformace polymeru v roztoku

Polymerni lineédrni fetézce jsou v diisledku obsahu mnoha flexibilnich ¢asti, podobné jako
Castice, vystaveny hydrodynamickym silam apodléhaji Brownovu pohybu. Kazdy
polymerni fetézec v roztoku proto neustale méni sviij tvar v ¢ase a v daném okamziku se
ruzné fetézce téhoz systému lisi svou velikosti a tvarem, coz dovoluje otacivost clenti
uhlovodikového fetézce kolem spojnic se sousednimi uhliky. Vnitini rotaci vzniklé rizné
sto¢ené nepravidelné utvary lze zahrnout pod spolecny ndzev makromolekularni klubko.

Okamzity tvar klubka v roztoku se oznacuje jako konformace [5], [18], [26].

Rozmeér klubka v ur€itém casovém okamziku je popisovan gyra¢nim polomérem, coz
je kvadraticky pramér vzdalenosti jednotlivych c¢lentt od stiedu klubka (Obr. 4).
Pti teoretickych vypoctech je vyhodné pouzivat jinou rozmérovou charakteristiku. Této
charakteristice se fika vzdalenost konct fetézce. Spojnici konct fetézce je vektor, ktery je
pro kazdou konformaci klubka roven souctu vektorti jednotlivych ¢lankt fetézce. Tuto
charakteristiku 1ze vSak jednoznacné definovat pouze pro klubko tvofené linearnim

fetézcem, nebot’ vétvené fetézce maji minimalné tii konce [23].

Obr. 4: Rozméry polymerniho klubka

(zdroj: [26])

Redlné neni kazda konformace stejné pravdépodobnd, nebot’ je rotace polymernich

segmentll omezena flexibilitou vazeb v hlavnim fetézci polymeru. Naptiklad polymer
s velkym mnozstvim dvojnych vazeb nebo benzenovych jader v fetézci je mnohem méné

flexibilni nez fetézec tvofeny pouze jednoduchymi vazbami mezi atomy uhliku. Kromé toho
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mohou postranni vétve fetézce, pokud jsou ptitomny, stericky omezovat tvorbu nékterych

konformaci [26].

Dtlezitym faktorem jsou také interakce mezi polymerem a rozpoustédlem, které
mohou ovlivnit, zda bude mit polymerni fetézec tendenci interagovat s okolnim prostiedim
nebo s fetézci navzajem, coz by vedlo bud k natazeni polymeru, resp. K jeho sbaleni
do klubka [26]. Ne kazdy polymer se rozpusti v kazdém rozpoustédle. Cim vyssi je
molekulova hmotnost polymeru, tim obtiznéjsi je najit vhodné rozpoustédlo [27]. V tzv.
dobrém rozpoustédle je dany polymer dobie solvatovan molekulami rozpoustédla, coz vede
k expanzi jeho konformace. Naproti tomu ve Spatném rozpoustédle neni polymer dostate¢né
solvatovan a klubko je vice svinuté. Pokud je rozpoustédlo dostatecné ,,Spatné®, klubko se
zcela smrsti, interakce mezi polymerem arozpousStédlem zanikaji a polymer vypadne

z roztoku jako srazenina [28].

Takze i pfestoze se rozméry a tvar klubek s ¢asem méni, statistické zastoupeni klubek
zustava v rovnovazném stavu zachovano a pti dané teploté a koncentraci je charakteristické
pro uvazovany systém polymer-rozpoustédlo, nebot’ jak jiz bylo zminéno, tepelny pohyb
a otdCivost jsou dozna¢né miry ovlivnény prostorovymi zabranami zpusobenymi
pfitomnosti objemnych substituentti. Rozméry atvary klubek jsou proto definovany

parametry jako jsou stfedni gyracni polomér a sttedni vzdalenost konct fetézcii [5], [23].

1.2.2 Vodorozpustné polymery

K rozpusténi polymeru ve vodé je kliCové umisténi dostatecného mnozstvi hydrofilnich
funkénich skupin podél hlavniho fetézce nebo na postrannich fetézcich polymeru. Rada
syntetickych 1 ptirodnich polymerd, které se Siroce vyuZzivaji v komercni sféfe, je rozpustna
ve vode. Tyto polymery obvykle obsahuji velmi polarni funk¢ni skupiny, které umoznuji
jejich interakci s molekulami vody [28], [29]. Na Obr. 5 jsou ukazany nékteré z hlavnich
substituentli, které maji dostate¢nou polaritu, ndboj nebo schopnost vytvéaret vodikové

vazby, coz umoziuje jejich hydrataci.

Mezi vyznamné neionické, ve vodé rozpustné polymery patii polyethylenoxid,
polyakrylamid, polyvinylalkohol a poly-N-vinylpyrrolidon. Obecné plati, Ze rozpustnost
neionickych polymerii ve vodé vychazi ze silné polarity nebo ptritomnosti funkénich skupin
schopnych vytvaret vodikové vazby v monomernich jednotkach, coz vede k pfiznivym

interakcim s molekulami vody [16].
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Mnohé molekuly vysokomolekuldrnich latek obsahuji funkéni skupiny schopné
ve vodném rozpoustédle ionizovat a vytvaiet v roztoku ionty. Castice téchto makromolekul
tedy nesou elektricky néboj ziskany disociaci v roztoku atyto vysokomolekularni

elektrolyty nazyvame polyelektrolyty [19].

—NH, —COOH —C00~M" —NR;
—NHR 0 _ —S0;M* ui:Hg)..
—OH —Nﬁ—g—NH, —PO3-M?* 5‘30,—
—SH NH —NHsX- .
—0—  —NH—C—NH, —NR;HX" —iRe
| /Nx —I:iRgll‘ (ﬁ.:Hg]'..
—N— —NH—T:,- '-ﬁ—m-t2 pRx- C00-
NY....2N o-
\T —cu=i’
NH, o

Obr. 5: Funkéni hydrofilni skupiny

(zdroj: [29])
Polyelektrolyty Ize rozd¢lit na piirodni (napf. DNA), pfirodni modifikované (napt. derivaty

celulézy nebo chitinu) a syntetické polymery (napi. poly(styrensulfonova kyselina).

Z hlediska naboje se déli na polyanionty, polykationty a polyamfolyty [7], [30].

Anionické polyelektrolyty obvykle obsahuji karboxylové, ptipadné sulfonové funkéni
skupiny. Zatimco u karboxylovych skupin se pKa. pohybuje kolem 6, tudiz je umoZnéna
regulaci stupné nabiti zménou pH, sulfonové skupiny patii k tzv. silnym kyselinam, které
budou kompletné disociovany bez ohledu na pH prostiedi [16]. Analogicky jako
u anionickych polyelektrolyti, silné kationické polyelektrolyty maji kladny néboj
bez ohledu na pH prostfedi, zatimco slabé kationické typy nabyvaji pfevazné kladného
naboje pouze v kyselém prostiedi [31]. Amfoterni polyelektrolyty obsahuji jak aniontové,
tak kationtové naboje. Tyto materidly mohou byt bud’ zwitteriontové, kdy maji kladny
1 zaporny naboj na stejné postranni skupiné, nebo amfolytické, kde jsou opacné nabité
skupiny umistény na stejném polymernim fetézci, avSak ne ve stejném segmentu.
Zwitteriontové amfoterni polymery jsou vzdy nabojové vyvazené, zatimco polyamfolyty

tuto podminku spliiovat nemusi [16].
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Konformace linedrnich polyelektrolytii

Jak jiz bylo nastinéno, neionizované ohebné linedrni makromolekuly zaujimaji v roztoku
tvar klubka. Rozméry tohoto klubka zéavisi jednak na délce fetézce, jednak na interakcich
kratkého a dlouh¢ho dosahu. U linedrnich polyelektrolytii k tomu pfistupuje 1 vyrazny vliv
elektrostatickych interakci, které mohou vznikat pfitomnosti disociovanych funkénich
skupin fetézce a malych iontli opa¢ného ndboje (protiiontl). lonizovatelné funkéni skupiny,

které je disociuji, se pak stanou nositeli elektrického naboje [23].

Vétsina makroionti je reprezentovana dlouhymi flexibilnimi fetézci s vyraznou
roztaznosti v roztoku. Neni-li polyelektrolyt amfoterni, maji vSechny naboje funk¢nich
skupiny stejné znaménko a navzajem se odpuzuji. Se zvysujicim se nabojem se flexibilni
fetézec meéni z kontrahované nahodné klubkovité struktury na plné nataZzenou formu [23],

[32].

Makroiont ma tendenci expandovat diky coulombovské repulzi mezi nabitymi
skupinami. Tato sila, u niz se ocekava, ze poroste s rostoucim poctem nabitych skupin, je
vSak snizovdna vazbou protiiontii [32]. Protiionty vzniklé disociaci a ionty ptidanych soli
totiz vytvareji v elektrickém poli nabitého fetézce iontovou atmosféru, kterd zeslabuje
odpudivy ucinek naboje tetézce a zkracuje jeho dosah tim vice, ¢im je koncentrace malych
iontd vyssi. Zmeéna iontove sily tedy vyvolava vyrazné zmény konformaci makroiontu [23],

[31].

(a) (b) (c)

Obr. 6: Konformace polyelektrolytu (a) v krajné zfedéném roztoku v neptitomnosti soli,
(b) v pfitomnosti soli, (¢) amfoterni polyelektrolyt v izoelektrickém bodé

(zdroj: [23])
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Pti velkém zfedéni jsou jednotlivé makroionty od sebe oddéleny rozsahlymi oblastmi
disperzniho prostiedi, do nichz mohou oddisociované protiionty expandovat. SniZzenim
koncentrace protiiontl je pak snizen jejich odstifujici ucinek a odpudivy efekt zapornych
naboji polyiontu se naopak projevi velmi silnd. Retdzec expanduje tak, Ze ztrati charakter
klubka aexistuje bud’ v plné natazené nebo casteCn¢ natazené formé. Pii zvySeni
koncentrace polyiontl dochézi ik ristu koncentrace protiioni, které ¢im dale, tim vice
odstinuji odpudivé elektrostatické interakce mezi naboji na disociovaném makroiontu, coz

vede k navraceni natazeného fetézce do formy klubka (Obr. 6) [23].
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2 POLYELEKTROLYT-SURFAKTANT KOMPLEXY

Jak jiz bylo nastinéno v pfedeSlé kapitole, interakce polyiontl s protiionty patii
mezi vyznamné charakteristické projevy polyelektrolytovych systémi, v disledku ¢ehoz

mohou vznikat komplexy vyuzitelné v fad¢ biologickych i primyslovych aplikaci.

2.1 Polyelektrolytové komplexy s opa¢né nabitymi surfaktanty

Vétsina experimentélnich studii vénovanych dané problematice za poslednich dvacet let se
zabyvala bud’ interakcemi mezi polyelektrolyty a opa¢né nabitymi povrchové aktivnimi

latkami, nebo asociaci neiontovych polymeri s iontovymi micelami surfaktantt [7].

2.1.1 Asociaéni chovani systému polyelektrolyt-surfaktant

K asociaci polyelektrolytli a povrchove aktivnich latek prispivaji, v zavislosti na konkrétnim
systému, jak elektrostatické, tak hydrofobni interakce [33], [34]. V pfipadé¢ interakci mezi
polyelektrolyty a opacné nabitymi surfaktanty hraji dominantni roli elektrostatické sily,
zatimco hydrofobni interakce maji sekundarni vyznam. Vazba ionickych povrchoveé
aktivnich latek na opacné nabity polyelektrolyt je energeticky vyhodnéjsi nez vazba
na neutralni polymer, aje doprovazena neutralizaci ndboje. Proces vazani ionickych
povrchové aktivnich latek na polyelektrolytové fetézce je vysoce kooperativni. Interakce
mezi polyelektrolyty a opa¢né nabitymi povrchové aktivnimi latkami jsou velmi silné
a komplexy mezi nimi se mohou tvofit pomérné¢ snadno a spontdnné [7], [35], [36].
ZaurCitych podminek pak vznikaji vevodé rozpustné 1nerozpustné komplexy
polyelektrolyt-surfaktant rizného tvaru, velikosti, stability o riznych fyzikalné-chemickych

vlastnosti a moznosti vyuziti [37].

Interakce mezi polymery a povrchové aktivnimi latkami lze analyzovat na zakladé
jejich asociacéniho chovani. Zatimco systémy obsahujici pouze povrchové aktivni latky jsou
charakterizovany kritickou miceldrni koncentraci (CMC), piitomnost polymeru nebo
polyelektrolytu zavadi dalsi kliCovy parametr — kritickou agregacni koncentraci (CAC).
Kriticka agrega¢ni koncentrace pfedstavuje koncentraci povrchové aktivni latky, pfi niz
vlivem pfitomnosti polyelektrolytu dochazi k vzniku tzv. hemimicelarnich agregatl, které
vykazuji strukturu podobnou volnym micelam, ovSem s tim rozdilem, Ze jsou pfipojeny

k polymernimu fetézci (Obr. 7) [7], [38].
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Pti dostatecné koncentraci povrchové aktivni latky dojde k neutralizaci naboji mezi
polyelektrolytem a tenzidem. Této koncentraci se fikd koncentrace neutralizace naboje
(charge neutralization concentration — CNC). Nad hodnotou CNC polyelektrolyty interaguji
s opacn¢ nabitymi tenzidy ve vétSiné piipadt tak siln€é, ze dochazi k fazové separaci
za vzniku uspotadanych struktur ve form¢ srazenin nebo geld [38], [39]. Dalsi zvySovani
koncentrace povrchové aktivni latky vede k nasyceni polyelektrolytového fetézce a tvorbé
micel mimo komplex, ptfipadné i k solubilizaci vzniklych komplext [38]. Obecné plati, Ze
kriticka agregacni koncentrace je o jeden az ti1 fady nizsi nez kritickd micelarni koncentrace

[40].

Nekooperativni < CAC < CNC < CMC

vazani

1h H% N

Koncentrace tenzidu

Obr. 7: Asociace polyelektrolytl s tenzidy za zvySujici se koncentrace tenzidu

(zdroj: [38])
2.1.2 Faktory ovliviiujici asociaci

Jak jiz bylo zminéno, na asociaci polyelektrolytii s tenzidy se podili jak elektrostaticke, tak
hydrofobni interakce. To, kterd zdanych interakci bude hrat vétsi roli, je zavislé
na strukturnich parametrech jak polyelektrolytu, tak povrchové aktivni latky, a také

na vn¢&jsich faktorech.

Klicovou roli hraje flexibilita polyelektrolytového fetézce, molekulova hmotnost (a jeji
distribuce) a hustota naboje podél fetézce, coz je spjato se vzdalenosti mezi jednotlivymi
nabitymi funkénimi skupinami umisténymi na fetézci, ale také blizkost naboje k hlavnimu
fetézci [7], [35]. V pfipadé, Ze jsou funkcni skupiny karboxylové, ¢i aminové, hustotu
naboje lze ménit na zaklade pH roztoku [41]. U povrchove aktivni latky je hlavnim faktorem
kriticky agregacni parametr (CPP), ktery urCuje preferovany typ agregatu (napiiklad sférické

nebo tyCinkovité micely, dvojvrstvy ve formé vezikul apod.). DllezZitou roli hraji také typ
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polarni hlavy surfaktantu, kterd mize vykazovat specifické interakce, a jeji hydrofobni

retézec [35].

Chovani systému polymer-surfaktant ovliviiuji také vnéjsi faktory, jako je teplota,
celkova koncentrace a poméry, v jakych jsou slozky ptidavany [41], [42]. Struktura je dale
komplikovana konformaci polyelektrolytu, tedy tim, zda se za danych podminek v roztoku
nachdzi v podobé natazené¢ho ftetézce nebo ve formé¢ klubka. Prechod mezi témito
konformacemi muze u nabitych polyelektrolyti nastat v disledku neutralizace néaboja
opacn¢ nabitymi surfaktanty [37], nebo pii zméné pH, kdy je polyelektrolyt pouze slab¢
nabity [43]. Pfi nizkém naboji polyelektrolytu budou v systému pievladat hydrofobni
interakce a bude se chovat obdobn¢ jako smés neutradlniho polymeru s tenzidem, kde
hydrofobni ¢ast povrchové aktivni latky se bude vazat podél polymerniho fetézce (Obr. 8).

[38].

Obdobn¢ ovlivituje vlastnosti polyelektrolytu 1iiontova sila [43]. PiivysSich
koncentracich nizkomolekularniho elektrolytu v roztoku dochdzi k stinéni néboji
polyelektrolytu a polarnich hlav tenzidu, a elektrostatické interakce mezi nimi jsou slabsi.
Asociace v takovémto systému bude opét fizena spiSe hydrofobnimi interakcemi mezi

hydrofobnim fetézcem tenzidu a nepolarni kostrou polyelektrolytu [38].

Obr. 8: Asociace polyelektrolytu s povrchové aktivnimi latkami, kde dominuji
(a) hydrofobni interakce, (b) elektrostatické interakce

(zdroj: [38])
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S rostoucim néabojem polyelektrolytu je vazebné chovani dano predevSim
elektrostatickymi interakcemi mezi nabitou poldrni Casti surfaktantu a polyelektrolytem.
Struktura pfipominajici ,,fetizek z perel®, tedy situace, kdy se fetézec polyelektrolytu vaze
spise na povrch micel nez do jejich jadra, je upfednostinovana u prodlouzenych fetézci silné
nabitych polyelektrolytd. Mira expanze tohoto ,fetizku zperel” zavisi na flexibilité
polyelektrolytu. V piipad¢ velmi rigidnich polyelektrolyti nebo blokovych kopolymert

muze vznikat lamelarni struktura [38], [43].
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3 NOSICOVE SYSTEMY PRO TOPICKOU APLIKACI UCINNYCH
LATEK

Aby mohla bioaktivni slozka vykonat sviij terapeuticky tcinek, je nezbytné, aby pronikla
pies bariéru rohové vrstvy a byla efektivné transportovana do cilovych vrstev kiize [44].
Topické nosné systémy, Casto ve forme krémi, gel, masti, past a lotioni, jsou tvofeny smési
latek rtizného charakteru, které interaguji se strukturou rohové vrstvy. Ukolem téchto nosiét
je udrzovat rozpustnost a stabilitu G¢inné latky, umoznit prunik G¢inné latky pies rohovou
vrstvu 1 zivou cast epidermis, a udrzet ji v cilovém misté dostatecné dlouho dobu, aniz by

doslo k jeji systémové absorpci [45], [46].

Tato kapitola je vénovana uplatnéni enkapsulace jako potencialni techniky pro ptipravu
topickych nosi¢ovych systémt a moznym dermatologicky vyznamnym ucinnym latkam

vhodnym pro tento zptisob podéni.

3.1 Topicka a transdermalni aplikace ucinnych latek

Lidska kuze je slozena z nékolika funkéné odlisnych vrstev. Epidermis, ktera je obvykle
50-150 um silnd, ptedstavuje vné&jsi vrstvu kiize a slouZzi jako ochrannd bariéra proti vliviim
vngjsiho prostiedi. Sklada se ze dvou podvrstev — lipofilni rohové vrstvy (stratum corneum),
a hydrofilni zivé epidermis, tvofené ¢tyfmi vrstvami stratum lucidum, stratum granulosum,
stratum spinosum a stratum germinativum. Pod epidermis se nachazi dermis (Skéra), ktera
obsahuje kolagen a glykosaminoglykany. V této vrstvé dochazi k syntéze kolagenu
a elastinu a nachazeji se zde krevni cévy, nervy, potni zlazy, vlasové folikuly a mazové
zlazy. Hypodermis neboli podkoZni vrstva obsahuje tukové tkané (podkozni tuk), slouZici

zejména jako tepelna izolace [47], [48] .

Vrstva stratum corneum je povazovana zaneZivou cast epidermis aje tvofena
agregovanymi keratinovymi filamenty uzavienymi v rohovitém obalu, obklopeném mnoha
vrstvami lipidové dvojvrstvy, sloZzené z ceramidil, volnych mastnych kyselin, cholesterolu

a dalsich komponent [47], [48].

Tato specificka bunécné organizace je hlavni pfi¢inou nizké permeability pokozky.
Zatimco lipofilni stratum corneum obsahuje piiblizné 13 % vody, vnitini vrstvy epidermis
jsou podstatné vice hydrofilni a obsahuji az 50 % vody, pticemz v dermis je obsazeno kolem
70% vody. Vysoce lipofilni aktivni latky maji omezenou schopnost ptechodu z velmi

lipofilniho stratum corneum do hydrofilngjsiho prostfedi epidermis. Je proto nezbytné
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porozumét moznym transportnim mechanismiim, aby bylo mozné navrhnout vhodné nosice

pro dosazeni ucinného dodani kosmeticky aktivnich latek [47], [49].

Latky aplikované na povrch pokozky mohou pronikat rohovou vrstvou kiize tiemi
cestami: intercelularng, transcelularné a skrze kozni adnexa. Intercelularni cesta je hlavni
drahou priniku, kdy latka prochazi spletitym systémem tvoifenym mezibunécnou lipidovou
matrici. Naproti tomu transcelularni cesta umoznuje prinik pifimo skrze jednotlivé buiky.
Tato cesta je vhodna pouze pro vysoce hydrofilni latky. Cesta ptes kozni adnexa, tedy pies
vlasové folikuly a potni Zlazy, je zanedbatelna, nebot’ jejich vyvody tvoii pouze asi 0,1 %

celkového povrchu kiize [50].

Obecné plati, ze transport molekul pies epidermis je omezen na latky s nizkou
molekulovou hmotnosti (mén¢ nez 500 Da) a mirnou lipofilitou (rozdélovaci koeficient,
log Kokwanoimoda mezi 1 a 3). Tyto latky musi mit dostate€nou rozpustnost v lipidové oblasti
stratum corneum, ale zaroven i ur¢itou hydrofilitu, aby mohly piestupovat dale do epidermis

[47].

Nékteré aktivni kosmetické latky jsou natolik hydrofilni, Ze nedokazZou proniknout pies
stratum corneum, zatimco jiné jsou naopak pfili§ lipofilni na to, aby se efektivné vsttebaly
do epidermis. Tento problém lze pfekonat pomoci enkapsulacnich technik, které vyuzivaji
vhodné obalové materidly. Ty umoziuji upravit lipofilni nebo hydrofilni vlastnosti u¢inné
latky tak, aby odpovidaly pozadavkiim cilené aplikace a zajistily jeji ucinné vstiebani

do pokozky [49].

3.2 Enkapsulace

Enkapsulace je proces, pii kterém je material obsahujici aktivni latku uzavien do obalu
z druhého materialu, ato bud trvale, nebo docasné. Castice ziskané timto procesem
orozmérech 3-800 um se oznacuji jako mikroc¢astice, mikrokapsule ¢1 mikrosféry.
V ptipadé, Ze velikost Castic je mensi nez 1 um, hovofime o nanocasticich, nanokapsulich

¢i nanosférach [51].

Enkapsula¢ni technologie nachdzeji Siroké uplatnéni v celé fadé primyslovych odvétvi,
vcetné farmaceutického, potravinaiského, kosmetického, textilniho, dale také v zemédélstvi
a biotechnologii. V kosmetickém pramyslu hraji systémy pro transport G€innych latek
a mikrokapsule vyznamnou roli. Predstavuji efektivni zplsob, jak zajistit cilené

a kontrolované uvoliovani aktivnich slozek, jejich ochranu pfed degradaci, ¢imz zvySuji
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nezddouci vlastnosti aktivnich latek, jako je nepfijemny zapach, a pfispivaji ke zlepSeni

senzorickych a vizualnich vlastnosti kone¢nych produkta [49], [51].

Na zékladé¢ své wvnitini stavby mohou byt mikrocastice klasifikovany jako
mononuklearni, kde je jediné jadro (obsahujici aktivni slozku) obklopeno schrankou (krycim
materidlem), polynuklearni (s vice odd€lenymi jadry) nebo jako ¢astice, kde je u€inna latka
rozptylena v celém objemu obalového materialu. Morfologie mikrocastic je do zna¢né miry

ovlivnéna volbou obalového materialu a pouzitou technikou enkapsulace (viz Obr. 9) [52].

Obal

Mononuklearni ¢astice Polynuklearni castice Matricova forma

Obr. 9: Morfologie enkapsulovanych mikroc¢astic

(zdroj: [52])
3.2.1 Vhodné materialy pro enkapsulaci

Vybér vhodného materialu pro pfipravu mikrocastic je klicovy s ohledem na zamyslenou
aplikaci, nebot’ ovliviiuje jak enkapsulacni i€innost, tak stabilitu samotnych ¢astic. Pfi volbé
materialu pro topické pouziti je tfeba zvazit fadu faktorti, véetné toxicity, biokompatibility,
chemické a fyzikalni stability, viskozity, mechanickych vlastnosti, kompatibility s i¢innou
latkou, schopnosti uvoliiovat ucinnou latku do pokozky a podporovat jeji penetraci skrz
stratum corneum. Dale je dilezitym parametrem pozadovana velikost ¢astic,
a technologické a ekonomické hledisko. Vzhledem ktomu, Ze vétSina jednotlivych
materialii nespliuje vSechny poZadavky, béZné se pouzivaji kombinace riznych materidli

[49], [53].

Pro tyto ucely se vyuzivaji pfirodni isyntetické polymery. NejCastéjSimi materialy
pouzivanymi v kosmetickém primyslu jsou polysacharidy (napf. pfirodni gumy, Skroby,
celuloza, cyklodextriny a chitosan), bilkoviny (napf. Zelatina), lipidy (vosky, parafiny
aoleje) asyntetické polymery (napf. akrylové polymery, polyvinylalkohol,
polyvinylpyrrolidon. Lze vyuzit i anorganické latky, jako jsou silikaty, jily a polyfosfaty
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[49], [53]. Mezi nejcastéji pouzivané piirodni materidly patfi zejména alginét a chitosan
[54].

Alginat

Alginat je polysacharid produkovany zejména extrakci z hnédych tas (Phaeophyceae), je
vSak produkovan i bakteriemi Azotobacter a Pseumodas. Z hlediska struktury se jedna
o linearni kopolymer sloZzeny zdvou monomerid [-D-mannuronové kyseliny (M)

a a-L-guluronové kyseliny (G) vazané f-(1,4) glykosidovymi vazbami [55], [56].

Je znamo, Ze alginat vytvaii sjednomocnymi kationty rozpustné soli, zatimco
s vicemocnymi kationty (napf. Ca®’, Ba?") gely nebo srazeniny. Vznik tiirozmérnych
struktur je umoznén interakcemi vicemocnych kationti s funkénimi skupinami

na guluronovych zbytcich (zndzornéno na Obr. 10) [56].
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Obr. 10: Znazornéni interakce mezi vapenatym iontem a dvéma guluronovymi zbytky

(zdroj: [57])
Alginat ptedstavuje perspektivni materidl pro ptipravu nosiCii aktivnich latek zejména
v potravinafském a farmaceutickém primyslu, kde se jiz béZn€ vyuZivaji. V oblasti
kosmetiky zatim alginatové nosice nejsou tak rozSifené, nicméné diky své netoxicite,
biodegradabilité a biokompatibilite, stejné jako ptiznivym G€inklim na pokozku, vykazuji

znaény potencial pro budouci vyuziti [55].
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Chitosan

Chitosan je biopolymer ziskavany deacetylaci chitinu, ktery je hlavni slozkou exoskeletu
hmyzu a koryst. Chitosan je tvofeny z jednotek N-acetyl-glukosaminu a N-glukosaminu.

Strukturu chitinu a chitosanu lze vidét na Obr. 11.

_ CHS_ . -
OH O i OH
NH NH,
HO 0 HO o
NH NH,
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Chitin Chitosan

Obr. 11: Struktura chitinu a chitosanu

(zdroj: [58])

Nemodifikovany chitosan je nerozpustny ve vodé, lze jej vSak rozpustit v kyselém
prostiedi. Polymer je nerozpustny kviili své kompaktni struktufe, kterd umoziuje tvorbu
velkého mnoZstvi vodikovych vazeb za ucasti -NHz a-OH skupin. V mirné kyselém
prostiedi, pfi pH niz8im, nez je jeho pKa (kolem 6,5), dochézi k protonaci aminovych skupin,
coz vede k elektrostatickému odpuzovani a naslednému bobtnani polymeru. Chitosan je
proto fazen mezi kationtové polyelektrolyty aje jedinym pfirozené se vyskytujicim

zasaditym polysacharidem [59].

Podobné jak je to u ostatnich biopolymert, je chitosan biokompatibilni, biodegradiblni,
netoxicky s jedineCnymi fyzikélné-chemickymi vlastnostmi a biologickymi
charakteristikami [60]. Chitosan m4 antioxida¢ni a antimikrobidlni u¢inky, urychluje hojeni
ucinky. Produkty na bazi chitosanu se proto vyuzivaji pfedev§$im v oblasti hojeni ran,

tkanového inZenyrstvi a systému pro fizené uvolilovani 1éciv [59].

Chitosan je 1 8iroce studovan pro pouziti v topickych a transderméalnich nosi¢ovych
systémech. Bylo prokézano, Ze chitosan zvySuje permeabilitu pokozky tim, Ze meéni
strukturu keratinu. Dale byla objevena schopnost chitosanu a jeho derivati zvySovat obsah
vody ve stratum corneum a zlepSit fluiditu bunéénych membran. Diky pozitivnimu naboji

chitosanu v mirné kyselém prosttedi je negativné nabita bunénd membrana depolarizovana,
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¢imz je snizen membranovy potencial a usnadnén prichod aktivnich slozek nebo lé¢iv

ptes pokozku [47].

3.2.2 Vybrané techniky enkapsulace

Mikrokapsule 1ze vyrabét Sirokou skalou metod, které 1ze ¢asto vzajemné kombinovat. [61].
Techniky mikroenkapsulace lze obecné rozdélit do dvou hlavnich kategorii: chemické
a fyzikalni metody. Pfi¢emz prvni zminénou kategorii enkapsula¢nich technik tvoti metody,
pii nichz jsou vychozimi surovinami monomery nebo prekurzory polymert. V téchto
piipadech dochazi k chemickym reakcim, které¢ probihaji soucasné¢ s tvorbou mikrocastic.
Druhd kategorie zahrnuje metody vyuzivajici samotné polymery, nebo adekvatni
nepolymerni latky jako vychozi materidly. V tomto ptipadé nedochézi k zadnym chemickym
reakcim, ale pouze k formovani tvaru ¢astic. Fyzikdlni metody se dale déli na fyzikalng-

chemické a fyzikalné-mechanické (viz Tab. 2) [62], [63].

Tab. 2: Ptehled vybranych enkapsula¢nich technik

Typ metody Metoda enkapsulace Velikost ¢astic [um]

Chemicka Emulzni polymerizace 0,5-1000
Suspenzni polymerizace 0,5-1000
Disperzni polymerizace
Polykondenzace

Fyzikélné-chemicka Koacervace 1-1000
Sol-gel enkapsulace 2-20
Enkapsulace odpafenim rozpoustédla 0,5-1000
Enkapsulace pomoci superkritické tekutiny  0,5-500
Lipozomy 0,02-3

Fyzikalné-mechanicka Sprejové suseni 1-500
Sprejové hlazeni 20-500
Extruze 250-2500
Enkapsulace na fluidni vrstve 20-1500

Extruze

(zdroj: [49], [53])

Jedna se o metodu enkapsulace, kde odkapavanim piipravené disperze z odkapavaciho
zatizeni do vytvrzovaci lazn€ dochdzi ke gelaci nebo tuhnuti vzniklych kapek (viz Obr. 12)

[64]. Pro tvorbu drobnych kapek muze slouzit prostd pipeta, injekéni stiikacka, nebo
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1 sofistikovanéjsi zafizeni vyuzivajici napt. vibracni trysku, rota¢ni disk nebo elektrické pole
[52]. Velikost ptipravovanych castic je ovliviiovana fadou faktord jako jsou napf. primér

trysky, viskozita ¢inidel nebo vzdalenost trysky od vytvrzovaci lazné€ [65].

Bézné pouzivanymi materialy pro tuto metodu jsou zaporné nabité polysacharidy, jako
napf. karagenan, pektin, ¢i alginat. Zejména alginat sodny je znamy svou schopnosti sitovat
v pfitomnosti vicemocnych iontl. Pro pfipravu alginatovych mikrocéstic se smisi roztok
alginatu sodného s aktivni latkou, a takto pfipraveny roztok nebo suspenze je nasledné kapan

do sitovaciho ¢inidla, kde dochazi k tvorbé hydrogelovych castic [52], [66].

. Stikacka
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Obr. 12: Enkapsulace metodou extruze

(zdroj: [66])

Koacervace

Koacervaci nazyvame spontanni proces, pfi némz se koloidni disperze rozdéli na dvé
nemisitelné kapalné faze: na fazi bohatou na koloidni slozku, a na fazi zfedénou obsahujici
pouze malé mnozstvi koloidni slozky [67]. Proces koacervace 1ze dle mechanismu rozdé¢lit

na jednoduchou a komplexni koacervaci [68].
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Pfi jednoduché koacervaci dochazi k oddé€leni polymeru pomoci elektrolyti nebo
k jeho desolvataci ptidavkem s vodou misitelného ,,Spatného rozpoustédla“ (napt. zelatina
se siranem sodnym, nebo v alkoholu), piipadné zménou teploty [66],[69]. Ke komplexni
koacervaci obecné dochazi interakci mezi dvéma opacné nabitymi polyelektrolyty, a to
ve dvoustupiiovém procesu: nejprve dochazi k neutralizaci naboji nabitych makromolekul,
kterd je ftizena elektrostatickymi interakcemi, apoté ke zvySeni entropie uvolnénim

vazanych protiiontt (Obr. 13) [66], [68].

Koacervace vznika diky rovnovaze elektrostatickych interakci, hydrofobnich asociaci,
vodikovych vazeb, van der Waalsovych sil a dalSich slabych interakci. Pfi naruseni
rovnovahy téchto interakci mize dojit bud’ k prechodu systému zpét na homogenni roztok,
nebo k jeho precipitaci. Rizné faktory, jako pH, pomér michani polymert nebo iontova sila

maji vyznamny vliv na vznik koacervati [68].
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Obr. 13: Schematické znazornéni koacervacniho procesu, (a) disperze enkapsulovaného
materialu v roztoku polymeru, (b) vznik koacervaéni faze, (c) usazovani drobnych kapek
kapkami koacervatu na enkapsulovany material, (d) koalescence koacervatu za vzniku
obalové stény

(zdroj: [63])

Proces enkapsulace metodou komplexni koacervace probiha tak, Ze je G¢inné slozka
nejprve dispergovana do roztoku polymeru, kam je nésledné ptidan druhy polymer opa¢ného
naboje. K usazeni obalového materidlu na ¢asticich enkapsulované slozky dochazi, kdyz oba
polymery vytvoii komplex, coZ je obvykle spusténo pfidavkem soli, zménou pH, teploty

nebo ziedénim. Mikrokapsule mohou byt dale stabilizovany sitovanim, desolvataci nebo
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tepelnou zménou [52]. Je nutné, aby byl pouzivany polymer kompatibilni s enkapsulovanou

sloZkou a zarovei byl nerozpustny v koacervaénim médiu [64].

Koacervace predstavuje jedineCnou a perspektivni technologii mikroenkapsulace,
protoze umoziuje dosahnout vysoké ti¢innosti enkapsulace (az 99 %). Z tohoto diivodu byla
tato metoda vyuzita pro enkapsulaci fady potravinarskych i farmaceutickych produkta.
Ackoliv vétsina procestt komplexni koacervace pracuje s hydrofobnimi G¢innymi latkami,
uspésné byly enkapsulovany i hydrofilni slozky, jako napf. ve vodé¢ rozpustné vitaminy,

1é¢iva ¢i enzymy [70].

Vedle klasické makromolekulové komplexni koacervace, kterd vznika interakci mezi
dvéma opacné nabitymi polyelektrolyty, byl rovnéz popsdn vznik koacervatli
prostfednictvim interakci mezi polyelektrolytem a opa¢né nabitym surfaktantem [71]. Tento

typ interakci je popsan v kapitole 2.1.
Lipozomalni enkapsulace

Strukturné jsou lipozomy sférické nebo vicevrstvé sférické vezikuly vznikajici samovolnym
uspofddanim amfifilnich lipidit do lipidovych dvojvrstev ve vodném prostiedi (Obr. 14).
Z chemického hlediska jsou tvofeny predevsim fosfolipidy, které mohou byt jak syntetické,
tak pfirodni [72]. Diky své jedinecné struktufe mohou lipozomy vazat jak hydrofilni, tak
1 amfifilni a lipofilni molekuly. Poloha konkrétni latky v ramci lipozomu je dana jeji
rozpustnosti — lipofilni a amfifilni slouCeniny se zabudovévaji do lipidové dvojvrstvy,

zatimco hydrofilni latky se nachéazeji ve svém hydrofilnim jadte [73].

Lipozomy mohou byt pfipravovany rtiznymi technikami, nejbéZnéji se vSak pfipravuji
metodou hydratace fosfolipidového filmu. Film vznikd odpafenim organického
rozpoustédla, ve kterém byly fosfolipidy rozpusStény, nasledné je tento fosfolipidovy film

rehydratovan michanim ve vodné fazi [74], [75].

Velkou vyhodou lipozomt je podobnost lipidii obsazenych v lipozomech s lipidy
ptirozené se vyskytujicimi v epidermis. Diky této skute¢nosti mohou lipozomy zlepsit kozni
transport uinnych latek a souCasné snizit jejich systémovou absorpci. To zahrnuje
schopnost lipidovych vezikul, v zavislosti na sloZeni lipid{i, ovliviiovat fluiditu bunééné
membrany a fuzovat se s buitkkami [76]. V pribéhu let se vyuZiti lipozom rozsifilo z oblasti
cileného podavani 1éciv také do kosmetického primyslu, pficemz se v soucasnosti jedna

o nejrozsitené]si systém pro transport aktivnich latek v kosmetice [73].
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Obr. 14: Znazornéni struktur lipozomi

(zdroj: [77])

7 we r

3.3 Dermatologicky vyznamné ucinné latky pro enkapsulaci

Jednim z nejcastéji feSenych problematik v dermatologickém a kosmetickém odvéti je
starnuti kaze, coz je pfirozeny aslozity proces, ktery je ovlivnén dvéma hlavnimi
mechanismy. Prvnim je vnitini (intrinsické, geneticky podminéné) starnuti, které souvisi
s pfirozenym tokem casu. Mezi hlavni faktory tohoto typu starnuti patii snizena funkce
fibroblastii a keratinocyti — bunck, které jsou klicové pro tvorbu kolagenu, elastin
a glykosaminoglykanti, hromadéni bunécnych odpadnich latek vné€ iuvnitt bunék,

poskozeni mitochondrii a sniZzené aktivita sirtuint a zkracovani telomer [78], [79], [80].

Druhym mechanismem je vnéjs$i (extrinsické) starnuti, Casto spojované s pojmem
»photo-aging®, které je zptisobeno vnéjSimi vlivy, jako je naptf. UV zéfeni, zneCisténé
ovzdusi nebo koufeni cigaret [78]. Obecné plati, ze témito vlivy zpiisobené poSkozeni je
vysledkem kombinace nékolika procesi zpisobenych volnymi radikély, poSkozenim DNA,
glykaci, zanéty a dal§imi reakcemi imunitniho systému [79].

Starnuti kiize se projevuje riznymi zplsoby — vysuSenou pokozkou, ztratou elasticity,
ztenCenim kuze, narusenim kozni bariéry, vznikem pigmentovych skvrn, zménou

pravidelnosti povrchovych linii a v neposledni fad¢ tvorbou vrasek [81]. VySe zminéné
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projevy starnouci pokozky jsou primarné pfipisovany ztrat¢ nebo dysfunkci kolagenu,
elastinu a/nebo glykosaminoglykanu kyseliny hyaluronové. Cilem piipravki proti starnuti
ktze je proto zabranit ubytku kolagenu, elastinu a kyseliny hyaluronové a zaroven podpoftit

jejich novotvorbu, zejména kolagenu a kyseliny hyaluronové [82].

Topické aktivni latky proti starnuti ktize 1ze délit na zaklad€ jejich chemické struktury
(vodorozpustné a lipofilni vitaminy, peptidy a proteiny apod.), ptivodu (botanické ¢i moiské
extrakty) nebo podle jejich funkce (napf. na antioxidanty, ristové faktory, humektanty,
lipidy obnovujici kozni bariéru, protizanétlivé latky aj.). Tyto kategorie se Casto miizou
piekryvat. Mnoho botanickych extraktlii piisobi jako antioxidanty, pficemz nékteré
antioxidanty zaroven vykazuji i dal$i i¢inky, poméhaji naptiklad zmirnit zarudnuti, zlepSuji
vzhled vrasek nebo piindseji jiné benefity v zavislosti na pouzité koncentraci a zpiisobu
pouziti [83].

Mezi bioaktivnimi latkami s prokdzanymi piiznivymi ucinky zaujimaji vyznamné
misto esencialni vitaminy. Jelikoz si je lidsky organismus nedokaze syntetizovat, je nezbytny
jejich pravidelny piijem prostiednictvim stravy. Vitaminy se déli na dvé hlavni skupiny —
vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K) a vitaminy rozpustné ve vodé (C, v§echny vitaminy

skupiny B a biotin).

V roli koenzym se podileji na celé fadé enzymatickych procestl, véetné téch, které
probihaji v ktzi. Pii topické aplikaci mohou vykazovat specifické uc€inky, které nelze plné
nahradit systémovym piijmem. Kombinace rlznych vitamind muiZe nejen stimulovat
syntézu kolagenu a keratinu, ale rovnéz efektivné neutralizovat volné radikély, a tim

piispivat k ochrané a regeneraci pokozky [84].

3.3.1 Kyselina askorbova

Vitamin C neboli kyselina L-askorbova je nejhojnéji zastoupenym antioxidantem v lidské
ktzi. Vétsina zvitat a rostlin si vitamin C dokaze syntetizovat sama. Lidé jsou vyjimkou,
protoze v prab&hu evoluce ztratili schopnost produkovat enzym a-gulono-y-laktonoxidazu,
ktery je nezbytny pro jeho tvorbu [85], [86]. Vitamin C tak musi byt ziskavan vyhradné
ze stravy, napiiklad z citrusovych plodii nebo listové zeleniny. Perordlni suplementace
vitaminem C vede jen kmalému zvySeni jeho koncentrace v kiizi, proto je
uptfednostiiovanou metodou pro zvyseni jeho mnozstvi v pokoZce lokalni topické aplikace

[87].
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Obr. 15: Chemicka struktura vitaminu C

(zdroj: [86])

Soucasny vyzkum se zaméfuje zejména na roli vitaminu C jako zachytavace volnych
radikali. Vitamin C je ve vod€ rozpustny a ptusobi v bunééném vodném prostiedi, kde
darovéanim elektroni neutralizuje volné radikély a chrani bunééné struktury pied oxidacnim
stresem. Aktivni ¢ast molekuly kyseliny askorbové obsahuje dvojnou vazbu uhliku se dvéma
piipojenymi hydroxylovymi skupinami (viz Obr. 15). Tato struktura je schopna darovat dva

elektrony, které se mohou navazat na nesparované elektrony volného radikalu [85], [87].

Kyselina L-askorbovad je rovnéZ nezbytna pro biosyntézu kolagenu. Plsobi jako
kofaktor pro prolyl- a lysylhydroxyldzy, které jsou zodpoveédné za stabilizaci a vytvateni
pri¢nych vazeb v kolagenu. Nedavné studie navic ukéazaly, ze vitamin C podporuje syntézu
kolagenu 1nezavisle na hydroxylaci, ato aktivaci transkripce a stabilizaci mRNA
pro prokolagen. Kromé& podpory novotvorby kolagenu mulze vitamin C napomahat
ikuchovani kolagenu jiz existujictho. Bylo prokdzano, Ze topicky aplikovana
kyselina L-askorbova snizuje expresi enzymu odpovédnych za jeho degradaci. Vitamin C je
také ucinnou latkou proti hyperpigmentaci, protoze inhibuje enzym tyrozinazu, ¢imz dochézi

ke snizeni produkce melaninu [85], [86], [87].
Topické formulace s kyselinou askorbovou

Optimalni koncentrace kyseliny askorbové zavisi na konkrétni formulaci. Aby mél piipravek

s obsahem kyseliny askorbové biologicky ucinek, je zpravidla nutné, aby koncentrace
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presahovala 8 %. Studie ukazuji, Ze koncentrace vyssi nez 20 % jiz nevede ke zvysSeni

ucinku, a naopak mtize zpusobit podrazdéni [88].

Prvni pfipravky obsahujici vitamin C vyuzivaly vyhradné jeho aktivni formu
L-askorbovou kyselinu. Ackoli byly tyto produkty mezi spotiebiteli velmi zadané, brzy se
ukazaly jako problematické, protoze vystaveni vzduchu vedlo krychlé oxidaci
kyseliny L-askorbové na dehydroaskorbovou kyselinu, coz zpiisobovalo Zloutnuti

piipravku [89].

Kyselina L-askorbova je hydrofilni a nabitd molekula, coz znesnadiiuje jeji prostup
do ktize, ato pfedevSim kvuli hydrofobni povaze rohové vrstvy. Aby byla zajiSténa
optimalni penetrace epidermalni bariérou, je tieba, aby vodny roztok kyseliny askorbové

mél pH nizsi nez jeji pKa (4,2) [88].

Za Ucelem zajisténi vEtsi stability se zacaly v topickych piipraveich pouzivat
esterifikované derivaty L-askorbové kyseliny. Mezi nejcastéji pouzivané derivaty patii
askorbyl fosfore¢nan hotfecnaty a L-askorbyl-6-palmitat [85]. Je vSak nutné, aby tyto
slouceniny byly v kiZi hydrolyzovany na aktivni formu vitaminu C, aby mohly U¢inné
pusobit [90]. Askorbylpalmitat, lipofilni forma vitaminu C, vykazuje jak fotoprotektivni, tak
protizanétlivé ucinky. Diky své stabilité pii1 neutralnim pH minimalizuje riziko podrazdéni,
zatimco jeho esterifikovana struktura zajistuje lep$i prinik do klze a zéroven zvysSuje

celkovou stabilitu molekuly [82].

Mnoho soucasnych formulaci vyuziva stabilizacni a transportni systémy, které
pomadhaji u¢inné dodat kyselinu L-askorbovou do pokozky [89]. V soucasné dob& probihaji
ruzné studie zaméfené na vyzkum vicevrstvych mikrosfér, nanocastic, mikroemulzi
a nanoemulzi, pro pfekonani omezeni spojenych s nestabilitou a nizkou biodostupnosti

vitaminu C v topickych piipravcich [88].

3.3.2 Tokoferol

Vitamin E je souhrnné oznaceni pro skupinu lipofilnich slouc¢enin, znamych jako tokoferoly,
fadi se mezi n¢ tokoferoly (a-, B-, y- a 8-) a tokotrienoly (a-, B-, y- a 8-). Tokotrienoly se
od tokoferoli lisi tim, Ze maji nenasyceny postranni fetézec. Jednotlivé formy vitaminu E se
lisi poctem methylovych skupin na svém chromanovém jadru: o-tokoferol ma tii,

- a y-tokoferol dv¢ a 6-tokoferol jednu (viz Obr. 16) [82], [91].
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Obr. 16 : Chemicka struktura tokoferolu a tokotrienold

(zdroj: [91])
Nekolik studii potvrdilo, ze vitamin E je prevladajicim antioxidantem v kozni bariéte.
Nejaktivngjsi formou je alfa-tokoferol, ktery chrani bunécné membrany pied peroxidaci
lipidli volnymi radikaly. Po oxidaci mlze byt vitamin E regenerovéan zpét do své redukované
formy pomoci vitaminu C , [82], [85]. Pfi relativné vysokych topickych davkach je vitamin
E rovnéz pomérné ucinny v prevenci pied poskozenim zpisobenym ultrafialovym zafenim

[86].

Lokalni aplikace vitaminu E byla obecné shledana u¢innéjsi pii ochrané pokozky proti
oxida¢nimu stresu neZ systémova lécba. Vitamin E je velmi pomalu oxidovan
atmosférickym kyslikem a obecné je povazovan za stabilni. Piesto vSak mutze dochazet
k jeho fotodegradaci pii aplikaci na pokoZzku vystavenou ultrafialovému zafeni [92].
Pro zajiSténi v&tsi stability se b&zn€ pouzivaji esterifikované derivaty, zejména
tokoferyl-acetat a tokoferyl-sukcinat. Kize vSak ma omezenou schopnost Stépit tyto
esterifikované, neaktivni formy na bioaktivni a-tokoferol, ato ipfes jeho dostateCnou
absorpci do pokozky [86], [93]. Navic nedavna studie metabolické piemény
a-tokoferol-acetatu na a-tokoferol v kiizi ukdzala, Ze prostup a metabolismus této slouceniny
siln€¢ zavisi na zvoleném transportnim systému, coz znovu zdlraziiuje vyznam formulace
v kosmetickych pfipravcich [93]. Proto se v moderni kosmetologii uplatiuji
nanotechnologie, vicevrstvé mikrosféry ¢i lipozomalni systémy, které mohou zajistit lepsi
penetraci a stabilitu ¢inné latky. Vyzkum se zamétuje také na vyuziti ferulové kyseliny,

ktera pii kombinaci s vitaminy C a E znasobuje fotoprotektivni efekt ptipravku [85], [94].

Vitamin E je v sou€asnosti Siroce vyuzivan v kosmetice nejen pro svou antioxida¢ni

funkci, ale i pro hydratacni U€inky ajako podpiirnd slozka v piipravcich proti starnuti.
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Obvyklé koncentrace v kosmetickych produktech se pohybuji mezi 1-5 %. Nezadouci

ucinky jako alergie ¢i podrazdéni jsou velmi vzacné [86].

3.3.3 Retinoidy

Retinoidy jsou souhrnnym oznacenim pro celou skupinu ptirodnich i syntetickych derivata
vitaminu A [82]. Molekuly téchto sloucenin obsahuji trimethylovany cyklohexenovy kruh
(tzv. B-iononovy kruh) apolyenovy postranni fetézec zakonceny specifickou funkéni
skupinou. Oxidacni stav funk¢ni skupiny piipojené k polyenovému fetézci uruje konkrétni
formu retinoidu. Struktura obsahujici hydroxylovou skupinu se oznacuje jako retinol,
s aldehydovou skupinou jako retinal, s karboxylovou skupinou jako kyselina retinova a
s esterovou skupinou jako retinylester [78], [95]. Mimo jiné mohou dvojné vazby
v molekulach ze skupiny vitaminu A existovat jak v trams-, tak v cis-izomerni formé
a mnoh¢ z téchto forem mohou byt dale chemicky modifikovany substituci na cyklické
struktufe, postrannim fetézci ¢i koncové funkéni skuping. Tyto strukturdlni zmény vyrazné
ovlivituji fyzikalné-chemické vlastnosti danych molekul a mohou vyznamné ménit jejich

biologickou aktivitu [96].

Vitamin A si lidské télo nedokdZze samo syntetizovat, a proto jej musi ziskdvat
prostiednictvim stravy. Jeho pfijem zavisi na pfitomnosti retinoid v zivo¢iSnych zdrojich
a karotenoidll v rostlinnych zdrojich. Nejbézngj§i formy vitaminu A, které lze piijmout
z 71voCisné stravy, je retinol a retinylester [85], [95]. Tyto prekurzory slouZi jako substraty
pro biosyntézu dvou kli¢ovych metabolitli vitaminu A: 11-cis-retinalu, ktery je nezbytny pro
spravnou funkci zraku, a all-trans-retinové Kyseliny, kterd hraje zésadni roli v bunécné

diferenciaci a regulaci genové exprese téméi ve vSech tkanich [96].

Na Obr. 17 je znazornéna oxidace funkéné neaktivniho retinolu na kyselinu retinovou
ve dvou krocich. Tento proces probihd za pomoci enzymu retinoldehydrogenazy. All-trans
retinol mize byt také esterifikovan na retinylestery, mezi které patii napiiklad retinyl

linoleat, retinyl laurat, retinyl palmitat nebo retinyl oleat.
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Obr. 17: Schéma (a) oxidace all-trans-retinolu na all-trans-retinovou kyselinu,
(b) esterifikace all-trans-retinolu na retinylester

(zdroj: [97]
Mechanismus ucinku

Kyselina trans-retinova predstavuje aktivni formu vitaminu A v kizi, nebot’ interaguje
s jadernymi receptorovymi proteiny znaimymi jako retinoidni receptory, které mohou tvofit
heterodimerni komplexy. Tyto komplexy se ndsledné vdzou na specifické sekvence DNA,
¢imz ovlivigji transkripci — bud’ stimulaci, nebo inhibici exprese urCitych proteinti

& enzymi [97], [98].

Mezi specifické ucinky retinoidi, které se pravdépodobné podileji na zlepSeni vzhledu
pokozky, patii zvySena produkce glykosaminoglykanli (GAG) a kolagenu v dermis, coZ
pfispivé ke zpevnéni a restrukturalizaci kozni struktury. Z mechanizm@l Uc¢inku je
dochdzi ke zvySené obméné bunck a tloustky epidermis [98], [99]. Tyto Gcinky pfispivaji
ke zlepSeni vzhledu jemnych vrasek, hrubé textury pokozky a celkové kvality pleti. Mimo
jiné jsou retinoidy dobfe zndmé 1 pro svlj pozitivni vliv na hyperpigmentaci. Vysledkem

wewvr

jejich ptisobent je svétlejsi a rovnomérnéjsi ton pleti [98].
Aplikace retinoidii v kosmetologii a dermatologii

Topické retinoidy se osvédcily jako latky s vyraznym dermatologickym potencidlem,
které¢ nachazeji Siroké uplatnéni jak v medicing, tak v kosmetickém pramyslu. Klinické

1 histologické studie potvrzuji jejich ucinnost pfi eliminaci nékterych nezddoucich zmén
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kize zptisobenych chronickou expozici slune¢niho zareni. Kromé toho prokézaly piiznivé
ucinky pii 1écbé celé fady koznich onemocnéni, jako je akné, lupénka nebo ichtydza. Jejich
terapeutické vyuziti bylo popsano u vice nez 125 riznych dermatologickych stavii, coz
znich ¢ini jednu z nejvyznamnéjSich skupin latek pouzivanych v moderni dermatologii

i kosmetice [82], [100].

Na zékladé své molekularni struktury a vlastnosti se retinoidy dé€li do tfi generaci:
Prvni generace zahrnuje pfirodni retinoidy a jejich blizké syntetick¢ derivaty Tyto
slouCeniny si zachovavaji zakladni cyklickou strukturu vitaminu A, pficemz modifikace se
tykaji  zejména polarni koncové skupiny a polyenového postranniho fetézce.
Charakteristickym znakem této skupiny je jejich Siroké spektrum biologickych ucinku,
avsSak nizsi selektivita vuci specifickym retinoidnim receptortim.
Do této skupiny patii napfiiklad retinol, retinal, isotretinoin (13-cis-retinova kyselina),
tretinoin  (all-trans-retinova kyselina) a alitretinoin  (9-cis-retinova kyselina) [101].
Druha generace retinoidii zahrnuje monoaromatické syntetické slouceniny, u nichz je
cyklohexenovy kruh piivodniho vitaminu A nahrazen benzenovym jadrem. Tato skute¢nost
je ¢inni vice lipofilni, coz pfispiva k jejich vySsi biologické dostupnosti ve srovnani
s retinoidy prvni generace. Do této skupiny patii napiiklad etretinat a acitretin které se
vyuzivaji pfedevsim v 1écbe tézkych forem lupénky [99], [101]. Retinoidy tFeti generace
vznikaji cyklizaci polyenového postranniho fetézce. Do této skupiny patii adapalen,
tazaroten a bexaroten, které jsou polyaromatickymi molekulami. Diky své struktufe, ktera je
rigidngj$i neZ u retinoidd prvni a druhé generace, se retinoidy tieti generace vazou na uzsi

spektrum receptort [101].

Tretinoin (all-trans-retinova kyselina) pfedstavuje nejvice biologicky aktivni formu
retinoidl pouZivanych pfi topické aplikaci na kiZi. Podporuje bunéénou obménu v epidermis
a zdrovel napomahd rovnomérngjSimu rozloZzeni melaninovych granuli. Nej€astéji

pouzivana koncentrace tretinoinu v terapii akné se pohybuje mezi 0,01 % a 0,4 % [100].

Retinaldehyd, retinol a retinylestery — vSechny pfirozené prekurzory kyseliny retinové,
patfi mezi retinoidy bézn¢ pouzivané v kosmeceutickych ptipravcich dostupnych bez
Iékatského predpisu. Retinol je ztéchto forem nejucinnéjsi, zaroven je oproti kyseling
retinové mén¢ drazdivy. Je zndmy svou schopnosti zlepSovat texturu pokozky, redukovat
dyschromie, suchost a jemné vrasky. Koncentrace retinolu v kosmetickych ptipravcich se
pohybuje mezi 0,0015 % a 0,3 %. Retinylestery a retinaldehyd jsou oproti retinolu zpravidla

Iépe sndSeny, avSak jejich klinickd G€innost byva nizsi, coz je zplsobeno jejich hor§im
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prunikem do pokozky. Retinaldehyd, ktery vykazuje onéco vysSi UCinnost
nez retinylestery, je obecné dobfe tolerovan a zda se, ze podporuje obnovu epidermalnich
bunék, zmirfiuje projevy starnuti a omezuje oxidacni stres i mnozstvi bakteridlni flory

na ki [82], [100].

Retinylestery, jako napfiklad retinylacetdt a retinylpalmitat, patii mezi bézné
pouzivané slozky v kosmetickych ptipraveich. Diky své vysoké stabilité jsou oblibené,
nicmén¢ predtim, nez mohou vykazovat biologickou aktivitu, musi byt nejprve
hydrolyzovany na retinol, anésledné¢ dale oxidovany na kyselinu retinovou. Tento
vicestupniovy proces vsak snizuje jejich ucinnost, coz se projevuje napiiklad menSim
nartstem tloustky epidermis ve srovnani s retinolem ¢i piimo aplikovanou kyselinou
retinovou [100]Bylo prokdzano, ze retinylpalmitat je u¢inny pii velmi vysokych davkach,

napftiklad pfi koncentraci 2 % [98].

Pti formulovani kosmetickych piipravkl s retinoidy existuji dva hlavni problémy.
Prvnim je jejich tendence vyvolavat podrazdéni kiize, coz negativné ovlivituje kozni bariéru.
Vyssi davky sice pfinaseji vyrazné€jsi zlepSeni vzhledu stdrnouci pleti, vzniklé¢ podrazdéni
s timto spojené vsak prakticky urcuje horni mez koncentrace, kterou lze pouzit. Zmirnit
podrazdéni lze ¢astecné vhodnou formulaci, kterd reguluje davkovani retinoidu do ktize,
pouzitim mén¢ drazdivych forem (napft. retinylesterii) nebo pfidanim slozek s protiiritacnim
¢1 protizanétlivym tc¢inkem.

Druhym kli¢ovym problémem je jejich nestabilita, zejména vici kysliku a svétlu.
Volbou vhodného baleni a formulace je minimalizovdna expozice retinoidd viici témto
¢initelim. Idedlni obal je neprithledny a nepropustny pro kyslik, s co nejmensim otvorem,
aby se po otevieni omezil kontakt s okolnim vzduchem. Kromé toho lze vyuzit i dalsi
strategie, napiiklad enkapsulaci retinoidu, zaclenéni stabilizujicich antioxidantl

¢i jednordzové davkovani [95], [98].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Topické retinoidy prokazaly vysokou Gc¢innost s vyraznym potencialem pro dermatologické
a kosmetické aplikace. Vyznam retinoidi v kosmetickém odvéti byl podrobné popsan

v podkapitole 3.3.3.

Navzdory terapeutickému potencidlu retinoidi existuji vSak urcité vlastnosti, které
omezuji jejich ucinnost a nasledné vyuziti. Tradi¢ni formulace obsahujici retinoidy vykazuji
nachylnost vii¢i rozkladu pii vystaveni oxida¢nim vlivim a ultrafialovému zareni, Spatnou
rozpustnost ve vod¢, rostouci toxicitu pii vysSich koncentracich, mimo jiné¢ maji tendenci
zpusobovat podrazdéni pokozky, zarudnuti, nadmérné olupovani asuchost. Tyto
skute€nosti podtrhuji potifebu vyvijet inovativni topické formulace s retinoidy, které by

zlepsily ucinnost téchto latek pti [é€be rtiznych koznich onemocnéni [102], [103].

V soucasnosti se enkapsulace slozek kosmetickych piipravka a produktli osobni
hygieny stala velmi popularni [104]. Bylo prokazéano, ze enkapsulace raznych lipofilnich
ucinnych latek do lipidovych nanonosicii chrani pted fotochemickou degradaci, zlepsuje
vodnou rozpustnost a umoznuje hlubsi pronikani aktivnich slozek do pokozky. Ptiklady
lipidovych systému zahrnuji pevné lipidové nanocastice nanokapsule a nanoemulze [102],

[103].

Jednou z mnoha dalSich metod enkapsulace je 1imetoda koacervace, pii které se
koacervat vytvoreny v polymernim roztoku adsorbuje kolem kapek a slouzi jako material
stény kapsuli. Vybér enkapsula¢niho ¢inidla je velmi dulezity pro uc¢innost enkapsulace,
stabilitu kapsuli a jejich nasledné vyuziti. V poslednich letech vzrostl pocet studii
zabyvajicich se smésmi obsahujicimi surfaktant a polymer, nebo dvéma polymery, a to diky
jejich vyznamu viadé primyslovych aplikaci, zejména v kosmetice a farmacii [104].
Kombinace polyelektrolyti a surfaktanti vede ke vzniku polyelektrolyt-surfaktant
komplexti, které se vyznacuji strukturdlni rozmanitosti a schopnosti solubilizovat
hydrofobni latky. Vhodnou volbou typu surfaktantu i polyelektrolytu lze pfizplsobit
vlastnosti systému dle potfeby. Tato variabilita se projevuje nejen Vv solubiliza¢nich
schopnostech, ale také v reologickych vlastnostech systému, které jsou dilezit¢ pro

vyslednou aplikovanou formu [105].

Jak bylo uvedeno v [106], tyto komplexni systémy se ukazaly jako mimotadné efektivni
pfi stabilizaci emulzi typu olej ve vodé, a soucasné slouzily ijako funkéni platforma pro

enkapsulaci t€kavych nebo jinak nestabilnich aktivnich latek, jako jsou parfémy, ptichuté
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nebo 1é¢iva. Podobné ve [107] bylo demonstrovano vyuziti komplexu polystyren-sulfonatu
sodného s kationickym surfaktantem dodecyltrimethylamonium bromidem pro enkapsulaci
vitaminu E. Komplex se usadil na povrchu olejovych kapek obsahujicich vitamin, ¢imz

vytvoril stabilni obal, ktery latku chranil a umoznoval jeji pozvolné uvoliovani.

Zvlastni pozornost ziskaly v kosmetickém pramyslu chitosanové nosice diky svym
jedineénym fyzikalné-chemickym vlastnostem a schopnosti interagovat s lipidovymi
vrstvami klize, diky které je mozné zvysit prinik t¢innych latek do hlubsich vrstev pokozky
a zajistit tak jejich vyssi retenci [108]. V literatufe byla demonstrovana schopnost chitosanu
interagovat s anionickymi surfaktanty, a vytvaret koacervaty sriiznou strukturou

a vlastnostmi [109].

Budinci¢ a spol. [104] piipravili mikroc¢astice pomoci komplexni koacervace mezi
kationickym polyelektrolytem chitosanem a anionickym surfaktantem laurylethersulfatem
sodnym (SLES). V prvni fazi byla ptipravena emulze olej ve vodé, kde pomér olej:voda byl
20:80, pricemz v olejové fazi byl rozpustény vitamin E (10% roztok). Tato emulze byla
stabilizovdna smési chitosanu a SLES a homogenizovana pomoci Ultra Turrax T25
pti 5000 ot./min a teploté¢ 30 °C. Do nékterych vzorkli emulzi byly nasledné ptidany
kyselina fumarova a kyselina glutarova o riznych hmotnostnich pomeérech vici chitosanu
(1:1 a 1:2) jako sitovaci Cinidla. Nakonec byly emulze suSeny pomoci sprejového suseni
s tryskou o praméru 0,7 mm, ¢imz vznikly mikrokapsule ve form¢ prasku. Ziskané
mikrokapsule se prokéazaly jako stabilni, s obsahem vlhkosti v rozmezi 0,97-1,76 %
a dobrou schopnosti dispergovat se vevod¢. Enkapsulaéni uc€innost mikrokapsuli
pripravenych bez pouziti sitovaciho Cinidla dosahla 73,17 %. Velikost Castic v emulzi
pred suSenim ¢inila 6,85 um, zatimco primérna velikost vyslednych vysuSenych

mikrokapsli bez sitovani byla 5,32 um.

Budinci¢ a spol. se nasledn¢ v [110] podaftilo stejnou metodou pfipravit mikrocastice
za pouziti chitosanu a SDS. Mikrokapsule ptipravené bez pouziti toxického sitovaciho
¢inidla vykazovaly nizky obsah vlhkosti (1,14 %), vysokou enkapsula¢ni uc¢innost (126 %),

a prumérnou velikost ¢astic (5,12 um).

Ackoli byly komplexy chitosanu s anionickymi surfaktanty, jako jsou SDS a SLES,
uspesné vyuzity k enkapsulaci hydrofobnich latek, v dostupné literatufe dosud chybi studie
zabyvajici se vyuzitim obdobného pfistupu pro tvorbu enkapsulacnich systémii na bazi

komplexti chitosanu se surfaktantem kokoyl isethionatem sodnym (SCI). Tato kombinace
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proto predstavuje zajimavy a dosud neprozkoumany smér dalSiho vyzkumu v oblasti vyvoje

enkapsulacnich systému.

SCI pfredstavuje atraktivni alternativu k tradicn¢ pouzivanym anionickym
surfaktantim, jako je dodecylsulfat sodny (SDS), zejména v oblasti kosmetickych
a dermatologickych ptipravkil. In vitro a in vivo studie ukazuji, ze SCI je k pokozce vyrazné
SetrnéjS$i nez SDS, coz je klicovy faktor v souvislosti s dlouhodobym a opakovanym
pouzivanim piipravka aplikovanych na kuzi [111]. Proto je z hlediska vyzkumu vhodné
zam¢fit se na jeho vyuziti pii formulaci SetrnéjSich Cisticich a pecujicich ptipravku i pii

tvorb¢ enkapsulacnich systémii.
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1. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

charakterizace  asociatniho  chovani  tenzidii  dodecylsulfatu  sodného

a kokoyl isethionatu sodné¢ho

piiprava smési chitosan-SDS a chitosan-SCI, jejich charakterizace a stanoventi jejich

kritické agregacni koncentrace
piiprava emulzi na bazi chitosan-surfaktant s enkapsulovanym retinyl palmitatem

charakterizace fyzikalné-chemickych a antioxidacnich vlastnosti pfipravenych

emulzi
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6 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A POSTUPY

6.1 Pouzité chemikalie

Kyselina octova (99,8 %), Penta

Dodecylsulfat sodny (>99,0 %), Sigma-Aldrich

Kokoyl isethionat sodny, Handymade s. 1. o.

Chitosan (nizkomolekuldrni), Sigma-Aldrich
2,2-diphenyl-1-pikrylhydrazyl, Sigma-Aldrich

Retinyl palmitat (ve slune¢nicovém oleji, 300 mg-g™!), Ekokoza s. r. o.

Ethanol (99 %, denaturovany hexanem), TTD, a.s.

6.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Tenziometr Sigma 702 (Wilhelmyho desti¢ka T107), Biolin Scientific
Konduktometr inoLab Cond 720 (s vodivostni celou TetraCon 325), WTW
Spektrofotometr Specord® 210, Analytik Jena

pH metr inoLab 7310P, WTW

Analyzator nanocastic Zetasizer Nano ZS 90, Malvern Panalytical
Ultrazvukovy sonikator UP 400St, Heilscher

Odstredivka GR 2022, Jouan

Vortex V-1 plus, Biosan

Stiikackové filtry Millex ® (0,45 um), Millipore

Analytické vahy BCE224i-18S, Sartorius

Mikropipety Nichipet ® EX I, Nichiryo



54 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

6.3 Stanoveni micelarnich parametra povrchové aktivnich latek

6.3.1 Priprava koncentra¢ni Fady povrchové aktivnich latek

Byl pfipraven zasobni roztok SDS o koncentraci 5 mgml! azisobni roztok SCI
o koncentraci 2 mg'ml!. Z téchto zasobnich roztok®i byla pfipravena koncentra¢éni fada
roztok SDS a SCI odpipetovanim daného mnozstvi zdsobniho roztoku do 50ml odmérnych
ban¢k, které byly nasledné doplnény po rysku Milli-Q vodou a protfepany. Pro kazdou
povrchové aktivni latku byly pfipraveny dva zasobni roztoky o dané koncentraci, piicemz
z kazdého z téchto zasobnich roztokl byla pfipravena samostatnd koncentra¢ni fada. Piehled
pipetovanych objemt je uveden v Tab. 3. Skutecna koncentrace ptipravenych roztokt byla

zpétné€ vypoctena na zakladé navazek tenzida pouzitych pii ptipraveé zasobnich roztok.

Tab. 3: Koncentracni fady roztoki SDS a SCI

SDS SCI
« pipetovany objem®  koncentrace pipetovany objem® koncentrace
- [ml] [mg-ml"] [ml] [mg-ml"]
1 1 0,1 0,25 0,01
2 2,5 0,25 1,25 0,05
3 5 0,5 2,5 0,1
4 10 1 5 0,2
5 15 1,5 10 0,4
6 20 2 15 0,6
7 25 2,5 25 1
8 30 3 30 1,2
9 40 4 40 1,6
10 50 5 50 2

2 zasobniho roztoku SDS o koncentraci 5 mg-ml!, ® zasobniho roztoku SCI o koncentraci 2 mg-ml!
6.3.2 Meéreni povrchového napéti

Kritickd micelarni koncentrace surfaktanti byla stanovena méfenim povrchového napéti
na tenziometru Sigma 702 metodou Wilhelmyho desticky. Do sklenéné misky tenziometru
bylo pfevedeno piimérené mnoZzstvi méfeného roztoku a po ustaleni Wilhelmyho desticky
bylo provedeno méfeni povrchového napéti pii teploté 25+2 °C. Mezi méfenimi byla
platinova desticka oplachnuta destilovanou vodou, nasledné ethanolem a vyzihana nad

plamenem.

6.3.3 Meéreni mérné elektrické vodivosti

Pro stanoveni CMC konduktometrickou metodou byly roztoky surfaktantu proméfeny

pomoci konduktometru inoLab Cond 720 s vodivostni celou TetraCon 325. Do kadinky
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s méfenym roztokem byla ponofena vodivostni cela a zaznamenana mérna elektricka
vodivost. Méfeni probihalo pfi laboratorni teploté 25+2 °C.
6.3.4 Vypocet micelarnich parametra surfaktanta

Zavislost povrchového napéti, resp. mérné elektrické vodivosti na koncentraci surfaktantu
byla znazornéna graficky. Vysledna kiivka byla prolozena dvéma linearnimi pfimkami

a vyslednd hodnota CMC dané latky byla ziskana jako jejich prisecik (viz Obr. 18 a (2)).

60 T
55 T+
50 4

45 +
y =-67,367x + 49,993

R2=0,701
40 +

35 T

Povrchové napéti [mN-m™']

y=-0.6901x + 26,035
30 T R2=10.6711

s L el XX ...... D SIIITI . AU 4

20 : : : : |
0,0 0,5 1,0 1.5 2,0 2,5
Koncentrace [mg-ml]

Obr. 18: Vzorové prolozeni zavislosti povrchového napéti na koncentraci SCI dvéma
pfimkami pro stanoveni CMC

—67,367x + 49,993 = —0,6901x + 26,035
66,677x = 23,958 )
x =0,3718 mg-ml~! = 1,54 mmol 171

Zaroven byly naméfené hodnoty povrchového napéti pouzity pro vypocet povrchového
tlaku dle vztahu (3). Z vypocitanych hodnot povrchového tlaku byly poté graficky

zndzornény zavislosti povrchového tlaku na koncentraci SDS, resp. SCI:

3
T =Yoo~ Yc )
Kde 7 (mN'm™) je povrchovy tlak, Y0 je povrchové napéti vody (mN-m™) a y. (mN-m™) je

povrchové napéti roztoku surfaktantu o dané koncentraci.
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Dale byly stanovené hodnoty CMC pouzity pro vypocet Gibbsovy miceliza¢ni energie

podle vztahu (4):
AGy, = RTIn(CMC) 4)
Kde AGm (J-mol™!) je Gibbsova micelizaéni energie, R = 8,314 J-mol '-K™!, T=298 K, CMC
je kritick4 micelarni koncentrace (mol-17").
Nésledné byla vynesena zavislost povrchového napéti na pfirozeny logaritmus
koncentrace tenzidu (In ¢). Smérnice linearni Casti této zavislosti (%) byla dosazena

do Gibbsovy adsorp¢ni izotermy uvedené v (5), a byla tak ziskana koncentrace povrchoveé

aktivni latky na rozhrani.

1 dy
[=-—- 5
RT (dln c) ®)
Kde I" (mol-m2) je koncentrace povrchové aktivni latky na rozhrani, R = 8,314 J-mol !-K ™!,

T=298 K.

V neposledni tfadé byla na zakladé¢ vypoctené hodnoty povrchové koncentrace I
(mol-m™) urcena plocha, kterou na rozhrani zaujima jedna molekula tenzidu. Tento
parametr byl vypocten dle vztahu (6).

1
N, T (6)

a

Kde aje plocha jedné molekuly tenzidu (m?), Na je Avogadrova konstanta

(6,022-10% mol™!), aT" (mol-m2) je koncentrace povrchové aktivni latky na rozhrani.
6.4 Stanoveni kritické agrega¢ni koncentrace smési chitosan-surfaktant

6.4.1 Priprava smési chitosan-surfaktant

Vzhledem k omezené rozpustnosti chitosanu ve vodé byl pro ptipravu veskerych roztokl
pouzit vodny 1% roztok kyseliny octové. Pro pfipravu zasobniho roztoku chitosanu
o koncentraci 10 mg'ml™! bylo navaZené mnoZstvi chitosanu rozdispergovano v malém
mnozstvi vody a kvantitativné ptfevedeno do odmérné banky. Po doliti banky po rysku
roztokem kyseliny octové byl roztok michan v kadince na magnetické michacce n€kolik
hodin. Rovnéz byly pfipraveny zasobni roztoky SCI (0,4; 1; 2 mg-ml!) a zdsobni roztok
SDS (1 mg'ml™) v roztoku kyseliny octové.
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Smési chitosan-surfaktant byly pfipraveny navazenim 20 g zasobniho roztoku
chitosanu o koncentraci 10 mg'ml™ ® napipetovanim ptisluného mnozstvi (Tab. 4 a Tab. 5)
zasobniho roztoku surfaktantu do 50ml odmérné banky. Bailka byla nasledné doplnéna
po rysku a protiepana. Roztoky byly poté michdny v kddince na magnetické michacce

po dobu 5 minut.

Tab. 4: Ptiprava smési chitosan-SDS

¢ pipetovany objem? [ml] vysledna koncentrace SDS roztoku [mg-ml']
1 0,5 0,01
2 1,25 0,025
3 2,5 0,05
4 5 0,1

5 7,5 0,15
6 10 0,2

7 12,5 0,25
8 15 0,3

9 20 0,4
10 25 0,5

2 zasobniho roztoku SDS o koncentraci 1 mg-ml™!

Tab. 5: Ptiprava roztokl chitosan-SCI

. Ppipetovany koncentrace zasobniho  vysledna koncentrace SCI v roztoku

objem [ml] roztoku [mg-ml] [mg-ml!]

1 0,125 0,4 0,001

2 5 0,4 0,04

3 12,5 0,4 0,1

4 20 0,4 0,16

5 10 1 0,2

6 11 1 0,22

7 6,25 2 0,25

8 7,5 2 0,3

9 10 2 0,4
10 15 2 0,6

6.4.2 Charakterizace pripravenych smési chitosan-surfaktant

U pftipravenych vzorki smési chitosan-surfaktant byly naméfeny hodnoty povrchového
napéti a mérné elektrické vodivosti. Méfeni probihala analogicky podle postupii uvedenych
v kapitolach 6.3.2 a 6.3.3. Opét pomoci grafického znazornéni zavislosti métrené veliCiny
na koncentraci surfaktantu byla ziskana kiivka, kterd byla aproximovéana dvéma linearnimi

useky. Prisecik téchto useki urc¢il hodnotu kritické agregacni koncentrace.
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Vzhledem k pfitomnému zékalu, jehoZ intenzita se zvySovala s rostouci koncentraci
povrchové aktivni latky, byl u pfipravenych vzorka sledovan zakal pomoci UV/VIS
spektrofotometru  Specord® 210. U jednotlivych vzorki byla meéfena transmitance
pii vinové délce 600nm a znaméfenych hodnot byla vypocitdna relativni turbidita

dle vztahu (7):
Turbidita = 100 —T (7
kde T (%) je transmitance.
Dale bylo u pfipravenych vzorcich proméfeno pH pomoci pH metru inoLab 7310P.
Pied samotnym méfenim byl provedena tfibodova kalibrace elektrody. Vzhledem

k pfitomnosti kyseliny octové se pfedpokladalo kyselejsi pH smési, kalibrace byla proto

provedena za pomoci pufri o pH 2,00; 4,01 a 7,00.

6.5 Priprava emulzi a enkapsulace retinyl palmitatu

Podle postupu popsaného v kapitole 6.4.1 byly pfipraveny zéasobni roztoky chitosanu
o koncentraci 10 mg'ml! ?zisobni roztoky SDS aSCI o koncentracich 8 mg-ml™!

20,8 mgml.

Nasledné byla do 50ml centrifugacni zkumavky v riznych pomérech navazena takova
mnoZstvi zasobnich roztokii chitosanu, surfaktantu a vody, tak aby vysledné mnoZzstvi
komplexu chitosan-surfaktant ¢inilo vzdy 14 g. Vysledny obsah jednotlivych slozek

v ptipravenych emulzich je uveden v Tab. 6.

Tab. 6: Piehled slozeni emulzi

Emulze SDS SCI Chitosan Retinyl palmitat
[mgml']  [mgml']  [mgml] [mg-ml"]
SDS/CH 0,4 VA 0,4 - 4 45
SDS/CH 4 VA 4 -—- 4 45
SCI/CH 0,4 VA - 0,4 4 4,5
SCI/CH 4 VA --- 4 4 45
SDS/CH 0,4 0,4 — 4 .
SDS/CH 4 4 - 4 —
SCI/CH 0,4 --- 0,4 4 —
SCI/CH 4 - 0,4 4 —

Komplex byl pomoci vortexu protfepan a nésledné bylo do zkumavky ptidano 6 g
fepkového oleje, v némz bylo rozdispergovano 90 mg retinyl palmitatu. Takto pfipravena

smés byla poté homogenizovana pomoci ultrazvukového sonikéatoru pii 13 000 rpm po dobu
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dvou minut. Stejnym zpisobem se postupovalo i pii pfipravé emulzi bez pfidavku retinyl
palmitatu. Pro kazdou variantu emulze obsahujici retinyl palmitat byly pfipraveny dva

nezavislé vzorky.

r r

6.6 Stanoveni enkapsulacni u¢innosti emulzi

6.6.1 Spektrum a kalibra¢ni k¥ivka retinyl palmitatu

Pro stanoveni absorpcniho maxima ethanolického roztoku retinyl palmitatu bylo prométeno
absorpCni spektrum na spektrofotometru Specord® 210 v rozsahu vinovych délek
250400 nm. Spektrum bylo zaznamenavano s intervalem méfeni 2 nm. Obdrzeny vzorek
retinyl palmitatu bylo nutné ziedit desetitisicinasobné, aby byla dosazena optimalni hodnota
absorbance v métitelném rozsahu spektrofotometru. Méteni bylo provedeno proti slepému
vzorku tvofeného 99% ethanolem. Z naméfeného spektra byla nésledné odectena

vinova délka absorpéniho maxima Amax (328 nm), viz Obr. 19.

Obr. 19: Absorp¢ni spektrum retinyl palmitatu
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Obr. 19: Absorpéni spektrum retinyl palmitatu

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven zasobni roztok retinyl palmitatu v ethanolu
o koncentraci 174 pg-ml™'. Redénim zasobniho roztoku byla pfipravena sada sedmi roztokt
o riznych koncentracich (viz Tab. 7), u kterych byla poté zméfena absorbance pii vinové
délce 328 nm. Z naméfenych hodnot byla vynesena zdvislost absorbance na koncentraci

(Obr. 20).
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Tab. 7: Ptiprava roztokt kalibra¢ni fady retinyl palmitatu

pipetovany objem® [ml] piesna koncentrace [pug-ml]
1 50 0,35
2 75 0,52
3 125 0,87
4 250 1,74
5 375 2,61
6 500 3,48
7 750 5,22

a zasobniho roztoku retinyl palmitatu o koncentraci 174 pg-ml’!
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Obr. 20: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni obsahu retinyl palmitatu
6.6.2 Priprava vzorku a stanoveni enkapsulaéni u¢innosti

Pro stanoveni enkapsulacni U€innosti jednotlivych systéml byl 1 ml vzorku emulze
napipetovan do 10ml odmérné baiikky. Baiky byly posléze doplnény ethanolem (99 %)
po rysku, dikladn¢é protiepany acely jejich obsah byl pfeveden do centrifugacnich
zkumavek. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do odstiedivky na 10 minut pti 6000 rpm.
Ze ziskaného supernatantu bylo nasledné odpipetovano 250 pl do odmérnych banck
o objemu 25 ml. Banky byly doplnény ethanolem po rysku a dikladné protfepany. Z takto
pfipravenych roztokii byly odebrany ptiblizn€ 2 ml pro méfeni absorbance pfi vinové délce

328 nm. Pomoci kalibra¢ni piimky byla vypocitana koncentrace nezapouzdien¢ho
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retinyl palmitatu. Na zaklad¢ vypocitanych hodnot byla enkapsula¢ni ucinnost (EE)
u jednotlivych emulzi vypoctena podle rovnice (8). Cely postup piipravy a méfeni vzorkl

byl proveden ve dvou opakovanich.

C1 - C2
EE = -100 (8)
Gy

kde EE (%) je mnozstvi enkapsulované uc¢inné latky, C; je celkové mnozstvi enkapsulované
latky pfidané doemulze (mg/ml), C, je mnozstvi ucinné latky nalezené

v supernatantu (mg/ml).

6.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity emulzi

Stanoveni antioxida¢ni aktivity pfipravenych emulzi bylo provedeno pomoci

spektrofotometrické metody s vyuzitim DPPH.

Pro toto stanoveni byl pfipraven zasobni DPPH o koncentraci 0,1 mmol-ml! v 99%
ethanolu. Nasledné byly pfipraveny vzorky testovanych emulzi napipetovanim 100 pl
do 4ml vialek. Po napipetovani 3ml ptipraveného roztoku DPPH do vialky se vzorkem byla
tato smes protiepana a inkubovana po dobu 30 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté.
Po inkubaci byl kazdy vzorek prefiltrovan skrze stfikackovy filtr s porozitou 0,45 pm
a zmeétena jeho absorbance pii vinové délce 517 nm. Jako slepy vzorek slouzil 99% ethanol
a jako kontrola samotny roztok DPPH bez pfitomnosti antioxida¢niho ¢inidla. Tento postup
byl proveden dvakrat. Antioxidacni aktivita byla vyjadfena jako procentudlni sniZeni

absorbance, ke kterému doslo v disledku reakce antioxidantu s DPPH radikalem, viz vztah

(9).

Ad=""""".100 9)

kde AA (%) je antioxidacni aktivita, Ao je absorbance kontrolniho roztoku (0,1mM DPPH),

Ay je absorbance roztoku s ptidavkem vzorku.

6.8 Meéreni velikosti ¢astic

Velikost ¢astic byla méfena na pfistroji Zetasizer Nano ZS 90 pii 25 °C. Do kyvety bylo
napipetovano 0,5 ml méfené emulze, ke které byl pfidan 1 ml dvakrat filtrované destilované

vody prostfednictvim stfikackového filtru s porozitou 0,45 pm. Vysledné hodnoty byly

primérem tii méteni. Zaroven byly pfistrojem vyhodnocen i index polydisperzity (PDI)
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6.9 Méreni E-potencialu

Pro méfeni &-potencialu bylo do 5ml kadinky napipetovano 6 pl emulze a 3 ml dvakrat
filtrované destilované vody. Takto piipraveny vzorek byl nasledné vpraven stfikackou
do specialni kyvety umoziujici métfeni elektroforetické pohyblivosti. Méteni probihalo

pti 25°C. Vysledné hodnoty byly primérem tii méfeni.

6.10 pH emulzi

U emulzi bylo proméfeno pH pomoci pH metru inoLab 7310P. Byla provedena tiibodova

kalibrace elektrody za pouziti pufrti o pH 2,00; 4,01 a 7,00.

6.11 Stanoveni turbidity emulzi

Turbidita ptipravenych emulzi byla stanovena spektrofotometricky. K analyze byly pouzity
nefedéné emulze, jejichz transmitance byla métfena pii vinové délce 600 nm. Jako slepy

roztok slouzila destilovana voda.

6.12 Index krémovani

Pro stanoveni indexu krémovani byly u pfipravenych emulzi v riznych ¢asovych intervalech
(po 4hodinach, po 20hodinéch, po 4 dnech) zméteny vysky krémové vrstvy a celkové vysky
emulzi. Emulze byly skladovany pii laboratorni teploté. Méfeni bylo provedeno ve dvou
opakovanich. Index krémovani byl nasledné vypocitan podle vztahu (10):

Cl = Z—Z 100 (10)
Kde CI (%) je index krémovani, He (mm) je vySka krémové vrstvy, He (mm) je celkova

vyska emulze.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Charakterizace asociaéniho chovani surfaktantu

V prvni fazi experimentalni ¢asti byla stanovena kritickd micelarni koncentrace (CMC)
zvoleného surfaktantu, coz predstavuje klicovy parametr pro studii systémil obsahujicich
povrchove aktivni latky. CMC byla stanovena na zakladé¢ meéfeni povrchového napéti

a mérné elektrické vodivosti.

Podle oc¢ekavani dochézelo u obou surfaktantti k poklesu povrchového napéti, az doslo
pti urcité koncentraci k ustdleni (Obr. 21 a Obr. 22). Tento bod odpovidal vzniku micel
v systému a byl interpretovan jako hodnota CMC. Graficky byla CMC urcena jako prisecik
dvou linearnich oblasti v zavislosti povrchového napéti na koncentraci surfaktantu. Vzorové

prolozeni a vypocet je dostupny v kapitole 6.3.4 na Obr. 18 a rovnici (2).
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Obr. 21: Zavislost povrchového napéti na koncentraci SDS

CMC ziskané metodou méfeni povrchového napéti byla stanovena pro SDS
na 1,46+0,01 mg:ml!, coZ pfiblizn& odpovida 5 mM. Podle vicero zdrojii se CMC SDS
ve vodném prostiedi pti laboratorni teploté¢ bézné pohybuje v rozmezi 88,5 mM, pificemz
typickd hodnota je uvddéna kolem 8,2 mM (2,3 g-I'") [112; 113]. Kritickd micelarni
koncentrace SCI byla stanovena na 0,37+0,02 mg-ml™, coz odpovida ptiblizné 1,6 mM.

Pro vypodet koncentrace byla pouZita stfedni molarni hmotnost 232.21 g-mol™ z [114].
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Obr. 22: Zavislost povrchového napéti na koncentraci SCI

Pro charakterizaci adsorpcniho chovéni byly vyneseny zavislosti povrchového tlaku (m) na
koncentraci surfaktantu pro SDS a SCI (Obr. 23). Povrchovy tlak byl ur¢en jako rozdil
mezi povrchovym napétim Cistého rozpoustédla (vody) a povrchovym napétim daného

roztoku surfaktantu.
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Obr. 23: Zavislost povrchového tlaku na koncentraci surfaktantu, porovnani SDS s SCI
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Ziskané ktivky zavislosti povrchového tlaku na koncentraci surfaktantu vykazovaly prib¢eh,
kde s rostouci koncentraci surfaktantu dochazelo k postupnému zvySovani povrchového
tlaku, az bylo dosazeno bodu nasyceni rozhrani, za nimz jiz dals§i zvySovani koncentrace
nevedlo k vyrazné zméné povrchového napéti. Tyto koncentrace byly v souladu s hodnotami
kritickych micelarnich koncentraci SDS a SCI vypocitanymi nalezenim priseciku 2

linearnich ptimek (viz Tabulka 8).

Jelikoz se v této praci studovaly vyhradné ionické povrchove aktivni latky, nabizela se
pro stanoveni CMC 1 moznost vodivostniho méteni. Predpoklada se, Ze elektricka vodivost
roztoku se srostouci koncentraci surfaktantu zvysSuje az do dosazeni CMC, po jejimz
piekroceni dochazi ke zméné sklonu kiivky v disledku tvorby micel a interakce protiionta
se vzniklymi agregity. Kombinaci obou metod je umoZznéno piesnéjSiho urceni
hodnoty CMC. Ke stanoveni hodnoty CMC byla kiivka rozdélena na dva linearni Gseky
a CMC byla vyhodnocena jako jejich prusecik, tedy bod, kde dochazi ke snizeni sklonu
ktivky

Na Obr. 24 je moZné vidét vzorové proloZeni zavislosti vodivosti na koncentraci SDS.
Na zéklad€¢ tohoto vyhodnoceni byla kritickd micelarni koncentrace SDS stanovena

na 2,16+0,32 mg-ml.
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Obr. 24: Vzorové prolozeni zavislosti mérné elektrické vodivosti na koncentraci SDS
dvéma pfimkami pro stanoveni CMC
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Konduktometrické stanoveni CMC bylo dale zaméfeno na mén¢ tradi¢ni surfaktant SCI,
u n¢hoz jsou dostupna data omezena. Prestoze z Obr. 25 je ziejmé, Ze zlom na kiivce neni
tak vyrazny jako v piipad¢ dodecyl sulfatu sodného, byla kritickd micelarni koncentrace

stanovena na 0,39+0,04 mg-ml'.
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Obr. 25: Zavislost mérné vodivosti na koncentraci SCI

V Tab. 8 jsou uvedeny stanovené a vypocitané micelarni parametry charakterizujici SDS
a SCI. Vypocitané zaporné hodnoty Gibbsovy miceliza¢ni energie AGm naznacuji spontanni
proces micelizace — tedy, ze za danych podminek dochdzelo k samovolnému procesu

asociace jednotlivych molekul povrchové aktivni latky.

Dale byla na zadkladé¢ experimentdlnich dat ze zavislosti povrchového napéti
na koncentraci surfaktantu pomoci Gibbsovy adsorpéni izotermy vypoctena koncentrace
surfaktantu na rozhrani I', kterd vyjadiuje pocet moll latky adsorbovanych na jednotku
plochy rozhrani. Adsorpce na rozhrani je klicovym procesem vedoucim ke sniZovéni

povrchového napéti a nasledné stabilizaci emulzi ¢i micelarnich systémti.

Z hodnot I' byla nasledné vypoctena také plocha pfipadajici na jednu molekulu
surfaktantu. Tato veli¢ina vyjadfuje, jak velkou plochu na rozhrani zaujima jedna molekula
surfaktantu pfi nasycené adsorpci. Surfaktanty s vysokou hodnotou I', nizkou hodnotou
plochy molekuly surfaktantu a vyrazné zapornym AGn 1ze obecné povazovat za povrchove
aktivni latky s vysokou ucinnosti, coz je zhlediska stabilizace disperznich systémi,

napiiklad emulzi nebo micel, velmi Zadouci.
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V [115] bylastudovana micelizace SDS v ptitomnosti kyseliny chlorovodikové
atézkych kovl, pro porovnani byla stanoveny miceldrni parametry samotného SDS
v roztoku, Gibbsova micelizaéni energie tohoto systému byla stanovena na -22,5 kJ-mol™!,
koncentrace SDSna rozhrani na4,68:10° mol'm?, aplocha molekuly surfaktantu
na rozhrani na 0,355 nm?. V dal$i studii [116] byla pfi srovnatelnych podminkach AGm
stanovena na -21,4 kI-mol™'. Ve srovnani s vysledky této prace Ize pozorovat ur¢ité rozdily,
které¢ mohou byt diisledkem rozdilnych experimentalnich podminek nebo metod pouzitych
pii méfeni.

Tab. 8: Micelarni parametry povrchové aktivnich latek

CMCeen. CMCrona. AGm [kJ'mol" T [-10¢

2
[mg-ml!] [mg-ml!] 1 mol-m?] a [nm’]
5.6620,0
SDS  146+0.01 2164032  -13.1040,01 1 0.29340,001
SCI  037+0,02  039:004  -15.95+0,06 3’53&0’1 0.46340,034

Srovnanim micelarnich parametrd SDS a SCI jsou ukazany urcité rozdily v jejich
povrchové aktivité. SCI vykazuje nizsi kritickou micelarni koncentraci (CMC) a nizsi
Gibbsovu energii micelizace, na druhou stranu v pfipadé SDS byla zaznamenana vyssi
adsorpce na rozhrani s t€snéjSim uspofadanim molekul. S jistotou Ize ovSem konstatovat, ze

v ptipad€ obou surfaktantli dochéazelo ke spontannimu procesu tvorby micel.

7.2 Charakterizace smési chitosan-surfaktant

Smési chitosan-SDS a chitosan-SCI byly charakterizovany v zavislosti na typu a koncentraci
surfaktantu s cilem identifikovat vhodné podminky pro jejich nasledné vyuZziti
pii enkapsulaci lipofilni i€inné latky — retinyl palmitatu. Kli¢ovym parametrem pii vybéru
vhodné koncentrace surfaktantu byla schopnost tvorby agregatl, kterd byla hodnocena
prostfednictvim stanoveni kritické agregaéni koncentrace. Uéelem stanoveni CAC bylo uréit
minimalni koncentraci surfaktantu potfebnou pro vznik agregatii; pro ptipravu emulzi pak

byly zvoleny vyrazné vyssi koncentrace, aby byla agregace dostate¢né podpotena.

Vzhledem k omezené rozpustnosti chitosanu v neutrdlnim a zasaditém prosttedi, dané
jeho hodnotou pKa., byly vzorky pfipravovany v prostfedi kyseliny octové. U vSech
pfipravenych smesi bylo ndsledné¢ zméfeno pH za tcelem sledovani stability prostredi
a ovéfeni vhodnych podminek pro rozpustnost a interakce chitosanu. Hodnoty pH pro smési

chitosan-SDS se pohybovaly od 3,71 do 3,79. pH smé&si chitosan-SCI se pohyboval od 3,57
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az 3,71. Naméfené hodnoty pH u smési chitosan—SDS se pohybovaly v rozmezi 3,71-3,79,
zatimco u systému chitosan—SCI byly mirn€ nizsi, a to mezi 3,57 a 3,71. Ve vSech ptipadech
zustalo pH v kyselé oblasti, coZ potvrzuje vhodnost zvoleného prostfedi pro udrzeni

rozpustnosti chitosanu i pro jeho potencialni interakce se surfaktanty.

Ptipravené smési se v zavislosti na koncentraci od sebe liSily i1 z vizudlniho hlediska.
Vzhledem k pfitomnosti zakalu v komplexech chitosan-surfaktant, ktery byl ¢im dal vic

intenzivni se zvySujici se koncentraci surfaktantu, byla métfena turbidita danych vzork.
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Obr. 26: Zavislost zakalu na koncentraci SDS v systému chitosan-SDS

V ptipadé systému chitosan-SDS (Obr. 26) bylo prvni zakaleni patrné pii koncentraci
0,1 mg'ml™, coZ bylo v souladu s vy$§imi namé&fenymi hodnotami turbidity. Se zvysujici se
koncentraci surfaktantu byl pozorovan postupny nartst zakalu. Pti koncentraci 0,4 mg-ml™
doslo k vyraznéjsi zméné turbidity, coz poukazuje na zménu charakteru systému ve vyssich
koncentracich surfaktantu. U systému chitosan—SCI (Obr. 27) byla skokova zména turbidity
zaznamenana pii koncentraci 0,22 mg'ml™!, po které nasledoval pozvolny nardst. Dalsi
vyraznéj$i zmeéna nastala pii koncentraci 0,6 mg-ml!, kde byla jiz vizualn¢ zaznamenana

tvorba agregatui.
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Obr. 27: Zavislost zékalu na koncentraci SCI v systému chitosan-SCI
7.2.1 Stanoveni Kkritické agregacni koncentrace

Interakce mezi opacné nabitymi systémy polyelektrolyt-surfaktant 1ze studovat pomoci
méteni riznych fyzikalné-chemickych parametrii, u nichZz b€hem potencidlnich interakci
dochdzi ke zménam. Za ucelem zhodnoceni interakci mezi chitosanem a aniontovymi
surfaktanty byla provedena méfeni povrchového napéti a elektrické vodivosti pii riznych
koncentracich surfaktantu, zatimco koncentrace polyelektrolytu byla udrZzovana konstantni.
Tato strategie umoznuje ptesnéjsi porovnani vlivu jednotlivych typt a mnozstvi surfaktantu
na chovani systému. Ve vSech experimentech byla proto koncentrace chitosanu zvolena

a udrzovana na hodnot& 4 mg-ml™.

Na zakladé méteni povrchového napéti systému chitosan-SDS a chitosan-SCI byly
v obou piipadech ziskany charakteristické kiivky (Obr. 28), jejichz prabeh odrazi typické
chovani aniontového surfaktantu v pfitomnosti kationtového polyelektrolytu. S rostouci

koncentraci surfaktantu dochdzelo k postupnému poklesu povrchového napéti, coz je

wrwe
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Obr. 28: Zavislost povrchového napéti na koncentraci surfaktantu v systémech chitosan-
surfaktant

V urcitém bodé¢ (CAC) bylo pozorovano ustileni hodnot povrchového napéti,
coz ukazovalo na asociaci mezi surfaktantem a polyelektrolytem v objemu roztoku.
V piipadé systému chitosan-SDS nevedlo dalsi zvySovani koncentrace tenzidu k vyraznym
zménam povrchového napéti. U systému s SCI je patrny strmé&j$i pokles povrchového napéti
v oblasti nizkych koncentraci (0,001-0,1 mg'ml™!), poté dochézi k mirnému narGstu
povrchového napéti az do dosazeni koncentrace 0,25 mg'ml™!, kde je opé&t zaznamenan mirny

pokles.

Na ziskané vysledky tenziometrického meéfeni dale navazovalo konduktometrické
stanoveni CAC, které poskytlo dopliiujici pohled na prib¢h interakei mezi chitosanem
a surfaktanty v objemu roztoku (viz Obr. 29). Zavislosti mérné vodivosti na koncentraci
surfaktantli v systémech chitosan-SDS a chitosan—SCI vykazovaly v pocatecni oblasti
linearni nartist, odpovidajici pfitomnosti volnych iontii surfaktantu. Zlom v této zavislosti,
identifikovany jako kriticka agrega¢ni koncentrace (CAC), indikoval okamzik, kdy zaciné
dochéazet k elektrostatické interakci mezi anionickym surfaktantem a kationickymi

skupinami chitosanu, vedouci k tvorbé polyelektrolyt—surfaktantovych agregatt.
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Obr. 29: Zavislost vodivosti na koncentraci surfaktantu v systémech chitosan-surfaktant

Souhrn hodnot CAC stanovenych obéma metodami je uveden v Tab. 9.
Z namétenych hodnot CAC byly vypocteny hodnoty Gibbsovy energie, ktera poskytuje
informaci o termodynamické spontannosti interakce mezi chitosanem a anionickym
surfaktantem. Vysledné hodnoty studovanych systémii se pohybovaly v rozpéti
-18 az-19 kJ-mol’!, coz svéd¢i o spontannim pribshu agrega¢nich interakci mezi

chitosanem a anionickymi surfaktanty SDS, resp. SCI.

Tab. 9: Parametry CAC stanovenych tenzometrickou a konduktometrickou metodou

CACtenz. . 1 . 1 AGm kond.

[mg-ml] CACkond. [ mg-ml™”'] AGmM tenz. [kJ-mol™] (kJ-mol]
SDS 0,134 +0,003 0,19+0,06 -19,01+0,02 -18,3+0,4
SCI 0,088+0,001 0,11+0,09 -19,53+0,01 -19,0+0,8

V neposledni fad¢ byly kiivky zavislosti méfenych velicin (povrchového napéti a vodivosti)
na koncentraci surfaktantu v pfitomnosti i nepfitomnosti chitosanu porovnany. Takovymto

vynesenim bylo umoZnéno porovnani kli¢ovych bodli — CAC a CMC.

Podle ocekavani byla CAC zaznamenéna pii nizSich koncentraci nez CMC. Vysvétluje
to skutecnost, Ze k interakci surfaktantu s polyelektrolytem dochézi jiz v oblasti, kde by

v samotném roztoku surfaktantu ke vzniku micel jesté nedoslo. Obr. 30 a Obr. 32
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demonstruji, Ze v systému chitosan—SDS byla kritickd agregacni koncentrace piiblizné

desetkrat niz$i nez kriticka micelarni koncentrace, jak bylo stanoveno na zédkladé¢ méfeni

povrchového napéti 1 vodivosti.

Povrchové napéti [mN-m'!]

Obr. 30: Zavislost povrchového napéti na koncentraci SDS
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Obr. 31: Zavislost povrchového napéti na koncentraci SCI bez chitosanu a v systému
chitosan-SCI
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V ptipadé systému chitosan-SCI, byla CAC ptiblizné ¢tytikrat nizsi nez CMC (Obr. 31
aObr. 33). V literatufe se uvadi, ze na systém polyelektrolyt-surfaktant ma vliv
vSeobecné znamo, ze srostouci koncentraci

1 koncentrace polyelektrolytu. Je

polyelektrolytu v systému se zvysuje i hodnota kritické agregacni koncentrace [117].

Obr. 32 a Obr. 33 znazornuje specifickou vodivost jako funkci koncentrace SDS, resp.
SCI v ptfitomnosti a bez pfitomnosti polyelektrolytu. Na obrazcich je ukazano, ze se vodivost
zvysuje se zvysujici se koncentraci surfaktantu. Bod zlomu (CMC) je rovnéz identifikovan
ze zavislosti bez ptitomnosti chitosanu. V pfitomnosti polymeru jsou kiivky posunuty
do vyrazné vyssich hodnot vodivosti. Vyssi vodivost roztokti surfaktantu v pfitomnosti
polymeru je pravdépodobné zpisobena vyssi mobilitou sodikovych iontd SDS a SCI
pti komplexaci s chitosanem ve srovnani s relativné silnym iontovym parovanim s micelami

v nepfitomnosti polymeru [118].
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Obr. 32: Zavislost mérné vodivosti na koncentraci SDS v systému chitosan-SDS
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Obr. 33: Zavislost vodivosti na koncentraci SCI bez chitosanu a v systému chitosan-SCI

Z vysledkt ziskanych studiem systému chitosan-SCI a chitosan-SDS, je patrné, Ze v rozsahu
pouzitych koncentraci dochézi k asociaci polyelektrolytu s opacn€ nabitym surfaktantem.
Tyto poznatky pak byly dale vyuzity pro ptipravu emulzi na bazi chitosan-surfaktant emulzi,

a tedy 1 k enkapsulaci zvolené ucinné latky — retinyl palmitatu.
7.3 Charakterizace pripravenych emulzi

7.3.1 Vizualni hodnoceni emulzi

Vizuélni charakter emulzi 1ze posoudit na ptilozenych fotografiich (Obr. 33 a Obr. 34)
potizenych ihned po pfiprave. Jak je patrné z Obr. 34, navrzenym postupem se podaftilo
pfipravit mlé¢né zbarvené emulze. Vzorky obsahujici zaenkapsulovany retinyl palmitat
mély mirné nazloutly odstin (viz Obr. 35). U emulze CH/SCI 0,4 mg-ml! VA, bylo

zaznamenano vylouceni olejovych kapek na povrchu emulze (Obr. 36).
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Obr. 34: Pripravené emulze CH/SDS 0,4; emulze CH/SDS 4; emulze CH/SCI 0,4;
emulze CH/SCI 4

Obr. 35: Pfipravené emulze CH/SDS 0,4 VA; emulze CH/SDS 4 VA; emulze
CH/SCI 0,4 VA; emulze CH/SCI 4 VA

Obr. 36: Vylouceni olejovych kapek v emulzi CH/SCI 0,4 VA
7.3.2 Zavislost velikosti ¢astic a PDI emulzi na typu a koncentraci surfaktantu

Velikost dispergovanych castic je jednim z klicovych parametrii ovliviujicich fyzikalni

stabilitu emulzi. Obecné plati, Ze mensi kapky maji vétsi celkovy povrch, coz zvysuje
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ucinnost surfaktantu pfi stabilizaci rozhrani mezi olejovou a vodnou fazi. Zaroven mensi

castice sedimentuji niz$i rychlosti, coz snizuje riziko krémovani a koalescence [119].

Velikost Castic pripravenych emulznich systémii byla méfena pomoci dynamického
rozptylu svétla, kde hlavnim vystupem tohoto méfeni byl tzv. Z-average — stiedni hodnota
velikosti ¢astic a index polydisperzity (PDI) znacici, jak homogenni je rozdé€leni velikosti
castic v systému. Vysledky méfeni jsou graficky zndzornény na Obr. 37. V tomto
experimentu se ukazalo, Ze typ pouzitého surfaktantu i jeho koncentrace vyznamné ovliviiuji

velikost emulznich ¢astic.
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Obr. 37 Zavislost velikosti ¢astic a PDI emulzi na typu a koncentraci surfaktantu

Na zéklad¢ vysledkl je zifejmé, Ze pouziti systému CH/SCI produkovalo drobné castice
(kolem 200 nm), sindexem polydisperzity do 0,4, coz je povazovano jako mirn¢
polydisperzni systém [120]. Zv14sté zajimavy je vysledek CH/SCI VA 4 mg-ml’!, kde doslo
ke zmenS$eni Castic na 108+4 nm, coz muze souviset s lepsi interakci mezi SCI a olejovou
fazi diky ptitomnosti retinyl palmitatu. Pouziti Ultraturraxu pii vysokych otackach
(13 000 rpm) umoznilo velmi jemné rozdispergovani olejové faze v pfitomnosti stabiliza¢ni
smési, coz vedlo ke vzniku drobnych arelativné rovnomérné velikych kapek. Tento
vysledek je podpofen i pfiloZenymi distribu¢ni kiivkami (Obr. 38), kde obé vykazuji dobte

definovand maxima s podobnou mirou rozlozeni velikosti ¢astic.
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Obr. 38: Porovnéni distribuc¢nich kiivek velikosti ¢astic pro emulze CH/SCI 0,4 mg-ml’!
aCH/SCI 4 mg-ml’!

Naproti tomu systémy s SDS, zejména pii vyssi koncentraci (4 mg:ml™!), vykazuji velmi
vysoké hodnoty velikosti ¢astic a PDI dosahlo hodnoty 1. Vysoka hodnota PDI znamena,
ze velikostni rozdéleni ¢astic je Siroké anehomogenni, znacici nestabilni a Spatné
dispergovany systém, vyskyt agregace nebo koalescence. Jedna se o nejvyssi moZnou
hodnotu, coz znaci, Ze nelze urcit jednoznacny stiedni primér, protoze velikosti ¢astic jsou
prili§ riznorodé. Na Obr. 39 jsou znazornény distribuéni kiivky obou sledovanych
koncentraci SDS, pfi€emzZ pii niz§i koncentraci byla kiivka 0zkd, ostrd, a s vyraznym
vrcholem. Cervené zbarvena kiivka naopak poukazuje na rozptylenou distribuci, ze které
nelze zurcitosti stanovit dominantni velikost, coz odpovidd diive diskutované vysoké
hodnoté PDI. V emulzich CH/SDS 0,4 mg-ml ™ bez ptidavku retinyl palmitatu byly nalezeny
¢astice o velikosti 325+10 nm, zaroven byl v tomto systému stanoven nizky polydisperzitni
index (PDI <0,1), coz naznacuje relativné homogenni rozloZeni velikosti ¢astic. Podobné
jako u systému CH/SCI VA 4 mgml!, bylo iu emulze CH/SDS VA 0,4 mgml”’

pii pfidavku retinyl palmitatu zaznamenano zmenseni ¢astic (149+9 nm).

Tyto poznatky lze potvrdit 1 pomoci mikroskopickych snimkil vybranych pfipravenych
emulzi (Obr. 40). PiekroCenim urcité koncentrace SDS pfi ptipravé emulzi pravdépodobné
doslo k tak silnym interakcim mezi surfaktantem a opacné nabitym chitosanem, Ze doslo
k tvorbé nerozpustnych komplext, u které nebylo mozné dostatecné rozdispergovat ani

pii vysokych rpm.
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Obr. 39: Porovnani distribu¢nich kiivek velikosti &astic pro emulze CH/SDS 0,4 mg-ml’!
a CH/SDS 4 mg-ml’!

Obr. 40: Mikroskopické snimky vzorkii emulzi: a) CH/SDS 0,4 VA; b) CH/SDS 4 VA;
¢) CH/SCI 0,4 VA; d) CH/SC1 4 VA

Obr. 40 zaroven poskytuje i informaci o tvaru kapek. Je ziejmé, Ze se ve vétSiné piipadii
podafilo pftipravit sférické kapky svyjimkou CH/SDS 4 mgml?, kde dochazelo

k vyznamné deformaci.

7.3.3 Zavislost E-potencialu emulzi na typu a koncentraci surfaktantu

Zaucelem posouzeni mozného vlivu elektrostatickych interakci v ptfipravenych emulzich na

jejich stabilitu byl méfen &-potencial. Vysoky &-potencidl, at’ uz kladny nebo zéporny, je
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obecné povazovan za nezbytny pro zajisténi elektrostatické stability systému. Obecné plati,
ze systémy se E-potencidlem vysSim nez £30 mV jsou povazovany za vysoce stabilni [121].
Je vSak dilezité uvadét méteny E-potencial v souvislosti s hodnotou pH, proto byl tento

parametr nameien u vSech vzork.

70 45
o [ o e

pH

&-potencial [mV]

CH/SDS CH/SDS VA CH/SCI CH/SCI VA

20,4 mg/ml E4 mg/ml epH

Obr. 41: Zavislost &-potencialu emulzi na typu a koncentraci surfaktantu

Jak je vidét na Obr. 41, E-potencidl piipravenych emulznich systémi se pohyboval v rozmezi
od +37,2 az +60,8 mV, tedy nad hranici £30 mV. Vysledky znaci, Ze vSechny testované
systémy mély dostate¢né elektrostatické odpudivé sily k zabranéni agregaci kapek, a Ize je
tedy oznacit za elektrostaticky stabilni. pH emulzi se pohybovalo v rozmezi 3,89 az 4,24.
V systémech s vys$si koncentraci surfaktantu byly zaznamendny niZ$i hodnoty pH, a to bez
ohledu na typ surfaktantu. Pravé diky t€émto kyselym hodnotam pH pievlada na povrchu

&astic protonovany chitosan (-NH>"), coz vede k vysokym kladnym hodnotam &-potencialu.

V emulzich CH/SDS 4 mg-ml! byly v porovnani s emulzemi CH/SDS 0,4 mg-ml™
zaznamenany niz8i hodnoty &-potenciélu, coZ je mozné vysvétlit vySsi koncentraci zaporné
nabitého SDS. Prekvapive, emulze na bazi SCI bez retinyl palmitatu naopak vykazovala

nartist &-potencialu se vzrustajici koncentraci surfaktantu.
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7.3.4 Stabilita emulzi

Mira stability pfipravenych emulzi byla vyjadfena pomoci indexu krémovani a tento
parametr byl porovndvan v riznych casovych intervalech. Aby bylo moZzné zhodnotit
specificky vliv pfitomnosti surfaktantu a chitosanu na fyzikélni stabilitu systému, byly
nejprve sledovany emulze bez pridavku enkapsulovaného retinyl palmitatu. V pribéhu
sledovaného casového intervalu zlstaly vsSechny vzorky emulzi vizudlné stabilni,

s vyjimkou emulze s vys8i koncentraci SDS (viz Obr. 42).

® CH/SDS 0.4 mg'ml

B CHSDS 4 mg/ml

B CHSCT 0.4 mg/ml

Index krémovani [%]

B CHSCT 4 mg/ml

Obr. 42: Zavislost indexu krémovani emulzi bez ptidavku retinyl palmitatu na Case, typu
surfaktantu a jeho koncentraci

JiZ po 4 hodinach po piipravé emulze doslo k viditelnému vylouceni vodné faze, coz mélo
za nasledek pokles hodnoty indexu krémovani (CI) na 80,5 %. V pribéhu ¢asu dochazelo u
tohoto vzorku emulze k dalSimu poklesu indexu krémovani, ptficemz po 96 hodinach klesl

na hodnotu 60,6 %.
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8 CH/SDS 0.4 mg/ml + VA BCHSEDS 4 mgiml + VA

(1]

Index krémowvani [%46]

0h 4h 20h 96 h

Obr. 43: Zavislost indexu krémovani emulzi s retinyl palmitatem na ¢ase a koncentraci SDS

Obdobny prubéh byl zaznamenan iu emulzi se zaenkapsulovanym retinyl palmitatem
pfi stejné koncentraci SDS, kde rovnéZ doslo k naristu indexu krémovani (viz Obr. 39). Tato
shoda naznacuje, ze se jedna o nestabilni systém. Tento fakt je v souladu i s provedenou
analyzou velikosti ¢astic (viz Obr. 34), ktera prokazala pritomnost agregati velkych rozmért
a vysokou hodnotu indexu polydisperzity (PDI = 1). Ve zminéném syst¢ému CH/SDS

4 mg'ml! byla vizudlnim hodnocenim v &ase prokdzdna ibarevna zména, konkrétné
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po 96 hodinach bylo zaznamenano oranzové zbarveni. Na druhou stranu, charakter emulzi

CH/SDS s nizsi koncentraci SDS zlstal t¢émét beze zmény.

BCH/SCI 04 mg'ml + VA BCH/SCT 4 mg/ml + VA

100 +

=
=
I
T

Index krémovani [%]

= |
=
1
T

6l T+

a0 £

Obr. 44: Zavislost indexu krémovani emulzi s retinyl palmitatem na ¢ase a koncentraci SCI

Co se tyce systému chitosan—SCI, tyto emulze se projevily jako pomérn¢ stabilni bez
ohledu na koncentraci surfaktantu. Po 96 hodinach vSak byla zaznamenéna castecna

separace u emulzi CH/SCI 4 mg-ml™!, pfi¢emZ oddé&lend faze mé&la mlécné bily charakter



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 83

(viz Obr. 40). Tato mlécna faze je pravdépodobné disledkem zvétSeni velikosti kapek,
vedouci k urychleni procesu krémovani, kdy se kapky oleje vzhledem k nizsi hustoté oproti
vod¢é pohybovaly smérem vzhlru rychleji, coz vedlo k rozdéleni emulze do dvou emulzi,
pricemz jedna z nich je bohatsi na dispergovanou fazi nez ta druha [122], [123]. Po 14 dnech
po ptipravé byla iu zbylych emulzi zaznamenana fazova separace v podob¢ vylucovani

mlécné faze (Obr. 45).

S, . . __ﬂ“_‘-___-—‘,,

Obr. 45: Fazova separace emulzi po 14 dnech od dne pfipravy
7.3.5 Turbidita emulzi

Meteni zakalu emulzi poskytuje dopliujici informace o jejich stabilité, zejména ve vztahu
ke koalescenci a flokulaci dispergovanych kapek. Obecné lIze fici, ze s ubyvajicim poétem
kapek v systému dochazi ke snizeni hodnoty zékalu. Vy§si hodnota turbidity tedy zpravidla
nepiimo sv&d¢i o vyssi stabilit¢ emulze, nebot” ukazuje na stabilngj$i emulzi s mensim
mnozstvim agregovanych kapek [124]. Testované emulze vykazovaly vysoké, srovnatelné
hodnoty turbidity pohybujici se az okolo 100 % (Obr. 46). Vyjimku pifedstavovala pouze
emulze s vyssi koncentraci SDS (4 mg'ml™!), u které doslo k méfitelnému poklesu zakalu,
coz miize poukazovat na koalescenci ¢i tvorbu vétSich agregati. Tvorba agregétl byla
potvrzena métenim velikosti ¢astic a mikroskopickych snimki. Ve vzorku byly detekovany
¢astice velkych rozméril s vysokym indexem polydisperzity (PDI ~1), coZ svéd¢i o vyrazné

heterogenité castic v emulzi.
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Obr. 46: Turbidita zkoumanych emulzi
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7.4 Enkapsulacni u¢innost emulzi

Stanoveni enkapsulacni G¢innosti spocival v separaci neenkapsulovaného retinyl palmitatu
od enkapsulované frakce za pomoci centrifugace, anasledné¢ v jeho kvantitativnim
stanovenim pomoci UV-VIS spektroskopie. Z vysledki je ziejmé, Ze se podafilo pripravit
systémy s relativné vysokou enkapsulacni u€innosti (minimalné 86,4 %). Na Obr. 47 je
graficky znazornéno porovnani hodnot enkapsulacni ucinnosti pfipravenych emulzi,
ze kter¢ho je patrné, ze hodnoty EE emulzi jsou srovnatelné, bez ohledu na koncentraci
¢i volbu surfaktantu, s lehkym narustem EE u emulze CH/SDS 4 mg-ml!. V tomto piipadé

vysledna hodnota enkapsula¢ni Gi€innosti dosahovala az 87,6 %.

Vysledné hodnoty svéd¢i o potencialu pouzitého systému vazat lipofilni i¢innou latku
ve struktufe emulze. Z literatury je znamo, ze systémy polyelektrolyt-surfaktant maji
schopnost vytvaret adsorp¢ni vrstvy kolem olejovych kapek, ¢imz vyznamné piispivaji ke

stabilité emulze a k zapouzdteni dispergované olejové faze [107].
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Obr. 47: Enkapsula¢ni u€innost pfipravenych emulzi

Zajimavym a paradoxnim vysledkem je vSak to, Ze i pfes zjevnou fyzikalni nestabilitu
emulze CH/SDS 4 mg-ml”!, byla zaznamendna srovnatelna enkapsula¢ni G¢innost jako
u ostatnich emulzi. MoZné vysvétleni tohoto jevu, je Ze retinyl palmitat byl imobilizovan
uvnitt velkych agregati, které sice nebyly idedlni z hlediska stability, avSak uc¢innou latku
dokazaly zadrzet ve své struktufe. Pravdépodobnéjsim vysvétlenim vSak je, ze v tomto
systému mohlo dojit k ¢astecnému rozkladu retinyl palmitatu (jak bylo zminéno v kapitole
7.3.4), coz by vedlo ke snizeni mnoZstvi volné, neenkapsulované u¢inné latky, a tim k vySsi

enkapsulacni u€innosti, nezZ tomu tak bylo ve skutecnosti.

7.5 Antioxidac¢ni aktivita emulzi

Antioxidacni aktivita pfipravenych emulzi byla stanovena pomoci metody zhaseni DPPH
radikala. Vyslednd aktivita byla vyhodnocena jako procentualni ubytek absorbance
pii vlnové délce 517 nm, pficemz jako referencni vzorek slouzil 0,1 mM roztok DPPH
v 99% ethanolu. Méfeni antioxidacni aktivity mélo slouzit jako indikator toho, zda jsou

pfipravené enkapsula¢ni systémy schopné zachovat funkéni vlastnosti retinyl palmitétu.

Na Obr. 48 je zobrazeno porovnani antioxidacni aktivity jednotlivych pfipravenych
emulzi, pficemz nejvys§i antioxidacni aktivitu vykazoval emulzni systém

CH/SDS 0,4 mg-ml™ s primé&rnou antioxida¢ni aktivitou 79,8 %. Na druhou stranu, nejnizsi

antioxida¢ni aktivitu vykazoval systém CH/SDS 4 mg-ml! (56,8 %), Antioxida¢ni aktivita
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emulzi s obsahem kokoyl isethiondtu CH/SCI 0,4 mg-ml' *CH/SCI 4 mg-ml! byla

srovnatelna (64,1 %, resp. 64,3 %) bez ohledu na koncentraci surfaktantu.
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prestoze jeji enkapsulacni ucinnost byla srovnatelna s ostatnimi vzorky. Tento rozpor muize
byt zplisoben praktickymi omezenimi pfi stanoveni — emulze obsahovala viditelné agregaty,
které bylo obtizné ptesné napipetovat. Je tedy pravdépodobné, Ze se do reakce s DPPH
nedostalo odpovidajici mnozstvi retinyl palmitatu, coz mohlo vést ke stanoveni nizsi
antioxidacni aktivity tohoto systému. Dal$im a pravdépodobnéjsim vysvétlenim je mozny
rozklad retinyl palmitatu v dasledku fyzikdlni nestability systému. Jak bylo popsano
v kapitole 7.3.4, u emulze CH/SDS 4 mg-ml"! byla zaznamen4na zména ve zbarveni. Retinyl
palmitat je citlivy na pfitomnost kysliku, svétla a zvySené teploty. Fyzikalné nestabilni
emulze mohou tyto degradacni faktory méné ucinné¢ omezovat, coz by vedlo k poklesu

koncentrace aktivni latky a tim i ke sniZeni jeji antioxida¢ni Gi€innosti.
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ZAVER

Diplomova prace je zaméiena na vyvoj, piipravu a charakterizaci nosiCovych systému
na bazi polyelektrolyt-surfaktant vhodnych pro inkorporaci ve vodé nerozpustnych
vitamind. Jako modelova aktivni slozka byl zvolen retinyl palmitat — ester vitaminu A, ktery
je diky svym priznivym dermatologickym ucinkiim bézné pouzivan v kosmetickych

piipravcich.

V uvodni fazi experimentdlni c¢asti byly samostatné ve vodném prostiedi
charakterizovany vybrané tenzidy — dodecylsulfat sodny a kokoyl isethionat sodny, se
zaméfenim na jejich asociacni chovani. Charakterizace byla provedena na zaklad¢ méteni
zavislosti povrchového napéti a vodivosti na koncentraci tenzidl, pfi€emz byly stanoveny
kritické micelarni koncentrace. V druhé fazi byly pfipraveny smési tvofené chitosanem
o koncentraci 4 mg'ml"! a jednotlivymi anionickymi surfaktanty o rtiznych koncentracich.
Tyto komplexy byly dale charakterizovany opét na zékladé¢ tenziometrického a vodivostniho
méfteni za Gcelem stanoveni jejich kritické agregacni koncentrace. CAC systému chitosan-
SDS byla stanovena na 0,134+0,003 mg:ml' tenziometrickou metodou, resp.
0,19£0,06 mg-ml! konduktometrickou metodou. U systému chitosan-SCI byla kriticka
agregatni koncentrace stanovena tenziometrickou metodou na 0,088+0,001 mg-ml!,

konduktometrickou metodou na 0,11+0,09 mg-ml'l.

V nésledujicim kroku byly chitosan-surfaktant smési vyuZity pro piipravu emulzi
do nichz byl enkapsulovan retinyl palmitat. Koncentrace surfaktanti SDS a SCI (0,4
a4 mg-ml') byly zvoleny na zakladé testovani micelarniho chovani tak, aby prevySovaly

CAC daného systému a agregace byla dostate¢né podpotfena.

Pfipravené emulzni systémy byly nasledné charakterizovany. Vysledky méfeni
velikosti Castic ukazaly, Ze se vesmés podafilo zvolenymi metodami pfipravit emulze
s ¢asticemi malych rozmért (109 az 325 nm). Vyjimkou byl systém s vyssi koncentraci SDS
(4 mg-ml™), kde byly zaznamendny &astice presahujici 1 pm s Sirokou distribuci velikosti.
Dal8im sledovanym parametrem byl &-potencidl, pficemz ve vSech studovanych systémech
byl zaznamenan kladny néboj, coz 1ze piicist ptitomnosti chitosanu. Emulze byly pfipraveny
v kyselém prostiedi kyseliny octové, coz pravdépodobné piispélo ke stabilizaci systému.
Nicmén¢, pouziti kyseliny octové miiZze predstavovat problém v kontextu kosmetickych
aplikaci z hlediska jejich senzorickych vlastnosti. Jak velikost ¢astic, tak &-potencial uzce

souvisi se stabilitou emulzi. S vyjimkou vzorku CH/SDS 4 mg-ml™! byly pfipraveny emulze,
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které¢ setrvaly bez fazové separace po dobu minimalné 20 hodin, a to bez pfidavku dalSich
stabilizacnich  latek. Optimalizace avyvoj stabilnéjSich systémli na bazi

polyelektrolyt-surfaktantu by mohly byt pfedmétem navazujiciho vyzkumu.

V neposledni tadé¢ byly piipravené nosiCové systémy hodnoceny =z hlediska
enkapsulacni u¢innosti a antioxidacni aktivity. Z vysledk je patrné, Ze se podafilo piipravit
systémy s vysokou enkapsulacni uc¢innosti, ktera ¢inila minimalné 86,4 %. Stanovenim
antioxida¢ni ucCinnosti emulzi bylo potvrzeno, Zze pfipravené nosné systémy byly

1 po inkorporaci u¢inné latky schopné zachovat jeji funkcni vlastnosti
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