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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva vyuzitim nanocastic a nanovlaken s aktivni sloZkou pro
kosmetické aplikace. Teoreticka ¢ast je zamétena na vlivy UV zafeni na kizi a latky, které
jsou pouzivany k fotoprotekci kiize. Dale byly charakterizovany materidly a postupy
pouzivané k ptipravé nanocastic a nanovlaken pro enkapsulaci aktivnich latek.

Experimentalni ¢ast se zabyva piipravou liposomli a marinosomu s aktivni latkou. U téchto
¢astic byla sledovana velikost, stabilita méfend pomoci zeta potencidlu a také dlouhodoba
stabilita jak samotnych cCastic, tak ¢astic v modelovych prostiedich. Nakonec byly provedeny
pilotni experimenty optimalizace pfipravy nanovldken pomoci elektrospiningu.

ABSTRACT

Presented bachelor thesis is focused on application of nanoparticles and nanofibers with
active compound in cosmetics. The theoretical part is aimed at effect of UV radiation on the
skin and compounds that are used in photo protection of the skin. The materials and methods
used in nanoparticle and nanofiber preparing were characterized.

The experimental part deals with preparing of liposomes and marinosomes with active
compound. Particles size, stability measured using zeta potential and stability in model
environment were observed. Finally, pilot experiments of optimization of nanofibers
preparation using electrospinning were carried out.
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UV filtry, antioxidanty, enkapsulace, liposomy, stabilita, elekrospining
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1 Uvob

Zem¢ je stale ozarovana fotony ze slunce. Nadpoloviéni vétSina (56 %) tohoto zafeni je
Vv infracervené oblasti, poté 39% zastoupeni ma viditelné svétlo a 5 % ma UV zafeni. Pfestoze
je UV zafeni zastoupeno jen nepatrnou ¢asti, mizeme jeho ucinky doslova poznat na vlastni
kazi. Reakce kiize na UV zafeni mohou byt jak pozitivni, tak negativni. Malé mnozstvi UVB
zafeni je dalezité pro syntézu vitaminu D3. VEtsi mnozstvi vSak vyvolava zanét, zarudnuti a
prehfati. Pii opakovaném vystavovani UV zafeni dochazi k chronickym zménam, jako je
urychlené starnuti a vyvoj koznich karcinomul.

Sama kiize je do jisté miry schopna se chranit proti UV zaieni, tuto funkci je vsak dilezité
podporovat, coz mohou mimo jiné zajiStovat i kosmetické piipravky s UV filtry a
antioxidanty. Klasické ptipravky na ochranu proti slunci obsahuji vitamin C, vitamin E a
beta-karoten, jelikoz maji fotoochranné u¢inky jak proti UVA, tak proti UVB zafeni. Dalsi
aktivni latky, které lze vyuzit jsou polyfenoly, diky jejich antioxidaénimu u¢inku. Pro
dosazeni vyssiho fotoprotektivniho efektu, stability a potlaeni degradace UV filtrd, mohou
byt tyto latky enkapsulovany do ¢astic, ptipadné do vlaken.



2 TEORETICKA CAST

2.1 UV zareni

Slunce je piirozenym zdrojem -elektromagnetického zéafeni. Vyzatuje Siroké spektrum
vinovych délek od nejkratsich a nejtvrdSich gama pfes rentgenové, ultrafialové, viditelné a
infraervené. Zareni, které dopadd na zemsky povrch je filtrovano priachodem atmosférou a
na rozdil od extraterestrického zéafeni neobsahuje vinové délky pod 290 nm. Na lidskou kiizi
tedy dopadé zéteni ultrafialové (UV), viditelné (VR, 400—760 nm) a infracervené (IR, 760—
3 000 nm). UV zatfeni ma vlnovou délku od 100-400 nm a je rozdéleno do tii pasem (UVA,B
a C) [1].

S UVC zafenim (100-290 nm) se bézné na Zemi nesetkame. Diky svému vyuziti pfi
prostorové desinfekci opera¢nich sala a laboratofi se také nazyva germicidni [1].

UVB zéfeni (290-320 nm) ptedstavuje 1 % celého energetického objemu slune¢niho
zateni, které dopada na zemsky povrch. Po ozafeni kiize vyvolava erytém, pigmentaci, je
vyuzivano v dermatologické fototerapii [1] a pfimo poskozuje DNA prostiednictvim tvorby
pyrimidinovych dimeru [2].

UVA zateni (320400 nm) je zastoupeno 4 %. Je vyuzivano piedev$im v solariich a
v dermatologické fototerapii. Mize stejné jako UVB zateni vyvolat erytém a pigmentaci, ale
pii sto- az tisicindsobné davce. Pronikd hloubéji do kize, mize tedy ovlivnit vice hlubsi
struktury v koriu (imunosupresivni efekt, akcelerace aktinického starnuti) [1]. Vytvaii také
velmi reaktivni druhy kysliku, které nepfimo poskozuji DNA [2].

2.2 Kize

Kize je jednim z nejvétsich organu lidského téla. Jeji vrstevnaté slozeni umoziuje co nejlépe
vykonavat ochrannou funkci rozhrani mezi organismem a zevnim prostfedim. Kuze
(integumentum commune) se sklada ze tii zakladnich ¢asti: epidermis (pokozka), dermis
(korium, $kara) a tela subcutanea (subcutis, podkozi, podkozni tukova tkan) [3].

Epidermis je nejsvrchnéjsi a nejtenci (0,3—1,5 mm) ¢ast kuze [3]. Z kosmetického hlediska
je tato vrstva velice dulezita, jelikoz urcuje texturu ktize, jeji vlhkost a prispiva i k jeji barve
[4]. Je tvofena pifedevsim keratinocyty, melanocyty, Langerhansovymi a Merkelovymi
bunikami. Epidermis se déli na pét vrstev: stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum lucidum a nejpovrchovéjsi stratum corneum [3].

Pro zevni aplikaci kosmetickych ptipravkl je velice dilezitd pravé nejsvrchnéjsi vrstva
pokozky stratum corneum. Je to rohovitd vrstva tvofend korneocyty, buitkami bez jadra. Jsou
zrohovaté€lé, zcela ploché, husté na sebe kladené a tvofi Sestithelnikové lamely, které jsou
vétSinou seskupeny do sloupct. Kompaktni spodni cast této vrstvy nazyvame stratum
conjunctum a perifernéjsi ¢ast, jez se olupuje, nazyvame stratum disjunctum [3]. Stratum
corneum je pokryto proteinovym filmem, ktery se nazyva bunééna obalka (,,cell envelope®),
ten pomaha pii zabranéni ztraty vody a absorpci nezadoucich latek [4].

Kuze zastava tedy hned n¢kolik ochrannych funkci a to chemickou, biologickou a
fyzikalni.

Chemicka bariéra vyuziva vlastnosti kyselého kozniho plasté a acidorezistence keratinu.
Agresivnéjsi chemikalie s afinitou k bilkovinam se navazou na keratinocyty a s nimi se



odlou¢i zkozniho povrchu. Chemikalie, které proniknou hloubé&ji, jsou zachyceny
Langerhansovymi buiikami a indukuji imunologické reakce se v§emi dusledky [3].

Biologicka bariéra je zajistovana neporuSenou rohovou vrstvou, ktera je piekazkou pro
koky a jejich enzymy. Kyselé pH ochranného kozniho filmu (pH 5-6) ptisobi antimikrobialn¢,
rezidentni kozni mikrofléra vykazuje antimikrobialni aktivitu proti bakteriim ptechodné
mikroflory. Kolonizaci kozniho povrchu podporuje pifehnand odista (detergenty, mydlo),
mechanické poSkozeni, hyperkeratoza, macerace styénych ploch a mokvani [3].

Fyzikalni bariéra ma funkci mechanickou, kdy zajistuje pevnost, pruznost a soudrznost.
Déle funkce -elektrické bariéry, ktera funguje jako elektricky dipél (na povrchu
elektronegativni a uvnitt pozitivni). Timto fyzikdlnim jevem je ztizena penetrace iontli do
ktize a souhlasné nabité Castice prachu, mikrobt a necistoty jsou odpuzovany. Kize disponuje
také fotoprotektivni funkci (ochrana ptredevsim proti ultrafialovému zareni). Podili se na ni
rohova vrstva, keratohylinové struktury stratum granulosum (odraz), obsah urokanové
kyseliny, melaninu, aminokyselin, nukleovych kyselin, 3-karotenu a hemoglobinu (absorpce)
[3]. Kiize ma schopnost se na sezonni vykyvy adaptovat. Vyuziva k tomu ztlusténi pokozky a
melanogenezi [1].

2.3 UV filtry
UV-filtry byly vyvinuty jako ochranny prvek ptfed skodlivymi vlivy ultrafialového zareni.
UV zéfeni je v pokoZce absorbovano tfadou chromoforl, jako je melanin, DNA, RNA,
proteiny, aromatické aminokyseliny (napf. tyrosin a tryptofan), lipidy, voda a jiné.
Absorbovani UV zéfeni témito chromofory vede k riznym fotochemickym reakcim a
sekunddrnim interakcim zahrnujicim reaktivni ¢astice (kysliku a dusiku), které vedou ke
Skodlivému ucinku [5].

Samotna pokozka disponuje fadou antioxidantli a enzymd, které opravuji poskozenou
DNA. Piesto vSak miZe vlivem UV zafeni dochazek k jejimu poSkozovani, mutacim a
genetické nestabilité¢ [2]. Obvykle tvofi obsah UV filtru v kosmetickém ptipravku 0,1-10 %

[6].

2.3.1 Fyzikalni UV filtry

Pfidanim anorganického (fyzikalniho) UV filtru docilime odrazu a rozptylu svétla. Oba tyto
jevy jsou uskuteCtiovany na Sirokém spektru zafeni od viditelného, ptes UV az po
infratervené. Témito UV filtry jsou mineralni mikroc¢astice jako TiO2 a ZnO [7].

Fyzikalni UV filtry jsou fotostabilni, ale pii jejich pouziti je nutné nanést vyssi vrstvu, aby
bylo dosazeno pozadovaného ucinku [8]. Oxid zine¢naty disponuje lepsi UVA ochrannou,
zatimco oxid titanicity vykazuje lep$i UVB ochranu. [9].

Miniaturizaci ¢astic na velikosti 10-50 nm se sniZi rozptyl viditelného svétla a posune se
K niz§im vinovym délkam az pod rozsah UVA. Timto se také dosahne jejich lepsi pfijatelnosti
k vyuziti v kosmetickych ptipravcich, nez jejich vétsi a neprihledné varianty. Malé Castice
maji vSak vyssi tendenci k agregaci a tim se snizuje efektivita rozptylu svétla. Diky vysoké
fotostabilité jsou fyzikdlni UV filtry vyuZivany pfedev§im pro slunec¢ni ochranu déti a lidi,
alergickych na chemické UV filtry [2].
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2.3.2 Chemické UV filtry

Organické UV filtry, také znamé jako chemické, jsou zodpovédné za absorpci slunec¢niho
zateni, predev§im UVB [5]. Vétsina téchto sloucenin absorbuje jen v urcité oblasti a proto je
vétsinou nutné pouzit kombinaci né€kolika UV filtri za vzniku produktu s ochranou proti
Sirokému spektru UV zafeni. Cinamaty a salicylaty jsou cCasto pouzivany v kombinaci
s dalsimi UVB filtry, aby se dosahlo zvyseni SPF. Organické a anorganické filtry mohou
vykazovat synergisticky efekt a také zvySovat SPF. UVB chemické filtry absorbované zareni
pfeménuji na tepelnou energii [2].

2.3.2.1 Avobenzon

Avorenzon ma fadu oznaceni: 1-(4-tert-butylphenyl)-3(4-methoxyphenyl)propane-1,3-dione,
butyl methoxydibenzoylmethan, BMDBM, Parsol 1789, Eusolex 9020 [10]. Je to silny UVA
filtr, ktery byl jako prvni organicky UVA filtr povolen v USA (FDA) [2]. Dale je povoleny
vV Evropské unii i Australii. Jeho maximalni obsah je stanoven na 3-5% [10]. Bohuzel
vykazuje omezenou fotostabilitu. Po jedné hodin¢ slunéni klesa jeho ochrana proti
slune¢nimu zareni na 50-60 %. Avobenzon muze také ovliviiovat stability dalSich aktivnich
latek v opalovacich krémech. Proto byla firmou Neutrogena patentovana technologie
stabilizace Helioplex (,,Helioplex stabilizing technology*), ktera zabranuje fotodegradaci
avobenzonu a kombinuje ho s oxybenzonem a diethylhexyl -2,6-naftalatem [2].

2.3.2.2 Octinoxat

Cinnamaty, zahrnujici octinoxat a cinoxat, jsou jedny z nejpopularngjsich UVB filtri v USA,
jelikoz nevytvaieji skvrny a jen vzacné zpusobuji podrazdéni. Vzhledem k tomu, ze vykazuji
mensi u¢innost a maji i nizsi vodéodolnost, vyzaduji opalovaci krémy s aktivni latkou na bazi
cinnamatt Castéjsi aplikaci. Pfestoze po vystaveni slunci degraduji a tim se snizuje i jejich
efektivita, enkapsulacni techniky umoziuji jejich fotostabilitu zlepsit [2].

2.4 Oznaceni SPF (,,sun protection factor)
SPF se pouZziva k oznaceni uc¢innosti UVB filtru. Vyrobek s ochrannym faktorem 15 odfiltruje
94 % UVB paprskt, vyrobek s ochrannym faktorem 30 jich odblokuje 97 % [2].

Tento faktor udava pomér energie UV zafeni potiebné k vytvoreni MED (,,minimal
erythemal dose*) v chranéné pokozce ku nechranéné pokozce [11].

minimalni eryt.davka v chran. pokozce

SPF=——— , , (1)
minimalni eryt.davka v nechran. pokozce

Velice jednoducha a spolehliva je metoda ur¢eni SPF in vitro, kdy se u zfedéného vzorku
zmé&fi absorbance v rozmezi 290-320 nm s krokem 5 nm. Ze ziskanych dat vypocitame SPF

pomoci Mansurovy rovnice [12].
320

SPF=CF- ) EE(1)- 1(2)- Abs() 2

290
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Kde CF je korela¢ni faktor (10), EE ()) je erytmogeni efekt zateni pii dané vinové délce, Abs
(L) je spektrofotometricka absorbance vzorku pii dané vinové délce. Hodnoty EE-l jsou
konstanty, které stanovili Sayre a kolektiv (1979) a jsou zobrazeny v tabulce 1 [11].

Tabulka 1: Hodnoty konstant EE‘l pro Slunecni zdrené o vinovych délkach 290-320 nm s krokem
5nm.

A [nm] | 290 295 300 305 310 315 320
EE-I 0,0150 | 0,0817 | 0,2874 | 0,3278 | 0,1864 | 0,0837 | 0,0180

2.5 Reaktivni ¢astice

Reaktivni druhy kysliku ROS tvoii nedilnou soucast metabolismu tkani, tedy i pokozky.
Vétsina kysliku v téle je pouzita v bunééném metabolismu. Molekularni kyslik je pomoci fady
reakci, kdy je odstranovan elektron, pfeménovan na superoxidovy anion (O2™), peroxid
vodiku (H20.), hydroxylovy radikal (HOe), az nakonec na vodu. K vétsin¢ téchto reakci
dochazi v mitochondriich a jsou spojeny s produkci energie [13].

Superoxidovy anion, hydroxylovy radikal a peroxylovy radikal patii mezi volné radikaly,
coz jsou atomy nebo molekuly s neparovym elektronem. Tyto Castice jsou vysoce chemicky
reaktivni s kratkou dobou Zivota. Proto reaguji pfimo v misté, kde jsou tvoreny [13].

Dal3i reaktivni ¢astice jako je molekularni kyslik, singletovy kyslik (*O2) a peroxid vodiku
jsou schopné nastartovat oxidativni reakci a vytvofit tak volné radikaly. Spole¢né tyto volné
radikaly a reaktivni molekuly kysliky tvofi reaktivni druhy kysliku (ROS) [13].

2.6 Antioxidanty

Jsou podle definice Halliwell a Gutteridge (1989) jakékoli latky, které jsou jiz pti nizkych
koncentracich schopny zpomalovat nebo inhibovat oxidaci substritu o vysokych
koncentracich v porovnani s koncentraci této latky. Takto definované antioxidanty zahrnuji
jak latky enzymatické, tak neenzymatické povahy [14].

2.6.1 Karotenoidy
Tvoti skupinu barviv od Zluté po Cervenou barvu, které jsou hojné rozsifeny V rostlinach,
nékterych bakteriich a houbach. Jsou tvofeny z isoprenovych jednotek a jejich barevnost je

Karotenoidy jsou syntetizovany pouze rostlinami, ale pomoci potravniho fetézce se
dostavaji 1 do tél Zivocichi, ve kterych maji specifické funkce, nebo plni funkeci dilezitych
provitaminli. Karotenoidy jsou lipofilni, ale pokud obsahuji polarni hydroxylové a
karbonylové skupiny, maji vyssi afinitu k rozhrani voda/olej [16]. Rada téchto pigmentl je
pro-vitaminem A, a proto jsou nezbytné jak pro zvitata, tak pro lidi [15].

Je znamo okolo 600 karotenoidili, pro fotoprotekci se hodi zejména B-karoten [1]. Je to
lipofilni pigment oranZovo-Cervené barvy, obsazeny v ovoci, zelenin€ a listnatych rostlinach.
Je vstfebavan v dvanactniku a uchovéavan v tukové tkani. Kromé& metabolickych funkci
vykazuje i antioxidacni vlastnosti. Beta-karoten je schopen zhasSet singletovy kyslik bez
degradace a reagovat s volnymi radikaly jako je hydroxylovy, peroxylovy a superoxidovy
[17].
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2.6.2 Vitamin E

Vitamin E je hlavnim antioxidantem rozpustnym v lipidech. Vyskytuje se ve vSech ¢astech
pokozky od dermis pies epidermis a i ve stratum corneum [18]. Vysoké zastoupeni vitaminu
E je v rohové vrstvé pokozky, kam je dopravovan pomoci mazu [13].

Je tvoifen osmi molekulovymi formami (Ctyfmi tokoferoly a Ctyfmi tokotrienoly). Jeho
molekuly jsou slozeny z hydrofobniho pentylového fetézce, ktery se zabudovava do
membrany a polarni chromanolové hlavy, ktera je vystavena na povrchu. Hydroxylové
skupiny na chromanolové hlavé jsou nezbytné pro antioxidac¢ni aktivitu [13]. Tokoferoly maji
fytylovy bocni fetézec, tokotrienoly maji isoprenoidni polynenasyceny fetézec, ktery je vice
rigidni [18].

Hlavni funkci vitaminu E je zabranéni lipidové peroxidaci. Kdyz ROS napadne
membranové lipidy, peroxidovy radikdl mize vytvorit dalsi peroxidové radikaly, a to pak
vede k fetézové reakci, kterda mize narusovat strukturni integritu membrany. Tokoferoly a
tokotrienoly vychytavaji a zhaseji peroxidové radikaly a tim ukoncuji fetézovou reakci.
Mohou také zhaset singletovy kyslik. Jakmile je vitamin E zoxidovan, muze byt opét
regenerovan na svou redukovanou formu pomoci kyseliny L-askorbové [13].

2.6.3 Kyselina L-askorbova
Kyselina askorbova je ve vodé rozpustny vitamin [19]. Tento specificky donor elektront
pusobi jako kofaktor hydroxyla¢nich reakci zapojenych v produkci kolagenu (obsazeného
V pojivové tkani kosti a pokozky), mozkovych neurotransmitert a peptidovych hormont
hypofyzy [19].

Vitamin C ma také fadu dal$ich pouziti. Je silnym antioxidantem, ktery chrani LDL
(nizkodenzitni lipoproteiny) pfed oxidaci, snizuje obsah Skodlivych radikall v Zaludku a
podporuje absorpci zeleza [21]. Kyselina L-askorbova pomaha pii regeneraci vitaminu E [1].

2.6.4 Polyfenoly

Fenolické slou€eniny jsou pfitomny v rostlinach a tim i v nasi potravé. Patii mezi sekundarni
metabolity [22]. Mezi nejbéznéjsi skupiny polyfenoli patii flavonoidy, fenolové kyseliny a
lignany. Ochranny Uc¢inek polyfenolil spoc¢iva v jejich schopnosti zhaset reaktivni kyslikové
radikaly a snizovat jejich tvorbu pomoci chelatace ptfechodovych kovi, predevsim zZeleza,
které jsou schopné generovat vysoce reaktivni hydroxylové radikaly. Polyfenoly chrani
lipoproteiny o nizké hustoté pfed oxidacni modifikaci, kterd je povazovana za jeden
z klicovych d&t pfi rozvoji arterosklerézy. Mohou také pisobit proti vzniku krevnich
srazenin a tim snizovat riziko infarktu myokardu a mozkové mrtvice [23].

Katechin je antioxidant patiici mezi flavonoidy. Vychytava volné radikaly a zabranuje
poskozeni vyvolané radikaly u mnoha biologickych systémt. Pti fyziologickém pH potlacuje
tvorbu DNA zlomil. Bylo také potvrzeno, Ze zabranuje oxidaci lidské plazmy. SniZuje
spotfebu endogennich antioxidantli rozpustnych v tucich a inhibuje oxidaci lipida [24].

2.7 Enkapsulace
Enkapsulace do vesiklt by m¢la aktivni latky stabilizovat, chranit v kosmetickych ptipravcich
a umoznit jejich postupné a kontrolované uvolinovani [25].
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Mezi antioxidanty, které je mozné inkorporovat do lipidové dvojvrstvy liposomu, patii
vitamin E, karotenoidy, flavonoidy rozpustné v tucich [25]. Flavonoidy rozpustné ve vodé a
kyselinu L-askorbovou je mozné enkapsulovat do stfedni vodni ¢asti liposomu.

2.7.1 Liposomy

Liposomy jsou vacky tvofené ptirodnimi nebo uméle piipravenymi lipidy (fosfo- a
sfingolipidy) a mohou obsahovat dalsi souc¢asti dvojvrstvy jakou je cholesterol a hydrofilni
polymery konjugovanych lipida [26]. Schopnost samotvofeni maji diky své amfifilni povaze.
Polarni hlavicka se nasméruje do polarniho rozpoustédla (vody) a tim chrani nepolarni konce
[27]. Struktura liposomd je identicka se strukturou bunééné membrany. Diky této podobnosti
byly navrzeny jako vhodny nosicovy systém pro zlepSeni ptenosu aktivnich latek do ktze
[28]. Poprvé byly v 70. letech navrzeny pro dopravu Iéciv [27].

Liposomy lze rozdélit na ne€kolik skupin podle metody ptipravy, poctu vrstev a velikosti.
Podle lamelarity rozliSujeme jednolamelarni liposomy (ULV ,unilamelar vesicules) a
multilamelarni MLV, podle metody piipravy REV pfipravované metodou odpafovani reverzni
faze, FPV metodou French press, TLE odpafeni na tenké vrstvé a EIV vstfikovanim etheru
nebo popfipadé ethanolu. Posledni je rozdéleni podle velikosti SUV malé jednolamelarni a
LUV velké unilamelarni vacky. Klasifikace pomoci lamelarity a velikosti je pouzivano
nejcastéji [29].

2.7.1.1 Odpateni na tenké vrstvé TLE

MLV se tvoii samovoln¢, pokud je k vysusenému lipidu ptfidan nadbytek vodniho pufru.
Nejprve je nutné pfipravit homogenni smés lipidi v organickém rozpoustédle. Nejcastéji se
pouziva chloroform nebo smés chloroformu a methanolu. Obvykly obsah lipidi je 10-20 mg
na mililitr organického rozpoustédla. Je mozné pouzit i vyS$i koncentrace, zalezi na
rozpustnosti a miseni lipidd. Jakmile jsou lipidy dikladné rozmichany v rozpoustédle,
organické rozpoustédlo se odstrani pomoci odparky a lipidy vytvofi tenky film [30].

Hydrata¢ni krok je provadén pii teploté piechodu lipidu ze stavu gelového do stavu
fluidniho nebo nad ni. Aktivni latka mize byt podle své rozpustnosti rozpusténa ve vodnim
pufru nebo v organickém rozpoustédle [31].

Lipidovy film je nutné diikladné vysusit, aby se dosdhlo tplného odstranéni organického
rozpoustédla [30]. Doba, po kterou je lipidovy film hydratovan, intenzita michani a tloustka
lipidové vrstvy ovliviluje fadu vlastnosti liposomu napfiklad mnozstvi aktivni latky
enkapsulované do liposomu, velikost liposomu a lamelaritu [29]. Tato technika bohuzel ¢asto
zanechdva ve vytvorenych liposomech velké mnoZstvi organického rozpoustédla, coz je
nezadoucim faktorem.

2.7.1.2 RP-TLE
Tato metoda umoziiuje piipravu liposomu s vysokym pomérem prostoru vyplnéného vodnim
roztokem ku mnozstvi lipidli, v porovnani s liposomy pfipravenymi runim tiepanim je tento
pomer Ctyfikrat vétsi, s vysokym procentovym zastoupenim ve vodé rozpustného materialu.
Vznik liposomi je v tomto piipadé zalozen na vytvoieni pifevracenych micel [32].

Cely proces se sklada ze dvou krokli. Prvnim je pfiprava emulze fosfolipidii a pufru
Vv prebytku organické faze, coz je emulze vody v oleji a nasledné odstranéni organické faze pti
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snizeném tlaku. K vytvoreni emulze se ¢asto vyuzivaji mechanické techniky a ultrazvuk [29].
Pomalym odstranovanim rozpoustédla se z emulze tvorené micelami vytvoii gelovitd hmota.
Pti dal$im odpatfovani se gel zhrouti a nékteré prevracené micely se narusi. Prebytek
fosfolipidii vede k seskupeni druhé vrstvy okolo micel a tim k vytvofeni liposomu. [32].

2.7.1.3 Sonikace
Je nejrozsifenéjsi metodou pro ptipravu SUV. Multilamelarni liposomy jsou sonikovany
pomoci vanickového nebo sondového sonikdtoru. Mezi dalsi metody, kterymi lze z MLV
piipravit LUV a SUV, patii také French press a membranova extruze [32, 33].

Hlavnimi nevyhodami liposomt pfipravenych pomoci sonifikace, jsou maly vnitini objem
a tim 1 nizs$i enkapsulacni UcCinnost, degradace fosfolipidii a sloucenin k enkapsulaci a
V neposledni fadé také kontaminace kovy ze sonikacni sondy. Béhem sonikace nemusi dojit
K rozbiti vSech multilamelarnich vesikulti, a tak mohou koexistovat spolu s malymi
unilamelarnimi vesikly, coZ je opét nezadouci [32].

2.7.1.4 Membranova extruze

Pii membranové extruzi je suspenze multilamelarnich vacki extrudovana nékolikrat pies
polykarbonatové membrany se stejnymi pory valcovitého tvaru. Stiedni velikost liposomu se
snizuje se zvySujicim se transmembranovym tlakem a poctem cykll extruze. Minimalni
dosazitelnd velikost je pak ovlivnéna zvolenou velikosti pori v membrané. Tato metoda je
velice ¢asto pouzivanou pro redukci MLV na SUV a LUV [33].

2.7.2 Marinosomy

Pro prevenci a 1é€eni koznich onemocnéni byly navrzeny Marinosomy®, coz jsou liposomy z
ptirodniho motského extraktu lipidii obsahujiciho vysoky podil polynenasycenych mastnych
kyselin (PUFA). Nejvice jsou mezi PUFA zastoupeny eikosapentaenova (EPA, 20:5n — 3) a
dokosahexaenova kyselina (DHA, 22:6n — 3). Piestoze se tyto kyseliny pfirozené v pokozZce
metabolity, které skytaji vyhody pfi poruchach tykajicich se zanéti kize [34].

Pro ziskani DHA a EPA z komplexnich pfirodnich lipida lze vyuzit napfiklad extrakci
lipida dle Folche. Tato metoda byla navrzena roku 1951 Jordi Folchem. Pavodni postup
zahrnoval dva kroky. V prvnim je vzorek homogenizovan s rozpoustédly (chloroform a
methanol v poméru 2:1) a zfiltrovan. V druhém kroku je filtrat promyt desetinasobnym
objemem vody od nelipidickych necistot. Spodni chloroformova faze obsahuje lipidy a vrchni
vodna faze obsahuje necistoty. Tento krok zahrnoval ztratu 1 % lipida [35].

Tato metoda je vhodna pro vzorky s vys$§im obsahem vody a polarnich lipidi jako
fosfolipidli a komplexnich lipidd, tedy zdroji Zivocisného puvodu. Proto se vyuziva pro
analyzu masa a masnych vyrobkl.. Methanol umozni kvantitativni extrakci lipidit vdzanych na
bilkovinné podily. Ztraty gangliosidii a n¢kterych dalSich velmi polarnich lipidil se daji sniZit
ptidavkem chloridu draselného nebo chloridu vapenatého do promyvaci vody [36].

2.7.2.1 Charakterizace extraktu lipida

Pro charakterizaci lipidt se velice ¢asto pouziva TLC a plynova chromatografie. Samotné
lipidy vSak nejsou tékavé, a proto je nutné pred analyzou pomoci plynové chromatografie
prevést mastné kyseliny, které obsahuyji, na estery.
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2.7.2.2 Tenkovrstva chromatografie

TLC se Kk analyze lipidi vyuziva jiz pies 30 let. Nevyzaduje drahé vybaveni a mulze byt
vyuzita jak k analytickym, tak k preparativnim 0celim. Pro separaci skupin lipidi se
nejCastéji pouzivaji desky se silikagelem obsahujici siran vapenaty jako pojivo. Bézné
pouzivanou vyvijeci smési je hexan:diethyl ether:kyselina mravenci (80:20:2 objemovym
podilim) [37]. Schéma chromatogramu je zobrazeno na obrazku 1.

—=mmmm— | estery cholesterolu

- triacylglyceroly

volné mastné kyseliny

cholesterol

1,3-diacvlglyceroly
1,2-diacvlglyceroly
monoacylglvceroly

fosfolipidy

Obrazek 1: Schéma separace jednoduchych lipidii na silikagelu pomoci TLC s vyvijeci smési o slozeni

hexan:diethyl ether: kyselina mravenci (80:20:2 objemovym podiliim) [37]

2.7.2.3 Bazicky katalyzovana esterifikace a transesterifikace

Pro transesterifikaci 0-acyl lipidu se ¢asto vyuziva metoda bazicky katalyzované esterifikace,
jelikoz je velice rychla a probiha pfi laboratorni teploté. Nejcastéji pouzivanym bazickym
katalyzatorem je roztok methoxidu sodného v bezvodém methanolu 0 koncentraci
0,5 mol-dm3, ale pouzivaji se i methoxid nebo hydroxid draselny [37].

2.7.2.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda urcena k déleni a stanoveni plynt, kapalin 1
pevnych latek s bodem varu do 400 °C. Jakozto chromatograficka metoda je tedy zalozena na
rozdélovani slozek mezi dvé faze, pohyblivou mobilni fazi, kterou je zde nosny plyn a
nepohyblivou stacionarni fazi. Stacionarni faze u naplnovych kolon mize byt pevna latka
(aktivni uhli, silikagel, polymerni sorbenty a dalSi) nebo vysokovrouci kapalina nanesena
Vv tenké vrstv€ na pevném, inertnim nosici. Kapildrni kolony vyuZivaji jako nosi¢ stacionarni
faze ptimo upravenou vnitini sténu kiemenné kapilary [38].

Nastiiknuty vzorek je po odpafeni v injektoru unasen nosnym plynem do kolony.
Jednotlivé slozky vzorku se sorbuji na zacatku kolony ve staciondrni fazi a poté desorbuji
¢istym nosnym plynem. Kazda slozka postupuje kolonou vlastni rychlosti a postupné vychazi
z kolony v pofadi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant a vstupuje do detektoru. Detektor
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ur¢uje okamzitou koncentraci separovanych latek a tuto informaci plynule registruje a
zaznamenava do formy chromatogramu, ktery urCuje zavislost signalu detektoru na ¢ase [38].
Molekula slozky stravi v kolon¢ urcity Cas, ktery se oznacuje jako retencni tr. Tato doba je
slozena z mrtvého Casu tm, kdy molekula zistavala v mobilni fazi a redukovaného reten¢niho
Casu tr’, kdy slozka setrvavala ve stacionarni fazi [39]. Pro vyhodnoceni kvality se vyuziva
informace o poloze piku, pro kvantitu plocha piku [38].
Plynovy chromatograf obsahuje tyto hlavni ¢asti:

e z4asobnik mobilni faze (nosného plynu)

e (istici zatizeni — zachycuje vlhkost a necistoty nosného plynu

e regulacéni systém pro staly nebo programovatelné se ménici pratok nosného plynu

e davkovaci zatizeni

e koncentrator na pocatku kolony

e chromatograficka kolona

e termostat se zafizenim pro izotermickou analyzu a pro analyzu s programovanou

zmeénou teploty

e detektor

e zafizeni na zpracovani a zaznam signalu detektoru a vyhodnoceni analyzy [39].
Nastrik technikou splitless = bez délice toku
Vzorek je zaveden do horké nasttikové komory, kde je urcitou dobu odparovana a poté je
unasen piimo do kolony. Tato technika se vyuziva k analyze zfedénych vzorku a relativné
velkych objemd, které je nutno pouzit pro stopovou analyzu [39].
Plamenové ionizacni detektor FID
Je nejrozsitenéjsim detektorem v plynové chromatografii. Ma schopnost detekovat témeéf
vSechny organické latky V Sirokém rozmezi koncentraci. Tento detektor méfi zmény
elektrické vodivosti vodikového plamene zplsobené ptitomnosti eluované organické latky
[38].

2.7.2.5 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s dlouhymi uhlovodikovymi fetézci. Casto se
vyskytuji ve formé¢ ester jako hlavni slozky lipidi. Ve vyssich rostlinach a zivociSich se
nejcastéji vyskytuji zbytky kyselin s 16 a 18 atomy uhliku, pifedev§im Kyseliny palmitova,
stearova, linolova a olejova. Vétsina mastnych kyselin ma sudy pocet uhlikd, jelikoz dochazi
K jejich biosyntéze spojenim C> jednotek [40].

Podle zastoupeni néasobnych vazeb rozdélujeme mastné kyseliny na nasycené SFA,
mononenasycené MUFA a polynenasycené PUFA.

Nasycené mastné kyseliny jsou béznou slozkou piirodnich lipidi. Jejich molekuly obsahuji
4 az 60 atoml uhliku a maji rovny, nerozvétveny fetézec. Jejich hlavnimi zastupci jsou
kyseliny palmitova (hexadekanova, 16:0) a stearova (oktadekanova, 18:0) [40].

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou se navzajem lisi potem atomu
uhliku, polohou dvojné vazby a jeji prostorovou konfiguraci. Mezi hlavni MUFA vyskytujici
se Vv lipidech patfi kyseliny olejova (cis-oktadec-9-enova, 18:1 cis-9) a palmitolejova (cis-
hexadec-9-enova, 16:1 cis-9) [40].

Nenasycenych mastnych kyselin s nékolika dvojnymi vazbami se V ptirodnich zdrojich
vyskytuje v podstatném mnozstvi jen n&kolik. Casto se setkame s jejich t¥idénim podle polohy
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prvni dvojné vazby od koncové methylové skupiny. Rada n-6 (w-6) polyenovych kyselin mé
prvni dvojnou vazbu na Sestém uhliku od konce fetézce [40]. Vyskytuji se predevsim
v rostlinnych olejich, obsahuji i protizanétlivy mediator kyselinu arachidonovou [1]. Obdobné
pak u fady n-3 (®-3) se nachazi prvni dvojna vazba na tetim uhliku od methylového konce
molekuly [40] a vyskytuji vrybim tuku [1]. Nejvyznamné&jSimi zastupci jsou kyselina
linolova (9cis,12cis-oktadeka-9,12-dienova kyselina, 18:2 cis-9, Cis-12), jeji zkraceny zapis je
18:2n-6. Vyskyt masnych kyselin stfemi az Sesti dvojnymi vazbami je méné Casty.
Vyznamnymi zastupci jsou kyselina linolenova s tfemi dvojnymi vazbami, arachidonova se
Ctyfmi dvojnymi vazbami, EPA (eicosapentaecnova) s péti dvojnymi vazbami a DHA
(dokosahexaenova) s Sesti dvojnymi vazbami [40].

2.8 Charakterizace Castic

Aby bylo mozné pfipravené liposomalni Castice dale zkoumat a porovnavat jejich vhodnost
pro vybrana uplatnéni, je nutné je charakterizovat z hlediska enkapsula¢ni ucinnosti, velikosti
a stability.

2.8.1 Metody charakterizace enkapsula¢ni uc¢innosti

Enkapsula¢ni uc¢innost nam udava, kolik procent z aktivni latky se inkorporovalo do

liposomu, at' uz do jejich dvojvrstvy nebo do wvnitini kavity. Abychom mohli urcit

enkapsula¢ni u¢innost, je nutné nejprve urcit koncentraci aktivni latky v okolnim roztoku.
Podle povahy enkapsulovanych latek byvaji pro stanoveni jejich obsahu zvoleny metody

jako vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, UV-VIS spektrofotometric a titra¢ni

stanoveni.

2.8.1.1 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda zalozena na separaci slozek vzorku mezi nepohyblivou
(stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi. Pohybem mobilni faze je vzorek unasen soustavou.
Jednotlivé slozky vzorku jsou zadrzovany stacionarni fazi rizné dlouho, tak jsou od sebe
separovany. Na déleni se podileji interakce sloZek vzorku se stacionarni fazi a rovnéz také
zvolena mobilni faze [39].

Pro zvySeni u€innosti kapalinovd chromatografie se béhem poslednich let vyvinula HPLC
(,High Performace Liquid Chromatography*). Jeji vyhodou je vysoka rychlost a u¢innost,
kterych je dosazeno diky vysokému pritoku a tlaku mobilni faze a diky pouziti kratkych
kolon naplnénych jemnymi ¢asticemi. Pohyb eluentu je zabezpecen vysokotlakym Cerpadlem
[39].

Prestoze je kapalinova chromatografie méné citlivd (mensi rozliSeni), je velice Casto
vyuZivana ke kvantitativnim analyzam, jelikoZ umoznuje analyzu 1 mélo tékavych sloucenin

[6].

2.8.1.2 RP-HPLC

Kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi, neboli reverzni chromatografie (,,Reversed-
Phase Chromatography“, RP) s nepolarni stacionarni a polarni mobilni fazi, umoziuje
separaci velkého mnozstvi organickych sloucenin, ale i komplext elektricky neutralnich,
popiipadé¢ s omezenou polaritou. Retence sloucenin klesa v fadé: aklany > aromaty >
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halogenové derivaty uhlovodikti > ethery > nitroslouceniny > estery > aminy > amidy >
karboxylové kyseliny > sulfonové kyseliny [42].

Nejcasté&ji se jako detektor vyuziva UV-VIS spektrometr. Mize byt pouzit jak spektrometr
s jednou vilnovou délkou nebo detektor s diodovym polem DAD, ktery umozinuje snimat pro
kazdy pik celé spektrum a tim poslouzit i pro identifikaci [6].

2.8.1.3 UV-VIS spektrometrie
Jak jiz bylo zminéno vyse, spektrometrie byva velice ¢asto pouzivana pii detekci po separaci
pomoci chromatografie. Je mozné ji vSak pouzit i jako samostatnou metodu.

Absorpcni spektrofotometrie patii mezi optické metody zalozené na interakci vzorku
s elektromagnetickym zafenim. Oblast pouzitého zafeni se pohybuje od UV v rozmezi 200—
400 nm do viditelného zateni 400—-800 nm [39].

Kvantitativni analyza je zalozena na Lamber-Beerové zakon¢, kdy hodnota absorbance A
je piimo imérna latkové koncentraci ¢ [mol-dm ] pii dané vinové délce a zavisla na tloustce
kyvety | [cm] a molarnim absorpénim koeficientu & [dm3 mol *-cm™].

A=g, -c-l (3)

Platnost tohoto zakona je dodrzena pro monochromatické zateni pfi nizkych koncentracich
(mensich nez 1072 mol-dm~3) [39].

Pokud bychom chtéli ur¢it obsah UV-filtru jiz v kosmetickém ptipravku, byla by naSe
prace ztizena faktem, ze prostiedi, v kterém je dany filtr rozptylen, by mohlo interferovat [6].

2.9 Charakterizace velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla
Castice se v roztoku neusporadané pohybuji diky tomu, Ze do nich naraZeji okolni molekuly.
Tento pohyb je oznacovan jako Browniv pohyb. Rychlost pohybu ¢astic zavisi na jejich
velikosti. Je znamo, Ze malé molekuly se v roztoku pohybuji rychleji a velké pomaleji. Tento
pohyb Castic neustdva, a proto potfidime-li za sebou dva snimky ve velice kratkém Casovém
sledu (100 pS), mizeme vidét, jak moc se Castice pohnula, a tak zjistit i jak je velka. Pokud
zname vztah mezi diftzni rychlosti a velikosti, miizeme uréit velikost ¢astice [43].
Dynamicky rozptyl svétla (PCS — fotonova korela¢ni spektroskopie) méfi Browniiv pohyb
a vztahuje ho k velikosti ¢astice. Castice vzorku jsou osvétlovany laserem a nasledné jsou
analyzovany odchylky intenzity rozptylu svétla [43].

2.9.1 Charakterizace stability ¢astic
Zeta potencial se méti pomoci kombinace elektroforézy a laserové Dopplerové velocimerie
(laserova Dopplerova elektroforéza). Tato technika méfi, jak rychle se Castice pohybuji
Vv kapalin€ v elektrickém poli. Jakmile zndme rychlost pohybu ¢astice a velikost pouZitého
elektrického pole, mizeme pomoci dvou zndmych konstant vzorku (viskozita a dielektricka
konstanta) vypocitat zeta potencial [43].

Rozsah zeta potencialu udava potencidlni stabilitu koloidniho systému. Pokud maji veskeré
Castice systému vyrazné¢ negativni nebo pozitivni zeta potencial, budou se navzijem
odpuzovat a naopak nebudou mit tendenci k shlukovani. Pokud vSak maji ¢astice nizky zeta
potencial, nepisobi na n¢ zadné odpudivé sily a dochazi k flokulaci. VSeobecné se za hrani¢ni
hodnoty povazuji —30 mV a + 30 mV. Pokud je zeta potencial mezi t€émito hodnotami, pak

19



takovéto Castice povazujeme za nestabilni [43]. Obrazek 2 znazornuje Castici s negativnim
povrchovym nabojem, jeji elektrickou dvojvrstvu a zeta potencial.
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Obrdzek 2: Zndzornéni cdstice se zapornym povrchovym ndabojem. Prevzato a upraveno z [43].

Hodnota zeta potencialu je vyrazné zavisla na pH. Hodnota pH, pfi které je cCastice
neutralni se nazyva isoelektricky bod. Pfi tomto pH je systém nejméné stabilni [43].

2.10 Emulze

Pro sledovani vlastnosti a predev§im stability ¢astic v modelovém prostiedi byly z divodu
pouziti v kosmetice vybrany emulze. Z velkého mnozstvi kosmetickych vyrobkt patii prave
emulze mezi nejpouzivangjsi. Pokud ma emulze kapalny charakter, oznacujeme ji jako lotion
(pletovou vodu). Krém je pak emulze vyskytujici se v polotuhém stavu [44].

Podle TUPAC jsou emulze definovany jako kapicky tekutiny nebo fluidni krystaly
dispergované v kapaling. Dispergovana faze je také oznaCovana jako vnitini a vnéjsi faze jako
kontinudlni. Pokud je vnitini faze lipofilni, napf. rostlinny olej nebo parafin dispergovany
v hydrofilnim vodnim prostiedi, ziskame emulzi typu oleje ve vodé o/v, v opaéném piipadé
pak emulzi vody v oleji v/o [44].

Emulze vykazuji veskeré vlastnosti metastabilnich koloidl jako je Brownilv pohyb, vratny
fazovy prechod jako vysledek interakci kapek a nevratny fazovy piechod, ktery obecné
zahrnuje jejich zniceni [45].

2.10.1 Mechanismus emulzifikace
K vytvotfeni emulze je nutna voda, olej, surfaktant (povrchové aktivni latka) a energie. Velice
dulezitd je metoda, kterou pouzijeme na smichani vSech potfebnych komponent. Pokud
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chceme vytvorit makroemulzi, tak staci pouze pouzit k dispergaci vysokorychlostni michadlo.
energie [46].

Pro ziskani emulze s kapkami o priméru v rozmezi 100-500 nm se pouziva ultrazvuk a
vysokotlaky homogenizator, jelikoz oby¢ejné michani neposkytuje pozadovany energeticky
efekt [46].

Pridavek emulgatoru hraje pfi formovani emulzi zasadni roli tim, ze snizuje mezifazové
napéti. Emulgatory také pomahaji stabilizovat vzniklé emulze. Jak jiz bylo zminéno vyse,
emulze jsou metastabilni systémy a jednotlivé faze se snazi oddélit diky koalescenci, napf.
pokud se jednotlivé kapky spoji. Tento proces je tedy mozné zpomalit pifidavkem vhodného
surfaktantu [44].

Molekuly emulgatoru se adsorbuji na povrchu olejovych kapek béhem homogenizace a
zajist'uji ochrannou membranu, ktera brani kapkam ve flokulaci a koalescenci [45]. Hydrofilni
¢ast emulgatoru je v kontaktu s vodni fazi a lipofilni ¢ast je ve styku s lipofilni fazi. Velké
molekuly mohou svymi lipofilnimi ¢astmi zasahovat az do olejové faze a tim ji stabilizovat.
Pridavek latek zvySujicich viskozitu dale zvySuje stabilitu emulzi a také zlepSuje konzistenci
[44].

2.10.2 Analyza emulzi pomoci analytické centrifugace
Jednim z hlavnich divodu koloidni nestability emulzi je separace fazi podle mérnych
hmotnosti, obecné oznaCovanym jako sedimentace. Jednd se o proces, pii kterém dochézi
vlivem putisobeni hmotnostni (objemové) sily vyvolané gravitaénim zrychlenim Kk oddéleni
dispergovanych ¢astic od disperzniho prostfedi. Smér usazovani zavisi na rozdilu hustot, kdy
Castice s vysSi hustotou nez disperzni prostiedi se pohybuji ve sméru gravitacniho zrychleni a
Castice s niz§i hustotou proti nému. Proto v pfipadé emulze tuku ve vodé hovotfime o
vyvstavani tuku. Rychlost pohybu castice vy pfi pomalém usazovani, kdy je hodnota
Reynoldsova kritéria pro usazovani Rey<0,2, které je obvyklé pro malé ¢astice, vyjadiujeme
pomoci Stokesova vztahu. Jelikoz je usazovani v gravitaénim poli obvykle relativné pomalé,
je vhodné pro ucely hodnoceni sedimentani stability proces separace fazi urychlit a to tak, Ze
gravita¢ni zrychleni nahradime zrychlenim odstfedivym. Casto se pro vyjadfeni odstfedivého
zrychleni pouziva relativni nasobek tithového zrychleni.

N w’ @

¢ 981

Ze zavislosti rychlosti usazovani na odstfedivém zrychleni Ize pak extrapolaci odhadnout
rychlost separace fazi pti skladovani v gravitatnim poli. Za ptedpokladu linearni zéavislosti
pak ktomuto odhadu postaci pouze jeden Uidaj o rychlosti sedimentace pifi pusobeni
zvoleného odstfedivého zrychleni [47].

Pomoci analytické centrifugy tedy miizeme charakterizovat sedimentujici ¢astice, jejich
molekulové hmotnosti, sedimentacni koeficienty a dal$i hydrodynamické vlastnosti (difuzni
koeficient). Z naméfenych dat ziskdvame informace o pfiblizné velikosti a tvaru castic, udaje
o distribuci jednotlivych typu ¢astic ve vzorku a miizeme také sledovat rovnovazné systémy a
urcit jejich rovnovazné konstanty [48].
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LUMisizer je temperovana odstfedivka, ktera umoznuje fotometrické sledovani zmén
koncentrace dispergovanych latek ve vzorku vyvolanych pusobenim odstfedivé sily. Vzorky
jsou umistény v kyvetach, ve kterych je ve zvoleném intervalu sledovan profil transmitance
NIR zafeni [47].

Sedimentace dispergovanych cCastic se projevi vycefenim casti vzorku, tedy zvySenim
transmitance a tvorbou sedimentu, tedy snizenim transmitance [47]. Obrazek 3 znazornuje
schéma analytické centrifugy, princip méfeni a vysledny graf.

5..2300g N R Zdroj NIR

Vzorek

Doba barevné zmény

Transmisni profily

Prostor CCD kamera

Transmise

Radialni pozice

Obrazek 3: Schéma analytické centrifugy prevzato a upraveno[4T]

2.11 Vlakna

Nanovlékna jsou vldkna s primérem menSim nez 100 nm a pomérem stran vétSim nez 100.
Diky jejich charakteristické morfologii se vyrazné lisi od vlaken s mikrorozmeéry, predevsim
v optickych a mechanickych vlastnostech. Proto je pfiprava téchto nanostruktur velice
dulezitym tématem k vyzkumu [49]. Polymerni nanovlakna s podobnou strukturou, jako ma
extracelularni matrix, maji velky vyznam v tkanovém inZenyrstvi pii kontrolovaném
uvolnovani 1é¢iv [50].

Do soucasné doby jiz bylo popsano mnoho metod piipravy nanovldken napt. kresleni,
samosloZeni, syntéza pomoci fizené Sablony, separace fazi a elektrospining. Z vyse
vyjmenovanych technik je nejvice pouzivany diky své jednoduchosti, nizkym nékladim a
moznosti zpracovani Siroké Skaly piirodnich i syntetickych polymert pravé elektrospining
[50].
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2.11.1 Priprava vlaken pomoci elektrospiningu

Elektrospining je zvlaknovaci technika, ktera vyuziva elektrostatické sily k vyrobé jemnych
vlaken zroztoku nebo taveniny. Tato vldkna maji tenéi primér v rozmezi nanometri a
mikrometrii a vétsi povrch nez vlakna spradand béznymi technikami [51].

Samotny proces nezahrnuje zadné slozité reakce a nevyzaduje ani vysoké teploty, proto je
vhodny pro vytvéieni nanovlaken z polymernich biomaterialti a dovoluje ovladat tloustku a
konec¢né slozeni nanovlaken [52].

Hlavnimi komponenty systému jsou roztok polymeru, tryska, zdroj vysokého napéti a
vodivy kolektor [52]. Cela soustava je znazornéna na obrazku 4.

Roztok polymeru je umistén do injekéni stiikacky s tryskou o objemu v tadech mililitrt.
Na kapicku polymerniho roztoku, kterd drzi na hrotu jehly diky povrchovému napéti, je
ptivedeno vysoké napéti. Visici kapka je vysoce elektrizovana a indukovany naboj je rozlozen
po jejim povrchu. ZvySenim intenzity elektrického pole se tvar kapky zméni na koénicky,
znamy jako Taylorav kuzel [53].

Jakmile elektrické pole ptekroc¢i prahovou hodnotu, repulzivni sily ptekonaji povrchové
napéti kapaliny a na Spicce kuzelu se objevi staly proud. Nabity proud je ptitahovan k cili
(kolektoru). Nez dopadne na kolektor, tak je vlivem elongace a odpatfovani rozpoustédla
rychle ztencen a vysuSen. Jak se pramér proudu snizuje, hustota povrchového nédboje se
zvySuje a vzniklé vysoké repulzivni sily rozdéli proud na néckolik menSich proudu.
Vysledkem je ztuhnuti nanovlaken neuspofadané orientovanych na kolektoru [54].

Kolektor

Strikacka Roztok polymeru
l Zvlakiovaci tryska

] o o0

14
3 v

Vysoké napéti l

Obrazek 4: Schéma horizontdlni pripravy vidken pomoci elektrospiningu. Prevzato a upraveno [55].

2.11.1.1 Polyhydroxybutyrat

Polyhydroxybutyrat je jednim z nejvice studovanych polyhysroxyalkanoatt. Tyto polyestery
jsou produkované riiznymi mikroorganismy, jako jsou pidni bakterie, modro-zelené tasy a
nékteré geneticky modifikované rostliny. U mikroorganisml slouzi PHA jako intraceluldrni
zasoba energie a uhliku, maji tedy velice podobné vyuziti jako glykogen u savct. PHB je
biodegradovatelny a biokompatibilni, proto je svyhodou vyuzivan v riznych
biomedicinskych odvétvich [56].
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3 CILE PRACE
Cilem této bakalaiské prace je pfiprava a charakterizace nanocastic a nanovlaken pro aplikaci
v kosmetice.
1. ReserSe zaméfena na materidly a postupy pouzivané k ptipraveé nanocastic a
nanovlaken pro kosmetické ucely.
2. Zavedeni a optimalizace potfebnych metod pfipravy nanostruktur, enkapsulace a
analyzy aktivnich slozek.
3. Experimentalni studie - riizné zptsoby enkapsulace pfirodnich a syntetickych UV
filtrt pro zevni aplikace.
4. Vyhodnoceni vysledkt a diskuse.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Aceton — LachNer (CR)

[-karoten 95 % typ I: synteticky — Sigma (SRN)

BRIJ 72 bez antioxidantu — ICI Surfactants (VB)
Carbomer 980: Sino Lion (USA)

2,6-dichlorindofenol — Sigma-Aldrich (SRN)

Diethyl ether>99% — VWR (USA)

DL-a-tokoferol acetat MERCK (SRN)

Ethanol pro UV-spektroskopii — LachNer (CR)
Eusolex® 2292 — MERCK (SRN)

Eusolex® 9020 — MERCK (SRN)

Chloroform pro HPLC — LachNer (CR)

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3p-olu — Serva (SRN)
(+)-Katechin hydrat — Sigma (SRN)

Kokosovy olej — Purity vision (CR)

Kyselina gallova — Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina chlorovodikova, 35 % — Vitrum-LachNer (CR)
Kyselina L-askorbova 99,7 % — Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina octova > 99 % —Sigma-Aldrich (SRN)
Lecithin from soy bean — Serva (SRN)

Methanol pro HPLC, Gradient Grade — Sigma (SRN)
n-hexan pro HPLC — VWR (USA)

Olivovy olej — Alnatura (SRN)

Palmovy olej — Fabio produkt spol. s.r.o, (SRN)

PHB Lot 720 — Biomer (SRN)

Sucramulse 163 — Alfa Chemicals Ltd (VB)

4.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy (AND HR-120)
Centrifuga — U-32-R, Boeco (SRN)
IMPLEN Nanophotometer UV-VIS (SRN)
LUMIiSizer — Dispersion analyzer — Lum (USA)
Magneticka michacka: Lavat (CR)
Mikrocentrifuga — Mikro 200, Hettich Zentrifugen
Mikroskop — Intraco Micro (CR)
Opticky mikroskop a software DinoCapture
Sestava GC
- Plynovy chromatograf TRACE GC — ThermoQuest S.p.A, (Italie)
- Autosamoler Al/AS 3000
- Kapiléarni kolona DB-23 o rozmérech 60m X 0,25 mm X 0,25 um
Sestava HPLC
- Termostat — Ecom spol s.r.0.LCO 101
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- Pumpa — Finnigan Surveyor MS Pump Plus
- Kolona Eclipse plus XDB-C18, 5um, 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies — USA)
- Detektor — Finnigan Surveyor PDA Plus detektor
Sestava pro elektrospining
- NE-1000 Single Syringe Pump, Labicom (CR)
- Regulovatelny zdroj napéti
Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-7600F (USA)
Spektrofotometr — Helios y, Unicam (VB)
Ultrazvuk — PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SR)
Ultrazvukovy homogenizator/dispergator — Sonopuls, Bandelin (SRN)
Vakuova odparka — HB4 Basic, HBA Labortechnik (SRN)
Vortex — Genius 3, IKA Vortex (SRN)
ZetaSizer Nano ZS — Malvern (VB)

4.3 Optimalizace pFipravy c¢astic

4.3.1 Liposomy
Pro ptipravu liposomi byly nejprve porovnavany tfi metody: odpafovani ten tenké vrstve,
odpafovani na tenké vrstve s reverzni fazi a piiprava pomoci ultrazvuku.

4311 TLE

K 10 ml smési chloroformu a methanolu o objemovém poméru 8:2 bylo Vv bance s kulatym
dnem piidano 80 mg lecithinu a 10 mg cholesterolu. Takto ptipraveny roztok byl dan na
rotatni vakuovou odparku a ponechan, dokud nedoslo k Gplnému odpafeni organickych
rozpoustédel a vytvoreni lipidového filmu. Nasledné byl tento film rehydratovan 10 ml
destilované vody a pomoci vanového ultrazvuku a vortexu.

43.1.2 RP-TLE

K 10 ml smési chloroformu a methanolu o objemovém poméru 8:2 bylo v bance s kulatym
dnem piidano 50 mg lecithinu a 12,5 mg cholesterolu. Takto pfipraveny roztok byl dan na
rotacni vakuovou odparku a ponechan, dokud nedoSlo k Uplnému odpatfeni organickych
rozpoustédel a vytvoreni lipidového filmu. Nasledné¢ bylo pfidano 8 ml etheru a 2 mi
destilované vody. Poté byl vzorek ptelit do kadinky a sonikovan pomoci ty¢ového ultrazvuku
po dobu 1 minuty. Tato smés byla opét pielita do baiky s kulatym dnem a ponechana odpafit
na vakuové rotacni odparce. Vzorek byl zfedén 8 ml destilované vody na koneény objem
10 ml.

4.3.1.3 Sonikace

K lecithinu o hmotnosti 450 mg a 50 mg cholesterolu bylo ptidano 20 ml destilované vody.
Takto pfipraveny vzorek byl sonikovan ty¢ovym ultrazvukem po dobu 4-15 sekund a chlazen
vodou.

Nasledné byla piipravena i fada vzorkti 0 polovi¢nim a ¢tvrtinovém objemu. Metoda byla
vyleps$ena o krok, kdy byly lecithin s cholesterolem rozpustény v chloroformu a po sonikaci
byla kadinka se vzorkem déna na magnetickou michacku s ohfevem, kdy bylo docileno
odpareni chloroformu.
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4.3.2 Liposomy s pifidavkem lipidového extraktu z lososa

Pro ptipravu liposomt s piidavkem lipidového extraktu z lososa byly vybrany pouze metody
TLE a upravena metoda sonikace. Jejich slozeni bylo 10 mg cholesterolu, obsah lipidového
extraktu z lososa byl 2,5; 5; 10; 20; 25; 50 a 100 %. Jako zbytek do 100 % byl ptidan lecithin.

4.3.2.1 Extrakce lipidu dle Folche
Metoda je dimenzovana na 1g vzorku, kdy je jako rozpoustédlo pouzit chloroform a
methanol v objemovém poméru 2:1.

Vzorek byl homogenizovan (obrazek 5) a poté byl 1 g michan s 20 ml extrakéni smési pii
laboratorni teploté po dobu 60 minut. Poté byl extrakt prefiltrovan ptes skladany filtr. Vzorek
z filtru byl pteveden do kadinky a smichan s 10 ml extrakéni smési (0,5 ptivodniho mnozstvi)
a michan opét pfi laboratorni teploté¢ 30 minut. Extrakty z obou krokii byly smichany a bylo
k nim pifidano 36 ml destilované vody (1,2 nasobek) a takto pfipravena smés byla prelita do
centrifuga¢nich kyvet a centrifugovana 5 minut pfi 1 000 ota¢kach za minutu. V kyvetach se
vytvotily dvé faze vrchni pfevazné vodna a spodni pfevazné chloroformova. Vodni faze byla
opatrné odstranéna. Zbylad chloroformova faze byla ptekapana pies bezvody siran sodny
pfimo do zvaZené banky s kulatym dnem a nésledné odpatena na vakuové rotacni odparce pfi
40 °C. Vyextrahované lipidy byly rozpustény v 1 ml chloroformu.

Stejny postup byl proveden jak s 1 g vzorku z ptevazné tuhého podilu, tak i kapalného
podilu. Vytézek extrakce tuhého podilu €inil 0,378 6 g a kapalného podilu 0,522 4 g.

Pro ziskani vétsiho mnozstvi extraktu byl homogenizovany zbytek vzorku 41,84 g
extrahovan smési o objemu 210 ml pies noc. Druhy den byla extrakce dokoncena podle
stejného postupu. Ziskany extrakt lipidd byl poté rozpustén v chloroformu a vysledna
koncentrace extraktu byla 1 g-ml 2.

Obrazek 5: Homogenizat lososového masa

4.3.2.2 Analyza extraktu lipidl pomoci tenkovrstvé chromatografie

Na 5 cm Siroky pruh silufolu, ktery byl ptedem dan na 1 hodinu do susarny vyhiaté na 80 °C,
byly pomoci kapilary naneseny vzorky extraktu z lososa. Takto pifipraveny vzorek byl dan do
vyvijeci komory se smési rozpoustédel.
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Slozeni eluéni smési bylo n-hexan:ether:kyselina octova v objemovych pomérech 80:20:1.
Vzorek pro analyzu byl pied samotnou analyzou pieveden do n-hexanu, kdy 0,5 ml vzorku
bylo odpateno pomoci vakuové odparky a nasledné byl vzorek rozpustén ve stejném mnozstvi
n-hexanu. Vizualizace byla provedena pomoci jodovych par.

4.3.2.3 Analyza extraktu lipidi pomoci plynové chromatografie

Pro analyzu byl pouzit extrakt lipida z lososa v chloroformu o koncentraci 1 g-ml?, ktery
musel byt pfred samotnou analyzou upraven esterifikaci. Vzorek lipidi byl napipetovan do
predem zvazené banky s kulatym dnem. Chloroform ve vzorku byl odpafen pomoci vakuové
rota¢ni odparky, opét zvazen a poté byl pfidan 1 ml n-hexanu. Vysledna koncentrace lipidt ve
vzorku ¢inila 333,8 mg-ml?. Ztakto piipraveného vzorku bylo odebrano vypoéitané
mnozstvi a dano do vialky. Nasledné bylo ptidano 5 ml isooktanu a 0,5 ml metanolického
roztoku KOH. Vialka byla 8 minut protiepavana a poté ponechana 6 minut stat. Po této dobé
doslo k odd¢leni fazi a nasledné bylo mozné odebrat z horni isooktanové vrstvy 1 ml pro
stanoveni methylesterti mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie.

Podminky analyzy zahrnovaly teplotni program nastaveny nejprve na teplotu 60 °C,
néasledn& po 10 min zacal vzestupny gradient 10 °C-min* do 200 °C s vydrzi 10 min, poté
vzestupny gradient 5 °C-min ! do 220 °C s vydrzi 15 min a vzestupny gradient 10 °C-mint
do 240 °C s vydrzi 10 min. Celkova doba analyzy byla 62,67 min. Teplota injektoru byla
nastavena na 250 °C, ,splitless time* byl 5min a davkovani bylo zaji§téno pomoci
autosampleru bez délic¢e toku (objem dévkovaného vzorku 1 pl). Nosnym plynem byl dusik 0
pritoku 0,5 ml-min . Jako detektor byl v této sestavé pouzit plamenové ioniza¢ni detektor.
Jeho teplota byla nastavena na 250 °C, pritok vzduchu na 350 ml-min?, priitok vodiku
35 ml-min* a make-up dusiku na 30 ml-min 2.

4.4 Stanoveni obsahu aktivnich latek

4.4.1 Stanoveni a-tokoferol acetaitu pomoci HPLC s UV-VIS detekci

Stanoveni a-tokoferol acetdtu bylo provedeno pomoci metody HPLC s UV-VIS detekei.
Vzorky &astic byly centrifugovany 5 minut pfi 14 800 ot.-min~t. Poté bylo odebrano 0,5 ml
supernatantu a ten pfefiltrovan ptes filtr o velikosti port 450 nm. Podminky analyzy byly
nastaveny na teplotu 45 °C, priitok 1 ml-min™%, mobilni fize byla absolutni methanol a kolona
Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla provadéna pii vinové délce 289 nm. Retencni ¢as pro o-
tokoferol acetat byl 4,26 min.

4.4.2 Stanoveni p-karotenu pomoci HPLC s UV-VIS detekci

Stanoveni PB-karotenu bylo provedeno pomoci metody HPLC s UV-VIS detekci. Vzorky
Sastic byly centrifugovany 5 minut pii 14 800 ot.-mint. Poté bylo odebrano 0,5 ml
supernatantu a ten piefiltrovan pte filtr o velikosti poért 450 nm. Podminky analyzy byly
nastaveny na teplotu 45 °C, pritok 1 ml-min~%, mobilni faze byla absolutni methanol a kolona
Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla provadéna pti vinové délce 450 nm. Retencni Cas f3-
karotenu byl 10,10 min.
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4.4.3 Titraéni stanoveni kyseliny L-askorbové
1,5 ml vzorku &astic s kyselinou L-askorbovou bylo centrifugovano p¥i 14 800 ot.-min™* po
dobu 5 minut. Na stanoveni byl pouzit 1 ml supernatantu.

Standard kyseliny askorbové o hmotnosti 10 mg byl pfeveden do odmérné banky o objemu
10 ml a doplnén po rysku 2% kyselinou chlorovodikovou. Jako titracni roztok byl pfipraven
2,6-dichlorindofenol o koncentraci 0,000 5 mol-dm 3. K 1 ml standardu bylo pfiddano 10 ml
2% kyseliny chlorovodikové a titrovano do svétle rizového zbarveni. K 1 ml vzorku bylo
pfidano 10 ml 2% kyseliny chlorovodikové a titrovano také do svétle rizového zbarveni.

Pro vzorky dlouhodobé stability bylo pracovano s poloviénim mnozstvim (0,5 ml vzorku a
5 ml 2% kyseliny chlorovodikové.

4.4.4 Spektrofotometrické stanoveni katechinu

Katechin hydrat byl stanoven pomoci metody stanoveni flavonoidu, kdy bylo k 0,5 ml vzorku
ptidano 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% dusitanu sodného. Roztok byl promichan a
nechan pét minut stat. Poté bylo pfiddno 0,2 ml 10% chloridu hlinitého, roztok opét
promichan a po péti minutach bylo pfidano 1,5 ml 5% NaOH a 1 ml destilované vody. Roztok
opét promichan a po 15 minutaich byla méfena absorbance pti 510 nm proti blanku
(destilovana voda). Kazdy vzorek byl pripraven dvakrat a ze ziskanych hodnot byl pomoci
MS Excel vypo&itan primér. Pomoci standardu katechinu o koncentraci 1 mol-dm™ byla
proméiena zavislost absorbance na koncentraci v intervalu od 0,05-0,3 mg-ml 2.

4.5 Stanoveni enkapsulacni uc¢innosti

Enkapsula¢ni ucinnost byla stanovena u vzorkt obou druhd Castic s aktivnimi latkami (a-
tokoferol acetat, B-karoten, kyselina askorbova a katechin hydrat) jako podil koncentrace
enkapsulované latky ku ptivodni koncentraci ve vzorku.

1_Cv roztoku

= ()

Caktivni latka celkem

aktivni latkav cdsticich
EU =
Caktivni latka celkem

Obsahy aktivnich latek byly stanoveny pomoci metod popsanych v kapitolach 4.3.1-4.3.4.)
a nasledné vypocitana enkapsulacni G¢innost pomoci vySe uvedeného vzorce.

4.6 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci DLS a stability pomoci zeta potencialu
Vzorky klasickych liposomtl a liposomi o obsahu lipidového extraktu 2,5; 5; 10 a 20 %
ptipravené¢ metodou TLE a pomoci ultrazvuku byly vhodné zfedény a proméfeny pomoci
ptistroje ZetaSizer Nano ZS.

4.7 Optimalizace sloZeni emulzi

Pro ptipravu emulzi byly vybrany palmovy, olivovy a kokosovy olej a tfi emulgatory BRIJ
72, Sucramulse 163 a lecithin. Obsah oleja v emulzi byl 2; 10 a 30 % a obsah emulgatort
0,05; 0,1 a 0,5 g na 10 ml emulze. Pfipravené emulze byly skladovany pti laboratorni teploté
a jejich stabilita byla sledovana a dale analyzovana pomoci analytické centrifugy.

4.8 Stanoveni vlastnosti systémi pomoci analytické centrifugace
Vzorky prazdnych nanolastic i nanocastic Senkapsulovanymi aktivnimi latkami byly
podrobeny analyze stability pomoci analytické centrifugace v den O a den 8.
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Byla ptipravena 10% emulze palmového oleje ve vode, kdy v 2 ml palmového oleje bylo
ve vodni lazni rozpusténo 0,1 g lecithinu a poté piidano 8 ml destilované vody. Takto
ptfipravena smés byla sonikovana pomoci ultrazvuku po dobu 1 minuty pii vykonu 80 %.
K 0,9 ml takto ptipravené emulze bylo ptidano 0,1 ml vzorku. Poté byly vzorky v emulzi
nadavkovany pomoci stiikacky do kyvet a umistény do centrifugy.

Parametry analyzy byly nastaveny na ¢Ctyfi cykly sdobou trvani 2,5 hodiny, pii
2000 ot. ‘min~%, teplot¢ 25°C a spusténa analyza. Pii centrifugaci byla snimana zména
transmitance vzorku a hodnoty vyneseny do grafu zavislosti transmitance na poloze v Kyvet¢.

4.9 Dlouhodoba stabilita ¢astic a stability ¢astic v modelovych prostiredich

Pro sledovani dlouhodobé stability byly vybrany pouze ¢astice pfipravené pomoci ultrazvuku,
a to klasické liposomy a liposomy s 10% obsah extraktu z lososa s a-tokoferol acetatem, [3-
karotenem, kyselinou L-askorbovou a katechin hydratem.

Tabulka 2: Tabulka sloZeni castic.

aktivni latka [mg] lecithin [mg] |cholesterol [mg] |voda [ml]

a-tokoferol acetat 12,53 40,08 5,08 5
B-karoten 0,50 40,08 5,08 5
kyselina L-askorbova 60,10 80,16 10,15 10
katechin hydrat 7,65 80,16 10,15 10

Pro zhodnoceni stability ¢astic a tedy uvolnovani aktivnich latek byl pouzit nésledujici
VzZorec:
2100 % - (100 % - EU %)
G 100 % (6)

EU %
Kde c1 je ptivodni koncentrace aktivni latky, c2 je koncentrace aktivni latky v roztoku a EU %
je enkaspula¢ni Géinnost v procentech.

Dale byly piipraveny 4 modelova prostfedi destilovana voda, 2; 10 a 30% emulze
palmového oleje v destilované vodé. K takto ptipravenym prosttedim byl pfidan vzorek tak,
aby jeho obsah ¢inil 10 %. Nasledné byly tyto vzorky analyzovany v ¢asovém ramci 0-25
dnti.

4.10 Stabilita liposomu s f-karotenem

Pro piesngjsi urceni stability liposomil s B-karotenem byly proméfeny stability 4. den pro tfi
rizné koncentrace (1; 3 a 6 pg-ml?) ve &tyfech modelovych prostiedich (voda; 2; 10 a 30%
emulze palmového oleje ve vodé).

4.11 Stanoveni SPF in vitro

Vzorky veskerych soucasti Castic, aktivni latky a chemické UV filtry byly vhodné zfedény ve
vhodném rozpoustédle a zmétena jejich absorbance na UV-VIS spektrofotometru v rozmezi
280-320 nm s krokem 5 nm dle metody popsané vySe v kapitole 2.4,
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4.12 Vliakna

Byla pfipravena vldkna 2% roztoku PHB v chloroformu pomoci metody elektrospiningu.
Podminky ptipravy byly: napéti 8,4 kV, pritok 6 ml-hod* a vzdilenost mezi tryskou a
kolektorem byla 21,5 cm. Takto ptipravena vlakna byla pozorovana pomoci elektronového
mikroskopu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace pFipravy nanocastic

Z metod piipravy popsanych v kapitolach 4.3.1.1, 4.3.1.2 a 4.3.1.3 byla pro dalsi experimenty
vybrana pouze metoda pfipravy pomoci ultrazvuku vylepsena o pridavek chloroformu. Tento
krok zamezil sniZzovani koncentrace liposomi vlivem nedokonalé dispergace lecithinu a
cholesterolu ve vode¢, jelikoz se rozpustily a doslo tak k vytvofeni homogeniho roztoku.
Castice pripravené pomoci ostatnich metod vykazovaly vyssi nestabilitu pii dlouhodobém
skladovani pii laboratorni teplots. Céstice vykazovaly niz§i stabilitu, vy$3i agregaci a byla
tedy pozorovana zvysena sedimentace.

Slozeni liposom bylo vzdy stejné a to v zavislosti na objemu 80 mg lecithinu a 10 mg
cholesterolu na 10 ml.

SloZeni liposomu s pfidavkem lipidového extraktu z lososa se od klasickych liposomi
lisilo pouze v obsahu lipidového extraktu z lososa, kdy pro dalsi praci byl vybran pouze 10%
ptidavek lipidi. Tato koncentrace byla ze zkouSenych nejvyssi, pii které stale dochazelo
k vytvofeni filmu na barnice pfi piipravé pomoci metody TLE, a zaroven vykazovala tato
koncentrace vysokou stabilitu, coz bude diskutovano v dalsich kapitolach.

5.2 Stanoveni sloZeni obsahu lipidového extraktu z lososa

Stanoveni slozeni lipidového extraktu z lososa bylo provedeno pomoci TLC a GC. Prvni
metoda nam poskytla pouze vSeobecné poznatky o slozeni vyextrahované smési. Frakce
estert cholesterolu putovala s ¢elem chromatogramu, poté byl nejvyssi podil triacylglyceroli,
dale volné mastné kyseliny. Extrakt obsahoval také nejspiSe cholesterol, mono- a
diacylglyceroly a fosfolipidy. Na obrazku 6 Ize pozorovat, jak se rozdélil vzorek pii analyze
nepolarnich lipidu.
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Obrdzek 6. Chromatogram analyzy nepoldrnich lipidii. 1 — estery cholesterolu, 2 — triacylglyceroly, 3
—volné mastné kyseliny, 4 — cholesterol, di- a monoacylglyceroly a 5 — fosfolipidy

Plynova chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem poskytla podrobné&jsi
informace o slozeni extraktu. Vystupem byl chromatogram zobrazeny na obrazku 7. VVzorek
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se skladal jak z nasycenych, tak mononenasycenych i polynenasycenych mastnych kyselin
V pom¢éru a zastoupeni, které popisuji tabulka 3 a 4.

650.0 4
520.0
390.0
B 6
(mVolt) |
260.0
1 -
, -
130.0
4 8
0.0 T T T T T T T T >
18.0 26.933 35.866 {min) 44,795 53732 62.665
Obrazek 7: Chromatogram zobrazujici sloZeni extraktu lipidii z 10s0sa
Tabulka 3: SloZeni extraktu lipidii z lososa
. . . reten¢ni | koncentrace zastoupeni
Cislo | mastna kyselina cas [mg-ml 1] symbol [%]
1 Myristova 29,15 0,15|C14:0 3,55
2 Palmitova 32,88 0,63 |C16:0 13,12
3 Palmitolejova 33,58 0,18 |C16:1 n9c 3,50
4 Stearova 37,12 0,18 C18:0 3,18
5 Olejova 37,77 2,49 (C18:1 n9¢ 48,81
6 Linolova 39,29 0,89 | C18:2 n6bc 15,67
7 a-linolenova 41,02 0,44 |C18:3 n3 6,18
8 Eicosenova 43,41 0,16 | C20:1 2,42
9 cis-8,14,17-eicosatrienova 3 47,98 0,03 |C20:3n3 0,38
10 |cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenova 49,88 0,01|C20:5n3 0,16
11 |Behenova 50,56 0,37C22:0 1,95
12 |cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenova| 58,33 0,01 |C22:6n3 0,14
13 |Nervonova 58,76 0,12|C24:1 0,96
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Tabulka 4: Zastoupeni jednotlivych druhii mastnych kyselin v extraktu lipidii z lososa.

mastné Kkyseliny zastoupeni [%]

SFA 21,05
MUFA 6,55
PUFA 74,82
n3 6,85

Nejvyssi zastoupeni méla kyselina olejova 48,81 %, poté linolova 15,67 % a také
palmitova 13,12 %. Extrakt obsahoval i 0,17 % DHA a 0,16 % EPA, které se vyskytuji
v moftskych lipidech.

5.3 Stanoveni obsahu aktivnich latek
Pro porovnavani a hodnoceni jednotlivych castic je diilezité analyzovat obsah aktivnich latek
a tim i enkapsula¢ni u¢innost.

5.3.1 Stanoveni a-tokoferol acetatu pomoci HPLC s UV-VIS detekei

Pro stanoveni a-tokoferol acetatu byla pouzita metoda HPLC s UV-VIS detekci viz kapitola
4.4.1. Nejprve byly proméfeny standardy o-tokoferol acetdtu v rozmezi koncentraci 0,6—
0,006 mg-ml*. Nésledné byla tato data vynesena do grafu zavislosti plochy piku (MA) na

koncentraci a prolozena ptimkou linearni regrese o rovnici (7).
MA=15 965 893,19-c (7)

5.3.2 Stanoveni B-karotenu pomoci HPLC s UV-VIS detekci
Pro stanoveni B-karotenu byla pouzita metoda HPLC s UV-VIS detekcich popséna vyse
v kapitole 4.4.2. Po proméfeni standarddi o koncentraénim rozmezi 5,5-40 pg-ml~ byla takto
naméfend data vynesena do grafu zéavislosti plochy piku (MA) na koncentraci a proloZena
ptimkou linearni regrese o rovnici (8).

MA=213224-c (8)

5.3.3 Titracni stanoveni kyseliny L-askorbové
Obsah kyseliny L-askorbové byl stanoven pomoci titratni metody popsané v metodické
kapitole 4.4.3.

5.3.4 Spektroforometrické stanoveni katechin hydratu
Katechin hydrat byl stanoven spektrofotometricky pomoci metody stanoveni flavonoidi
popsané v kapitole 4.4.4. Po proméfeni standardli o koncentraci 0,7—3 mg-ml* byla tato data
vynesena do grafu zavislosti absorbance na koncentraci a prolozena piimkou linearni regrese
o0 rovnici (9).

A=27951-c (9)

5.4 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti
Enkapsula¢ni G¢innost byla vypocitana pomoci vzorce uvedeného v Kapitole 4.5. Vypocitané
hodnoty jsou zobrazeny v tabulce 5 a grafu 1.
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Tabulka 5: Hodnoty enkapsulacnich ucinnosti v procentech pro jednotlivé aktivni latky enkapsulované
do castic

:;te(:gfferol p-karoten gzlif)l:;(?vlg katechin hydrat
Liposomy 29,1 75,3 82,6 48.6
Liposomy s 10%
lipidovym extraktem 41,4 68.8 67,6 55,0

Nejvyssi enkapsulacni G¢innost mély liposomové castice s Kyselinou L-askorbovou
82,6 %, kdy pridavek lipidového extraktu enkapsula¢ni ucinnost snizil o 15 %. Velice dobrou
enkapsulacni u¢innost vykazoval také B-karoten, kdy pfi enkapsulaci do liposomil byla jeho
29,1 %. Celkové byla EU vyssi v liposomech u B-karotenu a kyseliny L-askorbové a
v liposomech s lipidovym extraktem u a-tokoferol acetatu a katechin hydratu.

Srovnani enkapsula¢ni ucinnosti

100

a-tokoferol acetat b-karoten kyselina L- katechin hydrat

) . askorbova
® [iposomy M marinosomy

Graf 1: Porovnadni enkapsulacnich ucinnosti (EU) jednotlivych aktivnich ldtek v Sasticich

5.5 Vizualizace ¢astic pomoci optického mikroskopu

Castice byly vizualizovany pomoci optického mikroskopu a vyfoceny (obrazek 8). Prvni dvé
fotky zobrazuji liposomy a marinosomy pfipraveni pomoci metody TLE. Mizeme vidét, ze
¢astice jsou vetsi a dochdzi i k jejich agregaci. Na dalSich dvou fotkéach jsou zobrazeny téze
Castice pripravené pomoci sonikace. VéEtSina ¢astic je mnohem mensi nez Castice pripravené
metodou TLE.
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20.0 um

20.0 um

Obrazek 8: Snimky castic z optického mikroskopu (TLE liposomy, TLE marinosomy, ultrazvuk
liposomy a ultrazvuk marinosomy)

5.6 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci DLS

Velikost castic byla stanovena pomoci dynamického rozptylu svétla na piistroji ZetaSizer
Nano ZS. Ze ziskanych hodnot byly vytvoteny grafy pro distribuci velikosti ¢astic pfipravené
metodou TLE a pomoci ultrazvuku.

Tabulka 6. Velikosti cdstic pro jednotlivé frakce (intenzitni data)

typ Castic

velikost [nm]

velikost [nm]

typ Castic

velikost [nm]

TLE L 774,13 65,67|UL 263,33
TLE 2,5 986,10 95,54|U 2,5 264,97
TLE 5 836,40 79,20|U 5 218,23
TLE 10 1213,50 154,23 |U 10 216,93
TLE 20 821,05 98,29 |U 20 215,57

Popis vzorku pro tabulku 6 a 7: TLE — piiprava ¢astic pomoci odpafeni na tenké vrstvé, U —
piiprava castic pomoci ultrazvuku, L — liposomy, 2,5 — liposomy s2,5% piidavkem
lipidového extraktu z l0sosa, 5 — liposomy s 5% piidavkem lipidového extraktu z lososa, 10 —
liposomy s 10% ptidavkem lipidového extraktu z lososa a 20 — liposomy s 20% ptidavkem
lipidového extraktu z lososa
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Distribuce intenzitni veliksoti ¢astic TLE

Intenzita [%]
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Graf 2: Distribuje velikosti liposomit a marinosomii pripravenych metodou TLE.

Distribuce intenzitni veliksoti ¢astic ultrazvuk
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Graf 3: Distribuce velikosti liposomit a marinosomii pripravenych pomoci ultrazvuku.
Z grafu 2 je patrné, Ze ¢astice pripravené touto metodou jsou polydisperzni. Obvykle maji dvé
frakce velikosti, jednu okolo 100 nm a druhou okolo 1 000 nm. Pro pouziti do kosmetiky by

byly Castice o velikosti okolo 1 000 nm odfiltrovany nebo by byl pouzit membranovy extrudér
a ¢astice by poté mély vice uniformni velikost.
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Tabulka 7: Velikosti castic pro jednotlivé frakce (objemova data)

typ Castic velikost [nm] velikost [nm] | typ &astic velikost [nm] | velikost [nm]
TLE L 701,77 63,44|UL 299,57 83,76
TLE 2,5 1028,93 97,77|U 2,5 370,07 94,77
TLE 5 749,47 75,69 U 5 266,53 90,54
TLE 10 873,65 137,30 U 10 293,40 108,50
TLE 20 708,75 108,00 | U 20 221,03

Pii porovnavani velikosti ¢astic zobrazenych v tabulkach 6 a 7, lze jiz na prvni pohled
vidét, ze objemova data ndm ukazuji i dalsi frakci ¢astic v nanorozmérech, které intenzitni
data nezobrazuji, jelikoz intenzita odezvy vétSich Castic je vyssi a tim mensi Castice zastini.

Graf 3 ukazuje, Ze Castice pripravené pomoci ultrazvuku maji hlavni zastoupeni velikosti
od 200 nm do 800 nm. Dale mizZeme fici, Ze se zvySujicim se obsahem lipidi extrahovanych
Z lososa se rozptyl velikosti sniZzuje a nejvyssi zastoupeni maji témét vzdy castice o priméru
okolo 400 nm.

5.7 Stanoveni stability pomoci zeta potencialu

Vzorky prazdnych liposomt a marinosomu (2,5; 5; 10 a 20% obsah extraktu z lososa) byly
proméfeny pomoci piistroje ZetaSizer ZS. Z namétenych dat byl vypocitan primér a hodnoty
zeta potencialu pro jednotlivé vzorky byly zaznamenany do grafu 4.

Zgrafu 4 je patrné, Zze za stabilni mizeme oznalit pfedev§im vzorek marinosomu
piipraveny metodou TLE s 10% obsahem extraktu z lososa a marinosomy pfipravené pomoci
ultrazvuku s 20% obsahem extraktu z lososa. Celkové vykazuji vzorky trend vzristajici
stability pfi zvySujicim se obsahu lipidi z lososa. Samotné liposomy jsou pii obou typech
pripravy vzdy nejméng¢ stabilni, tedy pod hranici —30 mV.

Stabilita jednotlivych vzorki
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Graf 4: Stabilita vzorki liposomii a marinosomii pripravenych metodoui TLE a pomoci ultrazvuku
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5.8 Dlouhodoba stabilita ¢astic

Samotné ¢astice ptipravené pomoci metody TLE a ultrazvuku byly ponechany pfti laboratorni
teploté po dobu 3 mésicl. Z obrazku 9 je patrné, Ze Castice ptripravené pomoci metody TLE
po 3 mésicich sedimentovaly a zbyly roztok byl vyceteny. Naopak castice pfipravené pomoci
sonikace stale vykazovaly dobrou stabilitu, kdy roztok byl stidle mlé¢n¢ zbarveny.

Obrazek 9: Liposomy pripravené metodou TLE vievo, liposomy pripravené pomoct ultrazvuku vpravo.

5.9 Optimalizace sloZeni emulzi

Byly testovany emulze piipravené z riznych oleji a emulgatorti popsanych v kapitole 4.7.
Jako nejlepsi emulze byla vyhodnocena 10% emulze palmového oleje ve vodé stabilizovana
pomoci lecithinu. Tato emulze byla nasledné pouzita pro dal$i experimenty. Pro lepsi
konzistenci finalniho vyrobku byl pfidan karbomer. Tyto vzorky jsou zobrazeny na obrazku
10.

Obrazek 10: Finalni vyrobek vievo: 10% emulze palmového oleje ve vode o 10% obsahu castic

stabilizovana lecithinem a zahusténa karbomerem, vpravo: 10% emulze palmového oleje ve vode o
10% obsahu castic stabilizovand lecithinem
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5.9.1 Stanoveni stability ¢astic v modelovych prostiedich a dlouhodoba stabilita
Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi aktivnimi latkami byla testovana ve ¢tyfech modelovych
prostiedich, viz kapitola 4.9. Uvoliovani aktivni latky bylo vypocitano pomoci vzorce (5).
Ziskané hodnoty jsou procenta uvolnéné aktivni latky, ktera se enkapsulovala.

Vysledky dlouhodobé stability liposomu s aktivnimi latkami jsou zobrazeny v tabulce 8.
Z tabulky je patrné, Ze o-tokoferol acetat se vyrazné uvoliuje jiz béhem prvnich ¢tyi dni.
Pozorujeme také zvysSené uvoliiovani v modelovych prostfedich se zvySujicim se obsahem
oleje. Po 25 dnech je stale ve vzorku piitomen, ale pravdépodobné dochazi vlivem degradace
k poklesu koncentrace.

V piipad¢ B-karotenu, ktery je na svétle nestaly, dochazelo béhem sledovaného casového
useku k jeho vyrazné degradaci jiz béhem prvnich nékolika dnti. V den 0 se v 2% emulzi
uvolnilo 42 % a v 10% emulzi téméf 85 % enkapsulovaného B-karotenu.

Kyselina L-askorbova vykazuje postupné uvoliiovani do 8. dne ve vSech modelovych
prostfedich. Béhem prvnich tii odbérii pozorujeme i zvySené uvoliiovani v prostiedich se
zvySenym obsahem oleje. Po 25 dnech dochézi k snizeni obsahu pravdépodobné opét vlivem
degradace.

U katechin hydratu je patrné, Ze se do vyhradn€ vodného prostfedi béhem 25 denni
stability neuvoliioval, naopak dochdzelo vyhradné k snizovani jeho obsahu v prostiedi. Pti
testovani stability v olejovych prostfedich je vidét kolisani uvolnovani v 2% a 10% emulzi.
Naopak v prostiedi 30% emulze se jiz 4. den uvolnilo 100 % enkapsulovaného katechin
hydratu, ktery vSak v prostiedi ziistal po celou sledovanou dobu.

Vysledky dlouhodobé stability liposomu s lipidovym extraktem a enkapsulovanymi
aktivnimi latkami jsou zobrazeny v tabulce 9. Pii studovani uvolnovani a-tokoferol acetatu
Z téchto Castic je patrné, Ze se zacind uvoliovat do vyhradné vodného prostiedi az béhem 8.
dne. Do 25. dne se do tohoto prostiedi uvolnilo jen 38 %. V 2% a 10% emulzich se ihned na
pocatku inkubace uvolnilo jisté mnozstvi a-tokoferol acetatu, které bylo detekovano i po 4
dnech. Nasledn¢ béhem dalsich dvou odbérti doslo ke snizeni obsahu a-tokoferol acetatu
vtéchto prostfedich. V 30% emulzi doSlo kokamzZitému uvolnéni veSkerého
enkapsulovaného a-tokoferol acetdtu ihned po pfipravé vzorku. Toto mnozstvi v prostredi
pietrvalo do 4. dne. Poté se opét koncentrace sniZovala.

U pB-karotenu nedochazelo k téméf zadnému uvolfiovani u lipidovych ¢&astic s 10%
obsahem lipidového extraktu z lososa.

Kyselina L-askorbova vykazovala v téchto ¢asticich stejné¢ jako [-karoten vysokou
stabilitu, jelikoz se uvoliiovala do prostiedi jen minimalng. Vyjimkou byl den 0 v 2% emulzi,
kdy se uvolnilo do prostfedi témét 26 %. Tato anomalie od ostatnich hodnot vSak mize byt
zpusobena nepiesnosti stanoveni.

Pti sledovéani uvolnovani katechin hydratu nebylo pozorovano zadné vyrazné uvoliovani
do vyhradné vodného prosttedi. V 2% emulzi se v den 0 uvolnilo 30 %. Poté dochazelo
béhem nasledujicich dni k nardstu uvolnovani a 25. den jiz bylo uvolnéno veskeré
enkapsulované mnozstvi katechin hydratu. Podobny trend vykazoval i tento vzorek v 10%
emulzi, pouze bylo jeho uvolnovani rapidnéj$i. V 30% emulzi byl vzorek nestabilni a jeho
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vyrazné uvoliiovani probéhlo jiz béhem dne 0. Dalsi dny analyzy bylo vesSkeré enkapsulované
mnozstvi obsazeno v okolnim prostiedi.
Tabulka 8: Uvolnovani aktivnich latek z liposomii v prithéhu dlouhodobé stability v procentech.

Den 0 4

2% 10% | 30% 2% 10% | 30%
prostiedi Voda| olej olej olej | Voda| olej olej olej
a-tokoferol acetat 0,0 | 36,4 72,2 | 100,0 | 30,5 | 39,8 | 86,4 | 100,0
-karoten 0,0 | 42,4 84,9 ND | 30,2 | 51,5 | 283 -5,6
kyselina L-askorbova | 0,0 0,0 6,0 15,1 18,1 | 24,2 | 25,7 19,6
katechin hydrat 0,0 | 41,4 34,7 30,8 |-36,6 | 14,9 | 51,0 | 100,0
Den 8 25

2% 10% | 30% 2% 10% | 30%
Prostiedi Voda| olej olej olej | Voda| olej olej olej
a-tokoferol acetat 0,0 5,6 27,7 96,3 2,3 | 482 | 55,1 54,0
B-karoten 243| -252 | -243 | -145 | ND | ND | -11,8 | 60,5
kyselina L-askorbové | 18,1 | 21,1 21,1 242 0,0 | -3,0 1,5 7.5
katechin hydrat 21,71 62,6 32,7 | 100,0 |-11,1 | 44,3 | 76,1 | 100,0

Tabulka 9: Uvolnovani aktivnich latek z liposomit s 10% lipidovym extraktem zlososa béhem
dlouhodobé stability v procentech.

Den 0 4

2% | 10% | 30% 2% 10% | 30%
prostiedi voda | olej | olej | olej | voda | olej olej olej
a-tokoferol acetat 0,0 | 20,0 | 47,5 /100,0| 0,0 | 224 | 394 | 100,0
B-karoten 0,0 | -40,5 |-182| 17,1 |-14,5| -41,0 | -26,9 | -16,9
kyselina L-askorbova | 0,0 | -11,1 | 25,8 | 14,8 | 1,8 -1,8 12,9 0,0
katechin hydrat 0,0 | 30,5 |59,5] 79,8 | -10,2 | 46,6 71,0 | 100,0
Den 8 25

2% | 10% | 30% 2% 10% | 30%
Prostiedi voda | olej | olej | olej | voda | olej olej olej
o-tokoferol acetat 12,4 1,4 17,0 | 67,2 | 384 8.6 -28.8 | -87,0
B-karoten -30,3 | -21,2 |-18,5] 19,6 | 36,8 | -26,4 | -37,3 | ND
kyselina L-askorbovd | 9,2 11,1 92 | 11,1 |-129| -18,4 | -12,9 -3,7
katechin hydrat -5,1 | 75,1 | 84,1 | 100,0| 1,7 15,2 | 100,0 | 100,0

5.10 Stabilita liposomu s p-karotenem

Stabilita liposomi s B-karotenem byla porovnavana i pro riizné koncentrace, jak je zobrazeno
v tabulce 10. Ve vodé se u nizs§i koncentrace 1 pg-mltuvolnilo témét 50 %. Podobna data
byla ziskana v 2% emulzi. Z této tabulky je patné, ze u vsech koncentraci p-karotenu je
uvolnovani v 30% emulzi vzdy okolo 20—40 %. Celkové z dat mizeme urcit, Ze maximalni
mnozstvi p-karotenu, které je mozné do liposomi piipravenych pomoci sonikace
enkapsulovat je proménliva, ale Ize enkapsulovat i vy$§i koncentrace okolo 6 pg-ml ™.
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Tabulka 10: Hodnoty uvolitovani karotenu z liposomii pro rizné koncentrace ve 4. den

1 3 6
¢ [ng'ml™] uvolnovani o uvolnovani uvolnovani
C uvolnéné [%0] uvolnéné [%] C uvolnéné [%]
Voda 0,51 47,40 ND ND ND ND
2% emulze 0,69 63,44 ND ND 1,10 18,34
10% emulze 0,50 45,94 0,23 7,71 1,43 23,81
30% emulze 0,22 20,46 1,11 37,03 1,90 31,63

5.11 Stanoveni vlastnosti emulzi pomoci analytické centrifugace
Stanoveni stability emulzi bylo provedeno pomoci analytické centrifugace a postupu
popsaného vyse (viz kapitola 4.8).

Tabulka 11 a 12 porovnavaji indexy nestability jednotlivych vzorkt. Sloupec ,,Slope in

1/h* udava smérnici kiivky ve vyse uvedenych grafech v prvnich fazich centrifugace. Po

porovnani indexii nestability byl jako nejstabilnéj$i vyhodnocen vzorek marinosomil
s katechin hydratem p#i méfeni v den O (vzorek ¢islo 8 oznaceny tyrkysovymi étverci), jelikoz
hodnota indexu nestability (,,Slope in 1/h*) byla u tohoto vzorku nejnizsi. V grafu 5 tomuto
vzorku (oznaceny tyrkysovymi ¢tverci) nalezi nejnize polozZena kiivka.

Celkové vzorky vden 0 mély vyssi stabilitu nez vden 8. Vzorky byly na pocatku
centrifugace mlécné bilé a k jejich vyceteni doslo az béhem centrifugace.

Tabulka 11: Porovndni indexii nestability u jednotlivych vzorki den 0

Sample Name $tart !End Mee_m RCF _Slope S_td Dev
inh inh ing in1/h in1/h

[01] 1 < 0,01 0,40 535 0,3298 0,0015
[02] 2 < 0,01 0,40 536 0,4287 0,0010
[03] 3 < 0,01 0,40 536 0,3970 0,0014
[04] 4 < 0,01 0,40 534 0,4306 0,0010
[05] 5 < 0,01 0,40 537 0,3436 0,0014
[07]16 < 0,01 0,40 533 0,3731 0,0018
[08] 7 < 0,01 0,40 531 0,3362 0,0027
[09] 8 < 0,01 0,40 529 0,2111 0,0036
[10] 9 < 0,01 0,40 535 0,3291 0,0017
[11] 10 < 0,01 0,40 532 0,3230 0,0026

42



1_1_|I| 1 [a]@z 3 44 Fle [me 7 EENE [110

@

Instability |ndex

1 1 1 1 T 1 1 1 T 1 i 1 1 T
10 18 20 25
Timein h

= n
=TT
=

Graf 5: Porovnani indexii nestability u jednotlivych vzorkii v den O

Oznaceni vzorku: 1-4: liposomy s a-tokoferol acetatem, [-karotenem, kyselinou L-
askorbovou, katechin hydratem, 5-8 liposomy s 10% obsahem extraktu z lososu s a-tokoferol
acetatem, B-karotenem, kyselinou L-askorbovou, katechin hydratem, 9 — prazdné liposomy a
10 — prazdné liposomy s 10% obsahem extraktu z lososa.

Tabulka 12: Porovnani indexii nestability u jednotlivych vzorkii v den 8

Sample Name §tart !End Mee.m RCF §Iope S.thev
in h inh ing in1/h in1/h

[01] 1 < 0,01 0,40 532 0,4705 0,0012
[02] 2 < 0,01 0,40 532 0,4302 0,0013
[03]3 < 0,01 0,40 531 0,4292 0,0012
[04] 4 < 0,01 0,40 533 0,4226 0,0013
[05] 5 < 0,01 0,40 532 0,4207 0,0013
[07]6 < 0,01 0,40 530 0,4056 0,0012
[08]7 < 0,01 0,40 533 0,4385 0,0012
[09] 8 < 0,01 0,40 531 0,4351 0,0012
[1019 < 0,01 0,40 531 0,4438 0,0011
[11] 10 < 0,01 0,40 533 0,5020 0,0018
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Graf 6: Porovndni indexit nestability u jednotlivych vzorkii v den 8 (popis vzorki viz Graf 5)

Graf 7 znazoriiuje zavislost transmitance na poloze v kyveté u nejstabilnéjsiho vzorku
liposomt s 10% extraktem z lososa s katechin hydratem pti méfeni v den 0. Béhem analyzy
se vzorek vycefoval a transmitance u dna kyvety se zvySovala. Doslo k vzlinani lipidovych
¢astic. Ty se spolu s olejovou ¢asti emulze posunovaly k menisku vzorku.
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Graf 7: Graf zavislosti transmitance na poloze v kyveté u nejstabilnéjsiho vzorku marinosomii s 10%

extraktem lipidii z lososa s katechin hydrdtem (vz 8).
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5.12 Stanoveni SPF in vitro

Pro jednotlivé komponenty Castic, aktivni latky, organické UV filtry a rostlinné oleje bylo
provedeno stanoveni SPF (,,Sun Protection Factor*) pomoci metody popsané v kapitole 4.11.
Ze ziskanych dat byl vypocten SPF pomoci Mansurovy rovnice [12]. Vysledky jsou

zobrazeny v tabulce 13 a grafu 8.
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Graf 8: Prehled hodnot SPF faktorii pro organické UV filtry, jednotlivé slozky cdstic, aktivai latky a

rostlinné oleje

Tabulka 13: Hodnoty SPF pro jednotlivé slozky castic, aktivni ldtky, organické UV filtry a rostlinné

oleje.

Vzorek ¢ [mg-ml™'] | SPF

UVA 0,01 1,42+0,07
UVvB 0,15 10,18+0,27
cholesterol |2,24 0,05+0,01
lec10 2,28 4,44+0,12
lec40 8,30 17,534+0,09
ex lip 4,06 0,01+0,21
a-tok 3,54 3,81+0,03
b-kar 0,42 4,98+0,23
vit C 0,76 1,31+0,00
kat h 0,94 1,75+0,00
palm0,1 0,02 6,14+0,09
oliv 0,1 0,02 2,72+0,01
kokos 0,1 (0,02 1,65+0,02
kokos 0,5 0,10 2,92+0,07
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Popisky vzorki pro tabulku 13 a graf 8: UVA — Eusolex 9020, UVB — Eusolex 2292, lec10
— lecithin 20 mg na 5 ml, lec40 — lecithin 40 mg na5 ml, ex. lip — extrakt lipidi z lososa, a-tok
— a-tokoferol acetat, b-kar —3-karoten, vit C — vitamin C (kyselina L-askorbova), kat h —
katechin hydrat, palm 0,1 — palmovy olej 0,1 ml na 5ml, oliv 0,1 — olivovy olej 0,1 ml
na5 ml, kokos 0,1 — kokosovy olej 0,1 ml na 5 ml a kokos 0,5 — kokosovy olej 0,5 ml na
5ml.

Z tabulky 13 a grafu 8 vyplyva, Ze i samotny lecithin jakozto hlavni slozka liposomi i
marinosomii vykazuje znatelny SPF faktor jiz pii koncentraci okolo 2,2 mg-ml . Koncetrace
lecithinu ve vzorku je vsak okolo 8 mg-mg?, tedy &tyfikrat vyssi, SPF faktor se tedy
pohybuje okolo 17, coz jiz odpovida hodnoté SPF v dennich krémech.

Cholesterol a extrakt lipida pfispivaji khodnot¢ SPF jen minimalné. Naopak
enkapsulované latky vykazuji alespon maly faktor ochrany proti slune¢nimu zareni. Nejvyssi
SPF byl zjistén u B-karotenu. Ostatni aktivni latky vSak vykazovaly také urcity SPF. Z oleji
byl nejvyssi SPF vypocitan pro olej palmovy, poté nésledoval olej olivovy, ktery mél SPF
témer 5x nizsi a kokosovy olej nevykazoval témét zadnou ochranu proti UVB zéteni.

PrestoZe je tato metoda uréena pro UVB filtry, byla naméfena vyznamna hodnota
absorbance i u UVA filtru (avobenzonu).

5.13Vliakna

V praci byly provedeny pilotni experimenty zamétené na piipravu hydrofobnich nanovldken
na bazi biopolymeru PHB. Byla otestovana metoda piipravy pomoci elektrospinningu na
laboratorni aparatute, ktera byla sestavena a uvedena do provozu v pribé&hu feseni této prace.
Vlakna z PHB pfipravena pomoci elektrospiningu byla vizualizovana pomoci SEM a jsou
zobrazena na obrazcich 11 a 12.

— 4/21/2015
10.0kV SEI WD 4mm
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Obrazek 11: Viakna z PHB pripravend pomoci elektrospiningu, zvétSeni 1 000 X

<

— 4/21/2015
10.0kV SEI

Obrazek 12: Viakna z PHB pripravend pomoci elektrospiningu, zvétseni 5 000 X

Na zakladé analyzy pomoci elektronového mikroskopu lze fici, ze pfipravend vldkna
vykazuji primér v rozméru jednotek mikrometrii az stovek nanometrii. Po optimalizaci
pripravy vlaken na bazi PHB se v navazujici praci predpoklada funkcionalizace téchto vldken
vybranymi UV filtry a nasledna aplikace do ochrannych prostredkd.
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6 ZAVER

Tato bakalafskd prace se zabyva aplikaci nanocCéastic a nanovldken s aktivni latkou
v kosmetice. Jako castice byly piipraveny liposomy a marinosomy, tedy liposomy
s ptidavkem lipidi vyextrahovanych z lososa. Tento extrakt byl podroben analyze pomoci
tenkovrstvé chromatografie, ktera potvrdila, Zze byly vyextrahovany piedevsim
triacylglyceroly, estery cholesterolu, volné mastné¢ kyseliny i fosfolipidy. Poté analyza
pomoci plynové chromatografie ukazala zastoupeni mastnych kyselin v extraktu. Nejvyssi
zastoupeni mély polynenasycené mastné kyseliny a mezi nimi byly zastoupeny i kyselina
dokosahexaenova (DHA) a eikosapentacnova (EPA), které jsou obsazeny V lipidech

Pro ptipravu ¢astic bylo porovnavano nékolik metod. U ptipravenych ¢astic byla sledovana
velikost a stabilita. Velikost ¢astic u zpusobu ptipravy jak pomoci TLE, tak i sonikace byla
pro cast castic okolo 100 nm. Jako nejlepsi byla vyhodnocena metoda piipravy pomoci
sonikace, jelikoz takto piipravené castice vykazovaly vysokou stabilitu pfi skladovani pfi
laboratorni teploté i po tiech mésicich.

Do ¢astic byly enkapsulovany ¢tyfi aktivni latky: a-tokoferol acetat, B-karoten, kyselina L-
askorbova a katechin hydrat. Alfa-tokoferol acetat mél z vybranych latek nejnizsi
enkapsulaéni uc€innost. AvSak pokud byl enkapsulovan do marinosomi, tak se jeho
enkapsula¢ni u¢innost zvysila o 12 %. Naopak p-karoten vykazoval vysokou enkapsulac¢ni
ucinnost, ktera se u liposomt i marinosomi pohybovala okolo 70 %. Kyselina L-askorbova
vykazovala nejvyssi enkapsula¢ni u¢innost - témét 83 % v liposomech, kdy naopak pridavek
extraktu lipidi zlososa zplsobil snizeni EU. Katechin hydrdt mél velice podobnou
enkapsula¢ni ucinnost (okolo 50 %) jak v liposomech, tak v liposomech s piidavkem
lipidového extraktu z lososa.

U jednotlivych ¢astic byla dale sledovana dlouhodoba stabilita v modelovych prostiedich
vrozmezi 0-25 dnl. Jako modelova prostredi byla vzhledem Kk potencialni aplikaci
Vv kosmetice vybrana destilovana voda a 2; 10 a 30% emulze palmového oleje ve vode.
Optimalni prostfedi pro a-tokoferol acetat je 10% emulze pfi enkapsulaci do liposomi, f-
karoten by bylo vhodné enkapsulovat do liposomti a jako prostredi zvolit 2% emulzi, kyselinu
L-askorbovou také do liposomd, pfi¢emz slozeni emulze nehraje vyznamnou roli. U katechin
hydratu by bylo vhodné pouzit jako prostiedi 30% emulzi, kdy by bylo mozné jej
enkapsulovat jak to liposomd, tak do liposomi s 10% lipidovym extraktem z lososa.

Optimalizace slozeni emulzi zahrnovala vybér oleje, emulgatoru a procentové zastoupeni
oleje ve vod&. Pro dalsi praci byl vybran palmovy olej stabilizovany lecithinem. Finalni
vyrobek byl pro lepsi konzistenci zahustén karbomerem.

Dale byla u 10% emulzi palmového oleje ve vodé s 10% piidavkem castic s aktivni latkou
sledovéna stabilita na analytické centrifuze. Vysledky tohoto méfeni ukazaly, Ze index
nestability u vSech zkoumanych vzorki byl vrozmezi 0,2-0,4. Jako nejstabilngjsi byl
vyhodnocen vzorek emulze s pridavkem marinosomu s katechin hydratem. Tyto hodnoty byly
znovu proméieny po osmi dnech, kdy dosSlo k mirnému zvySeni indexii nestability. Ten se
pohyboval v rozmezi 0,4-0,5.

U jednotlivych komponent ¢astic byly prométeny hodnoty SPF (,,Sun Protection Factor®)
pomoci metody in vitro. Samotny lecithin, jakozto hlavni slozka liposomil, vykazoval SPF 17,
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coz je hodnota, kterd by méla odfiltrovat vice nez 93 % slune¢niho zafeni. K dostani jsou jiz
krémy s SPF 15 (odfiltruji 93 %), SPF 30 (odfiltruji 97 %) a SPF 50 (98 %). Vyssi hodnota
SPF dovoluje ztstat na slunci po del§i dobu. SPF 17 tedy prodluzuje dobu, kdy dojde k
zarudnuti 17krat. Velice dulezita je vSak i vrstva naneseného piipravku, jak Casto tuto vrstvu
smyvame ve vodé a znovu obnovujeme. Cholesterol i lipidovy extrakt z lososa nemély zadné
vyznamné protektivni G€inky proti UVB zafeni. Z aktivnich latek byl nejvyssi SPF 5 zjistén u
B-karotenu, poté a-tokoferol acetat s SPF 3,8 a srovnatelny SPF méla kyselina L-askorbova i
katechin hydrat okolo 1,5. Dale byly proméfeny i porovnavané oleje, ze kterych vysel nejlépe
palmovy olej, ktery mél SPF 6. Jako komer¢ni UV filtry byly prométeny UVA filtr avorenzon
(Eusolex 9020) a UVB filtr octinoxat (Eusolex 2292). Octinoxat vykazoval relativné vysoky
SPF 10 1 pfi nizkych koncentracich. Ptestoze avobenzon je UVA filtr a metoda byla urcena
pro determinaci UVB protekce (290-320 nm), byla zjisténa i u n¢j jista ochrana vici UVB
zafeni.

Celkové tedy mizeme fici, ze i samotné ¢astice, jak liposomy tak marinosomy, vykazovaly
urcity protektivni efekt viici UV zareni. Pridavek a-tokoferol acetdtu dodava kromé mirného
zvySeni SPF také antioxidacni aktivitu, péci o dehydratovanou kuzi a prodluzuje trvanlivost
vysledného produktu. Piidavek B-karotenu by zvysil SPF a jelikoz zvyrazinuje opaleni, byly
by takovéto ¢astice vhodné pro opalovaci krémy. Kyselina L-askorbova by pfi aplikaci s o-
tokoferol acetatem zajistovala jeho regeneraci a déale by samotny vitamin C pusobil
antioxidacné a pfi redukci pigmentovych skvrn.

Kromé c¢astic byla pfipravena Vramci zavadécich experimentii také nanovldkna na
bazi polyhydroxybutyratu. Byly provedeny pouze prvotni experimenty, kdy byla vlakna
pfipravena pomoci elektrospiningu. VIdkna byla analyzovana pomoci elektronového
mikroskopu, pramér se prozatim pohybuje v jednotkach mikrometr aZ stovkach nanometrd.
V navazujici praci by bylo vhodné vlakna podrobit dal§im experimentim a aktivni slozky
enkapsulovat do jejich vnitini ¢asti, popfipad¢ je imobilizovat na povrchu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

UV zéfeni — ultra fialové zareni

VR/IR — viditelné a infracervené zareni

DNA/RNA — deoxy/ribonukleova kyselina

SPF — ochranny faktor proti slune¢nimu zafeni

ROS - reaktivni druhy kysliku

LDL — nizkohustotni lipidy

ULV/MLYV - jednolamelarni/multilamelarni vesikly
SUV/LUV — malé a velké unilamelarni vesikly

REV — liposomy piipravené metodou odpaiovani reverzni faze
FPV — liposomy piipravené pomoci Fresch pressu

TLE — odparovani na tenké vrstve

RP-TLE — odpatovani na tenké vrstveé s reverzni fazi

EIV — liposomy ptipravené pomoci ethanolového popiipad¢ etherového vstrikovani
SFA — nasycené mastné kyseliny

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

EPA — eikosapentaenova kyselina

DHA — dokosahexaenova kyseliny

TLC — chromatografie na tenké vrstve

GC — plynova chromatografie

FID — plamenové¢ ioniza¢ni detektor

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie

RP-HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie s reverzni fazi
DAD - detektor s diadovym polem

PCS — Fotonova korela¢ni spektroskopie

DLS — dynamicky rozptyl svétla

PHB — polyhydroxybutyrat

PHA — polyhysroxyalkanoaty

ND — nedetekovano
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9 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Graf distribuce liposomt ptipravenych pomoci metody TLE

Priloha 2: Graf distribuce liposomi s 2,5% ptidavkem extraktu z lososa pfipravenych pomoci
metody TLE

Priloha 3: Graf distribuce liposomil s 5% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
metody TLE

Priloha 4: Graf distribuce liposomt s 10% ptidavkem extraktu z lososa pfipravenych pomoci
metody TLE

Priloha 5: Graf distribuce liposomt s 20% ptidavkem extraktu z lososa pfipravenych pomoci
metody TLE

Priloha 6. Graf distribuce liposomt ptipravenych pomoci ultrazvuku

Priloha 7: Graf distribuce liposomi s 2,5% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
ultrazvuku

Priloha 8: Graf distribuce liposomi s 5% piidavkem extraktu z lososa pfipravenych pomoci
ultrazvuku

Priloha 9: Graf distribuce liposomt s 10% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
ultrazvuku

Priloha 10: Graf distribuce liposomit s 20% ptidavkem extraktu zlososa pfipravenych
pomoci ultrazvuku
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Priloha 1:Graf distribuce liposomi pfipravenych pomoci metody TLE
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Priloha 2: Graf distribuce liposomt s 2,5% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
metody TLE
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Priloha 3: Graf distribuce liposomil s 5% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
metody TLE
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Priloha 4: Graf distribuce liposomt s 10% ptidavkem extraktu z lososa pfipravenych pomoci
metody TLE
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Priloha 5: Graf distribuce liposomt s 20% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
metody TLE
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Priloha 6: Graf distribuce liposomt ptipravenych pomoci ultrazvuku
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Priloha 7: Graf distribuce liposomi s 2,5% pridavkem extraktu z lososa pfipravenych pomoci
ultrazvuku
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Priloha 8: Graf distribuce liposomil s 5% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
ultrazvuku
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Priloha 9: Graf distribuce liposomt s 10% ptidavkem extraktu z lososa ptipravenych pomoci
ultrazvuku

10 Distribuce velikosti ultrazvuk 10

8

(ep]

N

Intenzita [%]

N

o

[EEN
o

100 d [nm] 1000 10000

59



Priloha 10: Graf distribuce liposomi s20% ptidavkem extraktu zlososa piipravenych
pomoci ultrazvuku
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