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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast bakalaiské prace se zamétuje na problematiku rostlinnych flavonoidd, jejich
klasifikaci a biologické vlastnosti. Dale se soustied’'uje na moznosti zvyseni jejich stability
prostiednictvim enkapsulace do riznych typl nosi¢i. V neposledni fadé je vénovana

pozornost praktickému vyuziti enkapsulovanych flavonoida.

Prakticka c¢ast predlozené prace se zabyva pfipravou nosi€li na bazi niozomi
s enkapsulovanym kvercetinem a jejich charakterizaci s diirazem na hodnoceni fyzikalné-
chemickych vlastnosti, stability pfipravenych systémt, kinetiky uvolnovani aktivni latky

a ucinnosti enkapsulace.

Klic¢ova slova: enkapsulace, flavonoidy, kvercetin, niozom, poloxamer

ABSTRACT

The theoretical part of the bachelor thesis deals with the issue of plant flavonoids, their
classification and biological properties. It also focuses on the possibilities of increasing their
stability through encapsulation into different types of carriers. Finally, attention is paid to

the practical application of encapsulated flavonoids.

The practical part of the presented work deals with the preparation of niosome-based carriers
with encapsulated quercetin and their characterization with emphasis on the evaluation of
physicochemical properties, stability of the prepared systems, kinetics of active substance

release and encapsulation efficiency.

Keywords: encapsulation, flavonoids, niosomes, poloxamer, quercetin
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UVOD

Flavonoidy patii mezi ptirodni slouceniny, které se vyskytuji v riznych druzich rostlin. Jsou
znamé predevSim pro své antioxidacni, protizanétlivé, anti-karcinogenni a dal$i zdravi
prospésné vlastnosti. Na druhou stranu jsou nestabilni, ndchylné k oxidaci, Spatné rozpustné
a hife biologicky dostupné, a ztéchto divodi se v soucasné dob¢ stile hledaji nové
strategie, jak tyto limity pfekonat. Jednou z moznosti je enkapsulace, pfi niz se aktivni latky
uzaviraji do vhodného nosného systému s vyuzitim rdznorodych technik. Jako nosi¢e mohou
slouzit lipozomy, niozomy nebo naptiklad polymerni mikro- a nanocastice. Mezi Casté
techniky enkapsulace patii naptiklad sprejové suSeni, koacervace, extruze nebo mezifazova
polymerace. Jedna se o stidle se rozvijejici odvétvi, které nachdzi uplatnéni
ve farmaceutickém, potravinaiském i kosmetickém priamyslu. Enkapsulované latky vykazuji
vyssi stabilitu, lepsi biologickou dostupnost, moznost fizeného uvoliiovani a cilené

pusobeni.

Kvercetin, ktery je vyuZzivan v této praci, patii mezi nejsilngjsi flavonoidy, nachazejici se
bézné¢ napiiklad v cibuli, bobulovinach, brokolici a citrusovych plodech. Jednd se
o univerzalni antioxidant, ktery se pouziva jako vyzivovy dopln€k a mize byt prospésny
proti riznym onemocnénim. Kvercetin ma piiznivy Gc¢inek napiiklad pti 1é¢bé zanétl, viedd,
cukrovky, infekci, alergii a slouzi jako prevence kardiovaskularnich onemocnéni, jelikoz

pusobi proti vzniku krevnich srazenin.

V praktické ¢asti této prace byly pfipraveny a charakterizovany nosice typu niozomu na bazi
smési poloxamerl, do nichZ byl inkorporovan kvercetin s aditivni sloZkou tokoferyl
acetatem nebo PEG 400. Cilem bylo sledovat vliv rizného sloZeni nosict a typu aditiva na

fyzikalni vlastnosti roztok, stabilitu a G¢innost enkapsulace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou bioaktivni slouceniny s polyfenolickou strukturou patfici do vyznamné
ttidy sekundérnich rostlinnych metabolitii s nizkou molekulovou hmotnosti. Maji Siroké
zastoupeni v ovoci, zeleniné a bylinach, proto jsou zndmy také jako ,.dietni flavonoidy*.
Vyskytuji se predevsim jako kvétové pigmenty Celedi krytosemennych, ale v riizné mite je
1ze nalézt ve vSech ¢astech rostliny. V rostlinach hraji flavonoidy vyznamnou roli, jelikoz
jsou zodpovédné za barvu kvétd, maji vyznam pii ldkani opylovact ¢i pfi kliceni spor
a samotny vyvoj rostliny. V neposledni fad¢ rostlinu chrani pfed riznymi biotickymi
a abiotickymi vlivy, kdy mohou slouzit jako UV filtry, signalni molekuly, fytoalexiny,
detoxikacni latky a antimikrobialni obranné latky [1], [2].

Flavonoidy jsou pfinosné i pro lidsky organismus a vykazuji fadu zdravi prospésnych
vlastnosti a schopnost ovliviiovat enzymatickou aktivitu. Z tohoto hlediska jsou flavonoidy
nepostradatelnou soucasti fady nutraceutickych, farmaceutickych, ale 1 kosmetickych

pripravku [1], [2].

1.1 Struktura

Vsechny flavonoidy obsahuji ve své zakladni kostte 15 atomu uhliku, které jsou usporadany
ve forme dvou fenylovych kruhii (A a B) a heterocyklického kruhu C (Obr. 1). Tato struktura
je proto oznacovana jako C6-C3-C6 [3].

C6-C3-Co
Obrazek 1: Obecna struktura flavonoidu [3]
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Biologickd aktivita flavonoidii je vyznamné ovlivnéna jejich molekuldrni strukturou,
konkrétné je dana poc¢tem nahrazenych hydroxylovych skupin, substituci funkénich skupin,
dale riznymi typy polymeracénich reakci. Pfipojeni funkénich skupin k zékladni molekularni
struktufe ovliviluje rozpustnost, reaktivitu, stabilitu, 1 rizné typy reakci (methylace,

glykosylace) flavonoidi [3].

1.2 Klasifikace

Skupina flavonoidd zahrnuje vice nez 6000 fenolickych sloucenin. V zavislosti na poloze
vazby aromatického jadra B na pyranové ¢asti lze flavonoidy obecné roziadit do tii tfid:
flavonoidy, isoflavonoidy a neoflavonoidy [1], [4], [5]. Flavonoidy dale muzeme
klasifikovat do n€kolika podtfid v zavislosti na modifikaci struktury C kruhu, a to na:
flavony, isoflavony, flavonoly, flavanony, flavanoly, chalkony a antokyanidiny. Avsak je
mozné se setkat 1 srozClenénim do dalSich skupin, které zahrnuji naptiklad

dihydroflavonoly, flavan-3,4-oly, biflavanoidy, neoflavony, aurony a dalsi [1], [2], [5], [6].

1.2.1 Flavony

Jedna se o nejjednodussi podskupinu flavonoidd, jejichZ struktura obsahuje mezi uhlikem
C2 a C3 dvojnou vazbu a v poloze C4 je pfipojena ketonova skupina (Obr. 2) [7]. Mezi
hlavni zdroje flavonl patfi celer, petrzel a Cervena paprika, kde se nachédzi apigenin
¢i luteolin. Slupky citrusovych ploda jsou bohaté na polymethoxylované flavony mezi
jejichz zastupce patii tangeretin a nobiletin. V rostlindch se flavony vyskytuji pfevazné ve

form¢ 7-O-glykosidu [6].

O

Obrazek 2: Zakladni struktura flavonu
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1.2.2 Flavonoly

Flavonoly obsahuji ketonovou skupinu a oproti flavontim maji navic hydroxylovou skupinu
na pozici 3 kruhu C, ktery miZze byt glykosilovan (Obr. 3). Zastupci se vyznacuji
specifickymi substitucemi hydroxylovych skupin na kruzich A a B. Nejvice studovanymi
flavonoly jsou kaempferol, kvercetin, myricetin, fisetin a isorhamnetin. Bylo zjisténo, Ze
piijem flavonoli je spojen s riznymi zdravotnimi benefity, které zahrnuji antioxidacni
potencidl ¢i snizené riziko kardiovaskularnich a cévnich onemocnéni. Bohatym zdrojem je
napt. cibule, kapusta, salat, rajc¢ata, jablka, hrozny a bobule. Kromé& ovoce a zeleniny
obsahuje zna¢né mnozstvi flavonolti také Caj a Cervené vino. V pfirod¢ jsou nejvice

rozSiteny jako O-glykosidy [1], [2], [6].

OH
O

Obrazek 3: Zakladni struktura flavonolu

1.2.3 Flavanony

Skupina flavanonti nazyvana také dihydroflavony je charakteristicka absenci dvojné vazby

mezi uhlikem C2 a C3 ve struktuie kruhu C (Obr. 4).

O
Obrazek 4: Zakladni struktura flavanonu

Jedna se o skupinu, ktera je obecné pfitomna ve vSech citrusovych plodech, jako jsou
pomerance nebo citrony. Flavanony dokazi pohlcovat volné radikaly a zaroven jsou tyto

slouceniny odpovédné za hotkou chut’ stavy a klry citrusovych plodi. Zajimavé jsou
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1 z farmakologického hlediska, jelikoZ vykazuji antioxidacni a protizanétlivé Gc¢inky, dale
jsou schopny snizovat hladinu krevnich lipidi a cholesterolu. Tato skupina zahrnuje

hesperidin, naringenin, eriodictyol, narirutin a neohesperedin [1], [2], [3], [7].

1.2.4 Flavanoly

Flavanoly jsou oznacovany jako katechiny nebo flavan-3-oly kvili pfipojeni hydroxylové
skupiny na pozici 3 na kruhu C (Obr. 5). Tato skupina postrada dvojnou vazbu mezi
C2 a C3 a ketonovou skupinu v poloze 4 kruhu C. Jsou kategorizovany jako monomerni
(napf. (+)-katechin nebo (—)-epikatechin a jeho galatovy typ). Flavanoly se hojné vyskytuji
v bandnech, jablkach, merunikach, hroznech, ale také v kakaovych bobech, ¢aji a Cerveném
viné. Je znamo, ze potraviny bohat¢ na flavanoly piedchédzeji kardiovaskuldrnim

onemocnénim sniZzenim rizika hypertenze, hyperglykémie a dyslipidémie [1], [2], [8].

OH

Obrazek 5: Zakladni struktura flavanolu

1.2.5 Chalkony

Jedna se o flavonoidy, které jsou charakteristické absenci kruhu C (Obr. 6), 1ze tedy oznacit
jako flavonoidy s otevienym fetézcem. Mezi hlavni piiklady chalkonti patii floridzin,
arbutin, phloretin a chalkonaringenin. Chalkony se vyskytuji ve znaéném mnoZstvi

v rajCatech, hruskach, jahodach a n¢kterych obilninach [1], [2], [4].

O

Obrazek 6: Zdkladni struktura chalkonu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

1.2.6 Antokyanidiny

Antokyanidiny jsou nestabilni a jsou obecné pfitomny jako antokyaniny v glykosylované
formé&. Ve své strukture postradaji ketonovou skupinu na pozici 4 na C kruhu a atom kysliku
ma kladny naboj (Obr. 7). Antokyany jsou rostlinné pigmenty, které bé€Zné rostlindm
proptijcuji Cervenou, fialovou nebo modrou barvu. Barva zévisi na pH, methylaci ¢i acylaci
hydroxylové skupiny na kruzich A a B. Vyskytuji se zejména u kvéti rostlin a ve vnéjsich
bunéénych vrstvach ovoce a zeleniny, jako jsou brusinky, ¢erny rybiz, ostruziny, lilek,
cervené zeli. Mezi nejbéznéjsi zastupce patii pelargonin, kyanidin, malvidin, delfinidin
a petunidin. Podobné jako ostatni skupiny flavonoidi vykazuji antioxidacni U¢innost

a mohou hrat dulezitou roli pfi prevenci kardiovaskuladrnich onemocnéni [1], [2], [3], [6].

+

@)
~

/DH

Obrazek 7: Zakladni struktura anthokyanidinu
1.2.7 TIsoflavony

U isoflavont je kruh B pfipojen k poloze 3 na kruhu C (Obr. 8). Strukturalné tak ptipominaji
17-B-estradiol a vazi se na estrogenové receptory, proto jsou také znamé jako fytoestrogeny.
Skupina isoflavonti ma velky potencial v boji proti riznym onemocnénim, véetné¢ zmirnéni
osteopordzy, kardiovaskularnich onemocnéni, jako prevence a 1écba rakoviny souvisejici
s hormony, lécba symptoml menopauzy a dal§i. Hlavnim zdrojem jsou lusténiny,
ze sojovych isoflavonti jsou diilezité genistein a daidzein, které jsou i¢innymi antioxidanty

(2], [4].
O

@)

Obrazek 8: Zdkladni struktura isoflavonu
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2 TYPYNOSICU

Flavonoidy maji fadu pozitivnich a zdravi prospésSnych ucinki, ale nejsou stabilni vuci
svému okoli, maji malou rozpustnost ve vod¢ a vyznacuji se nizkou biodostupnosti po
peroralnim uziti, coz limituje jejich aplikace. Proces enkapsulace je povaZovan za slibny
nastroj pro zvySeni stability téchto sloucenin a zachovani jejich pfiznivych uc¢inki.
K zapouzdieni flavonoida se pouzivaji rizné techniky a materialy, které musi byt bezpecné,
levné a nesmi reagovat s enkapsulovanou aktivni latkou. Cilem je nejen zlepsit stabilitu
a rozpustnost, ale také zajistit moznost kontrolovaného uvoliovani bioaktivni slouceniny za

danych podminek [9].

2.1 Vezikularni systémy

Vezikularni systémy byvaji ¢asto na bazi lipidi a predstavuji nejvice zkoumanou kategorii
nosicl. Z toho diivodu je i mnoho formulaci zaloZeno pravé na lipidovych strukturach, jako
jsou napft. lipozomy, ethozomy, transferozomy, pevné lipidové nanocastice a dalsi (Obr. 9).
Tyto nosice vykazuji pfiznivé vlastnosti, jako je nizka toxicita, nizké naklady a snadna
vyroba, moZnost zapouzdieni lipofilnich 1 hydrofilnich molekul, fizené uvoliovani,
biologickd rozlozitelnost, vysoka biologickd dostupnost, a krom¢ toho mohou byt

pfipravovany udrzitelnymi procesy [10].

© Fosfolipid '
Transferozomy Py Niozomy
@ Surfaktant .ﬁ O .6. o
@& Fytozom @ C?‘g‘ o g/.
Hydrofilni Q - :..../@,
¢ Eastice el % \ "" ¥ " ® N
lipozomy g
- Hydrofobni e ©
Lastice PX&P.
I Kapalné lipidy e1—0 mﬁmm%:‘\‘:
«=» Ethanol O(j}t'DO O
20 e SN
‘:] Vodni faze MLV ﬁ){?/_ [}
ooy 6%, 0 N e
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0 Ue

Ethozomy Fytozomy

Obrazek 9: Schématicky prehled nosicii na bazi lipidii (upraveno dle [10])
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2.1.1 Lipozomy

Lipozomy jsou vezikularni nosice, které jsou tvoteny ze soustfednych dvojvrstev tvorenych
amfifilnimi molekulami. Zaroven se fadi k nejstarSim vezikuldrnim systémtm, které byly
vyvinuty v roce 1960. Jedna se o vysoce ucinné a pomérné snadno produkovatelné nosice,
které maji velikost v fddech nanometrt ¢i mikrometri. Hlavnimi sloZkami téchto formulaci
jsou fosfolipidy a sfingolipidy, v mnoha ptipadech se vyuzivaji i steroly, jako je cholesterol,

a polymery [10].

Lipozomdlni vezikuly jsou tvofeny hydrofilnim jadrem obklopenym alesponi jednou
lipidovou dvojvrstvou. Na zakladné praiméru a poctu vrstev jsou obvykle klasifikovany jako
multilamelarni vezikuly (MLV) obsahujici vice dvojvrstev a unilameléarni vezikuly tvofené
jednou dvojvrstvou. Ty lze déle rozd€lit na malé unilameldrni vezikuly (LUV) a velké

unilamelérni vezikuly (SUV) [10], [11].

Nevyhodu casto piedstavuje cena surovin pro vyrobu lipozomalnich nosict. Problémem je
1 termodynamickd nestabilita téchto systémi, jelikoz lipozomy jsou nachylné k fuzi,
agregaci a pred¢asnému uvolnéni zapouzdiené slozky. Kromé toho maji lipidy zvySenou
tendenci k oxida¢nim jeviim. Na druhou stranu vykazuji i vyhody zahrnujici nizkou toxicitu,

biokompatibilitu, flexibilitu a biodegradabilitu [10].

2.1.2 Transferozomy

Jednd se o deformovatelné vezikuly, které nachédzeji uplatnéni zejména pfi aplikaci na
pokozku diky svym vlastnostem podporujici transdermalni penetraci. Od klasickych
lipozomu se odliSuji pouzitim povrchovée aktivnich latek, které poskytuji pruznost a zaroveii

destabilizuji a zme&k¢uji membrany [10].

2.1.3 Ethozomy

Ethozomy byly vyvinuty jako ucinné vezikuly pro topické, transdermdlni a systémové
aplikace. Jsou tvoteny z fosfolipidd, vody a vysoce koncentrovanych alkoholi (ethylalkohol
nebo isopropanol), které poskytuji elastické vlastnosti vezikuldm a zvySuji U¢innost

zapouzdieni [10].

2.1.4 Fytozomy

Vyrabéji se interakci metabolitli obsazenych v rostlinnych extraktech s fosfatidylcholinem.

Formulace vykazuji dobrou rozpustnost a biologickou dostupnost [10].
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2.1.5 Niozomy

Niozomy byly poprvé vyrabény v kosmetickém prumyslu, konkrétné firmou L’Oréal,
pozd¢ji byly jejich aplikace studovéany i pro oblast farmaceutického priamyslu [12]. Pro
pfipravu niozomd jsou vyuzivany syntetické neionické povrchové aktivni latky, lipidy anebo
cholesterol. Struktura niozomil zavisi na n€kolika parametrech, jako je teplota hydratace

lipidd, typ a koncentrace povrchové aktivni latky a zptisob piipravy [10].

Ve srovnani s lipozomy nabizeji niozomalni nosi¢e vétsi chemickou stabilitu, osmotickou
aktivitu a del§i trvanlivost. Protoze nenesou zadny naboj jsou méné toxické
a kompatibilnéjsi. Mohou byt pouzity k zapouzdieni hydrofilnich i hydrofobnich molekul
[12].

2.2 Non-vezikularni systémy

Nevezikularni systémy zahrnuji nosic¢e na bazi pevnych lipidi. Jsou to koloidni ¢astice, které
lze vyrobit riznymi metodami (vysokotlakd homogenizace, ultrazvuk, s vyuzitim
rozpoustédel, ...). Diky své univerzalnosti byly nosi¢e na bazi nevezikuldrnich lipida
studovany zejména pro rizné lékatrské aplikace, jako pienos gentli, biozobrazovani ¢i
antimikrobidlni aktivitu. Vzhledem k tomu, Ze jsou vysoce biokompatibilni, mohou byt

podavany riznymi cestami, napt. perordlné€, intravendzné ¢i topicky [10].

2.2.1 Pevné lipidové nanocastice

Pevné lipidové nanocastice (SLN, Solid Lipid Nanoparticles) maji priimérnou velikost
40 az 1000 nm a sférickou morfologii. Hlavni slozkou SLN je pevny lipid, ktery je
dispergovan ve vodné fazi, a ke zvySeni stabilizace je vyuZito povrchové aktivnich latek
[13]. Velky povrch, vysoka u¢innost enkapsulace, fizené uvoliiovani a cilené dodavani jsou
nekteré z charakteristik, které ucinily SLN jednim z nejvice perspektivnich nanonosict

v poslednich letech [10].

2.2.2 Nanostrukturované lipidové Castice

Nanostrukturované lipidové ¢astice (NLC, Nanostructured Lipid Carriers) piedstavuji
koloidni systémy podobné SLN stim rozdilem, Ze jsou slozeny ze smési pevnych
a kapalnych lipidi. To vede k vytvofeni neorganizované matrice, ktera je pokryta jednou
nebo vice povrchové aktivnimi latkami. Takovy typ nosi¢e zabranuje piedéasnému

uvolnovani inkorporovanych sloucenin a zajistuje dosazeni vysoké uc¢innosti enkapsulace.
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V kombinaci s dobrou biologickou rozloZitelnosti a biokompatibilitou pouzitych lipidii
lze NLC povazovat za velmi vyhodny systém pro zvySeni stability a zajiSténi

kontrolovaného uvoliiovani ptirodnich aktivnich latek [10].

2.3 Systémy na bazi proteini

Kromé nutricni hodnoty vykazuji bilkoviny fadu pfiznivych vlastnosti, jako je
biokompatibilita, biodegradabilita, emulgacni, pénici a gelacni aktivita. Z tohoto divodu
jsou vhodnymi kandidaty pro enkapsulaci jak hydrofilnich, tak hydrofobnich bioaktivnich
slozek, jako jsou fenolické slouceniny, karotenoidy, polynenasycené mastné kyseliny,
vitaminy atd. V literatuie byla popséna Sirokd Skéala nosnych systémi na bazi proteinil,
vcetne hydrogell, mikro- a nanocastic ¢i filmu. Bilkoviny, které se nejcastéji pouzivaji jako
enkapsula¢ni materialy pro vyvoj potravinaiskych nosnych systémt, mohou byt zivo¢isného
puvodu, napt. kasein, syrovatkové bilkoviny, Zelatina nebo rostlinného ptvodu, jako jsou

bilkoviny ziskané ze sdji, obilovin (napf. zein) a lusténin (napi. hrachu) [10].

2.4 Systémy na bazi sacharidi

Sacharidy se spolu s lipidy a proteiny fadi mezi pfirodni makromolekuly. Aplikace nachazeji
zejména diky své rozpustnosti, biodegradabilité¢ a také schopnosti zachytavat hydrofilni
1 hydrofobni molekuly. Sacharidy jsou také povazovany za tepelné stabilnéjsi ve srovnani
s lipidy ¢i proteiny, u nichz muze dochazet k denaturaci [10]. Obecné Ize systémy na bazi
sacharida roztadit podle biologického piivodu: na rostlinné (napt. Skrob, celuldza, pektin
a guarova guma); zivocisného ptivodu (napft. chitosan); typy pochazejici z fas (napt. alginat

a karagenan) a mikrobialniho ptivodu (napi. xanthan, dextran a cyklodextriny) [14].
2.5 Polymerni systémy

2.5.1 Polymerni nanoc¢astice

Polymerni nanocastice (PNP, Polymeric nanoparticles) jsou koloidni pevné ¢astice nebo
casticoveé disperze o velikosti 1 az 1000 nm, jez jim umoziuje penetraci pies biologické
bariéry. Mezi piedni charakteristiky PNP patii vysoka biokompatibilita, schopnost
zapouzdreni slouc¢enin riznych fyzikaln€-chemickych vlastnosti, zlepSeni stability a ochrany
enkapsulovanych molekul, snizeni rychlosti degradace, ale 1 pomalé¢ a kontrolované
uvoliiovani. Obecné 1ze PNP rozdélit na nanokapsle, ve kterych jsou aktivni slouceniny

uzavieny v dutiné obklopené polymerni membranou a nanosféry, ve kterych jsou aktivni
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sloueniny rovnomérné€ rozloZeny v matrici systému. Pro pifipravu PNP se pouZivaji

polymery pfirodni i syntetické [10].

2.5.2 Dendrimery

Dendrimery se skladaji z vnitiniho jadra a vysoce rozvétvenych perifernich struktur. Aktivni
slou€eniny jsou zaclenény jak do rozvétvenych struktur, tak uvniti jadra hlavné na zakladé
elektrostatickych nebo kovalentnich interakcei. Jejich velikost mize byt od 1 do 100 nm.
Dendrimery se vyznacuji vysokou rozpustnosti, schopnosti cileni, stabilitou, a zejména
monodisperznosti systému. Naproti tomu neni uvoliovani latek pfili§ u¢inné a vyrobni
naklady jsou vysoké. Byly vSak vyvinuty nové dendronizované polymery, mezi néz patii

napt. polyamidoamin (PAMAM), ktery je v posledni dobé velmi vyuzivany [10].

2.5.3 Polymerzomy

Polymerzomy jsou umélé vezikuly tvofené samousporaddvanim kopolymerti amfipatickych
bloki [10]. Typicky maji podobu dutych kuli¢ek, které¢ v jadie obsahuji vodny roztok, jez je
obklopen dvouvrstvou membranou (Obr. 10) [15]. Navzdory jejich podobnosti s lipozomy
jsou méné propustné a stabilnéj$i. Maji schopnost vazat protilatky, inkorporovat proteiny,
hydrofobni a hydrofilni bioaktivni slouc¢eniny, a dokonce i fragmenty DNA a RNA do své
membrany [10]. Vlastnosti polymerzomt lze snadno ovlivnit pouzitim riznych blokovych
kopolymert, které jsou biologicky odbouratelné a/nebo schopné reagovat na podnéty. Tyto
vyhody c¢ini polymerzomy jedny z nejzajimavéjSich supramolekularnich struktur pro
potencialni aplikace pfi dodavani aktivnich latek, 1éCiv, genii a proteini v nové vznikajici

oblasti nanomediciny a nanobiologie [16].

ann Amfifilni blokovy kopolymer
@gu Protein
2< DNA
@  Hydrofilni latky
Hydrofobni latky

== Navadéci latky (napf. protilatky)

Obrazek 10: Struktura polymerzomu (upraveno dle [15])



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

2.5.4 Micely

Polymerni micely jsou tvofeny samouspotfddavanim amfifilnich polymerti, po dosazeni
tzv. kritické micelarni koncentrace (CMC). Velikost agregatii se pohybuje v rozmezi
10 az 100 nm. V zavislosti na hydrofilnich a hydrofobnich segmentech a rozpoustédle

mohou micely zaujimat rizné tvary, jako jsou sférické, tubularni, inverzni micely atd. [17].
2.6 Dalsi typy nosicu

2.6.1 Emulzni systémy

Emulzni systémy jsou heterogenni disperzni soustavy, které¢ vznikaji dispergovanim dvou
vzajemné nemisitelnych kapalin. Velikost kapek zavisi na stupni homogenizace a na povaze
jednotlivych kapalnych fazi. Emulze mizeme klasifikovat podle polarity disperzniho
prostiedi na pfimé ozna¢ované jako o/v (olej ve vod¢) a obracené ozna¢ované jako v/o (voda
v oleji). Déle se mohou délit podle koncentrace nebo velikosti rozptylenych ¢éstic na
makroemulze, mikroemulze a nanoemulze, z nichz nanoemulze byvaji definovany jako

termodynamicky nejstabilnéjsi a transparentni [ 18].

2.6.2 Anorganické systémy

Kromé vySe popsanych nosnych systémt na bazi organickych latek ptitahuji pozornost
1 anorganické materidly, které jsou potenciondlnimi nosici pro potravinaiské, farmaceutické
1 1ékatské aplikace [10]. Ptikladem mohou byt mezoporézni nanocastice oxidu kiemicitého,
které¢ ziskaly na popularit¢ diky velkému povrchu, objemu porh, biokompatibilité

a biodegradabilité, coz jsou vyhodné vlastnosti pro zapouzdieni a dodani flavonoidi [19].

Dalsim ptikladem anorganického nosného systému jsou superparamagnetické nanocastice
oxidu Zeleza, které kromé biokompatibility a malé velikosti maji 1 vysoky magneticky
moment v pritomnosti vnéjSiho magnetického pole. Diky témto superparamagnetickym
vlastnostem nachazeji uplatnéni napt. jako nanosenzory, nebo kontrastni latky pii
zobrazovani magnetickou rezonanci, avsak nejslibnéjsi aplikaci se jevi cilené dodavani 1éki
zalozené na magnetické odezvé oxidu Zeleza, coz umoziiuje magnetické cileni, které

prodluzuje zadrzovani nanocastic v cilové tkani [10].
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3 METODY ENKAPSULACE

Pro enkapsulaci latek byla vyvinuta fada technik, pficemz pti vybéru konkrétni metody je
tteba brat v iivahu charakter materidlu, ktery méa byt enkapsulovan, stejné jako vlastnosti
nosi¢e, jeho morfologie a velikost. Optimalizace téchto faktori mize vyrazn€ ovlivnit

ucinnost enkapsulace [20].

Enkapsulac¢ni techniky mizeme rozd¢lit do tii zakladnich skupin, a to na techniky fyzikéaIné-
mechanické, fyzikalné-chemické a chemické. Do prvni skupiny metod patii sprejové susent,
extruze, srdzeni fdzovou inverzi ¢i nastiik ve fluidnim lozi. Metody fyzikaln&-chemické
zahrnuji metody jako je koacervace, “layer-by-layer, iontova gelace a zesit'ovani suspenze.
Mezi chemické metody patii mezifazova polymerace a polymerace in situ (suspenzni,

emulzni, disperzni polymerace) [21].

Nasledujici ptfehled je zaméfen pifedevSim na vybrané metody pro enkapsulaci

polyfenolickych latek.

3.1 Sprejové suSeni

Mechanismus sprejového suseni je zaloZen na odstranéni vlhkosti pomoci ohfaté atmosféry,
které je produkt vystaven. Proces zahrnuje tfi hlavni faze: atomizaci, pfeménu kapicek na
Castice a sbér castic (Obr. 11). Roztok je ¢erpan do rozprasovace, ktery jej disperguje do
jemnych kapicek. Poté jsou kapicky transportovany do susici plynové komory, kde dochazi
k odpatovani vlhkosti a vznikaji suché ¢astice. Nakonec jsou pfipravené vysusené Castice
odd¢leny od susiciho média a shromazdény v prislusné nadobé [22].

horky
olejova faze vzduch

é polymer

zkompresovany
vzduch

rozprasovaci
suicka

emulzifikace atomizace sbér éastic
Obrazek 11: Proces suSeni rozprasovanim (upraveno dle [23])

PraSky vytvorené touto technikou jsou stabilni, odolné viici mikrobiologické a oxidac¢ni

degradaci, maji nizkou aktivitu vody, jsou vice rozpustné a vykazuji lepsi kvalitativni
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parametry (barva, chut, ziviny). AvSak vysoké teplota procesu (150-220 °C vstupniho
vzduchu a 50-80 °C vystupniho vzduchu) ma neblahy vliv na senzitivni slouceniny jako jsou

vitaminy, barviva, lykopen, $-karoten a polyfenoly [9].

Technika sprejového suSeni ma kvili nizkym vyrobnim nékladiim Siroké vyuZiti ptredevSim
v potravinarském pramyslu. Jako obalovy material mize byt pouzit maltodextrin, arabska

guma, chitosan atd. [9].

3.2 Lyofilizace

Lyofilizace je Casto pouzivand enkapsulacni metoda, kterd je zalozena na dehydrataci
sublimaci zmrazené¢ho vzorku. Vstupni emulze je zmrazena pii nizkych teplotach, zmrazeny
roztok je nasledné vystaven extrémné nizkym tlakitim a vyrobené krystaly jsou sublimovany.
Dalsim krokem je desorpce, a nakonec skladovani ke stabilizaci materiald. Vzhledem
k pouziti vakuové technologie a dobé& suseni (24-48 h) je lyofilizace povaZzovana za pomérné
nakladnou a energeticky naro¢nou techniku. Na druhou stranu se jedna o metodu vhodnou
pro citlivé bioaktivni slouCeniny, jelikoz latky nejsou vystaveny vysokym teplotam, jako je
tomu v piipad€ sprejového suseni. Vyhodou také je, ze lyofilizované produkty lze rychle
a snadno rekonstituovat a zachovavaji si své vlastnosti, jako tvar, barvu, chut’ ¢i texturu.
Mezi Casto pouzivané obalové materidly patii arabska guma, maltodextrin, Skroby

a syrovatkovy protein [24], [25], [26].

3.3 Vytlacovani

Vytlacovani neboli extruze je fyzikélné-mechanicky proces pro enkapsulaci riznych
bioaktivnich sloucenin, kdy je aktivni latka vedena tryskou do gelovaciho roztoku. Kone¢na
velikost Castic se odviji od praméru trysky a jejim priitoku a pohybuje se v rozmezi mezi
5022000 pm. Obecné plati, ze vytlacovani je nakladové efektivni metoda s vysokou vyrobni
kapacitou, bez nutnosti pouziti organickych rozpoustédel, vysokych teplot nebo pH. Mohou
ovSem nastat potize v piipad¢ vysoce viskdznich roztokil a u€¢innost enkapsulace byva nizsi

nez u jinych metod, jako je napi. suseni rozprasovanim [20], [26].

3.4 Koacervace

Pfi procesu koacervace je aktivni latka distribuovana v homogennim roztoku polymeru
a nasledné se na vnéjsim povrchu kapky aktivni latky vytvareji koloidni agregaty. Proces

muze byt zahajen zménou jednoho nebo vice parametrii systému, jako je teplota, pH nebo
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slozeni reakéni smési (napf. ptidavek soli) [21]. Pocet pouzitych polymerd urcuje typ
koacervace, pfi¢emz pii pouziti pouze jednoho typu polymeru se jednd o koacervaci
jednoduchou, zatimco komplexni koacervace zahrnuje pouziti polymerni smési jako
materidlu stény (Obr. 12). Pro zvysSeni pevnosti a stability materidlu stén lze pouzit
zesitovaci €inidla, a to chemickd nebo enzymaticka. Elektrostatické interakce zesitovaciho
¢inidla napomahaji tvorbé koacervatii. Cinidla musi byt dostate¢né silna, aby indukovala
elektrostatické interakce, ale zaroven nesmi byt interakce pfili$ velkd, aby zabranila sraZeni.
Koacervace je slibna technika, kterd umoziuje dosahnout vysokou uc¢innost enkapsulace
aktivni latky a fizené uvolilovani. Jistou nevyhodou je, Ze vysledné kapsle nejsou stabilni ve

vodnych roztocich a maji tendenci se aglomerovat. Kromé toho se jednd o ekonomicky

vewr

jednoducha koacervace

tvrzeni

druhy polymer  ;egitovaci ginidlo

@ komplexni koacervace

emulzifikace

tvrzeni

Obrazek 12: Jednoducha a komplexni koacervace (upraveno dle [23])

3.5 Metoda vyuzivajici superkritické tekutiny

Dostupné klasické techniky enkapsulace s sebou nesou rizné nevyhody. Ve skutecnosti
Casto vyzaduji velké mnozstvi organickych rozpoustédel, povrchové aktivnich latek
a dalSich prisad, kter¢ mohou vést k emisim tékavych organickych sloucenin, zplsobit
problémy s eliminaci odpadu a zanechat potencidlné toxické zbytky obsazené v kone¢nych
produktech. V poslednich letech byly vyvinuty procesy enkapsulace vyuZzivajici technologii
superkritickych tekutin (Obr. 13). Nejpouzivanégjsi superkritickou kapalinou je oxid uhlicity,
a to diky své relativné nizké kritické teploté (Tx =304,2 K) a tlaku (px = 7,38 MPa). Je proto
vhodny pro zpracovani teplotné senzitivnich materiali, navic je netoxicky, nehotlavy, levny

ama status GRAS (Generally Recognized as Safe, vSeobecné povazovano za bezpecné) [27].
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Procesy jsou obecné klasifikovany do tii skupin, v zavislosti na zplisobu, jakym je
superkriticka tekutina pouzita. Lze ji aplikovat jako rozpoustédlo, antirozpoustédlo nebo

jako rozpousténou latku [27].

chlazeni T :
CO; pumpa H

2 pritokomér Q vyménik &—&

tep|a \'—-—-—/

co, :
: + y
# i | rozpoustédio | !
CO,l L ; :
roztok s Q
aktivni latkou Ty
v ' Castice '
nadoba na SRR SR TS !

tvorbu €astic

Obrazek 13: Schématické znazornéni zarizeni vyuzivaného na enkapsulaci pomoci

superkritické tekutiny CO: (upraveno dle [28])

3.6 Emulzni metoda odstranéni rozpoustédla

Tyto procesy jsou zaloZeny na odpafovani nebo extrakci vnitini faze emulze, coz vede
k vysrazeni polymerniho povlaku, ktery vznika z polymernich castic pfedem v této fazi
rozpusténych. Polymer urceny k vytvofeni matrice se nejprve rozpusti v organickém

rozpoustédle [27].

Pfi metodé¢ odpatovani se voli t€kavé rozpoustédlo s velmi nizkou misitelnosti s vodou, jako
je dichlormethan. Poté se u¢inna sloucenina rozpusti nebo disperguje v roztoku polymeru.
Smeés je velmi jemné emulgovana (ultrazvuk, homogenizator) ve velkém mnozstvi vody
obsahujici povrchové aktivni latky, aby byla vytvofena emulze oleje ve vodé (o/v).
Odparovani rozpoustédla se provadi pti zahtati a/nebo ve vakuu a za mirného michéni. Tento
proces se nedoporucuje pro enkapsulaci t€kavych slou¢enin nebo molekul s vyssi afinitou

ke kontinualni fazi. Metodu lze pouzit pro ptipravu mikro- a nebo nanocastic [27].

Pti metodé¢ extrakce rozpoustédla, nanoprecipitace, musi byt rozpoustédlo misitelné s vodou
ve vSech pomérech. Polymerni roztok obsahujici i¢innou latku se za michani vstiikne do
kontinualni vodné faze obsahujici povrchové aktivni latku. Nanocastice vznikaji spontanni

difuzi rozpoustédla ve vodné fazi: polymer, nerozpustny ve smési vody a rozpoustédla se
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vysrazi za vzniku nanocastic, pticemz zachycuje ucinnou latku. Po odstranéni rozpoustédla

se Castice promyji, shromézdi filtraci nebo odstfedénim a poté se susi nebo lyofilizuji [27].

Vyznamnou vyhodou této metody je mozné pouziti Siroké Skaly ucinnych latek
a enkapsula¢nich materidli. Na druhou stranu jsou s procesem spojeny vyssi ndklady

a relativné nizka u¢innost enkapsulace [26].

3.7 lIontova gelace

Proces iontové gelace spociva ve vytlatovani vodného roztoku polymeru pomoci stiikacky
nebo trysky, ve které je aktivni material rozpuStén nebo dispergovan. Kapicky jsou piijimany

v dispergacni fazi a po reakci jsou preménény na sférické gelové castice [27].

3.8 Metoda ,layer-by-layer

Tato metoda spociva v nandseni sttidavych vrstev opacné nabitych materidli na mineralni
nebo organické substraty, které tvofi jadro cCastice. Jinymi slovy se jednd o techniku
zaloZenou na elektrostatickém pfitahovani nabitych polymert vedouci k tvorbé membran

regulovatelné tloust’ky podle poc¢tu naskladanych vrstev [27].

3.9 Hydratace tenkého filmu

Pro vyrobu ¢astic na bazi lipidu je k dispozici mnoho metod, avSak hydratace tenkého filmu
patii k tém nejcastéj$im (Obr. 14) [27]. Tato metoda zndma také jako Banghamova metoda,
methanol. Po tomto procesu nasleduje odstranéni rozpoustédla za sniZzeného tlaku rotaénim
odpafovanim, dokud se nevytvoii tenky film. Poté je tenky film hydratovan ve vodném
médiu nad teplotou fazového prechodu, coz vede ktvorbé lipozomii MLV. Jedna se
o nejjednodussi zpiisob tvorby vezikul. Pouziti je vSak omezené kviili nizké schopnosti

zapouzdieni [29].
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Obrazek 14: Schéma produkce lipozomii metodou hydratace tenkého filmu (upraveno dle

[29)
3.10 Mezifazova polymerace

Pii mezifazové polymeraci obecné dochézi k reakci dvou monomeril na rozhrani kapky, coz
vede k vytvoreni kapsle. Jednd se o relativné jednoduchou, levnou a flexibilni metodu,
kterou lze diky kontrolovatelnym podminkdm tuto metodu vyuzit v riznych primyslovych
odvétvich, napf. v agrochemii, farmacii ¢i kosmetice. Stdle jsou ovSem studovany
optimaliza¢ni procesy, souvisejici s vlivem teploty, katalyzatoru, povrchové aktivni latky

a aktivni slozky [21].

3.11 Polymerace in situ

Polymerace in situ je Siroky pojem, ktery zahrnuje suspenzni, emulzni a disperzni
polymeraci. Doslovny pteklad slova in sifu znamena ,,na misté, coz z hlediska polymerni
védy znamena v reakéni smeési. Obé chemické metody — mezifazova polymerace
1 polymerace in situ — zahrnuji polymeracni reakce. V piipadé polymerace in situ jsou vSak
monomer nebo prepolymer pfitomny pouze v jedné reakéni smési, zatimco pii mezifdzové

polymeraci obsahuje kazd4 z kapalnych fazi alespon jeden reaktivni monomer [21].

Suspenzni polymerace je proces, pfi kterém je monomer relativné nerozpustny ve vodé

dispergovan ve forme kapek kapaliny se sterickym stabilizatorem a za intenzivniho michani

7w

vznikaji ¢astice polymeru jako dispergovana pevna faze. V tomto polymera¢nim procesu se
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pouzivaji iniciatory rozpustné v kapalné monomerni fazi. Problémem je vytvofeni co
nejrovnomérnéjsi disperze kapicek monomeru ve vodné fézi s fizenou koalescenci béhem
polymerace. Velikost kapsli je zdvisld na dispergaci monomeru, stupni michani
a konstruk¢nim uspotradani systému michadlo/reaktor. Pfitomnost suspenznich Cinidel navic
brani koalescenci kapicek monomeru a adhezi ¢astecné polymerizovanych ¢astic v pribé¢hu
polymerizace, takze vysledné pevné Castice lze ziskat v podobné sférické formé, v jaké byl

monomer piedtim dispergovan ve vodné fazi [21].
Emulzni polymerace probihd tak, ze se do roztoku jadrového materidlu a povrchové aktivni
latky (emulze) po kapkach ptidava monomer [21].
V ptipadé€ disperzni polymerace jsou monomer, inicidtor a dispergator pfitomny ve stejné
smési. Dulezitou roli zde hraje rozpoustédlo, které musi byt optimélni pro vSechny vyse

uvedené substraty, ale nerozpousti vyrobeny polymer; polymer se v ném tedy vysrazi [21].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Soucasné trendy ve vyuziti flavonoidi zahrnuji né€kolik oblasti, které reflektuji jejich Siroky
terapeuticky a zdravotni potencial. Rada studii se zabyva piiznivymi u¢inky flavonoidi pfi
regeneraci kostni tkan¢, konkrétné pii 1écbe osteoporozy, coz je chronické onemocnéni, pti
kterém kiehnou kosti a snadnéji se lamou. Timto onemocnénim trpi pievazné zeny po
menopauze, kdy dochazi ke snizeni hladiny estrogenu. Ne&kolik studii prokdzalo, Ze
konzumace so6jovych potravin s obsahem izoflavonii miize zvySovat obsah kostnich minerala

a kosterni hmoty, ¢imz vyznamné snizuje klinické rizikové faktory osteoporozy [30].

Zhidong Lu a kol. [31] studovali nanocastice na bazi kyseliny polymlécné-ko-glykolové
(PLGA), do nichz byl pomoci emulzni metody odstranéni rozpoustédla enkapsulovan
kvercetin a kurkumin. In vitro studie prokazaly vysokou enkapsula¢ni u¢innost a minimalni
uroven cytotoxicity pripravenych nanocastic. Ze studie in vivo provadéné na potkanech po
ovariektomii, bylo zjisténo, ze vybrané flavonoidy inkorporované v PLGA inhibovaly ztratu
trabekularni kostni tkané, vyznamné zlepsily hustotu kostniho mineralu a mikroarchitekturu
kosti. Bylo prokazano, ze piipravené c¢astice maji velky potencial pro vyvoj novych

terapeutickych ptipravkl pro 1é¢bu osteoporozy [31].

Existuje mnozstvi studii, které se vénuji antioxidaénim U€inkim rostlinnych flavonoidi.
Zminit lze naptiklad rostlinu Nymphaea lotus L. neboli leknin posvatny, ktery je v mnoha
zemich dobie zndmy pro své 1é€ivé Gcinky. Tento druh je uvadén jako slibny zdroj mnoha
flavonoidt, které by mohly byt vyuzity pro kosmetické ucely. Nejvétsi pozornost si ziskal
extrakt z kvétl, kdy vysledné antioxidacni aktivity byly podobné syntetickému antioxidantu
BHT (butylovany hydroxytoluen) ¢i kyselin¢ askorbové. Dale vysokou aktivitu pii
odstrafiovani volnych radikalt vykazovaly extrakty z oddenkd N. lotus. Tyto rostlinné
antioxidanty by se mohly vyuzivat ke zlepSeni oxidacni stability kosmetickych emulzi, jako
slibnd alternativa bézn¢ vyuzivanych potencionalné rizikovych syntetickych typi, jako je

pravé BHT [32].

Prace autorti de Oliveira a kol. [33] se zabyva moznostmi enkapsulace flavonoidi do
potravin pro diabetiky. Pfijem flavonoidi je vyznamné spojen se sniZzenim rizika a/nebo
zlepSenim poruchy gluk6zové tolerance a diabetu. OvSem piestoze flavonoidy zde
predstavuji velky potencial, je dllezité zdlraznit, Ze jejich G€innost souvisi se zplisobem,
jakym jsou tyto latky doddvany, uvoliiovany, vstiebavany a metabolizovany. V dasledku

toho je klic¢ové vybrat vhodné materialy a metody pro jejich enkapsulaci. Jedna se predevsim
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o jedl¢é enkapsulacni materidly jako jsou lipidy, polysacharidy a proteiny. Jako vhodné
metody se ukdazaly napt. sprejové suseni, lyofilizace, susSeni ve fluidnim lozi, vytlacovani
nebo koacervace. Autofi ve své praci uvedli nékolik studii zabyvajici se touto
problematikou, kde se né¢kolik systéml podavani osvédcCilo pro kontrolu uvolnovani
v gastrointestinadlnich podminkach. Ve studii autor Zhou a kol. [34] byl prok4zan vliv typu
nosného oleje pouzitého pro ptipravu nanoemulze na biologickou dostupnost zapouzdieného
kvercetinu. Konkrétné se ptiznivé projevily oleje bohaté na mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem (napf. Inény a slunecnicovy olej), nez typy se sttednim fetézcem (napt. kokosovy
olej). Navic bylo prokdzano, ze geometrie molekuly a rozlozeni polarnich/nepolarnich
skupin ovlivituje schopnost kvercetinu optimalné se uspotadat do hydrofobnich domén
smiSenych micel. Huang a kol. [35] vyvinuli hydrogelové ¢astice na bazi lipozom-chitosan,
do nichz enkapsulovali sou€asné kvercetin a Inény olej. Studie simulovaného traveni in vitro
ukazala, ze tyto hydrogelové Castice mohou zlepsit stabilitu lipozomt v gastrointestinalnim
traktu a inhibovat rychlé uvoliiovani mastnych kyselin. Na zaklad¢ studie zrychlené oxidace
a fotostability bylo prokdzano zlepSeni chemické stability funkénich bioaktivnich latek.
Hydrogelové castice lipozom-chitosan lze tedy povaZovat za atraktivhi moZnost pro
enkapsulaci funk¢nich bioaktivnich latek v potravinaistvi. Na ptiznivé u€inky flavonoidi pii
1é¢bé diabetu upozornila 12tydenni randomizovana studie v Cing [36], ktera zahrnovala
160 dospélych tucastnikli s prediabetem nebo nové vzniklym diabetem a ptiznivy vliv

antokyant na sniZeni hladiny glykolovaného hemoglobinu.

Enkapsulace kvercetinu v nanocasticich zeinu potazenych biopolymery byla pfedmétem
studie [37]. Kompozitni nanocastice byly vyrobeny vytvofenim kaseinat/k-karagenového
povlaku kolem nanocéastic zeinu. Kvercetin byl v kompozitech pfitomen v amorfnim stavu
a jeho ucinnost zapouzdieni se pohybovala okolo 76 %. Disperze nanocastic
s inkorporovanym kvercetinem byly odolné vici Sirokému spektru pH, solim a zvySené
teploté, coz znamena, ze by mohly byt zaClenény do Siroké Skaly potravinatrskych
a napojovych vyrobkii bez tendence k agregaci. Mimo jiné tento zptisob enkapsulace
kvercetinu zvysil jeho antioxidacni aktivitu a biologickou dostupnost. Celkové vysledky této
studie naznacuji, Zze kompozitni nanoc€éstice jsou ucinné pii zapouzdieni, zadrzovani
a dodavani kvercetinu, a proto mohou byt pouzity v dopliicich stravy, funk¢nich potravinach

a farmaceutickych vyrobcich.

Autofi studie [38] vyuzili niozomalni formulaci na bazi kaptoprilu a kvercetinu v pfipravené

procesem hydratace tenké vrstvy za ucelem vyvoje nového ucinného antihypertenziva.
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Castice vykazovaly vysokou uginnost zapouzdieni a postupny profil uvoliiovani léku po
dobu 24 hodin. Testy cytotoxicity byla potvrzena biologickd bezpecnost 1ékové formy.
Studie in vivo na potkanech prokazaly zvySenou antihypertenzni aktivitu této hybridni
niozomalni formulace, ktera snizila systolicky a diastolicky tlak ve srovnani

s jinymi jednotlivé podavanymi léky.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE
Hlavni cile praktické ¢asti bakalarské prace 1ze shrnout nasledovné:

e piiprava smésnych poloxamernich roztoki a charakterizace jejich micelarnich

parametru,

e pfiprava niozomalnich ¢astic metodou hydratace tenkého filmu, s obsahem aktivni

latky kvercetinu a aditiv,

e charakterizace fyzikalné-chemickych vlastnosti pfipravenych systémt — velikost
Castic, zeta potencial, vliv stabilizatoru, antioxidacni aktivita, enkapsulac¢ni G€innost,

kinetika uvolnovani kvercetinu.
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6 POUZITE PRISTROJE A CHEMIKALIE

6.1 Pouzité chemikalie

Poloxamer P188, Sigma Life Science

Poloxamer P407, Sigma Life Science

Quercetin Dihrydrat, Carl Roth + Co. KG
Poly(ethylen glycol) 400, Aldrich
DL-a-tokoferylacetat, FICHEMA

Fosfatovy pufr (pH 7)

Ftalatovy pufr (pH 4)

Chlorid sodny, Iplub

Chlorid draselny, mikroCHEM
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Lachema n. p. Brno
Dihyrogen fosfore¢nan draselny, Lachema n. p. Brno
Tween 80, Sigma-Aldrich

0,1 mM ethanolicky roztok DPPH

6.2 Pouzité pristroje a pomtcky

Analytické vahy Sartorius Basic 110 S

Magnetické michadlo Heidolph

Magnetické michadlo 2mag magnetic motin MIX 15 eco
Tenziometr Easy Dyne Kriiss

Vakuova rota¢ni odparka Heidolph

Ultrazvukova lazen KAITEK K-10LE

Odstredivka EBA 20, Hettich ZENTRIFUGEN
Spektrofotometr photoLab 6600 UV-VIS

Mikropipeta
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Bariérovy pH metr CPH 51 s kombinovanou pH elektrodou HC 103
Zetasizer Nano ZS Malvern
Parafilm M Laboratory Seal film

Laboratorni sklo (kadinky, odmérné baiiky, odmérné vélce, pipety, ty¢inky, 1zi¢ky, lodicky,

banky s kulatym dnem, vialky, exsikator)

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

Filtr CA 0,22 pm, Millex®GS

ZkumavKky s filtrem 0,45 um CA, Midi Spin Filters
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7 POSTUPY MERENI

7.1 Priprava roztoki poloxameri

Zasobni roztoky smési poloxamerti v pomérech 2:1 a 1:2 byly pfipraveny smichanim
roztoku P407 a P188 tak, aby vysledna koncentrace roztoku byla 1 %. Jednotlivé roztoky
poloxamert byly pfipraveny navazenim piislusSného mnozstvi P407 a P188 s pfesnosti na
0,0001 g. Navazky byly rozpustény na michadle za mirné¢ho zahtivani. Po rozpusténi byly
roztoky kvantitativné ptevedeny do 100ml odmérnych ban¢k a doplnény destilovanou vodou

po rysku.

7.2 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Pro stanoveni kritické micelarni koncentrace bylo vyuzito méteni povrchového napéti na
tenziometru Kriiss EasyDyne (Obr. 15) pomoci metody Wilhemyho desticky. Méteni
probihalo pfi teploté¢ 25+1 °C. Ze zédsobnich roztokii (1 %hm.) smési poloxamerti byly
pfipraveny pracovni roztoky o koncentracich 0,001 az 0,09 %hm. tak, Ze bylo odpipetovano
vypoctené mnozstvi smési poloxamerti a doplnéno do 50ml odmérné baiiky po rysku.

Pipetované mnozstvi poloxamernich roztokti se vypocitalo pomoci zied’ovaci rovnice (1).

ciVi=c 'V (1)
Kde:
C1 koncentrace zasobniho roztoku [mol/l]
Vi objem zasobniho roztoku [1]
C2 koncentrace pracovniho roztoku [mol/1]

V2 objem pracovniho roztoku [1]

Pfi samotném méfeni byla smés poloxamerti o urité koncentraci pfevedena do misky
tenziometru a po ustdleni hladiny bylo zméteno povrchové napéti roztoku. Stanoveni bylo

pro kazdy roztok provedeno dvakrat ve dvou sériich.
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Obrazek 15: Tenziometr EasyDyne — Kriiss

7.3 Priprava roztoku poloxameri s aktivni latkou

Vzorky s aktivni latkou kvercetinem (Q) byly pfipravovany v péti riiznych pomérech
poloxamerti P188 a P407,ato0 1:0, 1:2, 1:1,2:1 a 0:1 (P188:P407). Vzorky byly pfipravovany
navazenim vypocteného mnozstvi, tak aby vysledna koncentrace smési poloxamert ¢inila
1 %hm. Dale bylo ptidano 0,001 %hm. aditiva PEG 400 nebo tokoferyl acetatu (TOC)
a 0,05 %hm. aktivni latky kvercetinu. Ke smési bylo napipetovano 20 ml 96% ethanolu,
nasledné byly vzorky piikryty parafilmem a umistény na michadlo pfi laboratorni teplotg,
po dobu pfiblizné 30 minut pii 350 rpm. Poté byly vzorky pfevedeny do 100ml ban¢k
s kulatym dnem a umistény na vakuovou rota¢ni odparku, kterd byla nastavena na 50 °C
a 55 rpm. Banky po odpateni ethanolu a vzniku tenkého filmu byly zabaleny do alobalu
a umistény do exsikatoru, kde byly ponechany ve tmé pies noc. Poté byly vzorky
rehydratovany pomoci 10 ml destilované vody a nasledné dispergovany v ultrazvukové lazni

po dobu 40 az 90 minut pii teploté 40 °C.

Stejnym zpiisobem se ptipravila i dalsi sada vzorkl bez aktivni latky a aditiv, slouzici jako

reference.
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7.4 Priprava pufru

Pro stanoveni uvolnéni aktivni latky byl ptipraven fosfatovy pufr, také oznacovan jako PBS
(Phosphate Buffered Saline). Jednotlivé suroviny (Tabulka 1) byly navazeny a rozpustény
v malém mnozstvi destilované vody a kvantitativné pievedeny do litrové odmérné banky,
ktera poté byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. K pufru byl pfidan Tween 80
(0,5 %hm.) pro zajisténi lepsi rozpustnosti aktivni latky pfi testu uvolnovani. Hodnota pH

byla pfemétena pomoci pH metru.

Tabulka 1: Navdzky pro 1 litr pufru o hodnoté pH 7,5

Navazka Koncentrace
Surovina
[¢] [mol/1]
Chlorid sodny (My = 58,44 g/mol) 8 0,137
Chlorid draselny (My = 74,55 g/mol) 0,2 0,0027
Hydrogenfosfore¢nan disodny (M= 141,96 g/mol) 1,44 0,01
Dihydrogen fosfore¢nan draselny (My, = 136,09 g/mol) 0,245 0,0018

7.5 Meéreni antioxidacni aktivity

Pro méfeni antioxidacni aktivity vzork( byla vyuzita metoda se stabilnim radikalem
difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl), ktery je
redukovan na DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Tato reakce je charakteristickd svou
barevnou zménou, kdy fialovy roztok DPPH ptechazi na svétle Zlutou (Obr. 16) [39].

: - NO
NOx ArQ + H'
ArQH "
O,N N— N " ., ON N—N
NO, N,
fialovd Iutd
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazin
(DPPH) (DPPH-H)

A=517 nm

Obrazek 16: Mechanismus metody s DPPH (upraveno dle [40])
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Vzorek o objemu 200 ul byl smichan s 0,1 mM ethanolickym roztokem DPPH a po dobu
30 minut ponechdn ve tmé pii teploté 25 °C. Nasledné se spektrofotometricky zméfila
absorbance pfi vinové délce 517 nm s ethanolem jako referenci. Procentudlni ubytek

absorbance byl vypocitan podle vztahu (2):

%A = Ablaz:;‘i:iorek 100 )
Kde:
%A mnozstvi inhibované latky [%]
Ablank absorbance 0,1 mM ethanolického roztoku DPPH oproti referenci pii 517 nm
Avzorek absorbance zmétena na vzorku oproti referenci pti 517 nm

7.6 Meéreni velikosti Castic a zeta potencialu

Velikost ¢astic byla métena pomoci dynamického rozptylu svétla na ptistroji ZetaSizer Nano
ZS Marvel. Z pripravenych vzorka bylo odpipetovano 0,5 ml do 5Sml kddinky a nafedéno
1 ml dvakrat ptefiltrovanou destilovanou vodou (filtr o velikosti péra 0,45 pm). Takto
zifedény roztok byl dikladné promichan a ptfeveden do kyvety (10 mm), kterd byla nasledné
vloZena do piistroje. Méteni bylo provadéno na vzorcich s kvercetinem a obéma typy aditiv
(PEG 400 a tokoferyl acetat) a nasledné¢ preméieno po mésici ulozeni vzorka v lednici

(cca 4 °C) pro zhodnoceni fyzikalni stability disperzniho systému.

Zeta potencial byl méfen na stejnych sadach vzorkd s kvercetinem a aditivy (PEG 400
a tokoferyl acetat) na pfistroji ZetaSizer Nano ZS Marvel. Bylo odpipetovano 6 pl
z ptipravenych vzorkl a nafedéno 3 ml dvakrat prefiltrované destilované vody. Naredéné
vzorky byly dikladné promichany a pomoci injekéni stiikacky pfevedeny do kyvety typu
DTS1070, ktera byla nasledné vlozena do pfistroje.

7.7 Méreni enkapsula¢ni ucinnosti

Pro stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti vzorkd poloxamerti s kvercetinem a aditivem
(PEG 400 nebo tokoferyl acetat) byl pfipraven zasobni roztok voda:ethanol v poméru 1:1 do
100ml odmérné barky. Pfi stanovovani bylo vyuZivano zkumavek s filtrem (filtr o velikosti
p6rt 0,45 pm), do kterych bylo napipetovano 2 ml vzorku a 2 ml ethanolického vodného
roztoku v poméru 1:1. Zkumavky byly nasledné vlozeny do odstiedivky na 10 minut pii

5000 rpm. Ze zkumavky bylo odebrano 2 ml supernatantu a natfedéno 2 ml ethanolickym
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vodnym roztokem. Nafedéné vzorky byly dikladné promichany a spektrofotometricky byly
stanoveny hodnoty absorbance pii vinové délce 375 nm, z nichz byla nésledné vypocitana
enkapsulacni G¢innost dle vztahu (3). Méfeni enkapsulacni Uc¢innosti bylo provedeno ve

dvou opakovanich pro oba typy aditiv.

%EE = (1 = QZ—IZJ -100 3)
Kde:
%EE mnozstvi enkapsulovaného kvercetinu [%]
Qvolny koncentrace kvercetinu po odstfedéni [mg/ml]
Qpavodni puvodni koncentrace kvercetinu [mg/ml]

7.8 Kinetika uvolnéni aktivni latky

Ze vzorki smési poloxamerti s kvercetinem a aditivem bylo napipetovano 5 ml
a prevedeno do dialyza¢ni membrany (12 az 14 kD), ktera byla uzaviena svorkami a vlozena
do kédinky, do které bylo vlozeno michadlo a pfidano 25 ml PBS pufru + Tween 80. Kadinky
s dialyzaénimi membranami byly zakryty parafilmem a uchovavany ve tmé pii laboratorni
teploté¢ za kontinudlniho michani pti 300 rpm. Poté byly v definovanych intervalech
(1,2,4,7,24 az 192 h) odebirany vzorky o objemu 2 ml do mikrozkumavek Eppendorf a na

spektrofotometru byla zmétena absorbance pfi vinové délce 378 nm.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Stanoveni CMC poloxamerii

Kriticka micelarni koncentrace (CMC) je dulezitou charakteristikou tenzidi a vypovida
o povrchové aktivité¢ systému. Stanoveni CMC bylo provedeno metodou Wilhelmyho
desticky, kde je méteno povrchové napéti kapaliny. Kritickd miceldrni koncentrace byla
stanovovana ve dvou opakovéanich pro roztoky poloxamert P188:P407 v poméru 1:2 a 2:1.
Naméiené hodnoty povrchového napéti byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci
smési tenzidd. Hodnoty CMC byly odecteny jako pruseciky smérnic jednotlivych grafh.

Vybrany graf s pruseciky smérnic se vzorovym vypoctem CMC je uveden na Obr. 17.

75
_70
£ —1775,7x + 69,858 = —70,349 + 52,724
Z 65
£ 1705,351x = 17,134
;43 60 y =-1775,7x + 69,858
e x = 0,01 hm%
\% 55
S 50
g
45 y =-70,349x + 52,724
40

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
koncentrace [hm%]

Obrazek 17: Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci smési poloxamerii
P188:P407 v poméru 2:1 pri 25 °C
Naméiené hodnoty CMC, stanovené ve dvou opakovanich pro oba poméry poloxameri byly
zpramerovany a vyuzity pro vypocet hodnoty Gibbsovy micelizani energie AGm (dle

rovnice 4 [41]) a adsorpce na rozhrani I' (dle rovnice 5 [42]), které jsou uvedeny v Tab.2.

AG,, = RTIn(CMC) 4)
Kde:
R univerzalni plynova konstanta [J K' mol™]
T termodynamicka teplota [K]

CMC kriticka micelarni koncentrace
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r = a7 ()
~ RT \dInC

Kde:

R univerzalni plynova konstanta [J K-! mol™]

T termodynamicka teplota [K]

dy/dInC smérnice z grafu zavislosti povrchového napéti na hodnoté ptirozeného

logaritmu koncentrace

Tabulka 2: Micelarni parametry smési poloxamerii

Pomér poloxameri P188:P407 1:2 2:1
CMC [hm.%] 0,0106+0,0005 0,0098+0,0003
CMC [mM] 0,018+0,003 0,012+0,002
AG [kJ/mol] —27,1+£0,4 —27,9+0,2
I - 107 [mol/m?] 1,66+0,00 1,60+0,02

Z Tabulky 2 je patrné, ze hodnoty Gibbsovy miceldrni energie jsou zaporné, coz potvrzuje
spontannost procesu tvorby micel u smésnych poloxamernich systémil. Zaroven plati, ze ¢im
vice je hodnota AGm zaporna, tim je proces micelizace z termodynamického hlediska snazsi.
Nami stanovené hodnoty se pohybovaly okolo —27 klJ/mol. Podobny vysledek pro
Poloxamer 407 (—24 kJ/mol) pii teploté 30 °C byl stanoven ve studii [43]. Jindal a kol. [44],
kteti se zabyvali studiem smésnych micel na bazi Poloxameru 407 a Pluronic 123 v riiznych
pomérech, ziskali hodnoty Gibbsovy micelarni energie jeSt€¢ niz$i, okolo
—40 kJ/mol, které se jest¢ snizily srostouci teplotou. Hodnoty povrchové adsorpce na
rozhrani, indikujici tUroven povrchové aktivity dané latky, se pohybuje okolo
1,6 - 107 mol/m?, coz je srovnatelny vysledek jako ve studii Shubhra a kol. [45], kde byla
pro jednoduché micely pouze na bdzi Poloxameru 407 stanovena adsorpce na rozhrani

v priméru 1,8 - 10”7 mol/m?.

Hodnoty kritické micelarni koncentrace jsou pomérné nizké, a to od 0,01 az 0,02 mM pro
smés 2:1 a 1:2. Je zfejmé, Ze hodnoty koncentraci, kdy se zacinaji tvofit micely, zaviseji na
mnoha faktorech, pfi¢emz primarni roli hraje molekularni struktura dané latky. V nasem
piipad¢ se jedna o polymerni surfaktanty, které se mohou vyrazné¢ liSit svou molekulovou

hmotnosti a hydrofilné-lipofilni rovnovédhou (HLB).

Riiznych hodnot CMC bylo dosazeno i v piedeslych studiich. Autofi Kabanov a kol. [46],

kteti studovali blokové kopolymery na bazi Pluronicu jako potencialni nosné systémy pro
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dodavani léciv, uvadéji kritickou micelarni koncentraci Poloxameru 188 (Pluronic F68)

hodnotu 0,48 mmol a pro Poloxamer 407 (Pluronic F127) hodnotu 0,0028 mmol.

Podobného vysledku pro Poloxamer 188 (CMC hodnota stanovena teziometrickym méfenim
0,047 mM) bylo dosazeno ve studii autori [47], kde nasledné¢ do micel enkapsulovali
sildenafil, cozZ je prostiedek vyuzivany jako inhibitor specifické fosfodiesterazy. Vyvojem
smésnych micel na bazi Poloxameru 407 a Pluronic 123 v riznych pomérech (1:2, 1:1, 2:1)
pro zapouzdieni antiretrovirového 1é¢iva Nevirapinu se zabyvala studie [44]. Kritické
micelarni koncentrace pro smésné micely Poloxamer 407/Pluronic P123 pfi teploté 25 °C
byly stanoveny na hodnoty 0,0029 hm.% pro pomér 1:2, 0,0032 hm.%
pro 1:1 a 0,0059 hm.% pro 2:1.

8.2 Antioxidaé¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita pfipravenych formulaci byla testovana na zéklad¢ jejich schopnosti
pohlcovat volné radikaly DPPH, prostfednictvim UV-VIS spektrofotometrie pii vilnové
délce 517 nm.

Mg¢éteni probihalo na smésich poloxamerti P188:P407 s kvercetinem a aditivy (PEG 400 nebo

tokoferyl acetat), ve dvou opakovanich.

Antioxidacni G€¢inky bylo mozno pozorovat i vizualné po uplynuti inkubacni doby, kdy byla

patrna vyrazna barevnd zména vzorkl ptiivodniho fialového na svétle zluté zbarveni.

Z nasledujicich grafi na Obr. 18 a 19 lze vidét, Ze vSechny smési poloxameri
s enkapsulovanym kvercetinem vykazovaly hodnoty ubytku absorbance nad 80 %, bez
ohledu na to, zda byl ve formulaci ptitomen PEG 400 nebo tokoferyl acetat. Nicméné
nejvyssi antioxidacni ucinek byl zaznamendn u smési poloxamert v poméru 1:0 byly
hodnoty inhibice nejvétsi, kdy pro aditiva PEG 400 i TOC hodnota ptesdhla 86 %.
Podobnych vysledkli bylo dosazeno 1 ve studii [48], kde byl kvercetin inkorporovan do

multilamelarnich lipozomi na bazi fosfatidylcholinu.
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Obrazek 18: Antioxidacni aktivita vzorki poloxameri Q/PEG 400
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Obrazek 19: Antioxidacni aktivita vzorkii poloxameri Q/TOC

Autofi studie [49] hodnotili antioxidac¢ni aktivitu né€kolika aktivnich latek, zahrnujicich
kromé kvercetinu i festin, myricetin, morin, rutin, BHT nebo breviskapin, z nichz pravé
kvercetin a festin vykazovaly nejsilnéjsi schopnost zachycovat volné radikaly.
Jardim a kol. [50] se vénovali enkapsulaci kvercetinu do nanocéstic chitosanu zesitovanych
iontovou gelaci s tripolyfosforecnanen sodnym, kde z hodnoceni antioxida¢ni aktivity
pomoci metody DPPH bylo zji§téno, Ze enkapsulovany kvercetin vykazuje vétsi antioxidacni

ucinek ve srovnani s kvercetinem volnym.
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8.3 Vizualni hodnoceni

Ptipravené vzorky poloxamert s kvercetinem a aditivy byly hodnoceny i vizualn¢, a to v den
piipravy a poté po jednom mésici skladovani pfi teploté¢ 4 °C (Obr. 20 a 21). Pfipravené
smési vykazovaly charakteristické nazloutlé zbarveni. Vzorky Q/PEG 400 byly zakalené
a smés v pomeéru 1:1 byla nehomogenni jiz po ptipravé. Po uplynuti doby skladovani doslo

ke gravitaéni separaci u vétSiny vzorkd, vyjma poméru 2:1 (Obr. 20 b)).

Vzorky Q/TOC vykazovaly také Zluté zbarveni, ovSem na rozdil od formulace s PEG 400
byl zdkal pozorovan pouze u vzorkl s vy$§im zastoupenim poloxameru P188 (1:0 a 2:1),
zatimco ostatni smési byly ¢iré (Obr. 21). Po sledované dobé byl pozorovan podobny jev

jako v ptipadé Q/PEG 400 systémd, tj. sedimentace jako projev gravitacni nestability.

Obrazek 20: Vzorky poloxamerit O/PEG 400 a) ihned po priprave b) po mésici

skladovani pri 4 °C
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21l

Obrazek 21: Vzorky poloxamerii Q/TOC a) ihned po pripravé b) po mésici
skladovani pri 4 °C

8.4 Velikost Castic

Velikost ¢astic je vyznamnym parametrem, ktery poskytuje zasadni informace o fyzikalnich
vlastnostech a stabilité¢ daného systému. Velikost ¢astic spolu s indexem polydisperzity byly
stanoveny pomoci metody dynamického rozptylu svétla. Méfeni bylo provadéno ihned po
pripravé roztokli a poté po mesici skladovani pii teplot¢ 4 °C. Vysledky méieni
poloxamernich smési s kvercetinem a aditivy (PEG 400 a tokoferyl acetat) jsou uvedeny na

Obr. 22 a 23.
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Obrazek 22: Velikost castic a polydisperzita smesi poloxamerit Q/PEG 400
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Obrazek 23: Velikost castic a polydisperzita smési poloxamerit Q/TOC
Z grafu na Obr. 22 je zfejmé, Ze, velikost ¢astic méfend ihned po piipravé niozomalnich
formulaci se pohybuje od 989 nm pro pomér 1:0 do zhruba 3500 nm pro smés 2:1.
Hodnocenim velikosti ¢astic v ¢ase 1ze potvrdit nejvyssi stabilitu u formulace obsahujici
pouze Poloxamer 188 a pak u smési v poméru 1:2, u kterych po mésici skladovani nedoslo
k vyraznym zménam tohoto parametru. Nejvyznamnéj$i zmeéna se projevila u smési 1:1, kdy

se velikost zvysila béhem mésice skladovani o vice jak 40 %.

Index polydisperzity vypovidajici o distribuci velikosti Castic se pohybuje v rozsahu
0,1 az 0,4. Autofi Javani a kol. [51] studovali niozomalni ¢éstice piipravené metodou
hydratace tenkého filmu s enkapsulovanym kvercetinem v piitomnosti riznych aditiv,
vcetné polyetylenglykolu s riznou molekulovou hmotnosti. V porovnani s nasimi vysledky
dosahli nizsich hodnot velikosti Castic, a to od 100 do zhruba 1100 nm, v zavislosti na

konkrétnim typu aditiva a také na technice pfipravy (bez a s vyuzitim ultrasonikace).

V piipad¢ castic stokoferyl acetitem se velikosti castic pohybovaly v rozpéti
980-5000 nm (Obr. 23). Podobnych vysledkii bylo dosazeno i ve studii [52], kde autofi
enkapsulovali dithranol do formulace na bazi surfaktantu Span 60 a cholesterolu. Smési
v poméru 1:1 a 1:2 nejsou uvedeny v grafu, jelikoz zjisténa velikost ¢astic byla nad hranici
meéfitelnosti pristroje. Po mésici skladovani byly zaznamenany pouze mén¢ zasadni zmény
velikosti ¢astic. Jako nejvice stabilni se jevily ¢astice v poméru 0:1 a 2:1. Hodnoty indexu

polydisperzity vzorkl se pohybovaly ptiblizné€ v rozsahu 0,2 az 0,5.
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Pro srovnani bylo provedeno také méteni poloxamernich smési P188 a P407 bez aktivni
latky a aditiv, pficemz velikosti ¢astic se v tomto pfipadé pohybovaly ve vyrazné nizsich
hodnotdch, a to vrozmezi 115-350 nm. Podobnych hodnot velikosti castic
(111,8 £ 14,6 nm) bylo dosazeno v praci [53], kde studovali smésné micely slozené ze dvou
biokompatibilnich kopolymerit Soluplus a Poloxamer 188, do nichz byla inkorporovana

bioaktivni slozka magnolol.

Dle literatury se velikost niozoml mliZze pohybovat v pomérné Sirokém rozpéti, a to pfiblizné
od 20 nm az do 50 pum [54]. Je zfejmé, Ze tento parametr je ovlivnén fadou faktort, jako je
charakter nosného materidlu, jeho struktura a molekulovd hmotnost. Bylo prokazano, Ze
volba povrchové aktivni latky a jeji HLB hodnota ma pifimy dopad na velikost Castic a index
polydisperzity, v mensi mife je pak ovlivnén zeta potencidl. Je znamo, Ze hydrofilni/lipofilni
rovnovaha povrchové aktivnich latek reflektuje procentuélni podil hydrofilnich a lipofilnich
skupin v molekule. Tento parametr také muze vypovidat o schopnosti materidlu tvofit
vezikuly. Povrchové aktivni latky, jako je Tween 20, 60 a 80 s hodnotami HLB mezi
14 a 17, nejsou schopny tvofit vezikuly bez pfidani lipidd, zatimco surfaktanty typu Span
s hodnotami HLB < 8 ano. Hydrofilita molekuly povrchové aktivni latky mtlize také ovlivnit
index PDI, latky s vyssi hodnotou HLB obecné¢ vykazuji 1 vétsi index polydisperzity [55].
Zésadni vliv pouzitého typu polymeru na velikost niozomalnich castic ptipravenych na bazi
kombinace riznych povrchové aktivnich latek (Tween 60/Span 60 a Tween 80/Span 80),
polymera (PEG 400, 1500 a 10 000, polyglykol), glycerolu a cholesterolu byl prokdzan ve
studii [51]. DlleZitou roli hraje i pouZita technika pfipravy nosici, piipadné zatazeni kroka,

jako je filtrace, vykonné;jsi ultrazvukova dispergace a podobn¢.

8.5 Zeta potencial

Kazdou castici obklopuje vrstva naboju, tzv. elektrickd dvojvrstva, kterda ma dvé Casti:
vnitini vrstvu (Sternova), kde jsou ionty silné vazany, a vrstvu vnéjsi (diftzni). Uvnitt
diftizni vrstvy existuje pomyslna hranice nazyvana jako rovina skluzu. Pokud se da ¢astice
do pohybu, vazané ionty se zacnou pohybovat s Castici. Potencidl pfitomny praveé na této
hranici je charakterizovan jako zeta potencidl. Obecna hranice mezi stabilni a nestabilni
suspenzi je stanovena jako + 30 mV. Tzn. Ze Castice se zeta potencidlem pozitivnéj$im nez
+30 mV nebo zaporngjsi nez —30 mV se obvykle povazuji za elektrostaticky stabilni. Zeta

potencial je jednim z nejpouzivanéjSich zakladnich parametrii, o nichz je znamo, Ze ovliviiuji
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stabilitu z hlediska dispergace, agregace nebo flokulace a mize byt pouzit ke zlepSeni

stability formulaci disperznich systému [56], [48].

Nasledujici graf na Obr. 24 znazoriiuje namétrené hodnoty zeta potencialu pro vzorky smési

poloxamerti s inkorporovanym kvercetinem a s aditivy (PEG 400/tokoferyl acetat).

HTOC ®PEG 400

1:.0 2:1 1:1 1:2 0:1

Poméry poloxamer( P188:P407
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&
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Obrazek 24: Zeta potencial smesi poloxameri Q/PEG 400 a Q/TOC

Z vysledkil je patrné, Zze naboj se pohyboval od =9 do —12 mV pro vzorky Q/PEG 400
aod —15do—18 mV pro smési Q/TOC, tudiz nelze ocekavat vyznamny podil elektrostatické
stabilizace pfipravenych niozomalnich ¢astic. Hodnoty pH roztoki se pohybovaly v rozsahu
od 6 do 7. Zaporné hodnoty naboje byly naméteny i v jinych studiich. Elmi a kol. ve své
studii ~ [57], ktefi pfipravili niozomy na bdzi surfaktantti  Span 60
a Tween 80 s kvercetinem, naméfili zeta potencial niozomu v rozsahu —8,59 az —28,58 mV.
Patel a kol. [58], ktefi pfipravili a charakterizovali smésné micely na bazi blokovych
kopolymerii s inkorporovanym kvercetinem, ziskali srovnatelné hodnoty zeta potencialu
s naSim méfenim, v rozsahu od —5 do —16 mV, v zavislosti na konkrétnim slozeni dané

formulace, tj. zastoupeni jednotlivych poloxamert typu P123/F88.
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8.6 Enkapsulacni u¢innost

Enkapsulac¢ni ucinnost byla hodnocena prostfednictvim UV-VIS spektrofotometrie pti
vlnové délce 375 nm. Kalibrace aktivni latky, kvercetinu, byla provedena v ethanolickém
vodném roztoku 1:1. Kalibra¢ni pfimka pouZité aktivni latky vcetné rovnice linearni regrese

je zobrazena na Obr. 25.
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Obrazek 25: Kalibracni primka pro kvercetin (méreno pri 375 nm)

V grafu na Obr. 26 jsou zndzornény hodnoty dosaZeného enkapsulacniho ucinku pro
jednotlivé poméry polymert s riznym typem aditiva. Nejvyssiho stupné enkapsulace bylo
dosazeno u smési na bazi samotného poloxameru P188, a to jak v ptipadé PEG 400
(58,5 %), tak s tokoferyl acetatem (61,5 %). Ostatni smési vykazovaly enkapsula¢ni kapacitu
v rozmezi 3040 %.
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Obrazek 26: Enkapsulacni ucinnost smesi poloxameri Q/PEG 400 a Q/TOC
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Vysledky autora v praci [51] prokazaly enkapsulac¢ni ¢innost kvercetinu v niozomech na
bazi Tween80/Span80 a Tween60/Span60 v rozmezi od 27 do 79 %, v zavislosti na pouzitém
aditivu (PEG o rizné molekulové hmotnosti, cholesterol, propylenglykol). Nejvyssi
enkapsulacni kapacita byla monitorovana u niozomdlni formulace s PEG 400
a polyprolenglykolem. Jesté vyssi enkapsulacni ucinek (87 %) aktivni latky kvercetinu byl
ziskan autory Lu a kol. [49] v ptipadé vezikul na bazi Span60-RH40.

8.7 Kinetika uvoliiovani ucinné latky

Uvoliovani aktivni latky bylo studovdno pomoci dialyza¢ni metody, kdy byla suspenze
umisténa do dialyza¢ni membrany, uzaviena a vlozena do kadinky s fosfatovym pufrem, po
celou dobu stanovovani bylo udrzovano michani smési. V definovanych intervalech byly
odebirany vzorky, u nichz byla stanovena absorbance, kterd byla nasledné pifepoctena
mnozstvi uvolnéné latky. Na grafech (Obr. 27 a 28) jsou vyobrazeny zavislosti kumulativni
koncentrace v % jednotlivych pomérli na ¢ase pro systémy poloxamerti Q/PEG 400 nebo
Q/TOC. Z grafu (Obr. 27) je patrné, ze v piipad¢ formulace Q/PEG 400 bylo uvoliiovani
aktivni latky v prvnich 20 hodinach pozvolnéjsi, nez u smési Q/TOC (Obr.28), kde priib¢h
kopiroval spise trend odpovidajici kinetice 1.fadu. Nicméné u zadné smési nedochazelo
k Zddnému vyraznému uvolnéni v pocatecni fazi sledované¢ho casu, tzv. burst efektu,
a pfipravené niozomy lze tedy doporucit spiSe pro postupné uvolnéni aktivni latky.
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Obrazek 27: Zavislost kumulativni koncentrace kvercetinu na smési poloxameri
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Obrazek 28: Zavislost kumulativni koncentrace kvercetinu na smési poloxamerii
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Ve studii [49] byly hodnoceny podminky uvoliiovani kvercetinu z niozoml na bazi
Span60-RH40, kde jako dialyza¢ni médium bylo pouzit roztok Tween 80. Ve srovnani
s volnym kvercetinem doSlo po enkapsulaci do niozomid k mnohem pozvolnéjsimu
uvolnovani, kdy se béhem pfiblizn€¢ 25 hodin uvolnilo 20 % inkorporovaného kvercetinu.
Kinetika uvolilovani jiné flavonoidni aktivni latky, kurkuminu, byla pfedmétem studie [59],
kde byly ptipraveny smésné micely na bazi Pluronic P123 a Pluronic F68 metodou hydratace
tenkého filmu. Test probihal dialyza¢ni metodou s 20% roztokem dodecylsulfatu sodného
(SDS). Béhem prvnich 6 hodin se uvolnilo necelych 10 %, po 72 hodinéch bylo detekovano
mnozstvi uvolnéné latky ptiblizné 50 %, coZ bylo v nasi studii dosaZeno u vybranych smési

az po témet 140 hodinach.
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ZAVER

Cilem bakalatské prace byla pfiprava a charakterizace niozomalnich castic s obsahem
aktivni latky kvercetinu. Studovan byl zejména vliv rlznych hmotnostnich poméri
poloxamerti P188 a P407 a aditiv PEG 400 nebo tokoferyl acetitu na fyzikalné-chemické

vlastnosti piipravenych systémt. Hodnocena byla i antioxidacni aktivita, enkapsulacni

kapacita a podminky uvoliiovani aktivni latky.

V tvodni fazi byla stanovena kriticka micelarni koncentrace poloxamernich roztokli pomoci
tenziometrického méfeni, pricemz hodnoty se pohybovaly okolo 0,01 mM. Povrchova
aktivita smésnych micel byla prokazana prostiednictvim zédporné Gibbsovy micelizacni

energie (okolo —27 kJ/mol) a parametrem adsorpce na rozhrani (okolo 1,6 - 10”7 mol/m?).

Dalsi ¢ast experimentalni prace byla vénovana studiu antioxidacni aktivity, kdy vSechny
niozomalni formulace prokazaly vyznamny ubytek absorbance (>80 %) indikujici vyznamné
antioxidac¢ni uc¢inky.

Ptipravené Castice vykazovaly primérnou velikost v rozmezi 980—5000 nm a po op&tovném
proméfeni (po mesici skladovani pti 4 °C) byly jako nejstabilnéjsi hodnoceny poméry
1:0a 1:2 s PEG 400 a smési 2:1 a 0:1 s tokoferyl acetatem. Pii méfeni zeta potencidlu byly

ziskany zaporné hodnoty v rozmezi od —8,6 do —28,6 mV.

Nejvyssi enkapsulacni uc¢innosti (okolo 60 %) bylo dosaZzeno u formulace pouze na bazi
poloxameru P188. Pfi porovnani obou testovanych aditiv PEG 400 a tokoferyl acetatu

nebyly prokazény zasadni rozdily v dosazené enkapsulacni aktivite.

Studie uvolnovani aktivni latky monitorovana v prosttedi fosfatového pufru odhalila u vS§ech
formulaci pozvolné uvolilovani enkapsulovaného kvercetinu, kdy béhem sledované doby
190 hodin doslo k uvolnéni v priméru 40 az 60 % (u vzorki Q/TOC), a 50 az 80 % (u vzorkl
Q/PEG 400) kvercetinu.

Zavérem lze fici, Ze byly pfipraveny niozomalni ¢astice s riznym slozenim poloxamernich
surfaktantil, obsahem aditiv a enkapsulovaného kvercetinu, které vykazuji vysokou uroven
antioxida¢ni aktivity a pfiznivé podminky uvoliiovani aktivni latky do prostfedi. Pti
komplexnim zhodnoceni vysledkii vS§ech provedenych experiment Ize u€init zavér, ze bez
ohledu na typ aditiva se jevil jako optimalni nosny systém na bazi poloxameru P188 (pomeér
1:0). Zavéry této pilotni studie mohou slouzit jako podklad pro budouci experimenty

zaméiené na optimalizaci podminek pfipravy, zejména s dlirazem na zafazeni G¢innéjsi
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metody pro redispergaci ¢astic pripravenych metodou hydratace tenkého filmu, a zvySeni
homogenity. S jistotou 1ze ovSem konstatovat, ze vzhledem k bezpecnosti a biokompatibilité
vstupnich surovin by pfipravené systémy mohly slouzit pii dodavani aktivnich latek

v kosmetickém nebo farmaceutickém pramyslu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

atd. A tak dale

BHT Butylhydroxytoluen

CMC Kritickd micelarni koncentrace
DNA Deoxyribonukleova kyselina
DPPH Difenylpikrylhydrazyl

DPPH-H Difenylpikrylhydrazin

EE Enkapsula¢ni uc¢inek

GRAS Generally Recognized As Safe
HLB Hydrofilné-lipofilni rovnovaha
LUV Velké unilameldrni vezikuly

MLV Multilamelarni vezikuly

napf. Naptiklad

NLC Nanostrukturované lipidové nosice
o/v Emulze olej ve vodé

P188 Poloxamer 188

P407 Poloxamer 407

PAMAM Polyamidoamin
PBS Fosfatovy pufr
PDI Polydisperzni index

PEG 400 Polyethylenglykol 400

px Kriticky tlak

PLGA Kyselina polymlécna-koglykolova
PNP Polymerni nanocastice

Q Kvercetin

RNA Ribonukleova kyselina
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SDS
SLN
SUV

Tk

TOC
tzv.

Uv
UV-VIS

v/o

Dodecylsulfat sodny

Pevné lipidové nanocastice

Malé unilamelarni vezikuly
Kriticka teplota

Tokoferyl acetat

Tak zvané

Ultrafialové zatreni
Ultrafialovo-viditelnd spektroskopie

Emulze voda v oleji
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Obrazek 27: Zavislost kumulativni koncentrace kvercetinu na smési poloxameri
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Obrazek 28: Zavislost kumulativni koncentrace kvercetinu na smési poloxameri
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