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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva ptipravou a charakterizaci fazové separovanych hydrogelti na
bazi mikroemulzi za pouziti nizkomolekuldrniho a vysokomolekularniho hyaluronanu.
Mikroemulze byly pfipraveny z fepkového, slune¢nicového, citronového a tea tree oleje.
Ke zkoumani vlivu mikroemulzi na chovani a vlastnosti hydrogeli bylo pouzito hydrofobni
barvivo olejova Cerven O, které simuluje hydrofobni 1é¢ivo. Stézejni ¢asti prace je studium
uvoliovani barviva z hydrogeli metodou UV-VIS spektrofotometrie. Mnozstvi uvolnéného
barviva bylo méfeno po 24, 48 a 72 hodinach. Na zakladé namétenych dat lze stanovit, Ze
hydrogely z nizkomolekularniho hyaluronanu uvoliiuji vice barviva nez hydrogely
z hyaluronanu vysokomolekularniho. Po 72 hodinach uvolnil hydrogel z mikroemulze s tea tree
olejem a hydrogel z mikroemulze s citronovym olejem vice barviva nez hydrogel bez
mikroemulze. Oba zminéné hydrogely navic vykazuji vyss$i tuhost, coZ je pfinosem pro
aplika¢ni vyuziti ve farmacii ¢i kosmetice. Obsah slune¢nicového a fepkového oleje
v hydrogelu projevoval spise negativni vliv na chovani hydrogeli.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with preparation and characterization of microemulsion based phase
separated hydrogels while using low molecular weight and high molecular weight hyaluronan.
Microemulsions were prepared from canola oil, sunflower oil, lemon oil and tea tree oil. As
a dye for studies of behaviour of hydrogels was used Oil red O which simulates hydrophobic
drug. The main part of this thesis studies the release of this dye from hydrogels by using
UV-VIS spectroscopy. The content of the dye in hydrogels was monitored after 24, 48
and 72 hours. Based on measured data we can state that hydrogel prepared from low molecular
weight hyaluronan release bigger amount of the dye than hydrogel from high molecular weight
hyaluronan. Based on measured data after 72 hours we can say that hydrogel from
microemulsion with tea tree oil and hydrogel from microemulsion with lemon oil released
bigger amount of the dye than hydrogel without microemulsion. Another advantage of these
two hydrogels is increased thougness. Content of sunflower and canola oil indicated rather
negative influence on behaviour of hydrogels.
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spektrofotometrie
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1 UvVOD

Hydrogely jsou systémy tvofené trojrozmérnou polymerni siti. Diky jejich viskoelastickym
vlastnostem, schopnosti pojmout velké mnozstvi vody, biodegrabilité a biokompatibilité
je 0 hydrogely stale vétsi zajem, a to predevSsim v potravinarském, kosmetickém
a farmaceutickém pramyslu. Jejich podobnost s zivymi tkanémi otevira mnoho moznosti
pro vyuziti také v oblasti biomediciny, kde si hydrogely ziskaly pozornost jako nosice 1é¢iv,
jelikoz diky své struktuie mohou 1é¢ivo pojmout a nasledn¢ kontrolované uvoliovat.

Mezi dalsi typ nosice léCiv patii mikroemulze, transparentni disperze slozené z oleje,
surfaktantu, kosurfaktantu a vodné faze. Mezi vyhody mikroemulzi patii jednoducha piiprava,
schopnost solubilizovat hydrofobni 1 hydrofilni aktivni latky, dobra termodynamicka stabilita,
biologicka dostupnost, schopnost kontrolovaného uvoliiovani 1é¢iva a usnadnéni prostupu
aktivni latky pifes biologické membrany. V posledni dobé byly mikroemulze ptipravovany
ve spojeni s hydrogelovou matrici, jakou je napiiklad hyaluronan. Timto spojenim vznika
hydrogel z mikroemulze, ktery je diky vyssi viskozité vhodnéj$i pro dermalni aplikaci
nez samotna mikroemulze.

Cilem této bakalaiské prace je ptipravit a charakterizovat hydrogely na bazi mikroemulzi
a zhodnotit jejich aplikacni pouziti ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. Potencialnim
vyuzitim hydrogelll z mikroemulzi v téchto odvétvich jsou pravé hydrogely jako nosice
bioaktivnich latek. Diky pfitomnym mikroemulzim jsou hydrogely schopny pojmout vétsi
mnozstvi hydrofobniho 1é¢iva a nasledné jej snadnéji uvolnit. Stézejni Casti prace je proto
méfeni uvoliiovani hydrofobniho barviva, které simuluje hydrofobni 1é¢ivo, z hydrogelu do
slune¢nicového oleje. K pfipravé mikroemulzi byly pouzity ctyfi druhy oleje. Tiidu
potravinatskych oleji zastupuji fepkovy a slunec¢nicovy olej, ze tiidy esencidlnich oleji byly
vybrany oleje citronovy a tea tree. Kromé vlivu mikroemulze byl sledovan i vliv molekulové
hmotnosti pouZzitého hyaluronanu na tvorbu a vlastnosti hydrogela.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty jsou polymery, které obsahuji ionizovatelné skupiny schopné disociovat
Vv polarnich rozpoustédlech. Disociaci makromolekularni latky vznika makroion s velkym
poctem elementarnich naboju a piislusné mnozstvi mensich iontti s opaénym nébojem. Podle
povahy disociovatelnych skupin délime polyelektrolyty na kyselé, zasadité a amfoterni [1].
Dale tyto latky délime 1 podle néboje, a to na kationtové s kladn€ nabitymi skupinami,
aniontové se zadporn¢ nabitymi skupinami a polyamfolyty, které nesou oba typy naboje. Mezi
polyelektrolyty se fadi spousta biologickych makromolekul, jako jsou DNA nebo kyselina
hyaluronova [2]. Vyuzivaji se ve farmaceutickych a biomedicinskych aplikacich, protoze
mohou tvofit polyelektrolytové komplexy rtizné velikosti, stability, viskozity a morfologie [3].

2.1.1 Hyaluronan

Kyselina hyaluronové (HA) je pfirodni linearni polysacharid, ktery se skldda z opakujicich se
disacharidovych jednotek. HA je Siroce rozsitena v ptirod¢, Vyskytuje se u obratlovct, bakterii
rodu Streptococcus, nékterych tas a kvasinek rodu Cryptococcus. Nenachazi se v houbach,
rostlinach a hmyzu [4].

2,1.1.1 Struktura

Disacharidické jednotky HA jsou tvofeny N-acetyl-D-glukosaminem a Kkyselinou
D-glukoronovou, které jsou stiidavé spojeny B-1,4 a B-1,3 glykosidickou vazbou. Jestlize jsou
oba monosacharidy v -konfiguraci, dochazi ke stabilizaci struktury, protoze objemné funkéni
skupiny (hydroxyl, karboxyl, acetamid a anomerni uhlik) jsou ve stericky vyhodné ekvatorialni
pozici, zatimco malé atomy vodiku zaujimaji méné energeticky vyhodnou axialni polohu. Pti
fyziologickém pH, ma kazda karboxylova skupina zaporny naboj, ktery miize byt vyrovnan
kationty Na*, K*, Ca?* a Mg?*. Ve vodném roztoku je tedy kyselina nabita zdporné a tvoii sl
takzvany hyaluronan (Hya), jehoz struktura je znazornéna na Obrazek 1. Jde o silné hydrofilni
latku, ktera je schopna vazat velké mnozstvi vody. Molekuly vody se vazi na karboxyl
a acetamid vodikovymi mistky a stabilizuji tak sekundarni strukturu biopolymeru [4].

Q " Na’ OH
H \W°
H——o 0 O o
HO H 0O _OH
= %l\ n
o CH,

D-glukoronova kyselina ~ D-N-acetylglukosamin
Obrazek 1: Struktura disacharidové jednotky hyaluronanu [4].



2.1.1.2 Vlastnosti a biologicka funkce

Hyaluronan se nachazi v rozdilnych c¢astech t€la v rizné formé, velikosti a koncentraci.
Vyskytuje se volné v lymfatickém systému, krevnim ob&hu a extracelularni matrix, a také je
vazan ke specifickym povrchovym bunéénym receptortim. Témét polovina celkového obsahu
v téle se nachazi v kiizi, asi Ctvrtina v kostie, kloubech a vazivu a zbytek je rozlozen mezi
dal$imi orgény.

Hyaluronan se fadi se mezi glykosaminoglykany (GAGS). Z této skupiny latek ma Hya
nejjednodussi strukturu, neni kovalentné vazan na proteiny, ma odliSnou syntézu a neobsahuje
sulfonovou skupinu. VétSina GAGS se vytvari v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparéatu,
ale Hya je syntetizovan specialnimi enzymy, které se nachdzi ve vnitini sténé plazmatické
membrany nékterych bunék. Mezi funkce v lidském téle patii hydratace a optimalni lubrikace
kloubt. Pfi poranéni tkan¢ a hojeni ran se syntetizuje ve veétSim mnozstvi a reguluje proces
obnovy tkang [5].

2.1.1.3 Vyufiti

Hyaluronan byl objeven védci z Kolumbijské univerzity Karlem Meyerem a Johnem Palmerem
v roce 1934. Od roku 1950 byl vyuzivan jako medicinska aplikace pro o¢ni operacni zakroky.
Pozdé&ji se s nim pracovalo v riznych oblastech mediciny, napfiklad v ortopedii, dermatologii
a pii 1écbé kardiovaskularnich onemocnéni. V klinické medicin€ se pouziva jako diagnosticky
marker pfi 1éébé rakoviny nebo revmatoidni artritidy. Dale se uplatiuje v oftalmologii
a v kosmetickém primyslu [5].

2.2 Tenzidy

Tenzidy neboli surfaktanty jsou latky, které se pii nizké koncentraci shromazd'uji na fdzovém
rozhrani a sniZuji povrchovou energii. Pfi prekro€eni urcité koncentrace, tzv. kritické micelarni
koncentrace, zacinaji tyto latky v roztoku samovolné vytvaret molekularni shluky (micely).
Tvorba micel je podminéna specialni chemickou strukturou. Molekuly tenzidu obsahuji
skupinu, ktera je afinitni k rozpoustédlu a podporuje rozpustnost v daném prostiedi. Zbytek
molekuly je sdm o sob¢ v prostiedi nerozpustny a vétSinou je tvoren dlouhym uhlovodikovym
fetézcem. Takové molekuly se oznacuji jako amfipatické nebo amfifilni [6].

2.2.1 Klasifikace

Podle schopnosti disociovat ve vodném roztoku jsou tenzidy déleny na ionogenni (aniontové,
kationtové, amfoterni) a neionogenni [1]. Neionogenni tenzidy nejsou schopny disociace
Vv roztoku, jejich rozpustnost zajistuji polarni neionogenni skupiny na konci dlouhého
uhlovodikového fetézce. Aniontové tenzidy vytvareji disociaci ve vodé zaporné nabité
povrchové aktivni ionty. P¥ikladem téchto latek jsou mydla a soli sulfokyselin [6]. Kationtové
tenzidy tvofi disociaci ve vod¢ povrchové aktivni kationty a pouzivaji se V nejruznéjSich
aplikacich molekularni biologie, piedevsim pro jejich micelarni chovani, antiseptické vlastnosti
a dostupnost. Potencialni aplikaci v medicinské a molekularni biologii jsou systémy pro fizené
uvolnovani léciv. Prikladem kationtového tenzidu je Septonex [7].



2.2.2 Septonex

Septonex neboli karbethopendecinium bromid je kvarterni amoniova sl (Obrazek 2). Jedna se
0 bily aznazloutly krystalicky prasek, ktery je vysoce rozpustny ve vod¢, ethanolu
a chloroformu. Diky antiseptickym a dezinfekénim G¢inkim ma vyuziti ve farmacii [8].
Najdeme jej v piipravcich jako jsou spreje na hojeni ran, kozni dezinfekce nebo oéni kapky [7].

rCH3

O O
CHj

o
HsC N
H,C

Obrazek 2: Strukturni vzorec Septonexu [8].

Br
CHj3

2.2.3 Micely

Jak jiz bylo uvedeno vySe, pii piekroCeni kritické micelarni koncentrace, dochazi
k samovolnému seskupeni molekul tenzidu a vzniku utvard koloidni velikosti, takzvanych
micel. Ve vodném prostiedi je jadro micely tvofeno spletenymi alifatickymi fetézci molekul
tenzidu. Aby se dosahlo minimalniho styku mezi molekulami vody a hydrofobnim
uhlovodikovym fetézcem, jsou hydrofilni ¢asti molekuly umistény na vnéj$§im povrchu micely
a hydrofobni oblast tvoii jadro micely. Pti nizkych koncentracich tenzidu se v roztoku vyskytuji
sférické micely, které se pii zvySené koncentraci mohou pieménovat na valcové micely a pfi
jeste veétsi koncentraci na micely laminarni [1].

sféricka valcovita laminarni
Obrazek 3: Typy micel [9].

2.2.4 Solubilizace

Vyznamnou vlastnosti micel je schopnost solubilizace. Pokud je do dostatecné
koncentrovaného roztoku tenzidu zavedena nepolarni latka, dochazi ke koloidnimu rozpousténi
neboli solubilizaci. Rozpusténa latka je pak oznacovana jako solubilizat. Kazda povrchové
aktivni latka mé raznou solubiliza¢ni kapacitu. Plati, ze ¢im del$i je uhlovodikovy fetézec
molekuly tenzidu, tim vétsi mnozstvi latky se mize solubilizovat. Solubilizaci ovliviiuje
i struktura solubilizatu. Pokud jde 0 uhlovodik, zvySuje se rozpustnost s poklesem molekulové
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hmotnosti uhlovodiku [6]. Umisténi molekuly solubilizatu v micele je dano strukturou
molekuly. Pfi solubilizaci nepoldrnich uhlovodikii jsou uhlovodiky uplné¢ pohlceny
hydrofobnim jadrem micely. Solubilizaci nepolarnich barviv dochazi ke zméné absorp¢niho
spektra. Zména barvy je zpusobena piechodem z polarniho do nepolarniho prostiedi [9].

2.2.4.1 Olejova cerven O

Jedna se o Cerveny prasek, ktery se fadi mezi lyzochromy, latky diilezité pro dikaz lipidi.
Lyzochromy jsou barviva rozpustna v tucich a nerozpustna ve vodé. Mezi tukem a barvivem se
nevytvari chemicka vazba, ale dochazi k fyzikalni interakci — barvivo se v tuku solubilizuje,
¢imz ho obarvi. Olejova Cerven O barvi i velice malé kapicky tuku, a proto je hojné¢ vyuzivana
predevsim ke studiu bunék a tkani v mikroskopii, pfi obarvovani neutralnich triglyceridt, lipida
a lipoproteint, kde slouzi k diagnostice liposarkomti, tukové embolie nebo Burkittova lymfomu
[11], [12].

OH H3C
CHs;
0 N=N N=N
a2
CHj;

Obrazek 4: Strukturni vzorec olejové cervene O [12].

2.3 Interakce polymer—tenzid

Interakce polymer—tenzid muze probihat dvéma zptisoby. Prvni moznosti je asociace a vazba
tenzidu s polymerem, druhou alternativou je micelizace tenzidu v okoli polymerniho fetézce.
Polymery s hydrofobnimi skupinami preferuji prvni typ prub&hu interakce, tedy asociaci
a vazbu tenzidu na polymer diky hydrofobnim interakcim. U hydrofilnich homopolymert dojde
s vétsi pravdépodobnosti k formaci micel. U polyelektrolyti se tedy budou astéji projevovat
elektrostatické interakce, které se uplatnuji, pokud ma tenzid i polymer opaény naboj. Strukturu
vzniklého systému popisuje model perlového nahrdelniku, kdy tenzid vytvari micelam podobné
Klastry podél polymerniho fetézce viz Obrazek 5. Velikost vytvofenych micel z tenzidu
a polymeru je podobna jako velikost micel v samotném tenzidu [13].
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Obrazek 5: Model perlového nahrdelniku [13].

24 Gel

Gely jsou disperzni soustavy tvofené trojrozmérnou siti. Tato sit’ vytvaii souvislou strukturu
a prostupuje disperznim prostiedim, které je s disperznim podilem spojité. Castice nejsou
v disperznim prostiedi schopny pohybu. Kvuli své struktufe maji gely mechanické vlastnosti
charakteristické pro tuhy stav i piesto, ze je disperzni prostfedi kapalné. Podle pfitomnosti
rozpoustédla délime gely na lyogely a xerogely. Pokud je rozpoustédlem voda pouziva se
oznaceni hydrogel. Xerogel vzniké vysuSenim lyogelu a botnanim lyogelu vznika opét xerogel.
Pokud na gel ptisobi mensi napéti, gel se nedeformuje trvale, ale vratné [1].

2.4.1 Fyzikalné sitované gely

Fyzikaln¢ sitovany gel je formovan pisobenim fyzikdlnich sil a to tak, Ze se Casti
makromolekularnich fetézcli shromazduji a vytvaieji uzly. Makromolekularni tetézec je
dlouhy a mtze vytvaret uzlli vice, diky cemuz se v molekule stfida uzlova oblast s volnymi
useky a zachovava se tepelny pohyb i1 ohebnost. Na rozdil od kovalentnich gelt, ve fyzikdlné
sitovanych gelech po ¢ase uzly zanikaji, ale mohou opét vznikat v jiném uspoi-adani. Zivotnost
a pevnost uzll urcuje vlastnosti gell a jejich reologické chovani. Silné gely obsahujici pevné
vazané uzly jsou elastické. Spoje slabych geli jsou malo trvanlivé, a proto se gely chovaji
elasticky pouze pii malém mechanickém napéti [9].

2.4.2 Hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné, hydrofilni polymerni sité, které jsou schopny absorbovat
obrovské mnozstvi vody. Hydrogely mohou byt chemicky stabilni nebo se mohou rozpadat
a rozpousteét. Pokud je pfi¢inou vytvofeni gelu spleteni fetézcli nebo plisobeni fyzikalnich
interakci, jako jsou elektrostatické interakce, vodikové mustky nebo hydrofobni sily, mluvime
o fyzikalnich nebo reverzibilnich hydrogelech. Podle funkénich skupin pfitomnych ve struktuie
mohou byt hydrogely nabity nebo bez naboje. Diky vysokému obsahu vody, nizkému
mezipovrchovému napéti, porozité a konzistenci podobné tkanim jsou hydrogely zkoumény na
poli biomediciny [14].
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2.4.2.1 Botnani

Diulezitym parametrem pro aplikaci hydrogelu ve farmaceutickém, oftalmologickém
a tkdnovém inzenyrstvi je botnani. Diky vod€ pfitomné na povrchu hydrogelu, se snizuje
mezipovrchova volna energie ve fyziologickém prostiedi, ¢imz se zlepSuji biologické
vlastnosti. Pii botnani molekuly vody hydratuji nejdiive nejpolarnéjsi hydrofilni skupiny.
Absorbovana voda se oznacuje jako primarné vazana voda. Pti procesu vazani vody sit’ botna
a odkryva hydrofobni skupiny, které jsou schopny interakce s vodou. Takto navazana voda se
nazyva sekundarné vazana voda. Primarn¢€ i sekundarn€ vazana voda se souhrnné oznacuje jako
celkova vazana voda. Systém je ovSem schopen absorbovat dalsi vodu, tzv. volnou vodu, a to
diky osmotické hnaci sile sitovych fetézct [15].

2.4.22 Vyuiiti

Flexibilita hydrogell je dana obsahem vody a umoznuje pouziti od pramyslovych odvétvi po
odvétvi biologicka. Materialy pro vytvotreni hydrogelit mohou byt biokompatibilni a netoxické,
coz posunuje aplikaci 1 do oblasti mediciny. V tomto oboru jsou hydrogely vyuZivany jako
nosi¢e pro bioaktivni molekuly, vyuzivaji se také pii fizeném uvolhovani a cilené distribuci
1é¢iv. Hydrogel diky své porozité 1é¢ivo solubilizuje a poté pomalu uvolnuje. Aktivace uvolnéni
mize byt provedena zménou pH, teploty nebo specifickym enzymem. Vyhodou hydrogelt je,
ze je jejich struktura podobna struktufe extracelularni matrix mnoha tkani, a ze jsou tvofeny za
mirnych podminek. Dal$im moznym pouzitim je vyroba kontaktnich ¢ocek, kde hydrogely
musi spliiovat n¢kolik podminek: urcity obsah vody, dobré mechanické vlastnosti, dobra
propustnost kysliku, stabilita a biokompatibilita [16].

2.5 Mikroemulze

Mikroemluze jsou definovany jako termodynamicky stabilni, izotropicky cCisté a opticky
transparentni disperze dvou nemisitelnych kapalin (olej a voda), které jsou stabilizovany
mezipovrchovou vrstvou molekul surfaktantu. Obvykle surfaktant nedokaze snizit mezifazové
napéti mezi olejem a vodou natolik, aby mohla vzniknout mikroemulze, proto je potfebné pfidat
kosurfaktant, ktery dale snizuje mezifazové napéti a redukuje pottebné mnozstvi surfaktantu
[17]. Mikroemulze obsahuji ¢astice velikosti 1-100 nm, které se tvoii spontanné. Podobné
nanoemluze obsahuji Castice velikosti stovek nanometrti, ale na rozdil od mikroemulzi, je
k jejich vzniku potfeba mechanicka sila [18].

2.5.1 Struktura

Molekuly surfaktantu v mikroemulzi typu olej ve vod¢ jsou organizovany tak, ze nepolarni ¢asti
dohromady tvofi hydrofobni jadro, ¢imz redukuji nechtény kontakt nepolarnich skupin a vody.
Molekuly oleje mohou byt inkorporovany do hydrofobniho jadra micely jako samostatné jadro
nebo jsou umistény mezi hydrofobni ocasky surfaktantu. Pokud ma molekula oleje polarni
skupinu miZe byt inkorporovéana v micele tak, Ze polarni skupiny oleje interaguji s polarnimi
hlavickami surfaktantu nebo vy¢nivaji ptimo do vodného prostfedi viz Obrazek 6.
Mikroemulze typu olej ve vodé obsahuji ¢astice sférického nebo valcovitého tvaru [19].
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Obrazek 6: Inkorporace molekul oleje v micele [19].

2.5.2 Priprava

Mikroemulze tedy vznikaji spontanné pouhym smichanim slozek, bez potieby pouziti vnéjsich
sil. Pro piipravu je dalezité znat pomér téi hlavnich slozek mikroemulze: olej, voda a smés
surfaktantu a kosurfaktantu. K urceni piesné¢ho podilu danych komponent pro vznik stabilni
mikroemulze, je potieba sestrojit fazovy diagram. K jeho sestaveni a kK piipravé mikroemulze
se nejéastéji pouziva metoda fazové inverze, kdy dochazi k vyméné fazi a z mikroemulze typu
v/o (voda v oleji) se stava mikroemulze typu o/v (olej ve vode).

Nejdiive se ptipravi vzorky slou¢enim smési surfaktantu a kosurfaktantu s olejovou fazi
Vv riznych pomérech, ¢imz dojde Kk vytvoreni reverznich micel. Postupné je pfidavana voda,
ktera se solubilizuje v jadie micel, ze kterych se pii dalSim piidavku vody vytvaii mikroemulze
typu v/o. Se zvySovanim mnozstvi vody dochazi k vytvoteni tekutého krystalu, kdy je voda
uzaviena mezi dvéma vrstvami surfaktantu. Nakonec se s dal§im pfiddnim vody lameléarni
struktura rozbije a voda vytvofi kontinualni fazi obsahujici kapicky oleje stabilizované
surfaktantem a kosurfaktantem (o/v mikroemulze) a vznika ¢iry roztok [18], [20].

2.5.3 Vyhody a nevyhody

Mezi vyhody mikroemulzi patii termodynamickd stabilita, optickd prihlednost, vysoka
rychlost difuze a jednoducha ptiprava. Vyznamnou vlastnosti je vysoka solubiliza¢ni kapacita.
Mikroemulze zlepSuji rozpustnost ve vodé Spatn€ rozpustnych aktivnich farmaceutickych
slozek diky existenci mikrodomén rozdilné polarity. Kvili t€émto unikdtnim vlastnostem se
0 mikroemulzich stale vice uvaZzuje jako o nosnych mediich pro cilenou distribuci léCiv.
Nevyhodou mikroemulzi je vys$i cena, jelikoz jsou K ptipravé pouzivany surfaktanty
a kosurfaktanty. Také je obtizné stabilizovat tyto systémy kvuli nizké viskozité. Tento problém
muze byt vyfesen vytvorenim hydrogelu na bazi mikroemulze [21].

2.6 Olejova faze
Olejova faze je dilezitou slozkou mikroemulze ptredevSim diky schopnosti solubilizovat

molekuly lipofilnich 1é¢iv. Také zlepsuje absorpci pies lipidovou vrstvu pfitomnou v kuzi,
jelikoz olej dokéze proniknout pfes bunécnou sténu. Penetraci ovliviiuje délka alkylového

v

fetézce — ¢im je fetézec kratsi, tim snadnéjsi je penetrace [17].
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2.6.1 Potravinaiské oleje

Potravinatské (jedlé) oleje jsou komplexni smési, které obsahuji Sirokou skélu sloucenin. Jsou
tvofeny piedevsim triacylglyceroly, dale obsahuji malé mnozstvi diacylglyceroll, volnych
mastnych kyselin, fosfolipidi a dalsich méné vyznamnych slozek [22]. Triacylglyceroly
predstavuji 95-98 % celkového slozeni. Jsou tvofeny molekulou glycerolu, na kterou jsou
vazany zbytky mastnych kyselin. Kazda mastna kyselina je s glycerolem spojena esterovou
vazbou a ma sttedn¢ dlouhy nebo dlouhy uhlikaty fetézec. Mastné kyseliny mohou byt dle
stupné nasyceni déleny do tfi skupin: nasycené mastné kyseliny, mononenasycené (jedna
dvojna vazba v fetézci) a polynenasycené (dvé a vice dvojnych vazeb v fetézci). Fyzikalni
a chemické vlastnosti olejii jsou ovlivnény typem, strukturou a polohou mastné kyseliny
na glycerolu [23].

2.6.1.1 Slunecnicovy olej

Slunecnicovy olej se ziskava ze semen rostliny sluneénice. Hlavni slozkou oleje je kyselina
linolova, nenasycend mastnd kyselina se dvéma dvojnymi vazbami. Jeji obsah
ve slunecnicovém oleji je piiblizn¢ 50 %. Kyselina linolovd mé pozitivni G¢inky na kuzi,
zvySuje integritu stratum corneum, nejsvrchnéjsi vrstvy pokozky, a zlepSuje hydrataci kuze.
Diky vysoké koncentraci této kyseliny Vv oleji, nachazi slune¢nicovy olej vyuziti v kosmetice
a v koznich 1é¢ivych ptipravcich [24], [25].

OH

O//; -

H,C
Obrazek T: Struktura kyseliny linolové [25].

2.6.1.2 Repkovy olej

Repkovy olej je ziskavan ze semen fepky olejné. Hlavnimi slozkami tohoto oleje jsou kyselina
olejova (60 %) a kyselina linolova (20 %). Kyselina olejova je nejrozsifenéjsi nenasycenou
mastnou Kkyselinou sjednou dvojnou vazbou. Nachazi se témét ve vsSech rostlinnych
I zivo¢isnych lipidech. Rostlinné oleje jsou vyznamnymi zdroji vitaminu E. V surovém
fepkovém oleji se nachazi 360—1000 mg.kg™? podobné jako v surovém sluneénicovém oleji,
ktery obsahuje 270-1240 mg.kg™ [25], [26].
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Obrazek 8: Struktura kyseliny olejové [25].

2.6.2 Esencialni oleje

Esencialni oleje neboli silice jsou komplexni smési t¢kavych, ve vodé nerozpustnych latek.
Ziskavaji se destilaci rostlinného materialu vodni parou, extrakci nepolarnimi rozpoustédly
nebo lisovanim. VétSina silic obsahuje velky podil terpenti, uhlovodiki, tvofenych
izoprenovymi jednotkami. Terpenové uhlovodiky jsou soucasti slozek aroma téméf vsech
druhtli ovoce, zeleniny a kofeni. Omezuji rozpustnost silice v ethanolu a zhorSuji kvalitu silic,
protoze mohou na vzduchu oxidovat nebo polymerovat. Podle struktury terpeny rozliSujeme
na monoterpeny (CioHis) a seskviterpeny (CisHo4). Dalsi soucasti slozek silic jsou
monoterpenové alkoholy, které jsou nositeli viing€ a chuté [25].

2.6.2.1 Teatreeolej

Tea tree olej (TTO) je svétle zluty esencialni olej, ktery se ziskava z rostlin rodu Melaleuca
pochézejicich z Australie. Vyrabi se parni destilaci listh a vétvi a po zkondenzovani je
separovan z vodniho destilatu. Vytézek tvofi asi 1-2 % hmotnosti rostliny. Stabilitu oleje mtze
ovlivnit svétlo, teplo, vzduch a vlhkost, proto by mél byt fadn¢ uskladnén. Tea tree olej je slozen
Z monoterpend, sesquiterpent, jejich alkoholll a celkoveé obsahuje ptiblizné sto riznych slozek.
ptidava jako aktivni slozka do mnoha pfipravki pro 1é¢eni kozni infekce [27]. TTO inhibuje
grampozitivni i gramnegativni bakterie rodu Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomona a je
ucéinny i proti plisni Candida albicans a viru Herpes simplex [28].

Sloucenina Typické sloZeni % CH,4

terpinen-4-ol 40,1

y-terpinen 23,0

a-terpinen 10,4

1,8-cineol 5,1

terpinolen 3,1 OH

a-pinen 2,6

limonen 1,0 HsC CHs
terpinen-4-ol

Obrazek 9: Hlavni slozky tea tree oleje [29].

2.6.2.2 Citronovy oOlej

Citronovy olej je esencidlni olej ziskavany lisovanim oplodi citronovniki, rostoucich v jizni
Evropé, Indii, Stfedni a Jizni Americe. Hlavni slozkou oleje je D-limonen, monocyklicky
monoterpen, ktery rozpousti cholesterol a vyuziva se pti 1é€be zlucovych kamenti. Mezi dalsi
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vyznamné komponenty oleje patii B-pinen, ktery je spolu s D-limonenem nositelem citronové
vuné. Pravé diky svému aroma je citronovy olej Siroce vyuzivan jako vonna slozka
v parfémech, kosmetickych a farmaceutickych produktech. Olej méa osvézujici, antiseptické
a bélici ucinky, ulevuje od tinavy, napomaha od bolesti hlavy a pfi infekcich dychacich cest,
Cisti plet’ a pasobi jako repelent [25], [30].

Sloucenina Typické slozeni % CHs
limonen 66,1

B-pinen 12,6

y-terpinen 9,2

sabinen 1,9

o-pinen 1,9

myrcen 1,5 HoC CHs
B-bisabolen 0,6

limonen

Obrazek 10: Hlavni slozky citronového oleje [31].

2.7 Transdermalni aplikace 1éCiv

Jde 0 zpusob podani 1é¢iva, kdy se substance s 1é¢ivem aplikuje na zdravou kuzi. Tento postup
ma fadu vyhod oproti klasickym metodam podani 1é¢iva (oralni nebo injekéni). Transdermalni
aplikaci 1éCiva se vylucuje first-pass efekt, vznikajici po prichodu I1éciva jatry
a gastrointestinalnim systémem. Také se predchazi traumatizaci, zejména détskych pacientt,
zpusobenou pouzivanim jehel a snizuje Se mnozstvi nebezpecného odpadu. Jde o neinvazivni,
bezbolestnou metodu a pacient mize 1éCivo aplikovat sam. Dalsi vyhodou je, Ze se 1é¢ivo
uvolnuje po delsi dobu a je ho potfeba mensi mnozstvi, ¢imz se snizuje cena [32]. Systémy pro

topické podani 1éku mohou byt polotuhé, tekuté nebo ve formé spreje. Nejvyuzivangjsi jsou
polotuhé ptipravky, mezi které patii gely, krémy a masti [33].

2.7.1 Akceleranty transdermalni penetrace

Pro néktera 1é¢iva je obtizné piekonat koZni bariéru, tento problém poméahaji zdolat akceleranty
transdermalni penetrace. Jde o pomocné latky, které usnadnuji prostup léciva pies kizi do
ptilehlych tkani. Akceleranty transdermalni penetrace jsou schopny zajistit prinik 1é¢iva pies
kuzi v odhadnutelném mnozstvi a ¢ase a to tak, ze reverzibilné snizi bariérové vlastnosti kuze.
Tyto latky musi spliiovat fadu podminek: nesmi byt toxické, drazdivé, alergizujici, a je potieba,
aby byly kompatibilni s 1é¢ivy. Po odstranéni systému se musi bariérové vlastnosti ktize rychle
obnovit. Mezi akceleranty transdermdalni penetrace patii zastupci alkoholli, amint,
hydroxykyselin, mastnych kyselin (kyselina olejova ptitomna ve slunecnicovém a fepkovém
oleji) a jejich estert, terpent (limonen, ktery se nachazi v citronovém oleji) a terpenickych
alkoholu (terpinen-4-0l, slozka tea tree oleje) [34].

2.8 Hydrogely z mikroemulzi

Jednim ze systémil pouzivanych pro transdermalni aplikaci 1é¢iv jsou hydrogely z mikroemulzi.
Mikroemulzni systém zajiStuje kromé rozpusténi a uvolnéni 1é¢iva také penetraci pies kuzi,
kterd muze byt podpofena akceleranty transdermalni penetrace. Kvlli nizké viskozité se
pro dermalni aplikace pouzivaji mikroemulze ve spojeni s riznymi hydrogelovymi matricemi.
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Vznikly produkt, tedy hydrogel z mikroemulze, je pak znamenitym prostfedkem
pro transdermalni podani 1é¢iv [35].

2.9 UV/VIS spektrofotometrie

Spektrofotometrické metody jsou zalozeny na sledovani interakci elektromagnetického zafeni
s danym vzorkem a vyuzivaji se pro dikaz, stanoveni koncentrace a studium struktury
zkoumaného vzorku. V UV-VIS spektrofotometrii dochazi k vyméné energie mezi latkou
a zarenim, coz je dano skutecnosti, Zze atomy a molekuly mohou pfijetim nebo vyzarenim
energie zmenit svlj energeticky stav. Latka absorbuje ultrafialové a viditelné
zateni (200-800 nm) a dochazi k excitaci valen¢nich elektronti. Podle vinové délky A
absorbovaného zareni miizeme zkoumanou latku identifikovat nebo urcit jeji strukturu, a podle
intenzity naméfené absorpce lze latku kvantifikovat. Pro méfeni absorpce zafeni se
transmitance T, neboli propustnost definuje jako pomér toku zafeni propusténého latkou po
absorpci k toku vstupujiciho zatreni. Absorbance A je pak definovana jako zaporny dekadicky
logaritmus transmitance.

A=—logT, =L, 1)
IO
kde T, je transmitance, lo je dopadajici zafivy tok a | je prosly zafivy tok.

K posouzeni absorpce zareni vzorkem slouzi absorpéni spektrum, zavislost absorbance
(méné cCasto transmitance) na vinovych délkach zafeni. Absorpéni spektrum je slozeno ze
souboru pasti odpovidajicich jednotlivym energetickym ptechodim. Poloha téchto past se
vyuziva pii kvalitativni analyze. U kvantitativni analyzy se uplatiiuje Bouguer-Lambert-Beertv
zakon [36].

A=¢-c-l, @)

kde ¢ je molarni absorpéni koeficient, € je latkova koncentrace a | tloustka absorpéni vrstvy.
Tento zakon plati pro nizké koncentrace absorbujicich slozek a pro monochromatické zateni.
Zavislost absorbance na koncentraci je pfimkovéa a jeji smérnice uddva molarni absorp¢ni
koeficient [37].

2.9.1 Instrumentace

Pfistroje pro méfeni emisnich nebo absorpcnich spekter se nazyvaji spektrofotometry.
Spektrofotometry obsahuji tyto zakladni komponenty: zdroj zafeni, optickou soustavu pro
vedeni paprsku, prvek pro vybér vhodné vinové délky, zatizeni pro umisténi vzorku a detektor
zareni (viz Obrazek 11). Jako zdroj zafeni se pouziva pro viditelnou oblast svétla wolframova
a halogenova zarovka, pro ultrafialovou oblast deuteriova lampa. Monochromator je zatizent,
které rozklada vstupujici polychromatické zareni na jednotlivé monochromatické paprsky, ze
kterych je vybrana poZzadovana vinova délka. Je sloZen ze vstupni $térbiny, disperzniho prvku
a vystupni §térbiny. Disperznim prvkem muZe byt hranol, filtr nebo miizka. Stérbiny vybiraji
pouze urditou &ast dopadajicich paprskii. Sitkou §térbiny lze ménit intenzitu zafeni dopadajici
na detektor. K umisténi vzorku slouzi kyveta, pro viditelnou oblast svétla se pouziva sklenéna
a pro ultrafialovou oblast kiemennd. Posledni soucésti spektrometru je detektor
elektromagnetického zareni, ktery slouzi k méfeni intenzity zafeni, které vzorkem proslo.
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Detektory mohou byt fotonasobice, polovodi¢ové fotoelektrické ¢lanky, diodova pole a CCD
detektory. V UV-VIS spektrometrii se bézné vyuzivaji fotonasobice [38].

SRRy

Detektor

Kyveta se vzorkem

N
® // Monochromitor

Stérbina

Obrdzek 11: Schéma UV-VIS spektrofotometru [39].

2.10 Dynamicky rozptyl svétla

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou dany fyzikalnimi vlastnostmi pfitomnych koloidnich
Castic, a to predevsim jejich velikosti, elektrickou vodivosti a absorpci svétla disperzni fazi.
Nejvice informaci o vzorku lze ziskat z méfeni rozptylu a absorpce svétla. Pfi obecném rozptylu
svétla nedochdzi k jeho interferenci, protoze je svétlo, rozptylené od riiznych ¢astic, v ndhodné
fazi. Pokud je ale zdrojem svétla laser, svétlo je koherentni a po interakci s ¢asticemi
k interferenci svétla dochazi. Vzdalenost, kterou musi urazit rozptylené svétlo k detektoru se
meéni, jelikoz ¢astice ve vzorku podléhaji Brownovu pohybu. S rostouci rychlosti pohybu castic
se rychleji méni i intenzita rozptyleného zafeni. Metoda dynamického rozptylu svétla neboli
foton korela¢ni spektroskopie pak méii fluktuaci intenzity rozptyleného zafeni okolo prumérné
hodnoty intenzity za uc¢elem stanoveni velikosti ¢astic ve vzorku [40].

Hydrodynamicky pramér c¢astic lze urcit na zaklad€ difuzniho koeficientu pomoci
Stokes—Einsteinovy rovnice.

k,-T
d(h):—a-;r-n-D’ @3)

kde ks je Boltzmannova konstanta, T je absolutni teplota, # viskozita, D difuzni koeficient
a d hledany pramér. Primér ziskany touto technikou je primér koule, ktera ma stejny diftizni
koeficient jako Castice. Diftizni koeficient je zavisly nejen na velikosti jadra Castice, ale i na
jeho povrchu, dale na koncentraci a typu iontt v roztoku [41].
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2.10.1 Instrumentace

Pro méteni velikosti ¢astic se vyuzivaji ptistroje fady Zetasizer Nano. Piistroj se sklada z Sesti
zakladnich ¢asti (viz Obrazek 12). Prvni z nich je laser, ktery je pouzivan jako zdroj svétla
k ozafeni vzorku v kyveté. VéEtSina svétla projde vzorkem beze zmény, ale ¢ast je rozptylena
Casticemi ve vzorku. K méfeni intenzity rozptyleného svétla se pouziva detektor. Jelikoz Castice
rozptyluje svétlo ve vSech smérech, detektor mlize byt umistén v jakékoliv pozici. V piistrojich
Zetasizer Nano series je detektor umistén v thlu 173° nebo 90 °. Intenzita rozptyleného svétla
se musi nachazet v urcitém rozmezi, které mize detektor zmétit. Aby se zamezilo pretizeni
detektoru ptiliSnym mnozstvi svétla, je soucasti pristroje zeslabovac, ktery snizi intenzitu laseru
a tim 1 intenzitu rozptylu. Pti pouziti vzorkl s velmi malou koncentraci nebo malymi ¢asticemi
je naopak potifeba mnozstvi svétla zvysit. V tomto piipadé zeslabovac zvysi intenzitu paprsku
prochazejiciho vzorkem. Dalsi soucasti pfistroje je digitadlni korelator, ktery porovnava
intenzitu rozptyleného svétla v danych cCasovych intervalech. VSechny informace jsou pak
pteneseny do pocitace, kde jsou data vyhodnocena a je zjisténa velikost ¢astic [42].

Laser Zetasizer Optické usporiadani
Nano S 173° @
Nano ZS 173° @
Nano S90 90° @
Nano ZS90 90° @

Zeslabovacé D Q

@ Detektor

Detektor

\ /]
%Aé @ Korelitor

Kyveta

Obrazek 12: Schéma pristroje Zetasizer Nano [42].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Interakce polyelektrolyt-tenzid

Jednou z prvnich praci, které se zabyvaly studiem fazové separovanych hydrogeli tvofenych
interakci polyelektrolyt-tenzid je prace védeckého tymu K. Thalberga z roku 1989. Tym
ptipravil hydrogely ze zaporné nabitého polymeru hyaluronanu a kladné nabitého tenzidu
alkyltrimeltylamonium bromidu. Délka alkylovych fetézcii tenzidu byla rizna (8, 9, 10, 12 a 16
uhlikd). Bylo zji$téno, ze fazove separované hydrogely vytvaieji tenzidy s alkylovym fetézcem
obsahujicim minimaln¢ 10 atoma uhliku. Tenzid s 8 a 9 atomy uhliku vytvaii volné micely,
které jsou pro né energeticky vyhodnéjsi. Dale bylo zjisténo, Ze fazova separace probiha
rychleji za pouziti nizkomolekularniho hyaluronanu [43].

Fazové separovanymi hydrogely vzniklymi interakci nabitého polyelektrolytu a opacné
nabitého tenzidu se také zabyva skupina BioKol sidlici na Fakulté chemické, Vysokého uceni
technického v Brné€. Ke studiu hydrogeli ptispéli z této skupiny Kargerova A. a Pekar M.,
ktefi se zabyvali interakcemi mezi hyaluronanem a kationtovym tenzidem Septonexem. Pro
studium byla pouzita metoda vysokorozliSovaci ultrazvukova spektroskopie. Nejdiive byl
sledovan proces micelizace v samotném Septonexu a dale interakce tenzidu s hyaluronem.
Chovani bylo srovnavano s dal$imi kationaktivnimi tenzidy, konkrétné s CTAB a TTAB. Bylo
zjisténo, ze agregaty hyaluronanu se Septonexem jsou méné stlacitelné nez micely ¢i molekuly
samotného Septonexu. Molekulovd hmotnost hyaluronanu pfili§ neovlivnila tvorbu nebo
vlastnosti téchto agregati ve vodném roztoku. Pfitomnost NaCl potlacila mikrofazovou
separaci, ale neeliminovala elektrostatické interakce mezi hylauronanem a Septonexem.
V tomto prostfedi méla rozdilnd molekulova hmotnost hyaluronanu vétsi vliv na tvorbu
agregatti, coz muze byt zpisobeno citlivosti hyaluronanu na iontovou silu. Celkové se Septonex
interakcemi s hylauronanem vice ptiblizuje CTAB nez TTAB [7].

Cilem dalsi prace skupiny Biokol, kterou se zabyvali Venerova T. a Pekai M. bylo
charakterizovat reologické chovani gelli ptipravenych z hyaluronanu sodného a opacné
nabitého tenzidu nad jeho kritickou micelarni koncentraci. Pro piipravu byl pouzit hyaluronan
o riznych molekularnich hmotnostech a rizné koncentraci v roztoku (0,5 a2 %) a roztok
tenzidu také o dvou riznych koncentracich (50 a 200 mM). Bylo zjiSténo, ze vSechny gely
vykazovaly viskoelastické chovani. Strukturni vlastnosti molekul tenzidt ovlivnily reologické
vlastnosti geld pii pouZziti hyaluronanu o nizké a sttedni molekulové hmotnosti. Dalsi vliv na
tvorbu gelu méla doba skladovani a koncentrace roztoku hyaluronanu [44].

3.2 Uvoliovani z hydrogeli

Na Fakulté¢ chemické se tématu uvoliovani z hydrogeld ve své bakalarské praci vénovala
Martina Havlikova. Prace se zaméfuje na uvolnovani solubilizovanych latek z fazoveé
separované¢ho hydrogelu. Hydrogely byly pfipraveny za pouziti zdporné nabitého hyaluronanu
a kladn€é nabitého Septonexu o riznych koncentracich. Jako sondy slouzici k urceni
solubiliza¢ni kapacity byla pouzita barviva fluorescein a akridinova oranz. Uvolnéné latky byly
méteny pomoci metod UV-VIS spektroskopie a fluorescencni korelacni spektroskopie. Bylo
zjisténo, ze fluorescein se z hydrogeli uvoliuje méné nez akridinova oranz [45].

21



3.3 Hydrogely z mikroemulzi

Cilem prace tymu védct Zhang Yong-Tai a spol. bylo zhodnotit kyselinu hyaluronovou jako
hydrogelovou matrici pro mikroemulzi a prozkoumat analgeticky efekt 1é¢iv evodiaminu
a rutaecarpinu podanych ve formé hydrogelu z mikroemulze. K ptipravé hydrogelu byla
pouzita kyselina hyaluronova a mikroemulze, ktera byla pfipravena z ethyl oleatu jako olejové
faze, Cremophoru EL jako surfaktantu, polyethylenglykolu 400 jako kosurfaktantu a vody. Byl
zkouman prinik 1é¢iva kiizi in vitro pomoci Franzovych difuznich cel na kiizi z mysi a nasledné
bylo mnozstvi 1é¢iva detekovano pomoci kapalinové chromatografie. Dale byl zkouman
ptipadny negativni vliv hydrogelu jeho dlouhodobou aplikaci na ktzi morcat. Vysledky
ukazaly, Ze propustnost 1é¢iv aplikovanych pomoci hydrogelu z mikroemulze byla 2,6x vyssi
oproti kontrolnimu gelu. Kyselina hyaluronova nezpusobila zvifatim zadné podrazdéni
a potvrdila se jako vhodna biokompatibilni hydrogelova matrice [46].

Tym Ji Zhanga a spol. zkoumal hydrogely z mikroemulzi jako nosic¢e pro antimykotikum
clotrimazol. Hydrogel byl pfipraven sloucenim 1 % Carbopolu980 a mikroemulze pfipravené
z isopropyl myristdtu jako olejové faze, Labrasolu a Cremophoru EL jako surfaktantu
a kosurfaktantu a vody. Jednim z cilti prace bylo zjistit vliv mikroemulze na prostupnost 1é¢iva
ktzi. K experimentim byly vyuzity Franzovy diftzni cely a lidska klize, mnozZstvi 1é¢iva v kiizi
bylo dale analyzovano pomoci kapalinové chromatografie. V porovnani s komerénim krémem
CLOT Lotrimin® byla koncentrace 1é¢iva v kiizi 2,4x vyssi a bylo tedy potvrzeno, ze hydrogel
z mikroemulze jako nosi€ 1é¢iva zvySuji prinik 1é¢iva kizi. Dale byly srovnavany mikroemulze
typu o/v a v/o. Pro tento experiment byl zvolen fluorescein izothiokyanat, ktery piedstavoval
hydrofobni Ié¢ivo. Oba druhy mikroemulze byly aplikovany na kuzi opét za vyuziti Franzovych
cel. MnoZstvi proniklého 1é¢iva do kiize bylo vyhodnoceno pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Lepsich vysledkt dosahla mikroemulze typu o/v [47].

Na Fakulté chemické se hydrogely z mikroemulzi zabyvala Katarina Kacvinska. Ve své
bakalaiské praci zkoumala vliv pouziti mikroemulze na vznik fazové separovaného hydrogelu.
Mikroemulze vytvaiela ze sluneénicového a olivového oleje. Z reologického hlediska mél
nejlepsi vysledky hydrogel vytvofeny z vysokomolekularniho hylauronanu a z mikroemulze
s obsahem olivového oleje. Hydrogely byly dale analyzovany metodou Casové rozliSené
anizotropie a z méfeni bylo zjisténo, ze v hydrofilni ¢asti hydrogelu se nachazi sférické utvary
obsahujici olej a navazané molekuly tenzidu. To vedlo k predpokladu, ze se jedna o obracené
emulze typu v/o [48].

22



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

4.1.1 Tenzid

Septonex Mw = 422,48 g-mol™, ¢.3arze: 511SEP003, GNB chem, a. s.
C21H44BrNO2

4.1.2 Polyelektrolyt

Hyaluronan sodny Mw = 340 kDa, vlhkost: 4,2 %, ¢. Sarze: 120218-E1

Mw= 1670 kDa, vlhkost: 9,4 %, ¢. sarze: 160218-E1

4.1.3 Oleje

Repkovy olej Lukana, Glencore Agriculture Czech s.r.o

Slunecnicovy olej Slunka, Fabio Produkt, spol. s.r.o

Citronovy olej CAS: 8008-56-8, ¢. sarze: MKBW5777V,
Sigma Aldrich, spol. s.r.o

Tea tree olej Australian Bodycare Continental Aps

4.1.4 Barvivo

Olejova Cerven Mw = 408,49 g-mol™?, CAS: 1320-06-5,
Ca6H24N4O ¢. Sarze: 018K0669, Sigma Aldrich, spol. s.r.o

4.1.5 Ostatni

Deionizovana voda Systém ELGA

H-0

Chlorid sodny My = 58,44 g-mol* CAS: 7647-14-5,
NaCl ¢. Sarze: 2106210616, Penta, spol. s.r. o
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4.2 Pracovni postup
4.2.1 Priprava zasobniho fyziologického roztoku

Navazka 8,776 g NaCl byla rozpusténa a doplnéna deionizovanou vodou na objem 1 |. Roztok
byl uskladnén pfti laboratorni teploté.

4.2.2 Priprava zasobniho roztoku Septonexu

Pro ptipravu 200 mM roztoku Septonexu byla navazka Septonexu rozpusténa v odpovidajicim
mnozstvi piipravené¢ho fyziologického roztoku. Roztok byl den ponechdn na magnetické
michacce a poté uskladnén pti laboratorni teploté.

4.2.3 Priprava mikroemulze

Ptiprava mikroemulze nemohla prob&hnout podle postupu piipravy popsaném v resersi, kvali
ur¢ené koncentraci Septonexu pro tvorbu hydrogelu, ktera je 200 mM. Proto byl zvolen jiny
postup, kdy doslo k nasyceni micel olejem a vzniku mikroemulze typu o/v. Do vialky bylo
napipetovano 6,5 ml zasobniho roztoku Septonexu a bylo ptidano pfislusné mnozstvi oleje.
Vialka byla ponechéana na tiepacce 2 dny, aby doslo k fadné solubilizaci.

4.2.4 Piiprava zasobniho roztoku hyaluronanu

K pfipravé  hydrogeld byl pouzit nizkomolekularni hyaluronan (LMW  Hya)
a vysokomolekularni hyaluronan (HMW Hya). Bylo navazeno takové mnozstvi hyaluronanu,
aby po rozpusténi ve fyziologickém roztoku byla koncentrace roztoku 2 hm. %. Roztok byl
ponechan den na magnetické michacce a poté byl uskladnén v lednici.

4.2.5 Piiprava fazové separovaného hydrogelu z mikroemulze

Do vialky byly napipetovany 3 ml roztoku hyaluronanu a 3 ml mikroemulze. Vialky byly kratce
vortexovany a den nechany na tfepacce, aby doslo k fadnému promichani slozek. Poté byly
hydrogely ponechany v klidu, aby mohlo dojit k fazové separaci.

4.2.6 Priprava hydrogelu s olejovou ¢erveni O

Nejdiive byl ptipraven zasobni roztok olejové Cervené O, a to tak, Ze navdzené mnozZstvi
barviva bylo rozpusténo v odpovidajicim mnoZstvi acetonu, aby vysledna koncentrace roztoku
byla 5 mM. Do vialky bylo napipetovano 60 pl roztoku a po odpafeni veskerého acetonu byly
ptidany 3 ml mikroemulze. Vialka byla kratce ponechana na tfepacce, aby doslo k solubilizaci
barviva a poté byly pfidany 3 ml roztoku hyaluronanu. Vialky byly vortexovany, den nechany
na tiepacce a poté ponechany v klidu.

4.2.7 Priprava vzorki pro méieni na UV/VIS spektrofotometru

Z ptipravenych hydrogelt s olejovou ¢erveni O byl slit supernatant a na povrch hydrogelu byly
napipetovany 4 ml slune¢nicového oleje.

4.2.8 Priprava kalibrac¢nich roztoki

Byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky olejové cervené O v roztoku Septonexu a ve slune¢nicovém
oleji. V obou piipadech byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci barviva 0,5 mM, které
byly dale fedény pro vznik kalibracni fady.
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4.3 Nastaveni pristroje
4.3.1 UV/VIS spektrofotometrie

Pomoci metody UV/VIS spektrofotometrie byla méfena absorbance olejové Cervené O
V supernatantu a ve slune¢nicovém oleji, ktery byl nalit na hydrogel po odstranéni supernatantu.
Absorbance barviva v oleji byla métena po 24, 48 a 72 hodinach na UV-VIS spektrofotometru
Varian Cary50 Probe. K méfeni byla pouzita sklenéna kyveta o délce 1 cm. Pro zobrazeni
vysledku slouzil software CaryWinUV, ze kterého byla nasledn¢ data exportovana do programu
Excel. Olejova ¢ervent O ma absorpéni maximum pii 520 nm, proto byly k vypoctim pouzity
namétené hodnoty absorbance pravé pii této vinové délce.

4.3.2 Dynamicky rozptyl svétla

Pomoci metody dynamického rozptylu svétla byla métena velikost pfipravenych mikroemulzi
na pristroji ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments). K méfeni byla pouzita sklenéna kyveta,
poloha v kyveté pro méfeni byla nastavena na fixni hodnotu 1,00. Kalibrace probihala 60 vtefin
a méfilo se pii teplot€¢ 25°C. VSechny vzorky byly zméfeny tiikrat a hodnoty byly
zprumérovany. Data byla vyhodnocena v programu Excel, kde byl sestrojen graf zavislosti
intenzity rozptyleného svétla na velikosti ¢astic.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou popsany vysledky studia vlastnosti hydrogelti z mikroemulzi. V prvni
podkapitole jsou charakterizovany samotné mikroemulze, druha podkapitola se vénuje vizualni
charakterizaci hydrogelti a posledni podkapitola shrnuje vysledky méfeni pomoci metody
UV/VIS spektrofotometrie.

5.1 Mikroemulze
5.1.1 Solubilizace oleje

Mikroemulze byly ptipravovany jednoduchym smisenim roztoku Septonexu s olejem. Nejdiive
ale bylo potieba zjistit, jaké mnozstvi oleje je potiebné k uplnému nasyceni micel v roztoku.
Pokud bychom pftidali oleje vice, pfebyte¢né mnozstvi by ovlivilovalo solubilizaci olejové
¢ervené O, ktera byla pouzita pro dal$i zkoumani. Proto bylo cilem tohoto experimentu zjistit,
jaka je hrani¢ni koncentrace oleje, ktery se v roztoku Septonexu solubilizuje bez nadbytku.
Vysledna mnozstvi ptidaného oleje jsou uvedena v Tabulce 1.

Tabulka 1: Solubilizace oleje v roztoku Septonexu.

olej mnozZstvi oleje na 1 ml roztoku Septonexu [ul] solubilizace
fepkovy 3 nesolubilizovano
slunecnicovy 3 nesolubilizovano
tea tree 45 max. solubilizované mnozstvi
citronovy 30 max. solubilizované mnozstvi

Nejvice se Vroztoku Septonexu solubilizoval tea tree olej, citronového oleje se
solubilizovalo mensi mnozstvi. V pfipadé fepkového a sluneénicového oleje nebyla hraniéni
koncentrace urcena, jelikoz nedoslo k solubilizaci ani velmi malého objemu. Pii nadbytku oleje
Vv roztocich se vytvaiely olejové kapicky na povrchu roztoku u vSech olejil vyjma tea tree oleje,
kdy se s vétsim pridavkem vytvafel mlécné zabarveny roztok. Mikroemulze obsahuji Castice
v fadech nanometrd, a proto jsou ¢iré, v ptipadé nadbytku tea tree oleje pravdépodobné doslo
ke vzniku emulzi, které obsahuji vétsi Castice rozptylujici svétlo, coz se projevuje praveé
zékalem. Pro tvorbu hydrogelu a k méfeni velikosti ¢astic byly mikroemulze piipravovany
p.odle Tabulky 1

5.1.2 Charakterizace mikroemulzi pomoci DLS

Ke stanoveni velikosti ¢astic byla pouzita metoda dynamického rozptylu svétla. Z naméfenych
hodnot byl vytvofen graf intenzitni distribuce velikosti astic V roztoku samotného Septonexu
a Vv pripravenych mikroemulzich viz Obrazek 13.
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Obrazek 13: Distribuce velikosti ¢astic mikroemulzi. Osa X je V logaritmickém meritku.

Velikost mikroemulzi s fepkovym a slune¢nicovym olejem je podobna jako u samotného
roztoku Septonexu, tudiz se potvrdilo, Zze se v micelach solubilizuje jen nepatrné mnozstvi.
U citronového oleje lze pozorovat mirny nartst a uzsi distribuci velikosti ¢astic vzhledem
k ostatnim mikroemulzim. V mikroemulzi z tea tree oleje vznikaji ¢astice 0 Siroké distribuci
velikosti, to znamena, Ze se v micelach solubilizuje rizné mnozstvi oleje. Také lze
predpokladat, Ze kromé mikroemulzi vznikaji i jiné utvary jako jsou supermicely nebo valcovité
micely.

5.2 Priprava a vlastnosti hydrogeli z mikroemulzi

Chovani, vlastnosti a vzhled hydrogelt byly nejdiive sledovany vizudlné. K experimentim
bylo pouzito hydrofobni barvivo olejova ¢ervenn O. Experimenty byly provadény s hydrogely
ptipravenych ze ¢tyf druhd mikroemulzi a s hydrogelem ze samotného roztoku Septonexu.
Také je zkouman vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na pfipravu a vlastnosti hydrogeld.

5.2.1 Priprava a fazova separace

Byly ptipraveny hydrogely z mikroemulzi a pro srovnani i hydrogel ze Septonexu. Na zakladé
interakce polyelektrolyt-tenzid, v naSem ptipadé tedy hyaluronan-Septonex vznikl fazové
separovany hydrogel z mikroemulze. Ovéieni bylo provedeno s barvivem olejova ¢erven O.
Olej s barvivem je solubilizovan v micelach, které jsou diky elektrostatickym interakcim
navazany na fetézec hyaluronanu, a proto je hydrogel obarven. Mirn¢ zabarven je i supernatant,
kde se vyskytuji volné micely. Na Obrazku 14 l1ze pozorovat, Ze ptidané oleje maji rizny vliv
na zabarveni supernatantli. Vice je o této zalezitosti feCeno V Kapitole 5.3.2.1, kde byly
supernatanty podrobeny analyze na UV/VIS spektrofotometru.

Pro ptipravu hydrogelt byl pouZit jak nizkomolekularni, tak vysokomolekularni hyaluronan.
Féazova separace hydrogeli z LMW Hya probihala rychleji nez v ptipadé pouziti HMW Hya,
coz lze vidét na Obrazku 14, kde jsou zachyceny hydrogely tfeti den jejich fazové separace.
U hydrogelt z LMW Hya byly pozorovany drobné zmény V pribéhu fazové separace
zpusobené mikroemulzemi. VSechny hydrogely se vytvarely na fazovém rozhrani a postupné
stékaly po sténach vialky a klesaly ke dnu. V ptipad¢ pouziti mikroemulze z citronového a tea
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tree oleje stékaly hydrogely az 3x déle nez zbylé hydrogely. V téchto dvou piipadech je pro
pfipravu mikroemulze ptidano nejvice oleje, ktery se zakomponuje do hydrogelu, ¢imz snizuje
jeho hustotu, a to vede k pomalejSimu usazovani hydrogelu ke dnu. V ptipadé gelt z HMW
Hya se vyrazny vliv mikroemulze neprojevoval, vsechny hydrogely se také vytvoftily na
fazovém rozhrani a stékaly ke dnu pfiblizné stejnou dobu.

Obrdzek 14: Na obrdzku jsou zachyceny hydrogely po tiech dnech pritbéhu fazové separace. V1evo
hydrogely z LMW Hya, vpravo hydrogely z HMW Hya.

Dale byl sledovan vliv mikroemulze na tuhost gelu. U hydrogelt z HMW Hya se vliv
mikroemulze da zanedbat, jelikoZ jsou hydrogely velmi tuhé samy o sobé. Hydrogely z LMW
Hya jsou méné tuhé a ptidavek oleje se na tuhosti projevil. Nejvyraznéjsi zvySeni tuhosti
probéhlo u hydrogelu s tea tree olejem. Stejné tak hydrogel z citronového oleje vykazoval vEtsi
tuhost nez hydrogel z roztoku Septonexu. U hydrogeli s fepkovym a slune¢nicovym olejem
nebyla zaznamenana vyrazna zména v tuhosti.

Obrazek 15: Srovnani hydrogelii z mikroemulzi z LMW Hya.

Zleva: bez oleje, Fepkovy, slunecnicovy, citronovy, tea tree olej.

5.2.2 Objem hydrogeli

Na Obrazku 14 si lze v§imnout, Ze hydrogely z LMW Hya z tea tree a citronového oleje maji
nepatrné mensi objem. Pro ovéfeni byly hydrogely ptipraveny ve zkumavkach se stupnici a byl
zméfen jejich objem, ktery je uveden v nasledujici Tabulce 2.
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Tabulka 2: Objem hydrogelii pripravenych z LMW Hya.

Hydrogel z LMW hyaluronanu Objem [ml]
bez oleje 1,15
fepkovy olej 1,15
slune¢nicovy olej 1,10
tea tree olej 1,00
citronovy olej 1,00

Nejmensi objem maji hydrogely s tea tree a citronovym olejem. Hydrogel se slune¢nicovym
olejem ma o néco mensi objem neZ hydrogel s fepkovym olejem a hydrogel bez oleje, jejichz
objemy jsou stejné.

5.3 Charakterizace hydrogeli pomoci UV/VIS spektrofotometrie

V této kapitole jsou nejdiive srovnany schopnosti uvolfiovani barviva u hydrogelt z LMW
a HMW Hya. Na zékladé naméfenych dat a pozorovani je vyhodnoceno, jaka molekulova
hmotnost hyaluronanu je vhodnéjsi k ptipravé hydrogeld z mikroemulzi. Dale je zkouman vliv
jednotlivych mikroemulzi na hydrogel pfipraveny z vybrané¢ho hyaluronanu.

5.3.1 Vliv LMW a HMW hyaluronanu na uvolnéni barviva z hydrogelu

Cilem experimentu bylo zjistit, jaky vliv m& molekulova hmotnost pouzitého hyaluronanu na
uvolnovani barviva z hydrogell do slune¢nicového oleje, proto byl kazdy vzorek pfipraven
pouze dvakrat.

5.3.1.1 Kalibraéni kitivka olejové Cervené O v roztoku Septonexu

Byla pfipravena koncentracni fada roztoku Septonexu s olejovou Cerveni O nafedénim
zasobniho roztoku viz kapitola 4.2.8. Koncentra¢ni fada byla pfipravena a prométena celkem
3x. Naméfené hodnoty pro jednotlivé koncentrace byly zprimérovany a byla sestrojena
kalibra¢ni kiivka viz Obrazek 16.
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¢ [umol/1]
Obrazek 16: Kalibracni ki'ivka olejové cervene O v roztoku Septonexu. Teckované vyznacend rovnice

linedrni regrese. Chybové usecky nejsou viditelné z duvodu malych odchylek.
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5.3.1.2 MnoZstvi barviva v supernatantu

Hydrogely byly pfipraveny podle postupu uvedeném v kapitole 4.2.6 a uchovany ve tmé pfi
laboratorni teploté po 10 dni, aby doslo k upIné fazové separaci a usazeni gelu. Supernatant byl
slit a byla zméfena jeho absorbance. Koncentrace barviva byla vypoctena pomoci rovnice
regrese. Z koncentrace bylo vypocteno mnozstvi barviva v supernatantu (m). Odectenim
uvolnéného mnozstvi barviva od ptivodniho mnozstvi v hydrogelu (122,5 pg) bylo ziskano
nové mnozstvi barviva v hydrogelu, které je nezbytné k dal$im vypoétim (mnydroger). Dale bylo
mnozstvi uvolnéného barviva z hydrogelu vyjadieno v procentech (m %) viz Tabulka 3

a Tabulka 4.

Tabulka 3: Hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové cervené O v supernatantu, LMW Hya.

LMW Hya
Hydrogel
¢ [umol/l] m [pg] Mhydrogel [1g] m %

Bez oleje 7,85 +0,27 16,03 £0,56 106,52 + 0,56 13,08 £ 0,45
Repkovy 6,25+ 0,19 12,76 + 0,40 109,79 + 0,40 10,42 + 0,32
Slunecnicovy 4,01 +£0,33 8,19+ 0,68 114,36 + 0,68 6,68 £ 0,55
Tea tree 1,32 +0,02 2,70 £ 0,04 119,85+ 0,04 2,20+ 0,03
Citronovy 0,58 £0,25 1,19+0,52 121,35+ 0,52 0,97 £0,42

Tabulka 4: Hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové cervené O v supernatantu, HMW Hya.

HMW Hya
Hydrogel
¢ [pmol/1] m [png] Mhydrogel [1g] m %

Bez oleje 9,01 +£1,29 18,41 +£ 2,63 104,14 £ 2,63 15,02+ 2,14
Repkovy 6,52 £ 1,21 13,32+ 2,47 109,23 £2.47 10,87 £ 2,01
Slune¢nicovy 2,35+0,19 4,81 +0,40 117,74 £ 0,40 3,92+ 0,32
Tea tree 1,71 £ 0,41 3,50 + 0,84 119,05 £ 0,84 2,85+ 0,68
Citronovy 0,15+0,21 0,32+0,44 122,23 £ 0,44 0,26 + 0,36

U hydrogelit z LMW hylauronanu Ize pozorovat mensi odchylky u dvou stejnych vzork.
Kvili vétsim odchylkdm u hydrogelu z HMW Hya, nelze jednoznaéné fici, jaky vliv ma
molekuldrni hmotnost hyaluronanu pouzitého pro pfipravu hydrogelu na mnozstvi barviva
v supernatantu. U obou molekulovych hmotnosti je vliv mikroemulze na hydrogel stejny.
Nejvice volnych micel s barvivem se nachazi v supernatantu u hydrogelu ze Septonexu,

nejmensi u hydrogelu s tea tree a citronovym olejem.
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5.3.1.3 Kalibracni kiivka olejové cervené O v oleji

Podle postupu ptipravy uvedeném v kapitole 4.2.8 byla pfipravena koncentrani fada
slune¢nicového oleje s olejovou Cerveni O. Koncentracni fada byla pfipravena a proméfena
celkem 3x. Po naméfeni absorbance vSech vzorkli byla sestrojena kalibracni kiivka
viz Obrazek 17.
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Obrazek 17: Kalibracni kiiivka olejové cervene O ve slunecnicovém oleji. Teckované vyznacena

rovnice linedrni regrese.

5.3.1.4 Solubilizace barviva oleji

Po sliti a proméfeni absorbance barviva v supernatantu byly na hydrogely napipetovany 4 mi
slunec¢nicového oleje. Absorbance olejové Cervené O v oleji byla méfena po 24, 48
a 72 hodinach od doby ptipravy. Po kazdém méfeni absorbance byl olej vracen zpét do vialky.
Koncentrace barviva byla vypoétena pomoci rovnice regrese a poté prepoétena na mnozstvi
v oleji. Ve vétsine pripadi byl olej jiz po 24 hodinach mirn¢ zakaleny, ale zakal byl odstranén
zahtatim. Dalsi potize zpusobovaly bublinky zbylého supernatantu, které se zdrzovaly
na povrchu hydrogelu. Olej s barvivem byl tedy pied slitim promichan jen jemné, aby nedoslo
ke smiseni s bublinkami, a tudiz k nepfesnému meéfeni. Nicméné promichdni mohlo byt
nedostateéné, coz mohlo vést k odchylkam. Pfi méfeni ulpivala ¢ast oleje na sténach vialky
a také se mala Cast oleje zakomponovala do hydrogelu, cozZ mohlo vést k dal§im odchylkam,
jelikoZ pro vypocty neni znam Uplné piesny objem.

V Tabulce 5, 6 a 7 jsou vypocteny hodnoty koncentraci a mnozstvi uvolnéného barviva za
24, 48 a 72 hodin. Pro lepsi prehlednost byly vytvoteny grafy, které srovnavaji procentudlni
mnozstvi barviva uvolnéného z hydrogela z LMW a HMW Hya za 24, 48 a 72 hodin
viz Obrazky 18, 19 a 20. Grafy na Obrazcich 21 a 22 zobrazuji mnozstvi barviva uvolnéného
za 24 hodin v jednotlivych dnech.
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Tabulka 5: Vypoctené hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové cervené O v oleji po 24 hodindch.

. LMW HMW
24 hodin
¢ [umol/l] m [pg] m % ¢ [umol/l] m [pg] m %

Bez oleje 11,19+ 0,371 18,28+ 0,60 17,16 £ 0,56 | 8,44+ 1,75 13,79+ 2,85(12,95 + 2,68
Repkovy 9,46+ 0,03 [15,45+0,05(14,06 £0,05]14,50+ 1,83 7,35+2,99 | 6,69+2,72
Sluneénicovy | 8,41+ 1,41]13,74+2,31(12,01 £2,02(4,05+0,78 [ 6,61 £1,28 | 5,78 + 1,12
Tea tree 12,97 £0,35121,19+ 0,57 17,68 £+ 0,48 [ 5,83 £2,50| 9,52 +4,08 | 7,95 £+ 3,40
Citronovy |13,37+1,15(21,84+1,88| 18,00 +1,55 5,01 £0,58| 8,19+0,95 | 6,75+0,78

Tabulka 6: Vypoctené hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové cervené O v oleji po 48 hodindch.

) LMW HMW
48 hodin
¢ [umol/l] m [pg] m % ¢ [nmol/l] m [pg] m %

Bez oleje [17,09+0,12]27,23+0,19| 25,56 +0,17 | 13,37 + 1,38 (21,29 +2,20| 19,99 + 2,07
Repkovy 15,60 £ 0,78 (24,84 +1,25( 22,63+ 1,13 | 8,62 +2,16 |13,74+3,45| 12,51+ 3,14
Slunec¢nicovy [ 13,96 + 2,08 [ 22,25 +3,31( 19,45+2,90 | 7,18 £ 0,32 (11,43 +0,50| 10,00 £ 0,44
Tea tree 22,45+ 1,41(35,77+2,25( 29,84 + 1,88 8,54 +£3,18 [13,61 £5,06| 11,35+4,22
Citronovy [23,03+1,93(36,69+3,07|30,24+2,53| 9,27+2,15 (14,77 +£3,42| 12,17 £2,82

Tabulka 7: Vypoctené hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové cervené O v oleji po 72 hodindch.

. LMW HMW
72 hodin
¢ [rumol/l] m [pg] m % ¢ [nmol/l] m [pg] m %

Bez oleje  [20,00+0,33(31,05+0,52129,15+0,4816,03 +1,38(24,88 +2,14|23,36 +2,01
Repkovy 21,77 £0,83(34,79+1,29(30,78 £ 1,18 (13,12 + 1,90 20,36 £ 2,94 | 18,54 + 2,68
Slunecnicovy | 17,99 £ 2,01 (27,93 £3,13 24,42+ 2,73 (10,19 £ 0,73 | 15,81 + 1,14 | 13,83 £ 0,99
Tea tree 27,18 £1,61(42,18+2,51(35,20+2,09(12,20+4,11]18,94 +6,38|15,80 + 5,32
Citronovy |[28,04+1,5843,53+2,45|35,87+2,02(12,73+1,98]19,77+3,07(16,29 +£2,53
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Obrdzek 18. Procentudlni mnozstvi uvolnéného barviva z hydrogelii po 24 hodindch.
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Obrdazek 19: Procentudlni mnozZstvi uvolnéného barviva z hydrogelii po 48 hodindch.
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Obrdazek 20. Procentualni mnozstvi uvolnéného barviva z hydrogelii po 712 hodindch.
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Obrazek 21: Procentualni mnozstvi barviva uvolnéeného z hydrogelii z LMW Hya v jednotlivych dnech.
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Obrazek 22: Procentudlni mnozstvi barviva uvolnéeného z hydrogelii z HMW Hya v jednotlivych dnech.

Z vypocteného mnozstvi solubilizovaného barviva v oleji, lze vyvodit zavér, Ze se
z hydrogelu z HMW Hya barvivo uvoliiuje méné. V piipadé LMW Hya intenzita uvoliiovani
barviva s ¢asem klesala. U HMW Hya je prubéh podobny, vyjimkou je hydrogel s tea tree
a fepkovym olejem. U obou hydrogelti byla tieti den naméfena vyssi koncentrace barviva nez
den ptedesly. Jelikoz byla absorbance nameétfena s vysokymi odchylkami, a to predev§im
u hydrogelu s tea tree olejem, l1ze ptedpokladat klesajici intenzitu uvoliiovani barviva s Casem
i U hydrogelt z HMW Hya.

Také mizeme konstatovat, ze v ptipadé LMW Hya citronovy a tea tree olej zvySuji intenzitu
uvolnovani barviva, slunecnicovy a fepkovy naopak snizuji. U hydrogelti z HMW Hya se neda
konstatovat, ze by mikroemulze podpoftily uvoliovani barviva, protoze nejvice barviva bylo
uvolnéno z hydrogelu bez oleje.
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HMW Hya byl vyhodnocen jako mén¢ vhodny pro ptipravu hydrogelli z mikroemulzi, a to

odchylkam méteni a delsi dobé trvani fazové separace.
5.3.2 Vliv jednotlivych mikroemulzi na uvoliiovani barviva z hydrogelu

Pro zjisténi vlivu jednotlivych oleji na solubilizaci barviva byl K ptipravé hydrogelt
pouzit LMW Hya. Kvili pravdépodobnym odchylkdm byly vSechny hydrogely pfipraveny
ctyfikrat, kK vypoétim byly vybrany tii nejvice odpovidajici hodnoty absorbance. Hydrogely
byly pfipraveny stejnym zpusobem, ale tentokrat byly ponechany v klidu pouze 5 dni, jelikoz
fazova separace hydrogelu z LMW Hya neni tak ¢asové ndro¢né jako pii pouziti HMW Hya.

5.3.2.1 Koncentrace barviva v supernatantu
Byla zmétena absorbance a nasledné vypoctena koncentrace a mnozstvi barviva v supernatantu

viz Tabulka 8.

Tabulka 8: Hodnoty koncentrace a mnozZstvi olejové cervené O v supernatantu.

LMW Hya ¢ [umol/1] m [pg] Mhydrogel [1g] m %
Bez oleje 11,67+0,72 23,84+ 1,46 99,17 £ 1,02 19,46 £ 1,19
Repkovy 11,45+ 0,26 2338+ 0,54 99,60 + 0,25 19,08 + 0,44
Slune¢nicovy 6,22 + 0,35 12,70 + 0,71 109,45+ 0,79 10,36 + 0,58
Tea tree 0,81 +0,11 1,66+ 0,23 120,97 £ 0,14 1,36 £ 0,19
Citronovy 2,07+0,18 423 +0,37 118,01 +£0,23 3,45+0,31

Nejméné barviva obsahoval supernatant z hydrogelu stea tree olejem a nasledné
s citronovym olejem. Olejova Cerven je solubilizovana v micelach, pokud je v supernatantu
mensi koncentrace barviva, miize to znamenat, ze jsou micely tenzidu pfitomny v hydrogelu.
Na fetézec hyaluronanu by tak bylo navazano vétsi mnozstvi micel, coz by vedlo k pevnéjsimu
zesitovani, které by se projevilo také jiz zminénou vyssi tuhosti gelu a men$im objemem.

Pfi vizualnim zkoumani hydrogell nebyla rozpozndna vyraznd zména v tuhosti pii pouziti
fepkového a slune¢nicového oleje. Avsak z vypoctenych hodnot 1ze vyvodit teorii, ze hydrogel
z mikroemulze ze slunec¢nicového oleje by mohl byt pevnéjsi nez hydrogel z mikroemulze
z fepkového oleje a hydrogel bez oleje, jejichz mnozstvi barviva v supernatantu je srovnatelné.

5.3.2.2 Solubilizace barviva v oleji

Ptiprava hydrogell probéhla stejnym zpiisobem jako je popsano v piedchozich kapitolach.
V Tabulce 9, 10 a 11 jsou vypocteny hodnoty koncentraci a mnozstvi uvolnéného barviva za
24, 48 a 72 hodin. Pro lepsi ptehlednost byly opét vytvoieny grafy, které znazoriuji
procentudlni mnozstvi barviva uvolnéného z hydrogeld za 24, 48 a 72 hodin viz Obrazek 23.
Graf na Obrazku 24 zobrazuje mnozstvi barviva uvolnéného za 24 hodin Vv jednotlivych dnech.
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Tabulka 9: Hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové cervené O ve slunecnicovém oleji po 24 hodindch.

24 h
LMW Hya
¢ [nmol/l] m [ug] m %

Bez oleje 11,26 + 0,37 18,40+ 0,61 18,66 + 0,87
Repkovy 10,62 + 0,07 17,35+ 0,12 17,50+ 0,13
Slune¢nicovy 9,93 + 0,63 16,23 + 1,02 14,78 £ 1,02
Tea tree 15,11 +£0,52 24,69 + 0,86 20,43+ 0,72
Citronovy 12,16 +£ 0,32 19,87 + 0,53 16,79 + 0,40

Tabulka 10: Hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové cervené O ve slunecnicovém oleji po 48 hodindach.

48 h
LMW Hya
¢ [umol/l] m [ug] m %

Bez oleje 17,49 +£ 0,34 27,86 = 0,54 28,10+ 0,80
Repkovy 15,15+0,19 24,13 £ 0,30 2423 + 0,29
Slune¢nicovy 13,78 £ 0,61 21,96 = 0,98 20,06 £ 0,97
Tea tree 24,79 £ 0,33 39,50 £ 0,53 32,65 +£0,40
Citronovy 20,31 +0,18 32,36 +£ 0,29 27,35+ 0,29

Tabulka 11: Hodnoty koncentrace a mnozstvi olejové c¢ervené O ve slunecnicovém oleji po 72 hodinach.

72h
LMW Hya
C [nmol/l] m [pg] m %

Bez oleje 20,23 + 1,06 31,40 £ 1,64 31,83 +2,03
Repkovy 18,54 + 0,17 28,78 £ 0,26 29,02 + 0,20
Slunecnicovy 19,78 £ 0,81 30,71 £ 1,26 27,95+ 1,15
Tea tree 31,53 +£0,69 48,94 + 1,07 40,49 + 0,95
Citronovy 27,38 £ 0,23 42,50+ 0,36 35,92 +0,41
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Obrazek 23 Procentualni mnozstvi uvolnéného barviva z hydrogelit po 24, 48 a 72 hodindach.
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Obrazek 24: Procentudlni mnozstvi uvolnéného barviva z hydrogelii z LMW Hya za 24 hodin
V jednotlivych dnech.

Po 72 hodinach se nejvice barviva uvolnilo z hydrogelu s tea tree olejem (40,5 %) a nasledné
z hydrogelu s citronovym olejem (35,9 %). Zajimavym vysledkem je, Ze srovnavaci hydrogel
bez mikroemulze (31,8 %) uvoliuje barvivo vice nez hydrogely s tepkovym (29,0 %)
a slune¢nicovym olejem (28,0 %).
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6 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo otestovat a charakterizovat fazove separované hydrogely na bazi
mikroemulzi. Pro pfipravu mikroemulzi byl pouzit fepkovy, slunecnicovy, citronovy a tea tree
olej. Nejdiive byla ptipravena fada mikroemulzi s cilem zjistit maximalni rozpustnost danych
oleji v Septonexu. U esencidlnich olejii probehla solubilizace 1épe nez u potravinaiskych oleji
a byla stanovena maximalni koncentrace solubilizovaného oleje. Nejvice se solubilizoval tea
tree olej, nasledné olej citronovy. U slune¢nicového a fepkového oleje nedoslo k solubilizaci
ani 10x mensiho mnozstvi oleje.

Z meéteni velikosti Castic mikroemulzi lze potvrdit, Zze fepkovy a slunecnicovy olej se
V micelach Septonexu téméf nesolubilizuje. Citronového oleje se v micelach solubilizuje vice
a dochézi k mirnému nartistu velikosti mikroemulzi. V ptipadé tea tree oleje doslo ke vzniku
¢astic s riznou velikosti, tea tree olej se tedy v micelach solubilizuje v rizném mnozstvi. Také
Ize ptedpokladat vznik jinych atvari, nez jsou micely a mikroemulze, napf. supermicel nebo
valcovitych micel.

Po ptipravé fazove separovanych hydrogeld z mikroemulze, byly provedeny experimenty
pro jejich vizualni charakterizaci. Pfipravené hydrogely vykazovaly odliSnou tuhost a rizny
objem. Nejtuzsi byly hydrogely pfipravené z mikroemulze z tea tree a citronového oleje.
U téchto hydrogelt byl také naméfen mensi objem a pomoci UV/VIS spektrofotometrie byla
naméfena nejmensi koncentrace barviva v supernatantu. Moznym vysvétlenim je, Ze se vice
micel podili na zesitovani hydrogelu, coz se projevuje pravé zvySenou pevnosti a mensim
objemem. Mikroemulze ze slune¢nicového a fepkového oleje nemély vyznamny vliv na tuhost
gelu.

Dale byl zkouman vliv molekulové hmotnosti pouzitého hyaluronanu na uvoliovani
barviva olejové ¢ervené O z hydrogelu do slune¢nicového oleje. U vSech hydrogeli se nejvice
barviva uvolnilo prvni den, v dal$ich dnech se postupné intenzita uvoliiovani snizovala u vSech
hydrogelt z LMW Hya a témét u vSech hydrogelt z HMW Hya. Hydrogely z LMW Hya
uvoliovaly vice barviva a dochazelo k mensim odchylkdm v méfeni mezi dvéma stejnymi
vzorky, proto byl LMW Hya vyhodnocen jako vhodnégj$i matrice pro piipravu hydrogeli
Z mikroemulzi.

V posledni ¢asti byl zkouman vliv mikroemulzi na uvoliiovani barviva z hydrogelu
z LMW Hya. Vysledky méfeni ukazaly, ze uvoliovani barviva nejvice podporuje tea tree
a citronovy olej. Z hydrogelu z tea tree oleje se po 72 hodinach uvolnilo 0 8,7 % vice barviva
a z hydrogelu z citronového oleje 4,1 % vice barviva nez z hydrogelu bez oleje. Naopak
hydrogely s fepkovym a slune¢nicovym olejem uvolnily pfiblizné¢ o 3% barviva méné nez
hydrogel bez mikroemulze.

Nejlepsi vysledky vykazoval hydrogel ptipraveny z mikroemulze stea tree olejem
a nasledné¢ hydrogel z mikroemulze s citronovym olejem, oba ptipravené z LMW hyaluronem.
Tyto hydrogely se projevovaly vyssi tuhosti a uvolnily nejvice barviva, proto jsou vyhodnoceny
jako nejvhodnéjsi hydrogely pro vyuziti ve farmaceutickém ¢i kosmetickém pramyslu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

HA
Hya
HMW
LMW
GAGs
TTO
DNA
UV-VIS
CCD
v/o
olv

kyselina hyaluronova
hyaluronan

vysoka molekulova hmotnost
nizka molekulova hmotnost
glykosaminoglykany

tea tree olej
deoxyribonukleova kyselina
ultrafialovo-viditelny
charge-coupled device (druh detektoru)
voda v oleji

olej ve vodé

8.2 Seznam pouzitych symboli

Ty
|
lo

mn>

o g3 Ax —

transmitance

prosly zativy tok
dopadajici zatfivy tok
absorbance

koncentrace

molarni extinéni koeficient
opticka draha
Boltzmannova konstanta
absolutni teplota
viskozita

difuzni koeficient
primér
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9 PRILOHY

Tabulka. 12: Hodnoty absorbanci kalibracnich roztokii olejové cervené O v roztoku Septonexu.

¢ [umol/] Aq A Az A odchylka
1,661 0,041 0,044 0,051 0,045 0,004
3,322 0,096 0,112 0,098 0,102 0,007
4,983 0,140 0,140 0,133 0,138 0,003
6,645 0,169 0,171 0,174 0,171 0,002
9,967 0,277 0,277 0,264 0,273 0,006
13,289 0,347 0,350 0,354 0,350 0,003
16,611 0,429 0,419 0,427 0,425 0,004
19,934 0,515 0,513 0,508 0,512 0,003
24,917 0,652 0,646 0,649 0,649 0,002
29,900 0,772 0,775 0,781 0,776 0,004

Tabulka. 13: Hodnoty absorbanci pro kalibracni roztoky olejové cervené O ve slunecnicovém oleji.

¢ [umol/l] A A Az A odchylka
1,228 0,031 0,049 0,054 0,045 0,010
2,456 0,074 0,088 0,087 0,083 0,006
3,684 0,119 0,119 0,126 0,121 0,003
6,140 0,186 0,191 0,208 0,195 0,009
9,210 0,268 0,258 0,303 0,276 0,019
12,280 0,381 0,384 0,409 0,391 0,012
15,350 0,484 0,482 0,481 0,482 0,001
19,955 0,574 0,597 0,653 0,608 0,033
24,560 0,741 0,754 0,728 0,741 0,011
30,700 0,894 0,942 0,945 0,927 0,023
Tabulka 14: Nameérené hodnoty absorbance olejové cervené O v supernatantu.
Absorbance [-]
Hydrogel
LMW Hya HMW Hya
Bez oleje 0,208 = 0,007 0,238 £ 0,033
Repkovy 0,167 + 0,005 0,174 + 0,031
Slunecnicovy 0,110+ 0,009 0,067 £ 0,005
Tea tree 0,041 + 0,001 0,051 £0,011
Citronovy 0,022 + 0,007 0,011+ 0,006
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Tabulka 15: Nameérené hodnoty absorbance olejové cervené O v oleji po 24, 48 a 72 hodindch.

Hydrogel

Absorbance [-]

LMW Hya

HMW Hya

24 h

48 h

72 h

24 h

48 h

72 h

Bez oleje

0,345+ 0,011

0,523 + 0,004

0,610 + 0,010

0,263 + 0,053

0,411 + 0,042

0,491+ 0,042

Repkovy

0,293+ 0,001

0,478 + 0,024

0,663 + 0,025

0,144 + 0,055

0,268 + 0,065

0,403 + 0,057

Slunecéni

0,262 + 0,042

0,429 + 0,062

0,550 + 0,061

0,131+ 0,024

0,225+ 0,010

0,315+ 0,022

Tea tree

0,399+ 0,011

0,684 + 0,043

0,826 + 0,049

0,184 + 0,075

0,266 + 0,096

0,376 £ 0,124

Citronovy

0,411+ 0,035

0,701 + 0,058

0,852 + 0,048

0,160 + 0,180

0,288 + 0,065

0,392 + 0,060

Tabulka 16. Nameérené hodnoty absorbance olejové cervené O v supernatantu.

LMW Hya Absorbance [-]
Bez oleje 0,306+0,018
Repkovy 0,301 £ 0,007

Slunecnicovy 0,166 + 0,009
Tea tree 0,027 £+ 0,003
Citronovy 0,060 £ 0,005

Tabulka 17: Nameérené hodnoty absorbance olejové cervené OV oleji po 24,48 a 72 hodindch.

Absorbance [-]
LMW Hya
24 h 48 h 72h

Bez oleje 0,347 £ 0,011 0,534 + 0,010 0,617 +£ 0,032
Repkovy 0,328 + 0,002 0,464 + 0,006 0,566 + 0,005
Slunecnicovy 0,307 + 0,019 0,423 + 0,018 0,603 + 0,024
Tea tree 0,463 + 0,016 0,754 + 0,010 0,956 + 0,021
Citronovy 0,374+ 0,010 0,619 +0,005 0,832 + 0,007
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