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Abstrakt

Tato prace se zabyva aktudlnim tématem nosicovych systému. Jelikoz nejvétSim problémem je
prostup hydrofobnich 1é¢ivych latek krevnim fecistém, pfipadné pies univerzalni télni bariéry
(napf. hematoencefalickd) je nutné tyto nosice chemicky modifikovat, aby bylo mozné
hydrofobni latky efektivné podavat. V praci je na zaklad¢ literarni reSerSe navrzeno a nasledné
studovano hned nékolik systémi, u kterych je ptedpoklad mozného pouziti pro nosicové
systémy a zaroven v sob¢é maji zakomponované biosurfaktanty z dtvodu jejich schopnosti
solubilizovat hydrofobni molekuly. V teoretické ¢asti této prace budou popsany jednotlivé
biosurfaktanty, postup jejich produkce, jejich fyzikalné-chemické vlastnosti a moznost jejich
vyuziti v nosi¢ovych systémech. Zaroven jsou popsany jednotlivé nosi¢ové systémy, postup
jejich piipravy, moznosti jejich vyuziti a jsou také srovnany jejich piednosti a nevyhody.
V praktické casti je poté proveden screening jak jednotlivych latek a jejich vzajemnych
interakci, tak metod vyuZitelnych ke studiu vznikajicich struktur. Studium molekularnich
interakci je primarné provadéno pomoci techniky dynamického rozptylu svétla. V dalsi ¢asti je
popsana optimalizace tvorby hydrogelll se zakomponovanymi biosurfaktanty v jejich struktute
a nasledné jsou vytvotfené gely podrobeny reologickym a solubiliza¢nim testim. Studium
vnitini struktury téchto gell je provedeno pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu.

Klicova slova
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Skenovaci elektronova mikroskopie



Abstract

This work deals with the current topic of carrier systems. Since the biggest problem is the
passage of hydrophobic drugs through the bloodstream, or through universal body barriers
(eg blood-brain), it is necessary to chemically modify these carriers in order to be able to
administer hydrophobic substances effectively. Based on a literature search, several systems
are designed and subsequently studied, in which there is a presumption of possible use for
carrier systems and at the same time they have biosurfactants incorporated in them due to their
ability to solubilize hydrophobic molecules. The theoretical part of this work will describe the
individual biosurfactants, the process of their production, their physicochemical properties, and
the possibility of their use in carrier systems. At the same time, the individual carrier systems,
the procedure of their preparation, the possibilities of their use are described, and their
advantages and disadvantages are also compared. In the practical part, the screening of both
individual substances and their mutual interactions, as well as methods used to study the
emerging structures is then performed. The study of molecular interactions is primarily
performed using the technique of dynamic light scattering. The next part describes the
optimization of hydrogel formation with incorporated biosurfactants in their structure and then
the formed gels are subjected to rheological and solubilization tests. The study of the internal
structure of these gels is performed using a scanning electron microscope.
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micelle concentration, Hydrogel, Solubilization, Dynamic light scattering, Rheology, Scanning
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1 Uvod

Znacna tada 1éCiv je tvofena molekulami, které maji hydrofobni charakter. Ten se vyznacuje
obecné Spatnou rozpustnosti ve vodé, ptipadné i Spatnou pristupnosti do vodného prostredi.
Jelikoz lidské télo je primarné tvofeno vodou, je toto prostiedi vlastné v kazdé buiice. Aby tak
mohlo toto 1éCivo efektivné fungovat, je nutné najit bud’ jeho hydrofilni analog (obdobné
ucinnou lécivou latku, kterd je vSak ve vod¢ dobie rozpustnd) nebo vytvofit nosi¢ovy systém,
ktery bude schopny hydrofobni 1é¢ivo do buiiky dopravit, pomoci mu s jeho rozpusténim,
a ptipadné ovlivni také jeho specifické Ucinky (naptiklad dobu ptisobeni, ¢i uvolnénou
koncentraci 1é¢iva). U 1é¢iv bézné dostupnych je relativné Casté, ze existuje n¢kolik moznych
variant podani. Napiiklad jinou lékovou formou, s modifikovanou chemickou strukturou c¢i
praveé pomoci nahrady 1écivé latky za néjakou 1épe biologicky dostupnou. Problém vsak nastava
u léciv, kterd jsou velmi specifickd a mize se tak jednat o aktudlné jedinou moznost jak
pottebnému pacientovi pomoci. Jednim z moZznych feSeni je jiz zminény nosicovy systém, ktery
je schopen latku dopravit k mistu a¢inku.

Biosurfaktanty jsou ve védecké spolecnosti hojné diskutovanym tématem. Jelikoz se jedna
o latky pfirodniho piivodu, je jejich potencialni vyuziti v medicin€, kosmetice ¢i jinych
humanné aplikacnich oborech relativné Siroké. Na jejich vyuziti ma hlavni vliv jejich amfifilni
struktura a aplika¢né zajimavé fyzikalné chemické vlastnosti. Tyto aplikacni vlastnosti jsou
velice dobfe ovlivnitelné vybérem konkrétniho biosurfaktantu, jelikoz se jednd o velmi
rozsahlou a chemicky rtiznorodou skupinu latek. Jedna o amfifilni molekuly, tim padem jsou
povrchové aktivni — ovliviiuji povrchové napéti ¢i solubilizaci urcitych latek, jsou schopné
tvofit bohatou pénu a v neposledni fadé specificky interagovat s dal§imi molekulami. Micely
biosurfaktantl (az na vyjimky) splituji kritérium nanorozméri, potiebné pro moznost putovani
krevnim fecisté a zaroven vynikéd svym velkym objemovym povrchem a tim padem i vysokou
kapacitou pro piipadné prenasené molekuly. Jejich nejvétsi nevyhodou je jejich cena,
Vv porovnani se syntetickymi analogy. Dokézou vSak svymi vlastnostmi témto syntetickym
latkam konkurovat a v pfipadé optimalizace jejich produkce je pravé diky svym vyhodam
Vv podobé dobré odbouratelnosti a nizké toxicity postupné z trhu vytlacit?



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Biosurfaktanty

Jedna se 0 povrchové aktivni biomolekuly, které jsou produkovany mikroorganismy — pro
medicinské aplikace se nejcastéji vybiraji nepatogenni mikroorganismy, aby se snizilo riziko
moznych kontraindikaci pro pouziti téchto produktt. [1] Jejich amfifilni povaha (obsahuji
hydrofilni, nejCastéji cukernatou hlavicku a hydrofobni, nejcastéji alifaticky uhlikaty fetézec,
Viz Obrazek 1, jim dava schopnost rozpoustét se jak v organickych (nepolarnich), tak vodnych
(polarnich) rozpoustédlech. Obecné se surfaktanty d€li na kationtové, aniontové, amfoterni
a neionogenni. [2]

Obrdazek 1 - Obecna struktura amfifilni molekuly a formace micely

Biosurfaktanty (BS) jako takové se jiz pouzivaji v riznych odvétvich primyslu (napiiklad
odstraiiovani ropnych necistot z pliidy). Jejich medicinské vyuZiti je vSak stale spiSe ve fazi
vyzkumu. [1] Jejich hlavni nevyhodou oproti chemicky syntetizovanym analogiim je jejich
produkéni cena — ta se odviji od naro¢nosti prace na kultivaci mikroorganismii a nasledné
purifikaci samotnych produktid. Naopak vyhodou je jejich nizka toxicita, tepelna stabilita,
biodegradabilita ¢i biokompatibilita. [3]

Podle zakladni struktury se biosurfaktanty dé€li do nékolika skupin. Mezi zakladni se fadi
glykolipidy (rhamnolipid), fosfolipidy, neutralni lipidy, mastné kyseliny, ptipadné polymerni
biosurfaktanty (emulsan). [4]

Jejich zasadnim problémem je fakt, Ze z hlediska finan¢ni naroc¢nosti stale nejsou schopné
konkurovat svym syntetickym analogim. Bylo provedeno jiZ relativné velké mnoZstvi
experimentt a studii Se snahou snizit naklady na jejich vyrobu. Od pouzivani levnéjsich ¢i
odpadnich kultiva¢nich medii, které by méli byt producenti schopni dostatecné dobie vyuzit,
prave diky jejich schopnosti produkce biosurfaktantii az ptes rizné modifikace standardnich
zivnych medii. Zatim Zadny z téchto vyzkumnych projektd vSak nemél dostatecny uspéch
k tomu, aby se cena substratti pouzivanych pro produkci biosurfaktantu néjak vyznamné snizila,
ptipadné se na tolik zvysila jeho (BS) produkce, Ze by to mohlo vést ke snizeni ceny. [5]

2.1.1 Déleni biosurfaktantii z hlediska chemické struktury

Biosurfaktanty se déli do ne€kolika zakladnich skupin. Tyto skupiny jsou nejcastéji tvoieny
latkami, kter¢é maji obdobné strukturni uspofadani a vétSinou vykazuji obdobné
fyzikalng-chemické vlastnosti. Casto maji biosurfaktanty z jednotlivych skupin obdobné
mikrobialni producenty, a tudiz se také shoduji v postupu jejich produkce (extrakci
a purifikaci).



2.1.1.1 Glykolipidy

Jedna se o nejrozsifené]si skupinu biosurfaktantt. Strukturné obsahuji zbytek mastné kyseliny
a cukernatou slozku. Podle této cukerné slozky se poté déli do podskupin, jako jsou napiiklad
rhamnolipidy, sophorolipidy, cellobiolipidy, trehalolipidy a dalsi. Glykolipidy se vyznacuji
svymi zajimavymi vlastnostmi, nékteré maji naptiklad schopnost vydrzet extrémni podminky
pH, teploty ¢i salinity — nej¢astéji je tato schopnost ovlivnéna produkénim mikroorganismem
a ptivodnim smyslem produkce daného biosurfaktantu jeho producentem. [6]

Glykolipidy nachazeji uplatnéni v mnoha odvétvich, a to predevsim z diivodu jejich vysoké
chemické variability — jedna se o nejobsahlejsi skupinu biosurfaktanti. V tézkém primyslu je
mozné je vyuzit pfi t€zbé a zpracovani ropy pro snizeni ekologickych dopadi (diky jejich
schopnosti solubilizovat hydrofobni uhlovodikové fetézce se daji vyuzit naptiklad pro Cisténi
pudy ¢i vody v okoli ropnych vrtl, a to Snizsi toxicitou oproti syntetickym analogiim).
V poslednich letech jsou casto diskutovanym tématem na poli biomediciny, jelikoz byly
prokazany jejich antimikrobialni (napf. pro odstraniovani riznych patogennich biofilmi), ale
také antitumorozni vlastnosti. [7] V neposledni fadé¢ se daji vyuzit v zemédélstvi jako pesticidy,
ptipadné v potravinarském priamyslu jako konzervanty. Zaroven, jelikoz se jedna o rozsdhlou
skupinu latek, bylo provedeno jiz znacné mnozstvi studii a experimentii s moznymi zivnymi
médii a fermenta¢nimi podminkami pro zvySeni produkce a snizeni ceny produktu. [8]

Nekteré glykolipidy je mozné ziskavat z pomérné levnych, recyklovanych ¢i odpadnich
materidld. K témto materidlim se tadi naptiklad vedlejsi produkty ziskdvané pii vyrobé
olivového oleje ¢i n¢které industridlni odpady. Samoziejmé poté zalezi na zamysleném pouziti
ziskaného biosurfaktantu — pro Cisténi ropou znecisténé pidy budou jiné bezpecnostni
a toxikologické pozadavky nez pro biomedicinska pouziti. [9]

Rhamnolipidy

Rhamnolipidy (RL) jsou skupina biosurfaktantd, jejichz cukernou slozku tvofi rhamnosa.
Na tento strukturni zaklad jsou poté navazany B—hydroxylované fetézce mastnych kyselin.
ropny prumysl, ale také zemédé€lstvi ¢i potravindistvi) a zaroven s nejvetsi produkei.
S mnozstvim produkovaného rhamnolipidu, vSak pfichazi také nutnost ditkladnéjsi extrakce
Z produk¢nich organismu. Hrozi totiZ riziko véts$i kontaminace produkénimi mikroorganismy
(nejvétsim producentem je potencialné patogenni bakterie Pseudomonas aeruginosa). [10]
Byly objeveny tfi zékladni enzymy (RhIA, RhIB, RhIC) zodpovédné za schopnost téchto
bakterii produkce RL a nasledovaly snahy o jejich expresi i v ostatnich, méné patogennich
rodech bakterii, ptipadné u n€kterych kvasinek. Dals$i moZnosti vedouci ke snizeni patogenity
je enzymatické odbourdvani ptipadnych toxind. V tomto piipad¢ se vSak jednd o financné
I asove€ naro¢ny krok. [11]

Samotnych rhamnolipidl existuje celd fada typi. Jednotlivé struktury se 1iSi predevs§im
délkou a rozvétvenosti fet€zce mastné kyseliny. Z hlediska cukerné slozky se dale dé€li podle
mnozstvi obsaZzeného cukru na mono- (jedna rhamnosa ve struktute) a di- (dvé rhamnosy ve
struktufe) rhamnolipidy (Obrazek 2). Jednotlivé cukry se vazi pomoci glykosidické vazby
a nasledné se glykosidickou vazbou pfipojuje také konec mastné kyseliny. Celkové bylo do
konce roku 2017 charakterizovano 113 druhli rhamnolipidi. Jednotlivé druhy se lehce lisi
svymi fyzikaln¢ — chemickymi vlastnostmi. [12]

10



OH
o)
CH o o
- I I
OH o— (l:H-CH2 Cco | CH CH, CO H
((lez),, ((I:HZ)H
CH; CH; n=4-10
b H
OH
CH3 o o
I I
cH OH O-CH.CH, CO,CH CHy COH
op ©OH d GHon (?Hz)n
n=4-10
Obrdzek 2 - a) Struktura monorhamnolipidu, b) Struktura dirhamnolipidu [13]
Sophorolipidy

Sophorolipidy (SL) jsou skupinou glykolipidi, jejichz zaklad tvoii sophorosa (B-1,2 vazany
dimer glukdzy). Obdobné¢ jako u ostatnich glykolipidl se na tento cukerny zaklad vaze zbytek
mastné kyseliny pomoci glykosidické vazby. Na rozdil od rhamnolipidii jsou sophorolipidy
nejCastéji  syntetizovany kvasinkami. Produkénimi rody jsou napiiklad Starmerella,
Rhodotorula ¢i Candida. Nejcastéji jsou produkovany soubézné ve dvou strukturnich
konformacich — kyselé a laktonické. [14]

Vykazuji velmi nizkou toxicitu, dobrou odbouratelnost a zaroven slibné fyzikalné-chemické
vlastnosti (jako zna¢ny vliv na zménu povrchového napéti). Jejich pouziti je vazano opét hned
na nékolik obort. Oproti rhamnolipidiim je diky jejich nizsi potencidlni toxicité vétsi odbyt
Vv huménné aplikacnich oborech a byly dokonce schvaleny americkou FDA pro farmaceutické
pouziti. Kromé pouZiti v kosmetice (jako Cistici roztoky, odlicovadla apod.) je uvazovano jejich
uziti také v dermatologii, jelikoZ byl prokazan jejich vliv na tvorbu kolagenu, funkci dermalnich
fibroblastd a inhibici volnych radikali. Nekteré studie ukazuji také spermicidni vlastnosti SL,
ptipadné jejich mozné vyuziti jako antibakterialnich a virucidnich agens (véetné HIV). [15]

2.1.1.2 Fosfolipidy a mastné kyseliny

Fosfolipidy se bézné nachazeji v bunéénych membranach, kde slouzi jako strukturni
a transportni slozky. Nékteré druhy bakterii a kvasinek jsou vSak schopné je produkovat také
extracelularné. [16] Tyto latky maji diky své amfifilni povaze (bunky jsou svym zpisobem
lipozomalni povahy) vyrazny vliv na zmény povrchového napéti a solubilizaci hydrofobnich
latek. Nejvetsi produkcei tyto mikroorganismy vykazuji pfi rGstu na médiich s vysokym
obsahem organicky vazaného uhliku (typicky n-alkany). Vyzkumy ukazuji, Ze nejvétsi vliv na
zménu povrchového napéti (a pfipadné solubiliza¢ni vlastnosti) maji molekuly s 12 az 14
uhlikatymi fetézci zbytkt mastnych kyselin. [17]
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2.1.1.3 Lipopeptidy

Jak jiz ndzev napovida, tyto molekuly maji ve své chemické struktufe obsazenou lipidickou
Cast, ktera se sklada nejéastéji z uhlikatych zbytk mastnych kyselin (15—17 uhlikaté fetézce)
a peptickou ¢ast, kterd se mize sklddat z rznych typt ¢i poctu aminokyselin. Pravé tato
variabilita jim dava velky aplika¢ni potencial. [18] To se projevuje také na jejich zptsobech
vyuziti. Obdobné jako u ostatnich biosurfaktantl, je o lipopeptidy velky zajem v téZzkém
pramyslu (pfedev§im ropném), ale prosazuje se i pouziti v zemedélstvi. Nejveétsim problém
pii téchto plosnych pouzitich je rozhodné¢ produkéni cena, ktera mnohonéasobné pievysuje cenu
syntetickych analogu. [19] Z hlediska (bio)medicinskych aplikaci vykazuji lipopeptidy
antibakteridlni schopnosti a jsou dokonce uvazovany jako alternativy pro podani prib&hu
onemocnéni rezistentnich na antibiotika. [20]

2.1.2 Produkce a zisk biosurfaktantu

Produkce biosurfaktantii probiha primarné u mikroorganismi, které se nachazeji v prostiedi se
$patn¢ dostupnou/nerozpustnou formou uhliku. [16] Pomoci amfifilnich molekul, u kterych
vyuzivaji pravé jejich schopnosti solubilizovat tyto jinak nedostupné latky, jsou schopné
pfijimat 1 formy uhliku, které by za normalnich okolnosti neprosly ptfes bunétnou sténu.
Producenty téchto latek jsou nejcastéji bakterie, ale tuto schopnost maji také kvasinky a houby.
Konkrétnimi bakterialnimi zastupci jsou napiiklad Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus
erythropolis a jiné, z hub naptiklad Candida Bambicola. [21]

Riizni producenti jsou schopni produkovat rizné typy biosurfaktantli s rozdilnymi
vlastnostmi (Tabulka 1). Nejcastéji sledovanym kritériem je (kromé jejich ceny a moznosti
extrakce pozadovanych latek) tzv. kritickd micelarni koncentrace — CMC (z angl. critical
micellar concetration). Tato veli¢ina udava koncentraci potfebnou pro vytvoieni prvnich
agregatd v roztoku a siln€ ovliviiuje chovani latek v tomto roztoku — naptiklad méni schopnost
solubilizace, povrchové napéti, piipadné vodivost. [22]

Tabulka 1 - Producenti biosurfaktantii [23]

Typ biosurfaktantu Mikroorganismus | CMC [mg/I]
Rhamnolipid P. aeruginosa 0,1-10
Pseudomonas sp. 0,1-10
. Threhalolipid |  R.erythropolis 5-20
Glykolipidy )
N.erythropolis 5-20
Sophorolipid T. bombicola 0,5-2
T. apicola 0,5-2
Viscosin P. fluorescens 150
Lipopeptidy | Surfactin B. subtilis 25-160
Subtilisin B. subtilis 50
Fosfolipidy | Fosfolipid T. thiooxidans 120
Polymerni Emulsan A. calcoaceticus 20
surfaktanty Liposan C. lipolytica 40
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2.1.3 Micely

Jedna se o utvary vyskytujici se u povrchové aktivnich latek (tenzidi). Oproti samostatnym
tvaru. Typl micel vSak v riznych roztocich mize vznikat velké mnozstvi (Obrazek 3) — od
kulovitych, ptes valcovité, lamelarni, elipsoidni az po dvojvrstevné kulovité — tzv. vezikuly.
Velikost samotné micely je nejvice ovlivnéna mnozstvim povrchové aktivnich monomera
obsazenych v jedné micele, ptipadné jejich molekulovou hmotnosti. Na ochoté tenzidu tvotit
micely ma vliv fada faktort. Patii mezi n¢ napiiklad délka samotné molekuly tenzidu
(biosurfaktantu), slozeni roztoku, ve kterém je tenzid rozpoustén, teplota rozpousténi (vznik
micel je mozny az po piekroceni tzv. Krafftovy teploty) nebo ptitomnost kosurfaktantu. Jak jiz
bylo uvedeno v ptedchozi kapitole ke vzniku micel dochazi u povrchové aktivnich latek po
piekroceni jisté hranicni koncentrace v roztoku. Tato hrani¢ni koncentrace se nazyva kriticka
micelarni koncentrace. [24]

Micelarni systémy se studuji mimo jiné jakoZto potencialni nosice hydrofobnich 1écCiv.
V zavislosti na pouzitych materidlech pro jejich pfipravu se jejich velikost pohybuje vétSinou
v fadu nanometrii (od jednotek az do nizSich stovek). Pouzité materidly vSak ovliviiuji také
vlastnosti vznikajicich micel. Rada latek ¢isté p¥irodni povahy vykazuje povrchové aktivni
vlastnosti (coz ptedchazi schopnosti tvofit micely) — v ptipadé micel biosurfaktant, je tak
predpokladana lepsi biologicka dostupnost i nasledna odbouratelnost. Naopak pti modifikacich
micel pomoci syntetickych latek, jako je naptiklad polykaprolakton (PCL) v kombinaci
s hydrofilni slozkou polyethylenglykolu (PEG) dochézi ke zlepSeni jejich farmaceutickych
vlastnosti. Naptiklad maji obecné vyssi stabilitu, ale také moznost dalSich chemickych uprav
vyuzitelnych pro lepsi cileni 1é¢iva. [25]

Zvlastnim druhem micel jsou tzv. reverzni, pfipadné inverzni micely, které vznikaji
Vv nevodnych roztocich. Pravé diky pouzitému rozpoustédlu, dochazi k nato¢eni amfifilnich
molekul, jak jiz nazev napovida, obracené oproti klasickym micelam. Hydrofilni skupiny se
otaceji smérem dovniti micely a hydrofobni konce poté tvoii obal. Tyto micely nejsou ptilis
rozs§ifené, jelikoz rozpustnost vétsiny tenzidli v nevodnych roztocich je znacn€ omezena. [26]

O
Obrazek 3 - Riizné typy micel
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2.1.4 Kriticka micelarni koncentrace

Kritickd micelarni koncentrace (CMC) ptedstavuje kliCovy parametr biosurfaktantu, ktery
kvantitativné odrazi miru jeho povrchové aktivity. Pfi jejim prekroceni nastavd zména chovani
tenzidu v roztoku. U koncentraci niz$ich, nez je CMC se v roztoku nachazeji volné rozptylené
molekuly povrchové aktivni latky — ¢ast se jich vaze na povrchové rozhrani, dalsi tvotfi malé
shluky. Se zvySovanim koncentrace se vice téchto amfifilnich molekul vaze na mezifazové
rozhrani a dochézi tak ke snizovani povrchového napéti roztoku. Po piekroceni CMC dochézi
je soucasti n¢jakého z téchto utvart a jiz nedochazi ke snizovani povrchové napéti. [27]

2.1.5 DalSi vyuziti micelarnich systému

Micelarni systémy nachdzeji, kromé rlznych oblasti primyslu, také védecké vyuziti.
Standardné se pro HPLC (vysokouc¢inna kapalinova chromatografie) analyzu organickych
polutantli pouzivaji dv€é metody extrakce analytu z prostfedi. Jednou z moznosti je extrakcni
systém kapalina — kapalina, dal$i poté extrakce pomoci pevné faze. Obé¢ tyto metody maji vSak
jisté nedostatky. U obou metod se jedna napiiklad o pomémé velkou ¢asovou narocnost.
U rozpoustédel je nezadouci jejich pfipadna toxicita vici zivotnimu prostfedi. U extrakce
pomoci pevné faze poté jejich relativné maly povrch a tim paddem neodpovidajici cast
odebran¢ho vzorku. Alternativou a jistou kombinaci téchto metod jsou pravé micelarni
systémy, které jsou diky svym solubiliza¢nim vlastnostem schopny extrahovat studované
polutanty a zjednodusit tak jejich analyzu. [28]

2.2 Nanotechnologické nosicové systémy

V poslednich letech doslo ke zna¢nému pokroku v oblasti nanomediciny a s tim je spojeny také
vyvoj (nano)nosi¢ovych systému. Jejich hlavnim ukolem je cilené vyhledavani a aplikace
1é¢iva do poskozenych ¢i nemocnych tkdni. Timto pokrokem doslo takeé k jisté reorganizaci na
trhu s 1é¢ivy, kde se derou do poptedi modernéjsi 1é¢iva, ktera maji lepsi vlastnosti nez jejich
zastaralejsi alternativy. Mezi nejvice diskutované typy nosic¢ovych systému patii nanocastice,
dendrimery, lipozomy, polymerni konjugaty a micelarni systémy. Zaroven se vSak pocita
s dal§im rozvojem nanomedicinského oboru a tim padem i ke vzniku dalSich nosi¢ovych
systému, které by mohly nahradit aktualni inovace. [29]

Pouziti jednotlivych typd nosiovych systému je siln¢ ovlivnéno zamysSlenou aplikacni
cestou. Jsou zkoumany systémy uréené pro ordlni, nasalni, parenterdlni, kozni, plicni a dalsi
podani. Kazdy z téchto systémd je pak specificky svym t¢inkem, schopnosti prochadzet riznymi
t€lnimi bariérami, ale také schopnosti uvoliiovat dané 1é¢ivo na konkrétnim misté. [30]
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2.2.1 Nanocasticové nosicové systémy

Jedna se o koloidni struktury s rozméry v rozmezi 10 az 100 nm. Mohou se vyskytovat
Vv raznych strukturnich formach, naptiklad kulatych, krychlovych, ptipadné jehlovitych. Mohou
byt tvofeny jak pfirodnimi, tak syntetickymi makromolekulami. NejcastéjSimi typy jsou tzv.
nanokapsle nebo nanosféry. Oba typy jsou kulovitého charakteru. U nanokapsli dochazi
k tvorbé polymerni membrany a uzavieni 1éCiva uvnitt vzniklého vezikularniho sytému.
U druhych zminénych je zamysSlené 1é¢ivo dispergovano po celé ploSe matrice tvofené
makromolekulami. [31]

Jejich nejvétsi vyhodou je jejich velikost. Ta jim umoziuje efektivné putovat témet celym
krevnim feciStém vcetné perifernich kapilar, vstupovat do buné¢k, uvoliiovat 1é¢ivo a nasledné
Z bun¢k zase vystoupit témei bez omezeni. Podle struktury a materidlu, ze kterého jsou
nanocastice vyrobeny je mozné do jist¢ miry kontrolovat rychlost uvoliovani 1éciva (vétSinou
Vv fadu dni, u vyjimek az tydni). [30]

2.2.2 Lipozomy

Lipozomy jsou velice casto vyskytujicimi se agregaty piirodni povahy. Byvaji tedy
biokompatibilni a v zavislosti na riznych faktorech (koncentrace, pH, teplota a dalsi)
reverzibilni vezikularni systémy. Jejich zdkladem je dvojvrstva na bazi fosfolipidové
membrany. Riizné molekuly mohou vytvaiet rizné velké lipozomy — jejich velikost se pohybuje
od fadu nizsich nanometri az do fadu nizsich mikrometra. V poslednich nékolika letech se
jednd o velmi studované systémy, a to zejména diky jejich vyhodnym biofarmaceutickym
vlastnostem.

Tyto vezikularni systémy se vyznacuji velice dobrou enkapsulac¢ni schopnosti, jak pro
castice hydrofobni, tak pro ¢astice hydrofilni. To je zplisobeno pravé jejich dvouvrstevnou
strukturou. Ve vétSin¢ piipadi standardné se vyskytujicich lipozomi se jednd o systémy,
u nichZ je dvojvrstva tvofena pomoci k sobé nasmérovanych hydrofobnich koncti a hydrofilni
hlavi¢ky sméfuji do okolniho vodného prostiedi. Hydrofobni latky je pak moZné navazat mezi
hydrofobni konce, ptipadné do vzniklé dutiny uprostied tvaru. Hydrofilni latky se poté mohou
vézat bud'to do dutiny nebo mezi hydrofilni hlavic¢ky latek. [30]

Mezi zékladni vyhody se dozajista fadi také znacné rozmezi moZnych velikosti vznikajicich
systéml, dobfe ovlivnitelnd cirkulace v krevnim ob&hu a s tim spojené cilené uvoliiovani
konkrétnich 1é¢iv. Zaroven je mozné pomoci lipozomalnich systéma podéavat 1éciva jinak
znacné toxicka ¢i reaktivni, jeZ by klasickymi cestami podani neméla Sanci dosahnout cilené
tkang ¢i organu a zaroven by mohlo dojit k silnému poskozeni jinak zdravych struktur. [32]

Prvnim lékem na lipozomalni bazi byl americkou FDA (U.S. Food and Drug
Administration) schvalen 1¢k Doxil. Ten se pouZiva jako cilené chemoterapeutikum k 1é¢bé
rakoviny prsu, mocového méchyte ¢i akutni lymfocytarni leukémie. [33]
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2.2.3 Dendrimery
Jak je jiz nastinéno vySe, existuje mnoho druhd rtiznych nosi¢t 1é¢iv. At jiz z hlediska
jednotlivych typu, tak z hlediska materiald pouzivanych pro jejich vyrobu. VétSina z nich se
vsak potyka s né&jakym nedostatkem. U modernéjSich typt cilenych 1éCiv (nejcastéji proti
rakovinam) je jednim z nejcastéjSich problému jejich znacné toxicita 1 pro okolni tkané,
vykoupena vysokou efektivitou pii ni¢eni nadorového bujeni. Nosic¢e takovychto 1€¢iv musi
vykazovat znacnou stabilitu a zaroven velkou kapacitu k vazbé pozadovaného 1é¢iva. [34]
Dendrimery vykazuji piesné tyto vlastnosti a zazivaji diky témto vlastnostem vyrazny
rozmach v biomedicinskych oborech. Samotny nazev pochazi z feckého slova dendron, které
v piekladu znamena strom. Jak jiz tedy nazev miize napovidat, jedna se o molekuly vytvéaiejici
pomérné rozsahlou, velmi dobfe organizovanou trojrozmérnou sit” (Obrdzek 4). Moznosti jejich
vzniku je n¢kolik, ale findlni struktura mé vétSinou podobu jadra, z néjz se postupné rozristaji
nasledujici dé€lici se generace. S postupnym rastem samoziejmeé dochazi k postupnému
roz§ifovani povrchu molekuly a tim padem i vétSimu poctu aktivnich mist pro pfipadnou vazbu
1é¢iva ¢i jinych interakei. [35]

Dendrimer Dendron

Obrazek 4 — Struktura dendrimerii [36]

2.2.4 Nanogely

Nanogely jsou jednim z nejnovéjsich typti nosi¢ovych systémt — tento termin byl zaveden
a patentovan pro strukturu polyethyleniminu zesit'ovaného s polyethylenglykolem v roce 2008.
Obdobné jako je tomu u (makro)gell, jednd se o husté zesitované struktury, pouze s tim
rozdilem, Ze jejich celkova velikost se pohybuje v rozmezi 20-200 nm. Vzhledem k jejich nano
rozmérim je moznost jejich podani téméf neomezend a zahrnuje Casto také klasické cesty
podani 1éCiva jako oralni, nasdlni ¢i parenterdlni. Sit' nanogelu miZze byt efektivné
modifikovana pro zvySeni schopnosti vazby rtiznych ligandi ¢i lep$i responzivité na podméty
urcené k uvolilovani neseného 1é¢iva. Témito podméty mlze byt zména pH, teplotni zména,
ptipadné aplikace UV zafeni. [37]

Jejich vyhodou je vzhledem k jejich velkému objemovému povrchu velmi dobra kapacita
k pojmuti 1é¢iva, moznost tvorby téchto struktur z biokompatibilnich materiali a nasledna
biodegradabilita a zaroven jejich schopnost projit vétSinu télnich bariér a prostupovat i velmi
malymi perifernimi kapilarami (vlase€nicemi).
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2.3 Nosicové systémy na bazi makrostruktur

231 Gely
Gel je meékky, pevny nebo pevné se chovajici material, ktery je slozeny minimalné ze dvou
ruznych slozek. Jedna z téchto slozek je kapalina (velmi ¢asto voda, ale mohou byt i jiné), ktera
zaujima az 99% hmotnosti materidlu a druhou je gelotvorna latka, kterd vytvari trojrozmérnou
sit’ prostupujici celym disperznim prostiedim a je zodpovédna za specifickou strukturu
a vyjimec¢né vlastnosti materialu. Gelotvorna latka zadrzuje vodu uvniti vzniklé sité a brani ji
opustit vzniklou strukturu — stale vSak dochazi k difuzi vody uvniti gelu. Z reologického
hlediska vykazuji gely vlastnosti podobné pevnym latkam — to je dano tim, ze vznikl4 struktura
je natolik zesitovana, ze jednotlivé molekuly nejsou schopné se pohybovat nezavisle na celém
objemu gelu. [38]

Gely je mozné klasifikovat hned z nékolika hledisek (Obrdzek 5). Jednim z nich je napiiklad
slozeni disperzniho prostfedi. Zakladni déleni je poté na anorganické a organické gely.

Specialnim typem geld, hojné studovanym v poslednich letech z diivodu jejich mozného
intenzivniho vyuziti v lékafstvi, tkanovém inzenyrstvi, jako nosi¢i 1éCiv, ale také napf.
v molekularni elektronice, jsou takzvané supramolekuldrni gely. Tyto gely jsou schopné
reagovat svymi vlastnostmi na riizné podnéty, jako je naptiklad teplota, mechanické namahéni
nebo ozafeni svétlem. [39]

Nizkomolekularni == = Jontova
Typ — Kovalentni

gelotvorné Typ ]
interakce — Organokovova

. latky
Polymenrni G
\ — Vodikova
Typ = \Van der Waals
Koloidni = sitovani — ..
" \
Fyzikalni Chemické

Obrazek 5 - Rozdeleni geli [39]

2.3.1.1 Gelacni mechanismy

Gely jsou nejcastéji klasifikovany pomoci pevnosti svoji vazby. Ta mize byt kovalentni,
vodikova nebo iontova. Gelim, které tvoii kovalentni vazby, se fikd chemicky sitované gely,
naopak gely, které tvoii iontové ¢i vodikové vazby se fadi mezi fyzikalné sitované gely. [40]

Gely byvaji Casto klasifikovany také podle jejich vlastnosti ve vysuSeném stavu. Zakladni
déleni je na reverzibilni (vratné) a ireverzibilni (nevratné) gely. Pfi vysouseni reverzibilnich
geli dochazi ke zmenSovani jejich objemu a tim paddem ke vzniku kompaktniho xerogelu (jedna
se o zesitovany gel, ze kter¢ho je odstranéno disperzni prostiedi). Po opétovném kontaktu
s disperznim prostfedim dochazi k bobtnani a zisku piivodnich vlastnosti. U ireverzibilnich gelt
naopak pfi suseni nedochédzi ke zmenSovéani objemu a sitovita struktura zlstava témet beze
zmény. Po opctovném ptidani disperzniho prostfedi vSak jiz nedochazi k tvorbé nabotnalé
gelové faze (tzv. lyogelu). [41]
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polymerni fetézce mohou byt slozeny z riiznych monomernich jednotek. Polymerni jednotky
mohou byt slozeny bud’ z jednoho typu monomernich jednotek, tzv. homopolymery nebo
z riznych typtt monomeru tzv. kopolymery. Kopolymery se poté déli podle ¢lenéni do nékolika
skupin. [42] Skladani monomert u jednotlivych typu ukazuje nasledujici obrazek (Obrdzek 6):

—A—A—A—A—A—A—A—A—A—A— Homopolymer
—A—B—A—B—A—B—A—B—A—B— Stiidavy kopolymer
— A—B—B—B—A—B—A—B—A—A— Statisticky kopolymer
— B—B—B—B—B—A—A—A—A— A— Blokov¥ kopolymer

—A—A —'ll\ —A—A—A —ﬁ —A —A —A— Roubovany kopolymer
—B—B—B B—8—8—

Obrdazek 6 - Typy polymerii [42]

Chemicky sitované gely

Chemicky sitované gely jsou ty gely, které pii své tvorbé podléhaji jisté chemické reakci, ktera
je zodpovédna za tvorbu novych vazeb tvoricich gelovou sit’. Existuje nékolik zabé&hlych
principt, pomoci kterych je mozné chemicky sitované gely vytvofit. Radi se sem napiiklad
radikalova polymerizace, sitovani pomoci vysoko energetického ozafovani, sitovani aldehydy
nebo adi¢nimi ¢i kondenzac¢nimi reakcemi. Specidlnim typem tvorby chemicky sitovanych geli
je vyuziti enzymatickych reakci. [43]

Dobrym piikladem chemicky sitovaného hydrogelu je polyHEMA, kterd je popsadna
0 né€kolik kapitol dale. Prave diky tomuto hydrogelu bylo také zjiSténo, ze ptidavkem kyseliny
metakrylové je mozné efektivné tvofit pH sensitivni gely. [44]

Fyzikalné sitované gely

Fyzikaln¢ sitované hydrogely zaZivaji v poslednich letech veliky rozmach, coz souvisi pravé
s rozvojem jejich medicinskych aplikaci. Jejich nejvétsi vyhodou oproti chemicky sitovanym
gelim je absence rtiznych potencialné toxickych rozpoustédel ¢i sitovacich c¢inidel. Tyto
molekuly mohou totiz ohrozit integritu ¢i spravnou funkci uvazovanych lé¢ivych ptipravki
(nejéastéji biomedicinskych — tzn. riiznych proteind, specifickych enzymii ¢i bungk). [45]

Obdobné jako u chemicky sitovanych gell existuje n€kolik moznosti, jak tyto struktury
pfipravit. MlZe se jednat napiiklad o iontové interakce, fazovou separaci, reakci amfifilniho
bloku aroubovanych kopolymert, sitovani pomoci vodikovych vazeb. Specialnim typem
reakci jsou opét ty s biologickymi zdklady. Jedna se naptiklad o specifické proteinové interakce
Ci reakce antigen — protilatka. [43]
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Koncentrace pocinajictho prekryvu

Pojem je vazany na roztoky polymert. Ve zfedénych roztocich polymert dochazi k tvorbé
jednotlivych klubek polymert, ta jsou od sebe oddé€lena spojitou fazi rozpoustédla.
To znamena, ze v roztoku se nachéazi mista, ve kterych je koncentrace polymeru nulova a poté
mista kde je koncentrace polymeru ,,absolutni® — tyto mista se méni vlivem tepelného pohybu
a stejn¢ tak mtze dojit k jistym interakcim mezi jednotlivymi klubky polymeru.

Pokud dojde ke zvySeni koncentrace polymeru, muze dojit k piekroceni tzv. koncentrace
pocinajiciho piekryvu. V tu chvili dochazi k ,,zaplnéni prostoru rozpoustédla“ klubky polymeru
a kazdé dalsi zvySeni koncentrace nutné vede k tomu, Ze se jednotliva klubka zacinaji michat
a prekryvat. Koncentrace polymeru je v tuto chvili shodnd v kazdém misté roztoku. Tento
koncentracni zlom je dilezity ptipadnou pro tvorbu geld, jelikoz jednotlivé molekuly polymeru
snadnéji reaguji s okolnimi molekulami (z divodu menSich vyrazné nizsich vzdalenosti)
a nemusi piekonavat ,,volné prostory* tvofené rozpoustédlem. [46]

2.3.1.2 Hydrogely

Jedna se o dalsi kritérium, podle které¢ho je mozné délit gely. Hydrogely jsou ty gely, které maji
disperzni prostfedi tvofené vodou a jejich alternativou jsou tzv. organogely (u kterych je
disperznim prostfedim organicka kapalina). Specidlnim typem gelli jsou poté izogely, u kterych
tvoti disperzni prostfedi monomer sitovaného polymeru (napt. polystyren ve styrenu).

2.3.1.3 Aerogely

Jedna se o typ gelu, u jehoz ptipravy byla nahrazena kapalna slozka slozku plynnou. Narozdil
od xerogeld, je vSak zachovana jeho piivodni porozita — piiprava aerogelii vyuziva odlisné
metody. Nejedna se o novinku poslednich nékolika let — prvni aerogely byli pfipraveny jiz
v roce 1931 ze silikagelu. Nejvétsim problémem pii vyzkumu aerogelli na bazi silikagelu byly
znaéné narocné kroky pii vymeéné kapalného média za plynné. Pozdéji vSak doslo k nahradé
tohoto materidlu za nové, Iépe interagujici materidly a vyvoj a vyzkum aerogelli se znacné
urychlil a navazal tak na trend vyzkumu sol-gel prechodl. Vyznamny zlom ve vyvoji aerogelt
nastal také po aplikaci tzv. superkritického suseni. Jeho principem je suseni kapaliny v gelu za
superkritickych podminek — teploty a tlaku. Prvni pokusy byly provadény v autoklavu, dnes jiz
existuji specialni superkritické susarny. Opacnym extrémem je poté lyofilizace — ta funguje na
principu sublimace. Dochazi k vyraznému sniZeni teploty (napiiklad kapalnym dusikem)
a naslednému odpateni rozpoustédla. [47]

2.3.1.4 VyuZiti gelit

Piechodu sol — gel je mozno vyuzit v mnoha odvétvich. Jednim z nich je také antimikrobialni
uprava riiznych povrchi. Aplikaci antimikrobidlniho povrchu je mozné docilit vyrazného
sniZeni rastu ¢i Uplného odstranéni bakterii, virQ, plisni a dal§ich mikroorganismu. Takovéto
aplikace je mozné vyuzit jak v lékafstvi, napiiklad pfi ochrané proti riznym antibiotikiim
rezistentnim druhiim patogeni, nebo jako ochrana pfed vznikem biofilmd, tak v potravinaistvi,
kde by tyto povrchy mély byt schopné branit napadani ovoce a zeleniny plisnémi. Obdobné je
tomu také v dievozpracujicim pramyslu. [48]
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Jednim z moznych principt pti tvorbé takovychto ochrannych povrchii je aplikace koloidni
vrstvy na zamySleny substrat (kterym mohou byt pravé potraviny, materidly nebo nékteré
povrchy napf. v nemocnicich) a nésledna tvorba trojrozmérné sité¢ gelu. Jako velmi efektivni
pro toto pouziti se jevi gely z oxida kovii, napiiklad oxidu kiemicitého nebo titanicitého. Tyto
molekuly tvoii velmi stabilni gely, avSak sami o sobé nemaji pozadované antimikrobiadlni
vlastnosti. Je tedy nutné do nich pfidat antimikrobialni ptisady — pouZzivaji se n¢které ptirodni
latky jako je chitosan, ale je také mozné pouziti stiibrnych nanocastic nebo kvartérnich
amoniovych soli. Gel v tomto pfipadé slouzi jako matrice antimikrobialni vrstvy. [48]

Dalsi moznosti je vyuziti gelti jako nosi¢l antimikrobidlni latky na pozadované misto,
napiiklad pifes nékteré membrany ¢i piekondvani hydrofilniho/hydrofobniho prostiedi
v zavislosti na vlastnostech transportované latky. Vhodnym impulsem (vlivem pH, teploty,
okolniho prostiedi apod.) je poté latka z gelu postupné uvolnéna. Nevyhodou téchto systémii je
jejich postupné snizujici se i€innost, spojend s uvoliiovanim ucinné latky. Vyuziva se naptiklad
nanocastic médi spoleéné s alkylsilany — tyto systémy slouzi jednak antimikrobialng, ale také
jako vodni impregnace. [48]

2.3.2 Materialy pouZivané pro tvorbu biokompatibilnich gela

Biokompatibilita je vlastnost definujici schopnost materialu existovat a ptipadné vyvolavat
néjakou reakci v biologickém prostiedi. Studuje se predevsim z hlediska cytotoxického, obecné
toxikologického a alergologického. Zaroven se pii pozadavku biokompatibility nesmi jednat
0 material, ktery by zplisoboval karcinogenni, teratogenni nebo mutagenni reakce.

2.3.2.1 Chitosan

Jednad se o pfirodni polysacharid, ktery je ziskdvan N—deacetylaci chitinu za alkalickych
podminek (Obrdzek 7). Chitin Ize ziskavat bud’ z exoskeletd néktery zivocichti nebo z hub.
Vlastnosti ziskaného chitosanu se mohou lehce lisit, a to pfedev§im pravé v zavislosti na
konkrétnim zdroji chitinu (extrakce probihd za odlisnych podminek). Je to latka dobie
biologicky dostupnd, biokompatibilni a vykazuje také hemostatické a bakteriostatické Ui€inky.
Nékteré vyzkumy vSak naznacuji, ze by se dal efektivné vyuzit také v bunécné regulaci ¢i
regeneraci tkani. [49]
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Obrazek 7 - Tvorba chitosanu z chitinu [50]
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2.3.2.2 Agar

Jedna se o jednu znejznaméjSich gelotvornych latek, predevsim diky jeho velmi cCastému
vyuzivani vV mikrobiologii pro kultivaci organismi. Chemicky se jedna o smésnou strukturu
linearniho polysacharidu agar6zy a mensi molekuly agaropektinu (Obrdzek 8). Ziskava se
primarné z uréitych druhtt moiskych fas (agarofyta), u kterych je soucasti bunééné stény. Jeho
bézné uzivani saha také do historie — jeho prvni vyuziti se datuje do poloviny 17 stoleti. [51]
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Agaropektin R = H or SO4

Obrazek 8 - Struktura agarozy a agaropektinu [52]

2.3.2.3 Alginat

Obdobn¢ jako u agaru (viz vyse), se jedna o ptirodni polysacharid, ktery se vyskytuje nejcastéji
V bunéénych sténach hnédych motskych fas ve form¢ kyseliny alginové. Chemicky se jedna
0 linearni blokovy kopolymer slozeny z mannuronatu (M — bloky) a guluronatu (G — bloky).
Pro jeho vyuziti ve formé gelti (alginati) se nejcastéji micha s vapenatymi ¢i sodnymi ionty.
Neékteré vyzkumy ukazuji, Ze mize pravé tento vznikajici gel piisobit znacné problémy
pacientim s cystickou fibrézou, u kterych dochazi k tvorbé tohoto gelu v plicich pomoci
kvasinky Pseudomonas aeruginosa. Jeho hlavnimi klady pro vyuziti v biomedicinskych
aplikacich jsou jeho relativné dobra dostupnost, v kontrolovanych mnozstvich dobra
biodegradabilita a zdroveil pomérn¢ snadna piiprava. Nejcastéjsi vyuziti je zamySleno pro
hojeni ran, jako nosi¢ové systémy 1é¢iv a piipadné tkanové inzenyrstvi. [53]

2.3.2.4 Zelatina

vvvvvv

povateni méni na glutin. Ten je poté zodpovédny za gelotvorné vlastnosti Zelatiny. Ziskava se
Z tkani bohatych na kolagen — vyvaienim §lach, kiizi, kosti a chrupavek. Pro biomedicinské
vyuziti nema idealni vlastnosti, pfedevSim stabilitni a pevnostni (nejcastéjSim odbytem je
potravinafstvi). Na druhou stranu mé& dobrou biologickou odbouratelnost, dostupnost
a celkovou nezavadnost. Vyuziva se tedy ve smésnych gelovych systémech, spolecné naptiklad
S chitosanem, polyvinylalkoholem, alginatem, kyselinou hyaluronovou anebo pro obaleni
uhlikovych nanotrubic. [54]
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2.3.2.5 Fibrin

Fibrin je lidskému télu vlastni latka, kterd je zodpovédna za srdzeni krve pfi zranénich.
Jeho aktivaci predchéazi rozsahld reakéni kaskada, na jejimz konci dochazi ke Stépeni konct
glykoproteinu fibrinogenu pomoci trombinu. Z takto naSt€épenych molekul nasledné vznika
pomeérn¢ kompaktni a rozsahla fibrinova sit’, ktera ucpava ranu a zabranuje dalSimu krvaceni.
Obdobn¢ jako v lidském téle je mozné piipravovat tyto fibrinové sité technologicky. Pfipravuji
se smichanim fibrinogenu s chlazenym roztokem pufru a trombinu a naslednym zahfivanim na
teplotu 37 °C. Vlastnosti vysledného gelu je mozné podle uvazovaného pouziti upravit
enzymaticky (inhibice degradace), chemickymi modifikacemi (pro zvysSeni pevnosti vazeb
a tim stability gelu) nebo ptidanim pomocnych sitovadel (pro rychlejsi a efektivnéjsi tvorbu
gelu). U posledniho zminéného postupu je ovsem problém s ¢astou toxicitou téchto pomocnych
latek. Vyznamnou vyhodou fibrinovych gelii je moZznost studovat jeho pfirozené hojivé
vlastnosti in-vitro a zaroven pozorovat procesy, které béhem téchto reakci probihaji. [55]

2.3.2.6 (Hydroxyethyl)metakrylat

Minimalné& diky celosvétovému tispéchu vynalezu pochazejiciho z Ceska, je nutné zminit také
polyhydroxyethylmetakrylat — zkraceninou poté vznikne pouzivanéj$i nazev polyHEMA.
Jak jeho nazev napovida, vytvaii se polymerizaci hydroxyethylmetakrylatu za ptitomnosti
sitovaciho ¢inidla a katalyzatoru. Nejvice se polyHEMA proslavila jakoZto material pro vyrobu
kontaktnich cocek. S timto ndpadem pftisli dva cesti védci v roce 1954 a s postupnou modifikaci
se jejich napad vyuziva dodnes. V dnesni dobé se uvazuje o jejim pouziti jako efektivnino
nastroje tkanového inzenyrstvi mékkych tkani, naptiklad pti plastickych operacich. [56]

2.4 Metody cileni léCiva

Pro co nejefektivnéj$i minimalizaci ztraty ¢i degradace aktivni latky, zvySeni biodostupnosti,
terapeutického efektu pii niz$i celkové koncentraci ¢i zmirnéni vedlejSich uGc¢ink jsou
aplikovany rizné metody cileni 1é¢iva. Nejjednodussi z nich je prosta aplikace aktivni latky na
poskozenou tkan (napiiklad piekryti rany hydrokoloidni néplasti).

Pasivni cileni

Obecné lze fict, Ze se jedna o cileni 1é¢iva pfirozenymi fyziologickymi procesy, to znamena
napfiklad proudénim krve krevnim fecistém. Vyhodou tohoto cileni byvaji fyziologické
procesy V poskozenych tkanich, naptiklad u nddorového bujeni dochdzi k silnému prokrveni
rostouciho nddoru. Tim padem dochazi ke vzniku rychlejsi cesty vstupu lécivé latky, nez by
tomu bylo ve zdravé tkani. [57] Problémem pasivniho cileni je existence univerzalnich systému
té€lnich bariér (nejcastéji zminovana je hematoencefalicka bariéra) a s tim souvisejici fyzikalni
(velikost ¢astic) a fyzikaln¢ chemické (povrchové napéti) vlastnosti aplikovanych latek, které
maji témito bariérami prochazet. VIiv na pasivni cileni v§ak mohou mit i specifické typy
interakci nekterych télnich prostfedi ¢i tekutin s léCivou latkou, ptikladem mtize byt pH
zavislost na funkci nékterych enzymi, které budou mit vyssi tendenci pohybovat se v oblastech
s prijatelnou hodnotou pH. [58]
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Aktivni cileni
Aktivni cileni spoc¢iva v (bio)chemické modifikaci nosi¢ového systému pro zvyseni jeho
interakei s cilovymi buiikami & organy. Casto se jedna o derivaty, které reaguji pouze
Vv ptitomnosti specifickych protéjSkii — nejcastéji receptori vazanych na povrchu lécenych
bunék. Jednat se mize o nékteré typy protilatek, specifickych bilkovin ¢i cukrii vyskytujicich
se na téchto builkdch. Aktivni cileni ma nejvetsi podil na snizovéani piipadnych toxickych
vedlejsich G¢inkt podavaného 1é¢iva. [59]

2.5 Zaklady metod pouZitych pro studium nosi¢ovych systémi

2.5.1 Dynamicky rozptyl svétla

Nejcastéjsi metodou pro stanoveni morfologie a velikosti micel (pfipadné jinych agregath) je
méfeni pomoci dynamického rozptylu svétla— DLS (z angl. Dynamic light scattering). Metoda
funguje, jak jiz nazev vypovida, na principu analyzy fluktuace intenzity rozptylu svétla na
jednotlivych molekulach v disledku jejich Brownova pohybu. Velikost téchto molekul je poté
dopocditdvana matematicky. Pomoci korelaénich funkei je urcen difuzni koeficient
D anaslednym dosazenim do Einsteinovi rovnice je mozné dopocitat velikost Castic.
Problémem u této metody mohou byt siln€¢ koncentrované roztoky, kdy miize dochazet
k vicenasobnému rozptylu svétla, ale také roztoky s Sirokym rozsahem koncentraci, kdy miize
vzniknout jeden Siroky pik, ktery svoji polydisperzitou pohlti ptipadné mensi piky ostatnich
molekul. [60] [61]

Princip vypoctu velikosti jednotlivych ¢éstic je zavisly na zméné transla¢niho difizniho
koeficientu, ktery je ziskdvan b&hem méfeni ze zmény korela¢ni funkce danych molekul.
Pro vypocet velikosti ¢astic se poté pouziva Stokes — Einsteinova rovnice, ve které je jedinou
proménnou pravé difuzni koeficient D. Ostatni veli¢iny jsou bud’ konstanty — k (Boltzmannova
konstanta), 7 (Ludolfovo ¢islo) nebo jiz znamé hodnoty, které byli zadany do piistroje pred
meéfenim — 7 (jako viskozita rozpoustédla) a T (jako teplota méfeni). Po dosazeni do rovnice (1)
lze vypocist tzv. hydrodynamicky pramér dy. [62]

d, =1 (1)
h
3nnD

2.5.2 Elektroforeticky rozptyl svétla

Elektroforeticky rozptyl svétla je metoda pouzivand pro stanoveni zeta potencidlu ¢astic. Zeta
potencial (ZP) je ekvivalent elektrokinetického potencialu u koloidnich disperzi. Ovliviuje
elektrochemické jevy probihajici na rozhrani mezi povrchovou vrstvou molekuly a okolniho
roztoku. Urcuje elektricky ndboj vznikajici na povrchu ¢astice ve vodném roztoku, jako
dusledek existence nosi¢i naboje v roztoku (elektrony, ionty). Tyto nosic¢e naboje maji tendenci
lokalizovat se na povrch castice v dusledku specifickych interakci. Nasledné dochazi na
povrchu ¢astice k ustanoveni rovnovahy pomoci protiionta a vzniku tzv. elektrické dvojvrstvy.
Ionty, které se nachazeji v této vrstvé jsou nepohyblivé z diivodu silnych elektrostatickych
interakci, naopak ionty nachazejici se v roztoku mimo tuto vrstvu se volné pohybuji. Velikost
zeta potencialu je poté elektrostaticky potencial na pomezi téchto dvou vrstev (Obrdzek 9).
Je mozné jej stanovit pomoci elektroforetického rozptylu svétla. [63]
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Jednda se o metodu vhodnou pro charakterizaci povrchu nabitych koloidnich soustav
(stanoveni jejich naboje) a slouzi také ke stanoveni dlouhodobé stability vzniklych roztoku.
Za stabilni se roztoky povazuji mimo rozmezi -30 az 30 mV. [62]

difizni vrstva

|
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|
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rovina skluzu

Zeta potencial
Obrazek 9 - Zeta potencidl [64]

2.5.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Standardni opticky mikroskop je schopny studovany vzorek zvétsit pfiblizné 1000x. Limitaci
pro vétsi zvétSeni je vinova délka pouzitého zafeni (u optického mikroskopu vinova délka
svétla). U elektronového mikroskopu je mozné zvysit energii elektronti na hodnotu az 1000 kV.
Pti takovéto energii se vinova délka zafeni pohybuje v rozmezi 0,027-0,0009 nm. Pfi téchto
vinovych délkach je pak mozné dosahnout zvétSeni vzorku az 1 000 000x%. [65]

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM), ktera pracuje na zaklad¢ analyzy elektroni
odrazenych od povrchu vzorku, nebo sekundarné uvolnénych povrchem vzorku pfi interakci
S paprskem primérnich elektronti. Je schopné podat informaci o struktute povrchu, krystalinité,
chemickém slozeni a elektrickém néaboji ptiblizné prvniho 1 pm vzorku. Pro hlubsi analyzu je
mozné vyuzit transmisni elektronovou mikroskopii, tzv. TEM, ktera se zamétuje na analyzu
elektront proslych studovanym vzorkem. [66]
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2.5.4 VysokorozliSovaci ultrazvukova spektroskopie

Jedna o spektroskopickou metodu zaloZenou na analyze interakce vzorku s vysokofrekvenc¢ni
zvukovou vinou. Tato vina ma frekvenci fadové v rozmezi 20-100 kHz. Podle chovani této
viny pii prichodu vzorkem je mozné stanovit rizné parametry tohoto vzorku. Pomoci
vysokorozliSovaciho ultrazvukového spektrometru — HRUS (z angl. High Resolution
Ultrasonic Spectroscopy), ktery je schopny studovat zmény v rychlosti zvukové viny az v fadu
0,0001 m/s je mozné stanovit piitomnost probihajici chemické reakce, pokud zname chovani
jednotlivych molekul, tak Ize stanovit i slozeni zkoumaného vzorku. Typickym vyuzitim je poté
oblast koloidni chemie, kde je mozné HRUS pouzit pro studium agregace castic, gelace,
krystalizace, tvorby micel ¢i stanoveni CMC roztoku. [67]

Technika je zaloZena na studiu rychlosti a atenuace (zeslabeni Sifeni) akustickych vin
Sificich se ve vysokych frekvencich skrze studovany materidl. Jednd se o piimou analytickou
nedestruktivni metodu, kterd na rozdil od klasicky pouzivanych spektroskopickych metod
(napt. UV-VIS), nema problém s mé&fenim, jakkoliv zabarveného ¢i zakaleného vzorku. [68]

Typické uspotadani ptistroje je pomérné jednoduché. Generator produkuje elektricky signal,
ktery rozkmita piezoelektricky pfevodnik. Produkované vinéni putuje skrz celu se vzorkem,
respektive s referen¢nim materialem smérem ke druhému pievodniku, ktery méni signal zpét
na elektricky a ten nasledné putuje do detektoru (Obrdazek 10). Typicky ptistroj méti simultanné
— komparativné, v jedné cele probiha méfeni studovaného vzorku a ve druhé poté méfeni
Cistého rozpoustédla (blanku). [69]
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Obrdazek 10 - Schéma merici aparatury pro metodu HRUS [69]
2.5.5 Reologie

Nazev této metody vychazi zfeckého slova ,rheos®, které ve volném piekladu znamena
,»tekouci®. To by mohlo evokovat, ze se jedna o metodu studia pouze kapalin. Opak je vSak
pravdou — nazev popisuje vliv stfizného napéti na studovany vzorek, ¢imz se také tato metoda
zabyva. Vliv stfizného napéti je mozné popsat dvéma extrémy: teCenim idedlné viskoznich
kapalin a deformaci ideélné elastickych pevnych latek. Realné materialy vykazuji chovani mezi
témito dvéma extrémy, tzv. viskoelastické vlastnosti. Po aplikaci napéti na idedlni elasticky
materidl dochazi k okamzité deformaci, kterd je po ukonceni plsobeni napéti naprosto
anulovana. Naopak u idealné viskoznich materialti dochazi k ¢asove odlozené deformaci, ktera
je vsak trvala. Viskoelastické materiadly podléhaji ¢asteéné okamzité deformaci a Casteéné
odlozené deformaci, které je mozné do jisté miry ,,regenerovat. [70]

Pfi studiu hydrogelt se pouziva reologie pro charakterizaci mechanickych vlastnosti, a to
piedev§$im pomoci viskoelastickych modult. Zaroven je mozné odhadnout hustotu zesiténi
a pevnost vzniklych vazeb ve studovaném hydrogelu. [71]
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Nosicové systémy Vv lékarstvi

Nejcastéjsimi cestami podani 1écivé latky jsou oralni formy (tablety, tobolky a jiné) piipadné
inhala¢ni systémy pfi plicnim podani. Pokud je latka Spatné vstiebatelnd jednou z téchto cest,
je dalsi moznosti injekéni podani. U obou forem mize vSak byt problémem postupné
odbouravani 1é¢ivé latky a kolisani hladiny 1é¢iva v téle pacienta do doby podani dalsi davky.
Tomuto problému je mozné predejit specialné navrzenym nosi¢ovym systémem. Ten neslouzi
pouze jako inertni komponenta 1ékové formy, ale je schopny pfimo ovliviiovat rychlost
uvoliovani aktivni latky piipadné jeji odbouravani chemickymi reakcemi v téle. Jako takové
nosice se nejcasteji pouzivaji rizné biologicky odbouratelné latky, u nichZ neni nutné zajistit
jejich odstranéni z organismu po uvolnéni aktivni latky. Ke konkrétnim piikladim patii rizné
termosensitivni hydrogely, biopolymery a lipozomy. Tyto latky v§ak nemusi slouzit pouze jako
Casticovy nosi¢ lécivé latky, ale také jako makroskopickd hmota, napiiklad pro modelaci
novych tkani. [72]

V 1ékaistvi zazivaji rozmach také nosicové systémy na bazi nanotechnologii. Podle studie
Jaynta a spol. bylo, i pfes nepieberné mnozstvi dosud vyvinutych materiald, a jejich
navrzenych potencialnich aplikaci, na trhu v roce 2018 celkem pouze 51 produktii schvalenych
americkou FDA (ustav pro kontrolu 1é¢iv) na badzi nanotechnologii zatazenych do kategorie
nosict 1é¢iv. Nejcastéji se jednd o nosiCe specializovanych 1éCiv, které nemaji ve vétSing
ptipadd jinou moznost aplikace. Naptiklad 1éCiv potencialné toxickych pii standardnich
metodach podani nebo natolik nerozpustnych, ze neni mozna jejich aplikace ptimo do krevniho
fecisté pacienta. [73]

3.2 Pouziti biosurfaktantu v mediciné

Ackoliv hlavnim divodem produkce biosurfaktantli mikroorganismy je nejcast€ji umoznéni
utilizace obtizné ve vod¢ rozpustnych latek v zivnych prostiedich, nékteré mikroorganismy
pouzivaji latky na bazi biosurfaktantl také jako ochranu pred dal$imi mikroorganismy. Hojné
diskutované je tedy pouziti biosurfaktanti jako baktericidnich ¢i fungicidnich prostredkd.
Zaroven jsou tyto latky schopné naruSovat struktury tzv. biofilmt, nejvétsi potencial k vyuziti
této schopnosti by poté mohl byt v nemocnicich, kde se jako nejcastéjsi patogen ve formé
biofilmu vyskytuje Staphylococcus aureus, ktery je zaroven rezistentni k bézné pouzivanym
antibiotikim. [74]

Tym Nguyen a spol. provedl studii, ve které byl prokazan vliv sophorolipidu na redukci
biofilmi tvofenych gram negativnimi bakteriemi. Zjistili také princip ucinku, jelikoZ bylo
zjis$téno, Ze samotny sophorolipid neni schopny nicit jednotlivé bakterie. Nejveétsim problémem
u biofilmu je jejich kompaktnost a mechanicka odolnost, kterou bakterie zajist'uji produkci
extracelularnich polymernich substanci (EPS). Tyto latky slouzi k vyplnéni mezibunécnych
prostor biofilmu. Sophorolipid je schopny solubilizovat praveé tyto molekuly a tim padem ubrat
na kompaktnosti biofilmu a piispét k jeho snadn&jSimu odstranéni. Tym ve vyzkumu poté
pokracoval s kombinaci sophorolipidu a dodecylsiranu sodného (SDS). Vliv této kombinace
byl pro studované biofilmy kriticky — vzrostla u¢innost solubilizace a zaroven umrtnost bakterii
tvoticich biofilm. [75]
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Déle lze vyuzit biosurfaktanty jako antitumorozni agens. Ve studiich bylo prokédzano, ze
urcité typy biosurfaktantii jsou schopné zpomalovat rist nadoru ¢i dokonce navozovat apoptozu
(¢ili bunécnou smrt) U nddorovych bunék, pti zachovani normalni funkce zdravych bunék.
Jednalo se naptiklad o nador prsu, prostaty ¢i leukémii. Zaroven studie prokazala také to, ze pii
pouziti biosurfaktantu doslo ke snizeni rychlosti metastazovani nadoru. [76]

V neposledni fadé se vyuziti biosurfaktant zvazuje také v ptipadé nedostate¢ného mnozstvi
plicniho surfaktantu, které vede k plicnimu selhani u pfedcasné narozenych déti. Gen pro tvorbu
plicniho surfaktantu je vSak mozné vlozit do bakterii, které jej pak produkuji pravé v podobé
biosurfaktantu. Byly také prokazany naptiklad spermicidni G¢inky jistych typi téchto latek, ale
napfiklad 1 vliv na snizeni rychlosti projevu onemocnéni AIDS ¢i zmirnéni nepiijemnych
projevu nékterych zanétu. [74]

3.2.1 Prakticky pouzivané systémy

V moderni medicin€ je snahou cilit 1é¢bu co nejvice specificky na konkrétni orgéan, idedln¢ ve
specifické koncentraci a specifickém cCase, tak aby organismus pacienta musel odolavat co
nejmensi z4tézi zplsobované danou lécbou. Trendem je tedy vytvafet specidlni nosiCové
systémy, které umi 1éCbu zacilit a uvolnit pfesnou davku 1éCiva, bez zbyte¢nych vedlejsich
ucinkt. Biosurfaktanty jsou diky své povrchové aktivité idealnimi kandidaty pro toto vyuZiti.
Pro nosice 1é¢iv jsou dulezité primarné dvé charakteristiky — nosna kapacita a schopnost
cileného uvolnovani. Pro zlepSeni téchto charakteristik se pouzivaji nejcastéji nosi¢e na
koloidni bazi. Tyto latky pak zaujimaji riizné prostorovéa uspotadani — naptiklad nanocéstice,
lipidické ¢astice, micely, piipadné vezikularni systémy typu lipozomi, noizomt a sfingozomil
(Obrazek 11). U biosurfaktantt je uvazovana také forma tzv. mikroemulze. [77]

Mikroemulze obsahuji vodnou fézi, olejovou fazi, povrchové aktivni latku (a piipadné
kosurfaktant). Pravé slozka surfaktantu ovliviiuje vznik a udava tvar riznym samo vznikajicim
agregatim (nejcastéji kulovitého typu), které poté slouzi jako matrice pro uchyceni konkrétniho
lé¢iva. Problémem u tohoto typu nosice, miZze byt jeho teplotni, pfipadné pH indukovana zména
konformace — to znamena, Ze je snaha o vytvofeni takového systému, ktery by témto vlivim
odolaval, ptipadné jim vibec nebyl vystaven — napiiklad pii koznim podani Iéku. [77]

Dal$im moznym vyuzitim biosurfaktanti v mediciné jsou nosiCové systémy na bazi
nanocastic typu core-shell. Tento typ nosi¢ovych systémi obsahuje minimalné dvé rozdilné
latky, které tvoii v jednom piipadé nosnou strukturni komponentu (core) a ve druhém piipadé
povrchové vlastnosti urcujici (pfipadné modifikujici) komponentu, ktera zajisti vznik obalové
vrstvy Castice (shell). Tym Hazra a spol. vytvoril takovéto nanocastice na bazi
polymethylmethakrylatu (core) spoleéné srhamnolipidem (shell). Takto pfipravené
nanocastice vykazovaly vyrazné lepsi fyzikalné — chemické vlastnosti nez jejich syntetické
analogy a zaroven bylo moZzné je vyrobit za nizs§i cenu. To bylo ovlivnéno predevsim lepsi
povrchovou aktivitou rhamnolipidu, ktery byl poté aplikovan v mnohem mensi koncentraci
a zaroven nepusobil toxicky na testované tkdné (na rozdil o syntetického dodecylsiranu
sodného). Vyhodou téchto nanocastic je také jejich antibakteridlni aktivita — v pfipadé zadnétu
V misté podani by mely pomahat k jeho zpomaleni. Tyto nanocastice vykazovaly také dobré
vlastnosti pro cilené uvolnovani napiiklad ibuprofenu. [78]

27



Biosurfaktanty ve formé tzv. nanostrukturnich lipidickych nosi¢u (strukturné velmi podobné
micelam) byly vyuzity také pfi studiu 1écby Alzheimerovy choroby. Pro 1éc¢bu, respektive
zmirnéni dopadli Alzheimerovy choroby se vyuziva slozita syntetickd molekula, ktera slouzi
jako inhibitor cholinesterazy. Problémem s jejim davkovanim je jeji cileni, jelikoz velice slozité
prostupuje pies mozkovou bariéru. Pravé diky strukturdm tvofenym biosurfaktanty by mélo
dojit k jejimu zabaleni a snadngjSimu prostoupeni k mistu uc¢inku v mozku. Zaroven lze tyto
struktury vytvoftit tak, aby cilily primarné pravé na mozek a snizil se tim toxicky vliv 1éCiva
Vv jinych ¢astech téla. [79]

Diky schopnosti biosurfaktantii (konkrétné rhamnolipidl) potlacovat zanét, zaroven
indukovat sekreci prozanétlivych cytokint, ale také ovliviiovat proliferaci koZznich bunék, jsou
tyto latky vhodnymi kandidaty pro 1écbu koznich onemocnéni. Rhamnolipidy byly testovany
s [éCivymi molekulami dexamethazonu a tacrolimu, které byly zabaleny v micelach téchto
biosurfaktanti. Pro tato 1éCiva vykazovaly rhamnolipidy velmi dobrou nosnou kapacitu
a zaroven bylo prokazano, ze jsou schopné toto 1é€ivo transportovat piimo k mistu zddané¢ho
ucinku. [80]

Obrazek 11 - Riizné formy agregatii [81]

3.3 Aktualni vyzkum studované problematiky

Tym Gongalves a spol provedl vyzkum nanogelti uréenych pro pouziti jako nosicovych
systémi, ale také jako fluorescencnich znacek pro studovani bunéénych struktur.
Pro dlouhodobé uvoliiovani 1é€iva nejsou tyto struktury pfili§ vhodné, jelikoZ po aplikaci
podnétu k indukci uvolnéni 1é¢iva (nejcastéji postupnym odbouravanim nanogelové struktury)
dochazi k pomérné rychlému odbourani celého objemu disperzniho prosttedi gelu. V této studii
tym provedl experimenty s ,,vytvrzenim* nanogelové struktury pomoci dendrimerii. Jednim
z nejodolngjsich geli spadajicim do nanoméfitka byly alginatové gely sitované pomoci
vapenatych ionti (obdobné¢ jako v makro méfitku) — u téchto struktur byla primérna velikost
pért piiblizné 850 nm. Tato velikost jiz ovSem negativné ovlivituje aplikac¢ni potencial
takovych nanogeli — napfiklad z divodu zhorSeného prichodu nékterymi ZzivociSnymi
strukturami (bunécnou sténou, sténami kapilar apod.). V ptipad¢ pouziti dendrimert jakozto
matrice a pomocného sitovadla, doslo ke snizeni velikosti porovité struktury geltt na hodnotu
ptiblizné 450 nm. [82]
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4 Experimentalni ¢ast

Diilezitou soucasti experimentalni ¢asti predlozené prace, byl vybér vhodnych sloucenin pro
konkrétni testované kompozice nosicovych systému s obsahem biosurfaktantti. Z provedené
literarni reSerSe lze ziskat hned né€kolik moznych variant, u kterych je pfedpoklad tvorby
interakci podminujicich vznik mezimolekulovych agregatt, ptipadné hydrogelové sité. V této
praci jsme se zamétili na kompozice ziskané z aniontovych surfaktanti s nizkym CMC,
u kterych je ve vodném roztoku predpokladana tvorba micelarnich utvari se zédpornym
povrchovym potencialem, v kombinaci s kationaktivnimi polysacharidy, u nichZ je o¢ekavana
elektrostaticka interakce s micelami biosurfaktantu. Pro experimenty byly zvoleny dva typy
biosurfaktantli a dva typy polysacharidi.

Rhamnolipidy a sophorolipidy, jakoZzto zastupci zaporné nabitych biosurfaktanti, byly
vybrany s ohledem na jejich pomérné dobrou cenovou dostupnost, obecnou biologickou
a ekologickou nezavadnost a piedpoklad pfipadné dobré biodostupnosti a biodegradability pii
praktickém pouziti, ale také z divodu zkuSenosti s jejich fyzikalné chemickou a strukturni
analyzou ziskanych v rdmci feSeni mé bakalatské prace.

Diethylaminoethyl (DEAE) dextran a chitosan, zastupujici kladn¢ nabité polysacharidy,
byly vybrany obdobné jako biosurfaktanty z dtivodu jejich dobré dostupnosti, pomérné snadné
rozpustnosti ve vodnych roztocich (u chitosanu V roztocich s kyselym pH), ale také jejich
biodegradabilité (kterou posledni studie naznacuji i u DEAE dextranu [83] ). Zaroven vSak byly
vybirany takové slouceniny, u kterych neni popsan standardni postup ptipravy gelu (jako je
tomu naptiklad u Zelatiny ¢i alginatu).

Uspotadani praktické ¢asti prace je poté seskupeno podle jednotlivych studovanych systémul.
Chronologicky byly prvni experimenty provadény s DEAE dextranem a rhamnolipidem, kde
byla diky opa¢nému naboji téchto dvou Castic ocekavana silna iontova reakce a ve vyssich
koncentracich byl z hlediska o¢ekavanych interakci ptedpoklad pro tvorbu gelt. S postupnym
zvySovanim koncentrace vSak K tvorbé gelti nedochazelo, proto byly agregaty vznikajici
vtomto systému studovany na molekularni Grovni. Dle ofekavani, podobné vlastnosti
vykazoval také systém se sophorolipidem. Jelikoz vSak stanovenym cilem prace, bylo vytvofit
gelovou strukturu, byla experimentalni studie doplnéna také o systémy, v nichz byl v roli
kationaktivni komponenty DEAE dextran nahrazen chitosanem, u kterého byl opét predpoklad
vzniku iontové vdzanych geli. I ptes uspéch ve tvorbé gell, byly také v tomto systému ovéreny
interakce na molekuldrni Girovni — primarné pro moznost porovnani s dextranovymi systémy.
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Pouzité pristroje a chemikalie
e Analytické vahy
e ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments)
e Nanophox (Sympatec GmbH)
e VysokorozliSovaci ultrazvuk (Ultrasonic Scientific)
e Reometr Discovery HR-2 (TA Instruments)

e Skenovaci elektronovy mikroskop EVO LS 10 (ZEISS) + vakuova naparovacka Polaron
e Lyofilizator Benchtop K (VirTis)

e standardy biosurfaktanti (Rhamnolipid 90 % pure, AGAE Technologies; Sophorolipid
lactonic, Carbosynth Ltd.; Sophorolipid acidic, Carbosynth Ltd.)

e DEAE Dextran Hydrochloride (Sigma Aldrich)

e Chitosan 168 kDa (Sigma Aldrich)

e Chitosan 250 kDa (Sigma Aldrich)

e Standardy hydrofobnich barviv (Methylenovd modf, Sigma Aldrich; Sudan black,
Sigma Aldrich; Sudan Red, Sigma Aldrich)

e B¢zné laboratorni sklo a vybaveni
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4.1 Systém DEAE Dextran a Rhamnolipid

Jako prvni byl Vv experimentalni ¢asti prace pfipraven systém DEAE dextran v kombinaci
s thamnolipidem. Ptedpokladem bylo, Ze v koncentracich nizSich, nez je koncentrace
pocinajiciho ptekryvu, se systém bude chovat jako micelarni systém propojeny pomoci
jednotlivych dextranovych fetézctn, piipadné dextranem obalenych micel rhamnolipidu.
Pti vysSich koncentracich poté byl pfedpoklad vzniku gelové struktury.

4.1.1 Studium interakci na molekularni irovni

Studium vznikajicich agregatl tohoto systému bylo provedeno pomoci technik rozptylu svétla
— dynamického pro stanoveni velikosti a elektroforetického pro stanoveni zeta potencialu
(rhamnolipid nese zéporny ndboj, zatimco DEAE dextran kladny — pravé iontové interakce
téchto dvou molekul jsou ptfedpokladem pro tvorbu zajimavych struktur). Nasledné byl
pozorovan vliv pH na velikost vznikajicich molekul, ale také dlouhodoba stabilita vzniklych
systému. Nejzajimavéjsi koncentracni poméry téchto latek byly podrobnéji analyzovany
z hlediska tvorby interakci také pomoci vysokorozliSovaci ultrazvukové spektroskopie.

4.1.1.1 Méreni pomoci technik rozptylu svétla

Do 50 ml odmérnych ban¢k byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych latek v maximalnich
koncentracich 10 g/l pro DEAE dextran a 1 g/l pro rthamnolipid. Nasledn¢ byly pomoci
desitkového fedéni ptipraveny roztoky az do koncentrace 0,1 g/l pro dextran a 1 mg/l pro
rhamnolipid. Umyslem takto nizké koncentrace rhamnolipidu byla tendence o zji§téni vlivu
koncentrace vzhledem k CMC rhamnolipidu (ktera je pfiblizné na hodnoté 12 mg/l).
Po prvotnim méfeni byl pfipraven jest¢ roztok DEAE dextranu o koncentraci 0,5 g/l. Tyto
roztoky byly fadné rozmichany (protfepavanim pii laboratorni teplot€) a po méteni uchovavany
v lednici.

Pro jednotlivd méfeni bylo napipetovano vzdy konkrétni mnoZstvi roztoku DEAE dextranu
do roztoku rhamnolipidu o danych koncentracich se zakladnim krokem 1 ml. Jednotlivé poméry
ukazuje nasledujici tabulka (Tabulka 2):

Tabulka 2 — Pomeéry koncentraci pro pilotni screening

CMC RL 0,012 g/l jednotlivé pomér
cRL(g/l) | c DEAE dex (g/1) : P y
1 10
0,1 1
2:1;1:1;1:2
0,01 0,5
0,001 0,1

31



Kazdy roztok byl proméfen technikou dynamického rozptylu svétla pristrojem ZetaSizer
Nano ZS pro urceni velikosti vznikajicich agregatii a néasledné timtéz pfistrojem v rezimu
elektroforetického rozptylu svétla pro stanoveni zeta potencialu (ZP). Zaroven byly prométeny
i ¢isté roztoky v jednotlivych koncentracich, aby byl stanoven vliv koncentrace na velikost a ZP
vznikajicich ¢astic.

Pro méfeni velikosti ¢astic byl piistroj nastaven nasledovné (Tabulka 3):

Tabulka 3 - Nastaveni pristroje ZetaSizer pro DLS

typ méreni backscatter 173°
prostredi voda pfi 25 °C
teplota méreni 25°C
doba ekvilibrace 180s
kyveta plastovd 1 cm
pocet méreni 3
pocet bodl méreni 10
trvani méreni 10s
pozice méreni 1 mm

Jednotlivé systémy byly prométeny také v rezimu elektroforetického rozptylu svétla. Pomoci
téchto experimentl byl stanoven Zeta potencial a tim padem i povrchovy ndboj jednotlivych
molekul, pfipadn¢ vznikajicich agregatii. Pro tato méteni byly pouzity vzorky pfipravené pro
studium pomoci dynamického rozptylu svétla. Do stejné kyvety, ve které byla métena velikost
Castic, byla vlozena tzv. dip cela a piistroj byl nastaven dle nasledujici tabulky (Tabulka 4):

Tabulka 4 - Nastaveni pristroje ZetaSizer pro méreni Zeta potencidlu

prostredi voda pfi 25 °C
teplota méreni 25°C
doba ekvilibrace 180s
kyveta plastova 1 cm
méreni ZP ,Dip cell”
pocet méreni 3
pocet bodl méreni 10

Nevyhodou pfistroje ZetaSizer je nizka variabilita nastaveni jak samotného méfeni, tak
vyhodnoceni namétenych dat. Zaroven se jedna o pftistroj, ktery vyuziva tzv. autokorela¢niho
méteni. Jednd se o aparaturu, vyuZivajici jednoho laserového paprsku prochézejiciho sttedem
kyvety a méfeni rozptyleného zéafeni (U studovanych vzorkd 173°). Nékteré z ptipravenych
vzorkl proto byly proméfeny pomoci pfistroje NanophoX, ktery nabizi tzv. kroskorela¢ni
meéfeni. V této aparature prochazi vzorkem dva laserové paprsky, jejichz rozptylova data jsou
nasledné porovnavana. Dalsi vyhodou pftistroje Nanophox je moznost detailn¢jSiho nastaveni
vyhodnoceni dat (vybér ¢asti naméfeného korelogramu pro vyhodnoceni velikostni distribuce)
a zaroven 1 samotného méfeni (Obrazek 12). Pro méfeni studovanych vzorkil byla vyuzita
kroskorela¢ni metoda a prichod vzorku v 90% osy X 1Y, pro co nejvétsi snizeni optické drahy
a tim eliminaci pfipadného mnohonasobného rozptylu svétla, ktery zvysuje chybovost méfeni.

32



produci: PS pokus liquid: water

refraction: 1.590 - 0.00000 1 refraction: 1.330
viscosity: 0.890 mPas
measuring cond.: TN - cross 90% XY evaluation: WINDOX 5.7.0.0
duration: 143323 s rule:  1..10000nm:128(log) auto
temperature: 25.00 °C mode: NINLS
laser power: 100.00 %
measured correlation function: user parameters:
amplitude: 14.30 % roztok: 2:1 1000mgRL:0.1gD
mean count rate ch.1: 140543 keps mereni: 128.00
mean count rate ch.2:  1087.01 keps Parameter 3:
single scattering ratio: 68.74 % Parameter 4:

Obrazek 12 - Priklad nastaveni méricich parametrii pristroje Nanophox

4.1.1.2 Studium vlivu pH

Jako dalsi bylo provedeno méfeni vlivu pH na velikost a zeta potencial vznikajicich agregatu.
Roztoky jednotlivych molekul byly piipraveny jako pii ptedchozich méfenich. Byly vybrany
koncentrace s nejzajimavéjsimi vysledky méfeni jednotlivych latek z pfedchozich experimentt.
Pro rhamnolipid se jednalo o koncentrace 500mg/l a 1000 mg/l. Pro DEAE dextran poté pro
koncentraci 0,1 g/l. Nasledné vsak bylo pH téchto roztoku (jak roztoku rhamnolipidu, tak
roztoku dextranu) upraveno pomoci 0,1M HCI a 0,1M NaOH na hodnoty ptiblizné 5, 6, 7, 8.

4.1.1.3 Stabilitni studie vzniklych agregdti

Pro stabilitni studie byly vyuzity pfipravené roztoky jednotlivych molekul. Roztoky byly
smichdny do 10 ml vialek, uzavieny pomoci plastovych vicek a nasledné utésnény parafilmem.
Roztoky byly skladovany v lednici. Tyto roztoky nasledné byly méteny v ¢asovych intervalech
po dobu jednoho mésice.

4.1.2 Podrobnéjsi studium interakei pomoci kombinace ultrazvukové spektroskopie
a rozptylovych technik

Interakce v systému DEAE dextran a rhamnolipid byly ovéfeny také pomoci vysokorozliSovaci
ultrazvukové spektroskopie. Pro tato méfeni byly pfipraveny roztoky obdobné jako pti méteni
velikosti ¢astic. Byl vybran pomér koncentraci 1 g/l rhamnolipid a k nému byl nasledné titrovan
roztok 2 g/l DEAE dextranu, aby bylo dosazeno vysledného poméru koncentraci 1:1 a byla
tudiz moZna korelace s métenim pomoci metody DLS.

Interakce zjisténé pomoci vysokorozliSovaciho ultrazvuku byly nasledné ovéfeny také
pomoci rozptylovych technik. Pro tento experiment byly stejnym zplisobem pfipraveny Cerstvé
roztoky vzorkl pouzitych pro studium pomoci ultrazvuku (viz vyse).

4.2 Systém DEAE Dextran a Sophorolipid

Obdobn¢ jako u systtmu DEAE dextran a rhamnolipid byla pfedpokladana tvorba
komplexnéjSich micelarnich systémi v pfipad€ nizSich koncentraci dextranu. Naopak u vyssich
koncentraci, nez je koncentrace pocinajiciho piekryvu, byl predpoklad tvorby
makromolekuldrnich struktur ve formé gela.
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4.2.1 Studium interakeci na molekularni arovni

Pro pilotni analyzu byly vytvofeny roztoky dvou typt sophorolipidi — laktonické a kyselé
formy. Tyto latky byly rozmichany ve 25 ml odmérnych baiikach v koncentracich 1000;
500 a 250 mg/l pro kysely sophorolipid a 1000 a 500 mg/l pro laktonicky. U kyselého
sophorolipidu byl z podstaty jeho struktury vétsi pfedpoklad elektrostatickych interakei, a tudiz
bylo zvoleno vétsi koncentracni rozmezi. Jelikoz bylo ptredpokladano obdobné chovani jako
u rhamnolipidu, pro laktonicky sophorolipid byl zvolen koncentra¢ni rozsah, ktery v ptipadé
rhamnolipidu vykazoval nejzajimavéjsi agregacni chovani.

Nasledné byla provedena také detailni analyza v koncentracnim rozmezi stanoveném
pomoci HRUS pro systém rhamnolipid a DEAE dextran. Pro tyto experimenty byl do 25 mli
odmérnych ban¢k piipraven roztok 2 g/l DEAE dextranu a 1 g/l kyselého sophorolipidu.

4.3 Systém Chitosan a Rhamnolipid

Jelikoz chitosan je znam svymi vynikajicimi gelotvornymi vlastnostmi, byl u téchto systému
predpokladéan vznik makromolekularnich gelti. Pro moznost porovnani S agregaci rhamnolipida
s DEAE dextranem byly vsak vytvotfeny i zfedéné systémy, které byly studovany pomoci
rozptylovych technik. Gely byly nasledné tvoteny z koncentrovanéjsich roztokt chitosanu
i rhamnolipidu. Pro podporu gelace bylo u nékterych experimenti vyuzito také vlivu pH.
Pro tyto experimenty byly vyuzity dvé molekulové hmotnosti — vy$si molekulova hmotnost 250
kDa a nizsi molekulova hmotnost 168 kDa.

4.3.1 Studium interakci na molekularni arovni

Pro studium interakci na molekuldrni tGrovni byly opét pfipraveny roztoky chitosanu
i thamnolipidu o niz8ich koncentraci. Do 50 ml odmérnych ban€k byly pfipraveny roztoky
rhamnolipidu o findlnich koncentracich 1000; 500 a 250 mg/l a roztoky jednotlivych
molekulovych hmotnosti chitosanu o koncentracich 1000; 600 a 200 mg/1.

4.3.2 Tvorba gelu

Pro tvorbu chitosanovych geli byly zvoleny dva rtizné piistupy. Rozpousténim chitosanu
Vv kyseliné chlorovodikové dochazi ke vzniku pomérné nizkoviskozniho roztoku, ktery nabizi
snaz$i manipulaci se vzorkem. Jeho nevyhodou pro tvorbu gelt je vSak pravé jeho tekutost — je
znaéné obtizné vytvorit kompaktni kapku, kterd se v roztoku gela¢niho ¢inidla (v tomto piipadé
roztok rhamnolipidu s vlivem zmény pH) ihned nerozptyli v celém objemu. V piipadé
rozptyleni ptikapnuté kapky Kk tvorbé gelu nedochazi.

Druhou moZnosti je poté rozpousténi chitosanu v kyseliné octové. Tyto roztoky naopak
vytvareji zna¢né viskdzni hmotu, ktera je na vzduchu pii postupném vysousSeni rozpoustédla
schopna samovolné tvofit téméi gelové struktury. Jejich vyhodou je poté samoziejme
kompaktnost pridavanych kapek. Nevyhodou je vSak vyssi obtiznost s jejich manipulaci
(naptiklad moznost ptelit tyto roztoky do stiikacky, ptipadné je nabrat do Pasteurovy pipety
a nasledné je z nich opét dostat ve formeé kapek).
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4.3.2.1 Gely z chitosanu rozpusténého v kyseliné chlorovodikové

Pro tyto experimenty byly pfipraveny roztoky chitosanu v 0,1 M kyselin¢ chlorovodikové.
Do odmérné baiiky na 100 ml bylo navazeno potfebné mnozstvi chitosanu, ktery byl nasledné
rozpoustén ve 30 ml kyseliny chlorovodikové na magnetické michacce po dobu 24 hodin.
Po rozpusténi chitosanového prasku bylo pH roztoku upraveno na hodnotu ptiblizné 5,5 pomoci
0,2 M hydroxidu sodného a nasledné¢ byla odmérnd banka doplnéna destilovanou vodou.
Poté byl roztok opét pfiblizné¢ 24 hodin promichdvan na magnetické michacce. Finalni
koncentrace piipravenych chitosanovych roztokt byly 5; 6,5; 10; 30 g/1.

Byl proveden také experiment, kdy byl cely objem odmérné banky naplnén pouze kyselinou
chlorovodikovou (po vzoru kyseliny octové, viz dalsi kapitola). Tyto roztoky se vSak ukazaly
jako nevhodné pro zamyslené experimenty.

4.3.2.2 Gely z chitosanu rozpusténého v kyseliné octové

Do 50 ml odmérnych ban¢k bylo navazeno potfebné mnozstvi chitosanu. Ty byly nasledné
doplnény do plného objemu rizné koncentrovanou kyselinou octovou a chitosanovy prasek byl
rozpoustén piiblizné po dobu 48 hodin (do Gplného rozpusténi, v zavislosti na koncentraci
chitosanu i pouzité kyseliny se ¢as nezbytny pro kompletni rozpusténi pomérné lisil) na
magnetické michacce. Findlni koncentrace chitosanu v roztoku byla 20 a 30 g/l.
Byly provedeny experimenty i s méné koncentrovanymi roztoky, u téch vsak dochazelo
k rozpusténi po ptikapnuti do vétsiho objemu rhamnolipidu. Pro studované systémy byla
pouzita 1; 3 a 5 % kyselina octova.

4.3.2.3 Vizudlni studium suSeni a bobtndni gelii

Jelikoz ptipravované gelové kapky maji relativné maly objem a zna¢nou nasakavost, nebyly
pouzity standardné provadéné gravimetrické studie z diivodu predpokladu vysoké chybovosti
méfeni. V1iv suseni a bobtnani gelli byl pozorovan vizualné, na vzorcich ptipravenych z roztoku
chitosanu v kyseliné chlorovodikové (viz kapitola 4.3.2.1). Tyto gely byly na Petriho misce
vlozeny na 20 minut do susarny nastavené na 50 °C. Po 20 minutach byla Petriho miska vyjmuta
ze suSarny a po kratkém ochlazeni gelii na laboratorni teplotu byly zality ¢erstvym vodnym
roztokem rhamnolipidu o koncentraci 10 g/I.

4.4 Systém Chitosan a Sophorolipid

U tohoto systému bylo ocekavano obdobné chovani jako v pfipadé kombinace chitosanu
s rhamnolipidem. V nizsich koncentracich proto byly smési méfeny pomoci rozptylovych
technik. Konkrétn¢ se jednalo o koncentrace pifejaté z méfeni pomoci HRUS u systému
rhamnolipid a DEAE dextran. U vyssich koncentraci bylo vyuZivano stejnych postupti jako ve
vyse zminéném systému pro tvorbu gelt.
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4.4.1 Studium interakci na molekularni arovni

Z ptedchozi studie bylo zjisténo, ze laktonicky sophorolipid nevykazuje vhodné chovani pro
detailnéjsi studii v tomto sméru. Proto byl pro studium interakci na molekularni irovni vytvoren
pouze vzorek ¢istého kyselého sophorolipidu o koncentraci 1 g/l do 50 ml odmérné barnky.
Ten byl nasledn¢ napipetovan v objemu 1 ml do 1 mm kyvety (1x1 mm §iika a hloubka) a byl
do néj postupné piidavan roztok chitosanu o molekulové hmotnost 250 kDa a koncentraci 2 g/1.

4.4.2 Tvorba gelu

Pro tvorbu gell byly vyuzity stejné roztoky chitosanu jak v pfipadé systému chitosan
a rhamnolipid. Roztoky sophorolipidi byly piipraveny do 50 ml odmérnych banck ve
finalni koncentraci 10 g/l. Obdobné¢ jako v ptedchozim systému byly piipraveny dva roztoky,
jeden v deionizované vodé a druhy v 0,5 M hydroxidu sodném.

4.5 Porovnani jednotlivych systémi

Po vyhodnoceni chovani jednotlivych smési byly tyto systémy podrobeny také vzajemnému
porovnadni vlastnosti k moznosti stanoveni jejich vhodnosti jako potencidlnich nosi¢ovych
systému. Byly porovnavany jak interakce na molekularni Grovni (pfedevsim u smési s obsahem
DEAE dextranu), tak vlastnosti ptipravenych gelt (u smési s chitosanem). Jednotlivé vysledky
jsou prebrany z diive provedenych experimentli a pouze porovnany mezi sebou z hlediska
jejich chovani.

45.1 Studium interakci na molekularni irovni

Pro porovnéni jednotlivych systéml byla pouZzita data naméfend separatné pro jednotlivé
systémy. Jednalo se vzdy o 1 ml roztoku biosurfaktantu v kyveté o koncentraci 1 g/1, do kterého

byl ptidavan roztok kationaktivniho polysacharidu o koncentraci 2 g/l po 0,1 ml. U takovychto
roztokl byla méfena velikost vznikajicich agregatl a nasledné také jejich zeta potencial.

4.5.2 Tvorba geli ve vét§im objemu

Tvorba geld studovanych v této praci je ve vétsim objemu z hlediska jejich kompaktnosti
pomérné obtiznd. Casto dochazi k rozptyleni chitosanového roztoku do celého objemu
sitovaciho ¢inidla a tim padem velkému nafedéni, pfi¢emz nedochazi ke gelaci (pfipadné velmi
obtizng). Byly proto vybrany roztoky, které tvoii co nejvice kompaktni gely. Pro porovnani
vlastnosti a ovéfeni moznosti tvorby téchto geli ve vétSim objemu, byly do dvou 50 mi
odmérnych ban¢k pfipraveny dva rozdilné roztoky. Jeden roztok chitosanu o molekulové
hmotnosti 250 kDa a koncentraci 10 g/l ve 3 % kyselin¢ octové a druhy roztok stejného
chitosanu rozpusténého v objemu 15 ml 0,1 M kyseliné chlorovodikové, po rozpusténi
nasledujici ¢asteCnou neutralizaci 0,1 M NaOH na pH 5,5 a nasledném doplnéni do celého
objemu deionizovanou vodou.

Vytvotené gely byly diky jejich vétSimu objemu oproti ostatnim do tohoto bodu vytvarenym
gellim, podrobeny zakladni gravimetrické analyze. Gely byly zlehka osuSeny bunicitou vatou
a preneseny na predem zvazenou plastovou vazenku. Poté byly na Petriho misce na hodinu
vloZeny do susarny. Po této dob¢ byly opét zvazeny a zalily Cerstvymi roztoky jejich sitovacich
¢inidel. Po hodinové rehydrataci byl jejich povrch opét zlehka osusen a byly znovu zvaZeny.
Orientacné¢ tak byly stanoveny obsahy jejich suSin a schopnost rehydratace.
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4.5.3 Studium mechanickych vlastnosti vzniklych gela

Pro reologickd méteni byla vytvoiena pomérné€ rozsahla baterie vzorkli pro moznost porovnani
jejich mechanickych vlastnosti. VSechny tyto gely byly vytvafeny podle piredchozich postupti
ajednalo se o riizné kombinace gelotvornych komponent (detailni popis jednotlivych kompozic
je uveden v tabulce nize (Tabulka 5) i svysledky zreologickych méfeni. Pfed samotnym
reologickym méfenim byly vzorky vyjmuty zroztoku sitovaciho ¢inidla a lehce osuseny
bunicitou vatou. Pfistroj byl pro méfeni nastaven nasledovné:

Tabulka 5 - Nastaveni reometru Discovery HR—2

PouZita aparatura

paralelni deska Peltierova
pramér 8 mm
mérici mezera 1mm

Nastaveni méreni

teplota méreni 25°C
frekvence 1Hz
amplituda 0,01 — 1000 %
pocet bodll na dekadu 6

Pro porovnani jednotlivych vlastnosti byly pouzity primérné hodnoty ztratového uhlu y
(vypocéitaného zhodnot tan o) a komplexniho viskoelastického modulu (vypocitaného
Z druhé odmocniny souétu druhych mocnin jednotlivych namétenych moduld G” a G™)
z oblasti linearni viskoelasticity a dale amplitudy deformace odpovidajici bodu kiiZzeni téchto
modult (tzv crossover, pii kterém G" = G") ve kterém se zkoumany vzorek nachazi presné na
pomezi chovani elastické pevné latky a viskdzni kapaliny.

4.5.4 Ovéreni solubiliza¢nich schopnosti

Pro studium solubilizace byly pouzity tii rlizna barviva — methylenova modf, sidanska cern
asudanska cerven. Do Petriho misek pfipravenych roztokd biosurfaktantd (vodnych
i zasaditych), Cistych rozpoustédel (deionizovana voda a 0,5 M NaOH) a pro porovnani také
s etanolem bylo vzdy nasypano malé mnozstvi praskového barviva a byl pozorovan vliv
jednotlivych rozpoustédel na zabarveni roztoku.

Po této pilotni studii a ovéfeni rozpoustécich vlastnosti barviv, pfipadné solubiliza¢nich
vlastnosti biosurfaktanti byly pfipraveny roztoky sudanské cerni a Cerveni ve vodnych
a zasaditych roztocich biosurfaktantti. Nasledn¢ byly do zasaditych roztokt ptikapnuty roztoky
experimenty. Obdobné tomu bylo s vodnymi roztoky BS, do kterych byly ptikapavany roztoky
chitosanu supravenym pH na hodnotu 5,5 puvodné rozpusténé v 0,1 M kyseliné
chlorovodikové o koncentracich 6,5; 10 a 30 g/I.

Byla ovéfena také schopnost Cerstvého roztoku BS vymyvat hydrofobni barviva z gelové
struktury. Tento experiment mél simulovat schopnost uvolnéni hydrofobnich 1é¢iv
zZ ptipadnych nosicovych systémil. Byly pouzity nabarvené gely vzniklé v pfedchozim kroku
experimentu, které¢ byly pieneseny do Cisté Petriho misky a ptelity Cerstvym roztokem BS
(podle postupu vytvoieni — pro chitosany v kyseliné chlorovodikové vodnym roztokem,
Vv kyseling€ octové potom zasaditym roztokem).
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45.5 Studium vnitini struktury geli pomoci elektronové mikroskopie

Pro studium vnitini struktury pomoci elektronové mikroskopie byly pfipraveny gely obvyklymi
zpusoby. Byly vyuzity vzorky z chitosanu rozpusténého v Kyselin¢ octové a nasledné
zesitované ve dvou roztocich rhamnolipidi (vodném a 0,5 M hydroxid sodny). Jelikoz se
jednalo o pilotni studii, nebyly pro tuto metodu pfipraveny sophorolipidem sitované gely ani
gely vytvoiené z chitosanu rozpusténého v kyseliné chlorovodikové.

Ptipravené gely byly pteneseny do 40 ml plastovych nadobek, ve kterych byly zality
piiblizné 10 ml deionizované vody a nasledn¢ v tomto vét§im objemu zamrazeny. Takto
piipravené vzorky byly nasledné lyofilizovany pro odstranéni vody z celé struktury vzorku.

Pted samotnou SEM analyzou byly vzorky pfipevnény na grafitovy nosi¢ a pozlaceny ve
vakuové napafovacce zdivodu zvySeni vodivosti. Nasledné byly pozorovany pod
elektronovym mikroskopem S nastavenym urychlovacim napétim 5 kV (z divodu kiehké
studované struktury) a metodou sekundarnich elektronti. Zvétseni pro jednotlivé snimky bylo
pozorovano 100x; 500x; 1000x a 5000x.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Systém DEAE Dextran a Rhamnolipid

Na zaklad¢ literarni reSerSe byla kombinace téchto roztokti zvolena jako vhodny modelovy
systém pro studium vzajemnych iontovych interakci s primarnim o¢ekavanim tvorby geld pii
vys$8ich koncentracich téchto latek. K systému bylo nejprve pfistupovano tzv. kadinkovou
metodou — jednotlivé roztoky byly v riznych koncentracich postupné slévany. Takto v§ak nebyl
sledovan vznik oc¢ekavané, makroskopicky pozorovatelné gelové struktury. Proto byly tyto
systémy podrobeny detailnéjsi analyze interakci na molekularni Grovni.

5.1.1 Studium interakci na molekularni urovni

Pro toto studium byla vyuzita primarn¢ technika dynamického rozptylu svétla pro stanoveni
velikosti ¢astic a elektroforeticky rozptyl svétla pro stanoveni povrchového naboje castic.
Pii zjisténi specifického chovani v ur¢itych koncentra¢nich pomérech bylo vyuzito také
ultrazvukové spektroskopie. Na zéklad€ tohoto specifické chovani poté byly studovany také
dale popsané systémy.

5.1.1.1 Meéieni pomoci technik rozptylu svétla

Pro moznost odhadu interakci v jednotlivych systémech byla vzdy proméiena velikost ¢astic
Vv roztocich samotnych molekul. Pti t€chto métenich bylo zjisténo, ze pro velmi zfedéné roztoky
rhamnolipidu (pfiblizn€ pod 50 mg/l) dochazi k vysoké chybovosti méteni. Korelacni kiivky
téchto méfeni zacinaji velmi nizko a tyto vysledky nelze povazovat za pftilis relevantni. Jedna
se o pomérné piekvapivy vysledek, jelikoz jde o koncentraci pomérné vysoko nad CMC
rhamnolipidu (ta je pfiblizn¢ na hodnoté 12 mg/l). Tato chybovost mize byt zplsobena
relativné malym poctem vzniklych micel a jejich difuzi po celém objemu roztoku a tim padem
také nizkou koncentraci micel rhamnolipidu v analyzovaném roztoku.

Toto tvrzeni potvrzuje také nasledujici graf (Obrdzek 13), na kterém je mozné vidét velikost
tvoticich se agregatii v zavislosti na koncentraci ptipravené¢ho roztoku rhamnolipidu. Je mozné
pozorovat pomérné¢ malé rozmezi velikosti €astic S téméf fadovym posunem koncentrace
roztoku — coz odpovida typickému chovani micel. Kazda dalsi molekula ptidana do roztoku se
stava soucasti micely, dochazi vSak k rovnomérnému rozprostieni té€chto molekul, a tudiz
jednotlivé micely obsahuji pfiblizn€ stejné mnozstvi molekul povrchové aktivni latky, coz
odpovida také piiblizn¢ stejné velikosti agregatli. Drobné rozdily mohou byt zplsobeny
naptiklad rozdilnou délkou zbytku mastné kyseliny ¢i obsahem necistot (pouzivané
rhamnolipidy maji vyrobcem definovanou cistotu 90 %).
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Obrazek 13 — Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci rhamnolipidu

Na stejnych vzorcich byl nésledné¢ proméien také zeta potencidl jednotlivych Castic.
S rostouci koncentraci lehce klesa zeta potencial vznikajicich agregatii do stale zapornéjSich
hodnot. Tento trend se da teoreticky vysvétlit zvySovanim koncentrace RL v roztoku a s tim
spojenym lehce rostoucim agrega¢nim c¢islem pro jednotlivé micely. Nejedna se vSak o piilis
vyraznou zménu — ta by se projevila také rostouci velikosti agregatti. VSechny agregaty
V koncentraci nad 100 mg/l se nachédzeji za hranici stability a tvofi tedy pomérné stalé
nanocastice (Obrdzek 14).
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Obrazek 14 - Zavislost zeta potencialu na koncentraci rhamnolipidu

Naopak v piipadé DEAE dextranu dochazi s rostouci koncentraci ke zvétSovani velikosti
vznikajicich polymernich klubek (Obrdzek 15). Tento jev je dobie vysvétlitelny strukturou
samotného dextranu. JelikoZ se jedna o linearni polysacharid, s fetézcovou strukturou, je velice
pravdépodobné, Ze v ptipadé roztoku s vyssi koncentraci dochazi k tvorbé riznych piekryvia
a zaplétanim jednotlivych fetézci poté ke vzniku vétSich castic, které jsou pozorovatelné
pomoci DLS. Dal$im moznym vysvétlenim by bylo tvofeni riznych konformaci (smr$tovani
a natahovani) jednotlivych fetézcli na bazi odpudivych sil souhlasné nabitych iontli — ostatnich
molekul DEAE dextranu. To by v8ak bylo pravdépodobnéjsi v piipadé snizujici se koncentrace

a zaroven rostouci velikosti studovanych ¢astic.
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Obrazek 15 — Zavislost velikosti castic na koncentraci DEAE dextranu

U roztokd dextranu nebyl pozorovan zadny vyrazny trend vlivu koncentrace na zeta
potencial jednotlivych koncentraci roztoku. To miiZze byt zplisobeno napiiklad tim, Ze se jedna
o mén¢ uniformni systém, nez je tomu v piipadé rhamnolipidu. Zaroven se zeta potencial
jednotlivych vzorkt pohyboval spiSe pod hranici stability (pro koncentraci 500 mg/l na hranici
stability, viz Obrdzek 16).
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Obrazek 16 - Zavislost zeta potencialu na koncentraci DEAE dextranu

Obdobn¢ jako samotné roztoky studovanych komponent byly nasledné prométeny také
jejich rizné kombinace. Byl pozorovan pomérné zajimavy trend, kdy u nékterych poméra
koncentraci dochazelo k tvorbé zna¢ného (okem viditelného) zakalu vzorku. DalSim
zajimavym trendem je poté fakt, Ze od hodnoty hmotnostniho poméru RL/DEAE dextran 5
dochazi ke vzniku pfiblizné stejné velkych ¢astic, a to nezavisle na pouzité piivodni koncentraci
jednotlivych roztoki (Obrdzek 17). Do této hodnoty poméru se objevuji dv€é moznosti.
U vysSich koncentraci rhamnolipidu smichanych sniz$i koncentraci dextranu dochazi
ke vzniku pomérné velikych agregati (rozhodné vétSich, nez jsou samotné micely
rhamnolipidu). Pfi pouziti nizSich koncentraci rhamnolipidu ve vét§im mnozstvi, a naopak
vyssich koncentraci DEAE dextranu v mensim mnozstvi dochazi ke vzniku mensich ¢astic,
velikosti srovnatelnych s micelami samotného rhamnolipidu a s ¢asticemi detekovanymi

vV

u vysSich hmotnostnich pomérit RL/DEAE dextran.
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Obrazek 17 - Velikost vznikajicich agregatui v zavislosti na poméru koncentraci (prerusované
cary znazornuji dva pozorovatelné trendy)

S ptihlédnutim k zeta potencidlu téchto ¢astic (jedna se o stejné roztoky) se da tento trend
rostouci velikosti v ur€itych hmotnostnich pomérech vysvétlit jako vznik micel rhamnolipidu,
pficemz jednotlivé micely jsou provazany dlouhymi fetézci DEAE dextranu — pomoci
dynamického rozptylu svétla je tudiz mozné pozorovat vznik vétSich agregatt v roztoku
(Obrazek 18). Naopak u vyssich poméru koncentraci ve prospéch rhamnolipidu, mize velice
pravdépodobné dochazet k obdobnému obalovani micel pomoci fetézct dextranu, ktery vSak
diky rostoucimu hmotnostnimu poméru ve prospéch rhamnolipidu jiz neni schopny provazovat
jednotlivé micely mezi sebou. To zpisobi klesajici trend zeta potencialu s rostoucimi poméry
jednotlivych roztoki a zaroven se jedna o vysvétleni vzniku obdobné velikych agregatt — micel.
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Obrazek 18 - Zavislost zeta potencialu na poméru koncentraci (prerusovana ¢ara oznacuje
nulovou hodnotu zeta potencialu a s tim souvisejici prevladajici naboj v roztoku)

42



Ovéteni naméfenych hodnot velikosti pomoci pfistroje ZetaSizer bylo provedeno na jedné
sérii vzorkli pomoci pfistroje Nanophox. Bylo zjisténo, ze primér vznikajicich agregata
nejmensi velikosti, tedy pravdépodobné jednoduchych micel, je pfiblizné stejny a pohybuje se
v okoli 150 nm. Piekvapivé jsou ovSem vysledky u nékterych konkrétnich koncentracnich
poméru studovanych roztokt (Tabulka 6). Zatimco ZetaSizer naméfil nejvétsi ¢astice u systému
RL o koncentraci 250 mg/l s 0,1 g/l DEAE dextranem, u piistroje Nanophox to byl systém
500 mg/I RL s 0,1 g/l DEAE dextranem. Oba piistroje maji jiné nastaveni vyhodnoceni méteni,
ale také samotné nastaveni méfici pozice — to by vSak nemélo mit tak vyrazny vliv na posun
koncentrace, pfi které dochazi ke vzniku velikych agregatt. Nejvétsi vliv na méfené hodnoty
m¢élo tedy pravdépodobné samotné michéni roztokl a s tim souvisejici faktor jinych kyvet pro
kazdy ptistroj. Zatimco ZetaSizer pouziva klasické kyvety s optickou drahou 1 cm, u piistroje
Nanophox se pouzivaji tzv. UVette s vyrazné€ niz§im vnitinim objemem. Je tedy mozné, ze
vlivem mensiho celkového objemu vzorku doslo k vétSimu ulpivéani vznikajicich agregati na
sténach kyvety a piipadné jejich koagulaci. S tim souvisi také zhor§ena moznost promichani
vzorku a tim padem dochazi k posunuti hranice vzniku vétsich agregatu.

Tabulka 6 - Velikost vznikajicich agregdtii — porovnani ZetaSizer a Nanophox (autokorelace;
kroskorelace)

ZetaSizer ‘ Nanophox
pomér slozek 2:1 d [nm]
1000 mg/I RL:0,1 g/| DEAE dex 188,7 134,1
500 mg/I RL:0,1 g/I DEAE dex 173,0 1480,3
250 mg/I RL:0,1 g/| DEAE dex 915,7 189,5

V nasledujici tabulce (Tabulka 7) jsou uvedeny vysledky detailn€ji prométenych
koncentra¢nich poméri pro jednotlivé koncentrace rhamnolipidu. Je patrné, Ze pfi urcitém
koncentraénim poméru dochazi ke vzniku vétsi agregati, které pii dal$im zvyseni poméru ve
prospéch RL opét ztraci svou nabytou velikost. Tato informace nasledné vedla také k myslence
detailnéjsi prométeni interakci v okoli téchto bodli pomoci ultrazvukové spektroskopie.

Tabulka 7 - Porovndani velikosti zmérenych pomoci pristroje ZetaSizer

ZetaSizer pomér d [nm]

_ 1:2 191,6

1000 mg/I RL:0,1 g/I DEAE dex 11 209.5
2:1 210,9

' 1:2 172,8

500 mg/I RL:0,1 g/I DEAE dex 11 9768
2:1 401,0

_ 1:2 841,3

250 mg/I RL:0,1 g/| DEAE dex 11 278.7
2:1 231,8
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5.1.1.2 Studium vlivu pH

Vliv pH byl pozorovan na dvou riznych systémech tvofenych rGznou koncentraci
rhamnolipidu. Bylo také ovéieno, ze pii hodnotach pH nizSich nez 4 dochazi k vysrazeni
rhamnolipidu z roztoku, proto bylo rozmezi studovaného pH stanoveno na rozsah hodnot 5-8.
Pti téchto hodnotach dochézi k vyraznému zvysSeni velikosti vznikajicich agregati. Pti méteni
téchto vzorka je patrny témet linearni trend rostouci velikosti ¢astic s rostouci hodnotu pH.
To je pravdépodobné zpuisobeno vyssi hodnotou efektivniho naboje v roztoku rhamnolipidu
a tim padem dochazi k ¢astéjSim interakci a vzniku vétSich molekul. Dalsi moznosti je vliv pH
na jednotlivé molekuly, u kterych nasledné dochézi ke vzniku rozdilnych konformaci. U RL by
se mohlo jednat naptiklad o jiny typ micel (z kulovitého na ovélny), u DEAE dextranu poté
napfiiklad 0 jiné prostorové konformace fetézce (napiiklad vétSi natazeni celého fetézce).
Pti porovnani vysledkli z téchto experimenti s vysledky z ptfedchozich méteni, je mozné
pozorovat velmi vysoky narust ve velikosti ¢astic (fadové v jednotkach mikrometrtt). Proto byly
vzorky pro studium pH podrobeny jest¢ druhé analyze, u které byla pouzita filtrace
(stiikackovymi filtry), aby byl vyloucen vliv necistot.
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Obrazek 19 - Zavislosti velikosti castic na pH roztoku bez filtrace (0,1 g/l DEAE dextran
v pomeru 1:1s0,5 g/l RL)

Pro méfteni stejnych roztokl byla pouZita filtrace (pomoci stfikackového filtru na 450 nm),
po niz dochazelo k vys$sim vychozim hodnotdm korelaénich funkeci (zndmka kvality méteni).
Filtraci byly pravdépodobné odstranény rtizné necistoty a piipadné se jednalo také o dalsi
faktor, ktery pfispival k promichdni roztokl a tim padem i zvySeni Cetnosti interakci mezi
jednotlivymi roztoky. Po téchto métenich bylo vSak od filtrace studovanych roztokt upusténo,
jelikoz dochazelo k soubéznému odfiltrovani i témét vSech vznikajicich agregati. (bez filtrace
Obrdazek 19; s filtraci Obrdzek 20)
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Obrazek 20 - Zavislost velikosti ¢astic na pH roztoku s filtraci (0,1 g/l DEAE dextran
vpomeru 1:1s0,5 g/l RL)

S pfihlédnutim k naméfenému zeta potencialu vzniklych €astic je mozné konstatovat, Ze se
nejedna o prilis stabilni struktury. Oproti strukturam studovanych v ptivodnim pH roztoku doslo
k mirnému sniZzeni naméfeného zeta potencialu (Obrdzek 21). Méfené vzorky (0,1 g/l DEAE
dextran s 0,5 g/l RL) odpovidaji koncentraénimu poméru RL/DEAE dextran 5. V tomto bodé
se nachazeji za puvodnich podminek dva trendy. Jeden stabilngjs$i s pfibliznou velikosti
vznikajicich agregati v fadech nizSich stovek nanometri. Druhy, méné stabilni s hodnotami
velikosti lehce ptesahujici tisic nanometrti. Hodnoty zeta potencialu u téchto roztokl vychazeji
V rozmezi hodnot -5 az -10 tedy obdobn¢ jako u vzorkid se zménénym pH roztok.
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Obrazek 21 - Zavislost zeta potencialu na pH roztoku bez filtrace (0,1 g/l DEAE dextran
Vpomeru 1:1s 0,5 g/l RL)
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5.1.1.3 Stabilitni studie vzniklych agregadti

Pomérné dlouhodobou stabilitni studii bylo ovéfeno, ze pii vzniku vétSich agregati RL/DEAE
dochazi k prodlouzeni stability zkoumanych vzorki. Systém DEAE dextran a rhamnolipid byl
studovan po dobu 28 dni. Béhem této doby dochazelo pouze k nepatrnému nardstani velikosti
castic (zptuisobené piedevsim necistotami nachéazejicimi se u velikych poloméra castic a tim
padem i posunu prumérné velikosti Castic). StarSi roztoky vykazuji také o néco vyssi
polydisperzitu systému, kterd naznacuje ze pravdépodobné dochazi k jistému naruSovani
kompaktnich struktur a piipadné degradaci jejich casti. Na rozdil od smési dochézi u Cistych
roztokl zkoumanych latek k pomérné rychlé koagulaci, ktera se projevuje vyraznym narastem
praméra vznikajicich ¢astic (Obrazek 22).

25
20
——1.den
2 m ——5.den
B = 15 |
15 I-\ 12. den
= g
N — 14, den
g 10 '.
= . 19. den
21.den
5
—26.den
0 N\ —28.den
10 100 1000 10000

d [nm]
Obrazek 22 — Priumérna velikost castic u systéemu 1:1; 1000 mg/l RL :0,1 g/l DEAE dextran

U roztoku rhamnolipidu dochazi také k barevné zméné — roztok méni svoji barvu z oranzové
spiSe na svétle Zlutou a lehce zakalenou. Naopak v roztoku DEAE dextranu dochazi k tvorbé
malych agregati, které jsou nasledné velice pravdépodobné napadany plisni (tyto ¢astice nebyly
studovany, ale nachézel se na nich pro plisen typicky povlak — tyto vzorky byly vytazeny z dalsi
analyzy). Velikosti vznikajicich ¢astic jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 8):

Tabulka 8 - Tabulka velikosti vznikajicich castic pri stabilitni studii

vzorek
RL | DEAE Dex |1000:0,1

den d [nm]
1. 345,6 282,4 176,0
5. 785,6 1490,0 210,0
12. 1016,1 1527,0 228,7
14. 242,6
19. 244,2
21. 386,9
26. 360,4
28. 514,3
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5.1.2 Podrobnéjsi studium interakci pomoci kombinace ultrazvukové spektroskopie
a rozptylovych technik

Pomoci vysokorozliSovaci ultrazvukové spektroskopie byly ovéfeny interakce v jednom
konkrétnim systému DEAE dextran + rhamnolipid. Z titracni podstaty méfeni a omezeni
mozného objemu piidavku byl zvolen koncentrovanéjsi roztok DEAE dextranu. Diky uzaviené
konstrukei pfistroje a nemoznosti vyjmuti méfici cely v pribéhu mefeni bohuzel nebylo mozné
vizualn€ porovnat optické vlastnosti méfeného vzorku. Pomoci této metody byla ovéfena
molekularni interakce studovaného systému. Do koncentracniho poméru (DEAE dextran/RL)
ptiblizné 0,4 dochézi ke sniZzovani relativni rychlosti ultrazvuku, coz znaci rostouci velikost
castic (Obrazek 23). Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim v tomto piipadé je vyskyt
rhamnolipidovych micel, jelikoZ trend je linearni od nulového piidavku (v tuto chvili v roztoku
micely byt jednozna¢né musi, protoze se jednd o koncentraci rhamnolipidu silné pievySujicich
jeho CMC). Tento trend byl nasledné ovéten a potvrzen pomoci méfeni dynamického rozptylu
svétla stejnych vzorki ve stejnych pomérech koncentraci.

Po ptekonani koncentraéniho poméru 0,4 dochdzi k rychlejsimu poklesu relativni rychlosti
anasledné k jeji stagnaci a lehkému ristu. Z hlediska velikosti ¢astic dochazi od poméru 0,5 ke
stagnaci a tvoii se pfiblizné stejné velké agregaty. Jak je jiz zminéno vyse, tento jev se da
vysvétlit postupnym rlstem velikosti vznikajicich Utvarti Srostouci koncentraci DEAE
dextranu v roztoku — dochazi k provazani jednotlivych micel pomoci dextranovych fetézct. Po
piekondni urcité koncentrace dojde nejspise k preferenci obaleni povrchu micel celymi fetézci
DEAE dextranu (pfed provazovanim jednotlivych micel) solubilizaci nové piidanych
dextranovych fetézci, a tim padem jiz nedochazi ke zvétSovani vznikajicich agregatii. To mtize
souviset s umoznénim hustéjsiho ulozeni dextranovych fetézcu a efektivnéjsi neutralizaci jejich
kladnych naboji na povrchu micely, coz pii rostouci koncentraci DEAE snizuje miru
odpudivych sil mezi segmenty DEAE dextranu a tim padem dochézi také ke snizeni volné
energie systému.

Pro dalsi praci by bylo vhodné analogicky proméfit také riizné dalsi roztoky. Jednak smési
stejnych latek a o stejnych finalnich koncentracnich pomérech, ale vytvofenych jinou prvotni
koncentraci. Dale také chovani ve vyssich koncentra¢nich pomérech (to se vsak na grafu jevi
konstantn€) a samoziejmé 1 rozdilnych smési (se sophorolipidy jakoZto biosurfaktanty
a chitosanem jakoZzto polysacharidem)

47



0.05 T T 2000.0
0.00 s % + Belativni rychlost < Z Ave __ 1 800.0
_ X 1 16000
= 0,05 :
B 1 14000
3 0.10 11200 F
= E : ‘E'
& -0.15 T 10000 ¢
- T ™
E om0 [ 8000
= + 600.0
M 025 ]
T 400,0
030 1 2000
035 + 0.0

koncentracni pomer (DEAE dextran/R1L.)

Obrazek 23 - Korelace velikosti castic k relativni rychlosti zmérené pomoci HRUS

Pomoci pristroje ZetaSizer bylo zjisténo, Ze se jedna o vzorky z hlediska velikostni
distribuce velmi heterogenni (Obrdzek 24). U tietiho vzorku (s ptidavkem 0,3 ml DEAE
dextranu) se vSak nachazi poméme¢ veliké mnozstvi ¢astic s velikosti lehce pod 100 nm. Mohlo
se jednat o n¢které volné polysacharidové fetézce (sbalend klubka z divodu odpudivych sil
okolnich agregatii), velikosti by sem mohly spadat také neprovazané micely nebo agregaty
DEAE dextranu s pfipadnymi volnymi molekulami RL (malo pravdépodobné s ohledem na
koncentraci zna¢né prevySujici CMC). Trend je totiz jinak jednoznac¢né rostouci, s maximem
pii pfidavku 0,4 ml. Nasleduje pomérné strmy pokles velikosti vznikajicich agregati
a jednotlivé kiivky vykazuji také znacnou polydisperzitu. To mlZe znalit pravé rozpad
provazanych struktur na mensi nestejnomérné slozky.
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Obrazek 24 - Velikost castic v systému DEAE Dextran + Rhamnolipid
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V nasledujici tabulce jsou uvedeny ciselné hodnoty primérné velikosti ¢astic pfi ,,titraénim*
(jednalo se vzdy o manualni ptidani 0,1 ml DEAE dextranu do jiz proméfeného objemu vzorku)
meéfeni. Je patrny rostouci trend do celkového objemu pfidaného DEAE dextranu 0,4 ml.
Po piekonani tohoto koncentraéniho poméru nasleduje jisty pokles (Tabulka 9). To by mohlo
opét znacit tvorbu dextranem provazanych miceldrnich struktur, ¢i vétSich micel obalenych
dextranem. Po piekondni jisté koncentrace (v tomto pfipadé ptidavek 0,5 ml) dochézi jiz
Kk pfilisnému nafedéni roztoku a vznikajici sit’ se postupné rozvolni. S pfidavkem vodného
roztoku DEAE dextranu dochazi k pomérovému sniZzeni poctu micel na dany objem a tim
padem muze hrat roli i prosta difuze — polysacharidové fetézce nejsou dostatecné dlouhé
(Ci natazené), aby byly schopny propojit dvé micel ve vzdalenostech vétSich, nez tomu bylo
U mén¢ nafedéného vzorku. Jisty vliv na namétenou velikost ¢astic miize mit 1 vznikajici zékal,
ktery miize narusovat optickou drahu laserového paprsku nebo zplisobovat mnohonasobny
rozptyl, ¢imz dochazi ke zkresleni naméfenych dat.

Tabulka 9 - Ciselné hodnoty Tabulka 10 - Ciselné hodnoty primérné
primérné intenzitni velikosti

Castic v zavislosti na pomeéru
koncentraci — ,, titracne
(pridavani objemu do jiz

intenzitni velikosti ¢astic a zeta
potencialu v zavislosti na pomeéru
koncentraci — tvoreny nové roztoky

méreného roztoku) (1 ml 1 g/l RL (uvedeno v Obr. 23) (1 ml 1 g/l RL
+ pridavek 2 g/l DEAE dextran) + pridavek 2 g/l DEAE dextran)
Vbeae pex [M] d [nm] Vpeat pex [Ml] d[nm] ZP [mV]

0,1 193,0 0,1 343,1 -6,0
0,2 1061,3 0,2 1680,3 2,8
0,3 850,5 0,3 242,5 25,0
0,4 1566,0 0,4 198,2 32,7
0,5 668,6 0,5 241,2 33,6
0,6 540,3 0,6 329,5 35,9

Hodnoty ziskané méfenim ,.titracné* byly ovéteny také proméfenim vzdy nové vytvoieného
roztoku do suché kyvety. Nejvétsi velikost vykazovaly Castice vytvotrené ptidavkem 0,2 ml
DEAE dextranu (Tabulka 10) a tento roztok byl také viditeln€ nejvice zakaleny. Znatelny zakal
se tvoril také u dalSich dvou roztokl (pfidavek 0,3 a 0,4 ml), u téchto vzorki jiz vSak velikost
Castic klesla na niz$i hodnoty, které vykazuje i zbytek koncentracni fady. S pfihlédnutim ke
studiu interakci pomoci HRUS je vSak nutné konstatovat, ze ptidavek 0,2 ml DEAE dextranu,
odpovida koncentranimu poméru na pocatku strmého linearniho klesani relativni rychlosti
ultrazvukové viny, coz se da vysvétlit pravé vznikem rozméroveé vétsich agregati. Oproti
piedchozi tabulce je viditelny rozdil piedevSim v krajnich hodnotidch. Zatimco u nové
ptipravovanych roztokt se velikost pohybuje v pfiblizné stejnych ¢islech, u , titraéniho* méteni
je maximum posunuto k vys$simu koncentraénimu poméru a zaroven k opétovnému zmensovani
¢astic (vetsim pridavkem — fedénim) dochazi velmi pozvolna.

Za stabilni se daji povazovat pouze molekuly vzniklé pfidavkem minimélné 0,4 ml DEAE
dextranu. Tyto systémy vykazuji tvorbu obdobné velikych ¢astic, z hlediska polydisperzity se
v8ak znacné li§i. PfedevSim ptidavek 0,5 ml vykazuje zvySenou polydisperzitu oproti ostatnim
studovanym koncentra¢nim pomértim.
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5.2 Systém DEAE Dextran a Sophorolipid

Jelikoz u piedchoziho systému nebylo dosaZzeno stanoveného cile, kterym byla tvorba
makrostruktury v podobé gelu, byly provedeny experimenty na systému DEAE dextran
a sophorolipid. Z divodu jeho kyselé povahy (tim padem vyssiho efektivniho naboje) je kysely
sophorolipid nadéjnou volbou v pfipadé nutnosti zvySeni interakci ve studovaném systému.

5.2.1 Studium interakci na molekularni arovni

Pomoci rozptylovych technik byla zmétena velikost a ZP vzniklych ¢astic. Po pfedchozich
experimentech ovéfenych pomoci ultrazvukové spektroskopie, byla pouzita stejnd koncentracni
fada a také stejné pomery piidavku (do 1 ml 1 g/l SL byl postupné po 0,1 ml ptiddvan DEAE
dextran o koncentraci 2 g/l). Oproti systému s rhamnolipidem doslo ke kumulaci velikosti
meétenych castic v okoli 800 nm (Obrdzek 25). To znamena ze dochazi ke zvyseni velikosti
studovanych agregitii, ale také wvyrovnani vyraznéjSich rozdili mezi jednotlivymi
koncentracnimi pomeéry. V okoli 10 um se vSak nachazi rtizné intenzivni agregaty, které
zpusobuji posun ¢iselnych hodnot k vys$$im pramérim. Nejvétsi polydisperzitu (tudiz i nejveétsi
obsah vétsich molekul) vykazuje vzorek s pidavkem 0,4 ml DEAE dextranu.

16

14

12
\ ———SL 1ml 1gL + DEAE Dex 0,1 ml 2gL

10 f
A SL 1ml 1gL + DEAE Dex 0,2 ml 2gL

SL 1ml 1gl + DEAE Dex 0,3 ml 2gL

Intenzitni stfed
5]

SL 1ml 1glL + DEAE Dex 0,4 ml 2gL
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Obrazek 25 - Velikosti castic v systému DEAE Dextran + Sophorolipid

Zeta potencial vytvorenych molekul se nachéazi vzdy nad kladnou hranici stability a dosahuje
V porovnani s predchozim systémem vys$Sich hodnot (Tabulka 11). To znaci iontové
prevladajici vliv DEAE dextranu nad sophorolipidem (hodnoty naméiené pro samostatny SL
jsou uvedeny v piilohach). Jelikoz vsak vznikajici ¢astice maji stale stejnou velikost mize se
jednat o specifické interakce, u kterych dochazi k tvorb€ DEAE dextranem obalenych ¢i
provazanych struktur.

Tabulka 11 - Ciselné hodnoty primérné intenzitni Velikosti castic a zeta potencidlu
V zavislosti na pomeru koncentraci (1 ml 1 g/l SL + pridavek 2 g/l DEAE dextran)

Voeaepex [Ml] | d [nm] | ZP [mV]
0,1 479,8 30,9
0,2 741,7 | 41,2
0,3 743,9 40,2
0,4 959,3 42,9
0,5 769,0 | 46,4
0,6 902,0 45,9

50



5.3 Systém Chitosan a Rhamnolipid

Ani zména pouzivaného roztoku biosurfaktantu nezajistila tvorbu makrogelovych struktur.
Proto bylo pfistoupeno také k vyméné polysacharidu, jakozto hlavni komponenty gelové
struktury. Chitosan byl zvolen z divodu jeho kladného naboje, prokazatelné a relativné
jednoduse regulovatelné gelovaci schopnosti a dobie dostupnych rozdilnych molekulovych
hmotnosti pro dosazeni vétsi variability studovanych systémi a jejich vlastnosti.

5.3.1 Studium interakci na molekularni irovni

Opét byly vyuzity koncentracni poméry ziskané z méfeni ultrazvukovou spektroskopii (1 ml
0 koncentraci 1 g/l RL a k tomu postupné piidavano 0,1 ml 2 g/ chitosanu). Vzniklé agregaty
této smési vykazuji znacnou polydisperzitu, a proto je pomérné slozité odhadnout realnou
velikost vznikajicich Castic (Obrdzek 26). Velice pravdépodobné nedochazi k tak silnym
interakcim, aby byly vSechny molekuly jednotlivych roztokl navazény do vznikajicich utvart,
a to zpiisobuje také zvySenou polydisperzitu castic (obdobny, avSak vyraznéjsi trend nez
u systému s DEAE dextranem). Druhou moznosti je naopak vznik natolik silnych interakci,
které nejsou vSak natolik fizené jako u systému s DEAE dextranem. Jedna se tedy o nefizené
potkdvani molekul jednotlivych slozek a vzniku agregatl, ptipadné geli (toto vysvétleni také
1épe podporuje vznik gelové struktury). U téchto smési byla opet pozorovadna pomérné vysoka
chybovost zptisobena velikymi ¢asticemi (okolo 10 um), které vSak nejsou relevantni, jelikoz

se nachazeji na hranici rozliSovaci schopnosti pfistroje a jedna se pravdépodobné o necistoty.
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Obrazek 26 - Velikosti ¢astic v systému Chitosan 250 kDa + Rhamnolipid

Oproti systémim obsahujici DEAE dextran doslo opét ke zvySeni primérné velikosti Castic,
jak je vSak popsano vyse, znacny vliv miize mit polydisperzita velikosti v€etné usektli v okoli
velikosti ¢astic 10 pm. Nedochdzi vSak k tfadovému zvySeni velikosti ¢astic v urcitém
koncentra¢nim poméru, jak tomu bylo u roztoka s dextranem.

Zeta potencidl vznikajicich molekul se nachdzi mimo hranici stability a s rostoucim
ptidavkem lIze pozorovat vyrazny rast ke kladnym hodnotam (Tabulka 12). Z hlediska velikosti
¢astic neni patrna zadna korelace se zménou zeta potencidlu. Je vSak mozné, ze s dalSim
zvySenim objemu piidavkem chitosanu, by doslo k dalsimu zvySeni zeta potencialu a podle
poslednich 2 hodnot (které se jiz za¢inaji pomalu blizit hranici stability) mozna i ke snizeni
velikosti vznikajicich ¢astic. Je ale velmi pravdépodobné, Ze po piekonani této hranice by doslo
k tvorbé gelovych struktur, jelikoZ pomé&r koncentraci se za¢ina blizit hodnotam z dalsi kapitoly
popisujici pravé vznik chitosanovych gelt.
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Tabulka 12 - Ciselné hodnoty prizmérné intenzitni velikosti cdstic a zeta potencidlu
V zavislosti na poméru koncentraci (1 ml 1 g/l RL + pridavek 2 g/l chitosan)

Venie[ml] | d[nm] | ZP [mV]
0,1 1323,7 -3,9
0,2 1842,3 1,9
0,3 1154,0 8,6
04 | 15920 | 13,5
0,5 1199,3 17,4
0,6 949,6 20,6

5.3.2 Tvorba geli

5.3.2.1 Gely z chitosanu rozpusténého v kyseliné chlorovodikové

Prvni chitosanové gely byly vytvofeny béhem studia velikosti vznikajicich agregatti v systému
chitosan a rhamnolipid. Pfi zvySovani koncentraci dochéazelo k tvorbé vlaknitych struktur, které
v8ak bylo moZné michanim rozrusit a provést klasickd méfeni pomoci rozptylovych technik.
Pfi koncentraci 6,5 g/l chitosanu do roztoku rhamnolipidu také o koncentraci 1 g/l byl
pozorovan vznik prvotni gelové struktury. Nasledné tedy byla provedena série gelacnich
experimentll s touto koncentraci. Byl pozorovan vliv pfidavaného roztoku — zatimco pfi
pomalém ptikapéavani roztoku chitosanu do RL dochazelo ke vzniku pomérné kompaktnich
gelil ve tvaru pfidavanych kapek, pii pridavani RL do chitosanu dochazelo ke vzniku vlaknité
houbovité ne ptili§ kompaktni struktury (Obrdzek 27).

Obrazek 27 - Prvni vytvorené gely (vlevo chitosan do rhamnolipidu, vpravo rhamnolipid do
chitosanu)

S ohledem na kompaktnost a jednodussi kontrolu tvaru a formy vznikajicich gelti byl nadale
zvolen smér prikapavani roztoku chitosanu do roztoku rhamnolipidu (Obrdzek 28). U téchto
koncentraci dochazelo ¢asto k poruseni povrchové struktury kapky a vyliti chitosanového
roztoku obsazeného uvniti kapky. I pies prodlouzeni doby maceni chitosanovych kapek
v roztoku RL nedoslo k vyrazn&jsimu zpevnéni vnitini struktury vznikajiciho Gtvaru. To mize
byt zptisobeno tim, Ze micely RL jako pomérné veliké Gtvary obtizné difunduji gelovou vrstvou
povrchu kapky a nejsou schopny efektivné dosit'ovat chitosan obsazeny ve vnitini casti. Touto
metodou je tedy mozné vytvorit pomérné kichké ,,core — shell” systémy s vnitinim obsahem
primarné chitosanu.
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Obrazek 28 - Testovani vzniku gelii s nizkymi koncentracemi roztoki

Nasledné¢ bylo provedeno nékolik experimentl s rostouci koncentraci jako roztoku
chitosanu, tak roztoku rhamnolipidu. U téchto gelli jiZ dochdzelo k dobré difuzi po celém
objemu piidavanych kapek a tvorbé kompaktnich a relativné pevnych struktur (Obrdzek 29).
Pii jejich zmdcknuti nedochdzi k vyliti vnitintho obsahu — struktura je pravdépodobné
rovnomé&rné zesit'ovana.

AR AR e

Obrazek 29 - Chitosanové gely v rizné koncentrovaném RL (10 g/l nahore; 20 g/l dole)

Na nasledujicim obrazku je mozné vidét tyto gely mimo roztok rhamnolipidu. Jedna se
0 velmi podobné struktury — s pomérmé dobie viditelnym tvarem plvodnich kapek. U gela
pfipravenych v roztoku koncentrovanéj§iho rhamnolipidu, dochdzi k intenzivnéjSimu
zabarveni povrchu gelu (Obrdzek 30). U obou koncentraci rhamnolipidu vSak dochazi
k efektivni difuzi do celého objemu gelu, oproti tvorbé gelu v Cistém hydroxidu sodném
dochazi k jejich vyraznému zabarveni do zluta (i na fezu). Naopak u chitosanovych geli
vytvotrenych pouze pomoci reakce na vyssi hodnoty pH je typické bilé zabarveni.
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Obrazek 30 — Petriho miska s chitosanovymi gely pripravenymi v riizné koncentrovaném RL
(horni Fadek v RL 10 g/l, spodni 20 g/l; zleva koncentrace chitosanu 5, 6,5; 10; 30 g/l)

5.3.2.2 Vizualni studium suSeni a bobtndni gelii

Po 20minutovém suseni pii 50 °C doslo k viditelnému smrsténi jednotlivych struktur. Vyrazngji
se vliv suSeni jevi pro gely vytvoiené s pomoci koncentrovanéjSiho roztoku rhamnolipidu,
u kterych doslo k pomérné vyrazné strukturni deformaci (Obrdzek 31). To mize byt zpiisobeno
veétsi teplotni labilitou rhamnolipidu. V koncentranim poméru tak zaujimaji vyssi objem
vzorku a tim padem i samotné gely budou nachylnéjsi na zvySovani teploty. Pfipadné je mozné,
ze pirili§ vysoké koncentrace rhamnolipidu (dost pravdépodobné ve formé micel), spiSe,
narusuji vznikajici sit’ gelu (oproti pfedpokladu lepsiho sitovani). U koncentrovanéjsi roztoku
RL tak dojde ke vzniku méné husté sité uzll ve struktuie gelu a ta je poté nadchylnéjsi na rizné
typy namahani (véetné zvysSeni teploty a stim spojenym odstranovanim rozpoustédla ze
struktury gelu).

S =

Obrazek 31 - Chitosanové gely po 20minutovém suseni (horni radek v RL 10 g/I, spodni
20 g/l; zleva koncentrace chitosanu 5; 6,5; 10; 30 g/l)

Pfiblizné¢ po hodinové rehydrataci v Cerstvém roztoku rhamnolipidu bylo pozorovano
pomeérne vyrazné bobtnani gelli. Jak je jiz zminéno vySe, jako stabilnéjsi se jevi struktura gelu
vzniklého v méné koncentrovaném roztoku rhamnolipidu. Tento tkaz by mohl znacit vyssi
teplotni labilitu rhamnolipidu oproti chitosanu, piipadné, opét vySe zminénou, niz§i hustotu
uzld tvotici strukturu gelu. Z hlediska poméru koncentraci, vyssi teplotu snasely 1épe gely
tvofené z vetsi Casti chitosanem, u kterych doSlo k téméf Uplnému navraceni do puvodni
podoby (Obrazek 32). U geli tvofenych pomoci vice koncentrovaného rhamnolipidu doslo také
k bobtnani geld, ale nebylo natolik vyrazné — byla patrna deformace struktury a snizeni celkové
objemu v nabobtnalém stavu.
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Obrazek 32 - Chitosanové gely po rehydrataci — vlevo 1 hodina po rehydrataci, vpravo

priblizné 24 hodin (horni radek v RL 10 g/l, spodni 20 g/l; zleva koncentrace chitosanu 5;
6,5; 10; 30 g/l)

5.3.2.3 Gely z chitosanu rozpusténého v kyseliné octové

Gely z chitosanu rozpusténého v kyseliné octové jsou lépe ovlivnitelné, co se jejich tvaru
aobjemu tyce. To je zplusobeno vznikem viskozngj$itho roztoku pii rozpousténi a veétsi
kompaktnosti prikapnutého objemu. S viskozitou roztoku chitosanu souvisi také ¢as, ktery je
potiebny pro samotnou gelaci. Zatimco u roztokl tvotenych kyselinou chlorovodikovou, které
vytvaii relativné stabilni gely jiz po 10 minutach od piiképnuti (predevsim na povrchu kapek),
u roztoki v kyselin¢ octové dochazi k uplné gelaci a tvorbé kompaktnich gel piiblizné po
jedné hoding od ptikapnuti (Obrazek 33).

Obrazek 33 - Postupné gelovani chitosanu v roztoku rhamnolipidu 10 g/l — vlevo 20 minut od
kapnuti, vpravo 1 hodina od kapnuti (v jednotlivych miskach jsou nalevo roztoky chitosanu ve
3 % kyseliné octové a vpravo v 1 %, nahore o koncentraci 30 g/l a dole 20 g/l)
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5.4 Systém Chitosan a Sophorolipid
Obdobn¢ jako tomu bylo u smési DEAE dextran a sophorolipid, byla i zde o¢ekavana

v

intenzivnéj$i interakce z divodu vyssiho efektivniho naboje zptisobeného kyselou podstatou
pouzitého sophorolipidu.

5.4.1 Studium interakei na molekularni iirovni
Pomoci méfeni rozptylovymi technikami byla zméfena velikost a zeta potencial vznikajicich
agregatii. U tohoto systému bylo pomérné vyrazné zastoupeni velikych priméra Castic, coz
zna¢né ovliviiovalo pfesnost vypoctu prumérné velikosti (Obrdzek 34). Pfi pominuti této frakce
se vsak jednalo o pomérné¢ kompaktni systémy s pfiblizn¢ stejnou velikosti Castic, nepfilis
zavislou na poméru koncentraci jednotlivych roztok.
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SL 1 ml 1glL + Chitosan 250kDa 0,3 ml 2 gL
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Obrazek 34 - Velikosti ¢astic v systému Chitosan 250 kDa + Sophorolipid

V nasledujici tabulce (Tabulka 13) jsou uvedeny c¢iselné hodnoty primérné intenzitni
velikosti Castic. S rostoucimi pridavky roztoku chitosanu dochdzi ke vzniku vétSich agregéatt
u vys$sich hodnot poloméra ¢astic. Tim je vSak ovlivnéna i primérna velikost ¢astic. Intenzitni
sttedy jsou vSak na pfiblizné stejné hodnoté okolo 1000 nm.

Pomoci elektroforetického rozptylu svétla byl stanoven také Zeta potencial vznikajicich
agregatd. VSechny vzniklé agregaty se nachazely nad hranici stability s hodnotou zeta
potencialu okolo +40 mV. S ptidavkem chitosanu dochazelo k lehkému linearnimu poklesu
zeta potencidlu vznikajicich molekul. Tento trend je pomérné zajimavy, jelikoz s pfidavkem
kladn€ nabitého chitosanu by byl ocekéavatelny rist kladnych hodnot zeta potencialu.
S ptihlédnutim k velikosti ¢astic stanovené pomoci dynamického rozptylu svétla je mozné
konstatovat, 7e dochdzi ke vzniku micel sophorolipidu a néaslednému pevnému pfilnuti
pridavanych molekul chitosanu K jejich povrchu.

56



Tabulka 13 - Ciselné hodnoty priimérné intenzitni velikosti édstic a zeta potencidlu
V zavislosti na poméru koncentraci (1 ml 1 g/l SL + pridavek 2 g/l chitosan)

Venie [ml] | d [nm] | ZP [mV]
0,1 996,9 45,5
02 | 12103 | 346
0,3 1692,7 46,0
0,4 1703,7 40,1
0,5 1782,7 39,1
0,6 2140,0 34,9

5.4.2 Tvorba gelt

Na rozdil od roztokii rhamnolipidd, nedochazi ve vodnych roztocich sophorolipidii k tvorbé
zadnych makrostruktur (Obrdzek 35). V hydroxidu sodném, pravdépodobné vlivem pH a vyssi
viskozity roztoki chitosanu, dochazi k pomalejsi gelaci, avSak s velice podobnym vysledkem
jako v piipadé rhamnolipidi. Mize tedy dochazet ke gelaci prostou zménou pH a uzavirani
micel biosurfaktantu do porovité struktury vzniklého gelu — proto nedochazi k sitovani ve
vodnych roztocich biosurfaktantl. U roztokl v kyseliné chlorovodikové dochazi k tvorbé
ohrani¢enych struktur s relativné pevnym okrajem, avSak uprostied struktury je patrny ptivodni
roztok chitosanu v tekuté forme.

K. | N
- 10 g1 SL v NaOH

Obrdazek 35 - Chitosanove gely v roztoku sophorolipidu (1. Petriho miska nahore chitosan
30 g/l ve 3 % kyseliné octové, dole chitosan 20 g/l ve 3 % kyseliné octové; 2. Petriho miska
vlevo 30 g/l chitosan, vpravo 10 g/l chitosan)

5.5 Porovnani jednotlivych systémii

5.5.1 Studium interakci na molekularni urovni

Velikosti ¢astic jednotlivych systému se znacné lisi. Zatimco systémy S DEAE dextranem tvofi
relativné kompaktni agregaty (U RL s jednim pikem v konkrétnim koncentraénim poméru),
smési s chitosanem vykazuji tvorbu velikych castic. Pro tvorbu nosi¢ovych systémi na bazi
nanostruktur se tak jevi jako zajimav¢jsi volba systémy s DEAE dextranem.

Vliv na rozdil v chovani jednotlivych systému v§ak mize mit i studovana koloidni stabilita
vyjadirena hodnotou ZP vznikajicich agregatt, kterou obecné vykazuji vyssi roztoky s obsahem
sophorolipidu. U téchto roztokl je vSak hodnota zeta potencialu znacné kladnd, coz znaci
ptevladajici vliv polysacharidického fetézce. U obdobné velikych molekul v systému RL
a DEAE dextran by se dalo uvazovat napiiklad o vzniku micel rhamnolipidu obalenych
polysacharidovym fetézcem dextranu (Tabulka 14).
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Tabulka 14 - Velikost vznikajicich cdstic u jednotlivych systémii

Vor [ml] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Ves=1 ml DEAE Dextran [nm] | [mV]

RL 343,1 | -6,0 |1680,3| 2,8 | 242,5 | 25,0 | 198,2 |32,7| 241,2 | 33,6 | 329,5 |35,9

SL 479,8 |30,9| 741,7 |41,2| 743,9 | 40,2 | 959,3 (42,9 | 769,0 | 46,4 | 901,9 (45,9

Ves=1 ml Chitosan [nm] | [mV]

RL 1323,7|-3,9 (1842,3| 1,9 |1154,0| 8,6 | 1592,0 | 13,5| 1199,3 | 17,4 | 949,6 |20,6

SL 996,9 |45,5|1210,3|34,6|1692,7 | 46,0 | 1703,7 | 40,1 | 1782,7 | 39,1 | 2140,0 | 34,9

5.5.2 Tvorba geli ve vét§im objemu

Obecné lze fict, ze tyto chitosanové gely (nezavisle na pouzivané molekulové hmotnosti nebo
rozpoustédle) je poméerné obtizné vytvofit ve vétSim objemu. Pfi klasickém naliti, ¢i prudS$im
prikdpnuti pomoci stfikacky ¢i Pasteurovi pipety dojde krozliti pfidaného chitosanu
a naslednému vzniku vlaknité struktury, ktera je vSak kiehka. Pro tvorbu gelu je pravdépodobné
jedinou moznosti opatrné a kontinualni ptidavani roztoku (pomoci stiikacky, jelikoz je mozné
1épe korigovat ptiddvané mnozstvi roztoku) s rovhomérnym posouvanim aplikatoru naptiklad
po obvodu Petriho misky (Obrdzek 36). Na struktute gelu je v8ak nasledné vidét vzniklé ryhy
a samotny gel neptisobi kompaktné — dalo by se fict, Ze se vznikajici gelové vlakno rozmotava.

Obrazek 36 - Chitosanové gely vytvorené ve vétsim objemu (vpravo chitosan v 0,1 M kyseliné
chlorovodikové do vodného roztoku rhamnolipidu, vievo chitosan v 3 % kyseliné octové do
rhamnolipidu rozpusteného v 0,5 M hydroxidu sodném)

V nasledujici tabulce (Tabulka 15) je mozné vidét hmotnosti jednotlivych geld ihned po
vyjmuti z roztoku (a lehkém povrchovém osuSeni), po hodinovém suseni v susarné pii 50 °C
a nasledné hodinové rehydrataci v Cistém roztoku. Gely vytvofené z chitosanu rozpusténého
Vv Kyselin¢ octové maji pravdépodobné hustéjsi chitosanovou sit’, coz zajistuje jejich vétsi
kompaktnost (Ize citit i pohmatem). Naznacuje to vSak také procentualni zastoupeni susiny
stanovené gravimetricky. Vykazuji také lepsi schopnost rehydratace, nez je tomu u gell
Z chitosanu rozpusténého v kyselin€ chlorovodikové. Tyto gely jsou kieh¢i a maji tendenci se
vice trhat. Pevnéjsi se u nich jevi predevsim okraje, které jsou ihned po kapnuti v kontaktu se
sitovacim ¢inidlem, avSak stfed zlistava spise ve form¢e velmi viskdzni kapaliny.
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Tabulka 15 — Gravimetrickd analyza gelii pred vysuSenim, po vysuseni a nasledné rehydrataci

rozpoustédlo
RL 10 g/I H,O0 0,5 M NaOH
Chitosan 250 kDa 10 g/I| 0,1 M HCI 3 % CH3COOH
m [g]

puvodni 1,3413 0,6350
susina 0,7533 0,4715
rehydratace 0,8885 0,6072
susina [%] 56,1619 74,2520
rehydratace [%)] 66,2417 95,6220

5.5.3 Studium mechanickych vlastnosti vzniklych gelua

Jak je vidét na obrazku (Obrazek 37) i pomérné mald zména koncentrace jedné nebo druhé
slozky znamena relativné velky vliv na finalni podobu gelu. Nejvice ¢iré jsou gely, které byly
sitovany pouze pomoci zmény pH (ptikapavanim roztoku chitosanu do 0,5 M NaOH).
U chitosanu sitovaného roztoky rhamnolipidu dochazi k lehkému zabarveni do Zluta (samotny
roztok RL je oranzovy). Vyrazngj$i je toto zabarveni u chitosanu rozpusténé¢ho v kyseling
chlorovodikové nasledné kapaného do vodného roztoku rhamnolipidu — zde dochazi
k intenzivnimu zbarveni na okraji vzniklé struktury, ale stfed zlstava Ciry. Kromé téchto
vizualnich rozdili se mezi jednotlivymi gely vyskytuji také rozdily mechanické. Pti prostém
zmacknuti jednotlivych gelt dochazi k riznym jevim — nékteré gely se zplosti, dalsi se rozdrobi
a nejcastéji u chitosanovych roztokt v HCI dojde k ,,vyliti* vnitini ¢asti a zlistava pouze pevna
okrajova ¢ast (tzv. shell).
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Obrazek 37 — Nekteré z gelu pripravenych pro studium reologickych vlastnosti — vizualni
porovnani (v levém spodnim rohu se nachazi koncentracni rada chitosanu v kyseliné octové,
V pravem dolnim rohu poté v kyseliné chlorovodikové — oboji sitovano roztokem
rhamnolipidu; v horni casti se nachazeji gely sitované pouze pomoci pH — 0,5 M NaOH)
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V nasledujici tabulce (Tabulka 16) jsou uvedena slozeni zkoumanych gelu a jejich zakladni
mechanické charakteristiky ziskané pomoci reologickych méteni. Vysledky jsou komentovany
na zaklad¢ sloupcovych grafti, pivodn€ namétend data je mozné nalézt v ptilohach. Dilezitou
informaci ziskanou pomoci reologie je fakt, ze vSechny pfipravené struktury vykazuji gelové
chovani — podle typického chovani v linearni viskoelastické oblasti (LVO).

Je nutné podoktnout, ze u reologickych méteni se jednalo spiSe o screeningovou studii
s primarnim cilem potvrzeni gelovych vlastnosti vznikajicich struktur. Od kazdého gelu byl
tedy pfipraven (pfedevSim z Casovych divodi) pouze jeden vzorek, ktery byl podroben
reologické analyze. Pro moznost statistického vyhodnoceni a moznosti tvofit pevné zavéry
Z téchto experimentli, by bylo nutné méfeni nékolikrat zopakovat, v idedlnim piipad€ 1 na

vétSich vzorcich (ne pouze na malych gelovych , kapickach®).

Tabulka 16 - SlozZeni a nameérend data z reologickych studii

Amplituda | Amplituda
céislo typ gelu Sprim® | G*? | deformace | deformace
vzorku (LvOo)? (v = 45°)
BS + rozpoustédlo chitosan + rozpoustédio [°] [kPa] [%] [%]
1 RL 10 g/l v 0,5M NaOH 30g/l 168 kDav 0,1 M HCI | 5,724 | 6,239 2,168 13,945
2 RL10 g/l v0,5M NaOH |30 g/l 168 kDa v 5 % k. octové | 5,075 | 3,685 1,474 10,273
3 RL10 g/l v0,5M NaOH | 20 g/I 168 kDa v 5 % k. octové | 4,762 | 0,880 1,469 12,606
4 RL10 g/l v 0,5M NaOH | 30 g/l 250 kDa v 3 % k. octové | 5,642 | 18,423 1,481 10,928
5 RL 10 g/l v 0,5M NaOH | 20 g/1 250 kDa v 3 % k. octové | 4,387 | 1,999 1,469 10,164
6 RL10 g/l v0,5M NaOH | 20 g/I 250 kDa v 1 % k. octové | 2,864 | 0,961 2,156 22,624
7 RL10 g/l v 0,5M NaOH | 30 g/l 250 kDav 1 % k. octové | 3,518 | 11,884 1,004 7,053
8 RL 10 g/l v H20 10 g/1 250 kDa v 0,1 M HCI 3,472 | 1,407 3,168 13,982
9 RL 10 g/l v 0,5M NaOH 6,5 g/1 250 kDa v 0,1 M HCI | 4,079 | 0,165 3,163 41,465
10 RL 10 g/l v 0,5M NaOH 10 g/1250 kDav 0,1 M HCl | 4,497 | 1,216 0,682 3,201
11 RL 10 g/l v 0,5M NaOH 30 g/l 250 kDav 0,1 M HCI | 8,607 | 2,844 1,009 3,054
12 SL10 g/l v0,5M NaOH | 20 g/1 250 kDa v 3 % k. octové | 4,934 | 5,304 1,004 3,664
13 SL10 g/l v0,5M NaOH | 30 g/I 250 kDa v 3 % k. octové | 5,457 | 21,366 0,688 2,988
14 SL10 g/l vH20 30 g/l 250 kDa v 1 % k. octové | 9,336 | 6,064 1,484 4,401
15 RL 10 g/l v 0,5M NaOH |30 g/l 250 kDa v 5 % k. octové | 6,037 | 2,033 2,194 11,834
16 RL10 g/l v 0,5M NaOH | 20 g/1 250 kDa v 5 % k. octové | 5,576 | 3,055 3,201 6,905
17 RL10 g/l v0,5M NaOH | 30 g/l 168 kDa v 3 % k. octové | 5,560 | 7,049 1,497 2,909
18 RL10 g/l v0,5M NaOH | 20 g/l 168 kDa v 3 % k. octové | 6,690 | 1,542 2,174 4,467
19 RL10 g/l v0,5M NaOH |30 g/l 168 kDav 1 % k. octové | 6,486 | 7,005 0,471 2,898
20 RL10 g/l v0,5M NaOH |20 g/l 168 kDav 1 % k. octové | 5,724 | 1,424 1,476 3,161
21 bez BS—0,5M NaOH |30 g/l 168 kDa v 3 % k. octové | 5,513 | 6,157 4,727 13,397
22 bez BS—0,5M NaOH |20 g/l 168 kDa v 3 % k. octové | 5,231 | 1,159 6,839 40,571
23 bez BS—0,5M NaOH | 30 g/l 250 kDa v 3 % k. octové | 5,773 | 20,340 1,016 4,892
24 bez BS—0,5M NaOH | 20 g/l 250 kDa v 3 % k. octové | 5,092 | 15,569 1,495 4,005
25 bez BS—0,5M NaOH | 30 g/l 250 kDa v 5 % k. octové | 5,607 | 28,645 2,187 7,136
26 bez BS—0,5M NaOH | 20 g/l 250 kDa v 5 % k. octové | 5,583 | 9,222 3,191 10,842
27 bez BS—0,5M NaOH |30g/l 168 kDav 5 % k. octové | 5,898 | 6,287 4,710 24,944
28 bez BS—0,5M NaOH | 20g/l 168 kDav 5 % k. octové | 5,729 | 1,954 6,858 18,978

! Priimé&rna hodnota ztratového uhlu vypoéitana z linearni viskoelastické oblasti

2 Komplexni viskoelasticky modul vypog&itany jako druha odmocnina souétu druhych mocnin jednotlivych moduli
3 Hodnota amplitudy deformace na konci linearni viskoelastické oblasti
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Komplexni viskoelasticky modul lze povaZzovat za parametr, ktery udava hustotu
jednotlivych chemickych vazeb Vv sitovité struktufe gelu. Pii oscilaénim moédu métreni dochazi
k oscilaénimu puisobeni napéti pii stejné frekvenci (zjednodusené — s kazdym dal§im krokem
dochazi k vétSimu natoceni meétici desticky a tim 1 casti gelu k ni pfilnuté, frekvence téchto
vychyleni se vSak neméni). Tim dochdzi k rizn¢ silnému namahani chemickych vazeb ve
struktuie studovaného systému.

Do urcité hranice dochazi po ukonceni piisobeni napéti (ve chvili prichodu méfici desticky
pies nulovou pozici) k relaxaci namdhanych vazeb a jejich navratu do plvodniho stavu
(ptipadné k lehké zméné v pozici jejich ukotveni). Po piekonani urcité hodnoty amplitudy (pro
kazdy vzorek specifické) dojde k nevratnému poskozeni vazeb a tim 1 ¢astecnému zborcent site.
Tato hranice se nachazi na konci takzvané linearni viskoelastické oblasti. Zakladnim
parametrem pro stanoveni gelové struktury je typickd vyssi hodnota elastického modulu (G"),
oproti modulu viskéznimu (G'"). Nejvyssi hodnoty komplexniho viskoelastického modulu
vykazuji vzorky 23-25. Jedna se o vzorky, které jsou sitovany pouze zménou pH (0,5 M
roztokem NaOH) bez pfidavku biosurfaktantu (Obrdzek 38). To muze znalit naruSovani
chitosanovych siti pomoci micel ¢i volnych molekul biosurfaktantu (které se iontové vazi na
chitosan) a zaroven to znac¢i hustsi provazani gela v Cisté chitosanové struktuie.

35 -

30 A

25 A

20 A

15 4

10 A

- L]
O-J-v-l.'. 1l .'.I.I. .I. .I. s el

1234567 8 910111213141516171819202122232425262728

G* [kPa]

Cislo vzorku

Obrazek 38 - Velikost komplexniho viskoelastického modulu u jednotlivych vzorkii (modrou
barvou chitosan 168 kDa; cervenou 250 kDa)

Primérnd hodnota ztratového uhlu v LVO oblasti udava, jak moc se struktura ve své
uhlu tim vice se v po¢ate¢nim stavu latka chova jako pevna, po pferuSeni vazeb zvySovanim
amplitudy a deformaci struktury je u gelii typickym jevem chovani kapalin.

U studovanych vzorkti se tyto hodnoty pfili§ nelisi (vSechny jsou v rozmezi 5 ©), typove se
tedy jedna o velmi podobné struktury (Obrdzek 39) s vysokou mirou elasticity. Drobné
vychylky jsou velice pravdépodobné zplisobeny spiSe ptipadnym prokluzem desticky po
vzorku (respektive vzorku po spodni desce), ktery souvisi také s mnoZstvim obsazené kapaliny
(sitovaciho roztoku), jelikoz gely vzdy pouze lehce osuSeny buniCitou vatou. Jak je jiz zminéno
vyse, statisticky nelze délat pevné zavery, jelikoz se jednalo pouze o jedno méfeni konkrétnich
vzorkl uréené primarné€ pro ovéfeni gelové struktury.
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Obrazek 39 - Priumérnd hodnota ztratového uhlu v linedrni viskoelastické oblasti (modrou
barvou chitosan 168 kDa, cervenou 250 kDa)

Hodnota maximalni amplitudy deformace odpovida konci linearni viskoelastické oblasti,
tudiz vypovida o jist¢ kompaktnosti a pevnosti gelu. Studované vzorky maji tuto hodnotu
pfiblizn€ podobnou a fadi se svymi vlastnosti mezi gely méné kompaktni. Maximalni hodnotu
této amplitudy ma vzorek ¢islo 22 a 28 a nachazeji se ptiblizné v okoli 8 %. Pfitom nckteré
aktualn¢é zkoumané hydrogely jsou schopné dosahovat hodnot az fadu nizsi tisict %. [84] Opét
plati, ze pro fadnou statistickou analyzu by bylo nutné provést dalSi rozsahlejsi sérii
experimentl, ktera by naméfend data ovéfila. Zda se vSak, ze gely pfipravené v roztoku
rhamnolipidu jsou méné pevné, a tudiz i nachylngjsi k deformaci jejich struktury (Obrazek 40).
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Obrazek 40 - Maximalni hodnoty amplitudy deformace v linedrni viskoelastické oblasti
(modrou barvou chitosan 168 kDa, ¢ervenou 250 kDa)
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5.5.4 Ovéreni solubiliza¢nich schopnosti

Nejprve byla ovéfena schopnost solubilizace jednotlivych roztokl. Vysledky je mozné
pozorovat na obrazku nize (Obrdzek 41). Methylenova modf se ukazala jako neefektivni pro
studium solubilizace, jelikoz je relativné dobfe rozpustna i ve vodnych rozpoustédlech.
(Pro experimenty byla zvolena z divodu jeji rozpustnosti i v nékterych nevodnych roztocich)
Naopak sudéanska cerin i Cerven jsou ve vod€ naprosto nerozpustné — agregaty cCervenc se
shlukuji na dné€, naopak u ¢erni zGstavaji na hladin€é. Ve vodném roztoku rhamnolipidu doslo
u obou barviv K jejich ¢aste¢nému rozpusténi — z davodu jejich solubilizace micelami RL.
Nejefektivnéjsi se vSak jevil zasadity roztok rhamnolipidu (RL rozpustény v 0,5 M NaOH), kde
dochazelo k téméf uplnému rozpusténi nasypaného prasku. K uplnému rozpusténi zkoumanych

barviv doslo z testovanych roztokt pouze v etanolu.

Obrazek 41 - Rozpustnost jednotlivych barviv v riiznych roztocich (vlevo sudanska cern,
uprostred metylenova modr, vpravo sudanska cerven, od shora dolii: voda, 10 g/l RL v 0,5 M
NaOH, 10 g/l RL ve vode, etanol, 0,5 M NaOH)

Studium solubilizace bylo nésledné sledovéano i na vytvofenych gelech. Thned po pfidani
roztokl chitosanu, nebyla pozorovana téméef Zadna reakce a bylo vidét vyrazné oddéleni
jednotlivych roztokl (Obrazek 42). Oc¢ekavana gelace viditelné zacala piiblizné 20 minut od
ptikapnuti roztoku chitosanu.
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Obrazek 42 - Studium solubilizace hydrofobnich molekul — pocatecni stav (nahore 10 g/l RL
vV 0,5 M NaOH, dole ve vode; zprava: RL se sudanskou cerveni, RL se sudanskou cerni, RL,
NaOH) — do vodnych roztoki byl prikapdvan chitosan v kyseliné chlorovodikové
(6,5; 10 a 30 g/l), do zdsaditych roztokit chitosan v 3 % kyseliné octové (20 a 30 g/l)

Nasledujici obrazek ukazuje jiz hotové gely, priblizn€ po 24 hodinach od prikapnuti roztoku
chitosanu (Obrazek 43). Lze pozorovat znacné zbarveni vzniklych geli v roztocich
rhamnolipidu. Naopak v Petriho miskach, které rhamnolipid neobsahuji, bud’ nedochazi
Kk rozpusténi barviva a tim padem ke zbarveni gelu, nebo k samotné gelaci — v ptipadé vody
jako rozpoustédla.

Obrdzek 43 - Studium solubilizace hydrofobnich molekul — po gelaci (nahore 10 g/l RL v 0,5
M NaOH, dole ve vodeé, zprava: RL se sudanskou cerveni, RL se sudanskou cerni, RL, NaOH,
NaOH se sudanskou cerveni, NaOH se suddnskou cerni) — do vodnych roztokii byl prikapdavan

chitosan v kyseline chlorovodikové (6,5; 10 a 30 g/l), do zdasaditych roztokii poté chitosan
v 3 % kyseliné octové (20 a 30 g/l)

Obdobn¢ jako u roztokd rhamnolipidu, byly pozorovany solubiliza¢ni vlastnosti roztoku
sophorolipidu. Ackoliv se jednalo o stejnou koncentraci (fadové nad CMC pouzivaného
sophorolipidu), nedoslo k zddné reakci po ptidani sidanske ¢erni. V piipadné stidanské Cerveni
doslo k lehkému zabarveni roztoku s odstiny Zluté (Obrazek 44).
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Obrazek 44 - Rozpustnost hydrofobnich barviv v roztoku zasaditého sophorolipidu — SL
rozpusteny v 0,5 M NaOH (vievo sudanska cern, vpravo sudanska cerven)

Po prikdpnuti roztoku chitosanu do Petriho misek s barvivem nebyl pozorovan témét zadny
vliv. Gely, které vznikly pfiblizn€ po 20 minutich nevykazovaly zménu barvy — sraZené
molekuly barviva se drzely bud’ na dné Petriho misky, nebo pfisedly na ptikapnutou kapku
(ptikapnutim doslo k promichani roztoku. Po 24 hodinéch vsak doslo k jistému zabarveni jak
roztoku, tak samotné gelové struktury (Obrdzek 45). Lze tedy Fict, ze sophorolipidy, stejné jako
rhamnolipidy, vykazuji solubiliza¢ni vlastnosti pro tato hydrofobni barviva. Na rozdil od
rhamnolipida vSak solubilizace trva o hodné€ déle a neni ani tak efektivni. Struktura gelu (v¢etné
fezu) vykazovala rovnomérné zabarveni — barvivo bylo solubilizovano a difundovano do celého
objemu vzorku.

Obrazek 45 - Schopnost solubilizace hydrofobnich barviv do struktury chitosanovych gelii
rozpusténych v 3 % kyseliné octové, zgelované zdsaditym roztokem sophorolipidu 10 g/l
(foceno po 24 hodinach)

Na obrazku nize je mozné pozorovat finalni podobu piipravenych gela sitovanych roztokem
rhamnolipidu s obsahem barviva (Obrazek 46). Jedna se o vzorky chitosanu rozpousténé
Vv kyselin¢ octové. V roztocich, které neobsahovaly rhamnolipidy nedos$lo k rozpusténi a tim
padem ani zddnému zbarveni vznikajiciho gelu. Naopak vzorky, které rhamnolipid obsahovaly,
byly zbarvené v celém objemu (ovéieno pticnym fezem gelu).
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Obrazek 46 - Gely s inkorporovanymi hydrofobnimi barvivy — chitosan rozpusteny v kyseliné
octové (roztoky zleva: NaOH se sudanskou cerni, NaOH se sudanskou cerveni, cisty NaOH,
cisty RL, RL s cerni, RL s Cerveni)
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Obdobn¢ byly studovany také gely wvzniklé =z chitosanu rozpusténého v kyseliné
chlorovodikové. V ptipadé sidanské ¢erni doslo k ipInému prostupu barviva do celého objemu
gelu, stejné¢ jako tomu bylo u gelti z chitosanu rozpusténého v kyseliné octové. Naopak
U sadanské cerveni doslo k vyrazn€jSimu nahromadéni barviva na povrchu vzniklého gelu
a menSimu prostupu do celého objemu vzorku (Obrdzek 47) Tento jev by se dal opét povazovat
za primarni tvorbu ,,core-shell* systému a az naslednou a pravdépodobné jen ¢astecnou gelaci
zbytku vzorku.

Obrdazek 47 - Gely s inkorporovanymi hydrofobnimi barvivy — chitosan v kyseliné
chlorovodikové (roztoky zleva: cisty RL, RL se sudanskou cerni, RL se sudanskou cervent)

Prozkoumana byla také schopnost rhamnolipidu odstranit hydrofobni barvivo z gelové
struktury. Stejn¢ jako pfi difuzi barviva smérem do gelu dochazelo i pfi jeho odstranéni
k pomérné pomalé reakci. Téméf hodinu po vloZeni do Cistého roztoku rhamnolipidu nebyla
pozorovana zadna reakce (Obrdzek 48). Prvni naznak uvolnéni jisté ¢asti barviva se projevil
pfiblizné po 5 hodinach od vymény roztoku.
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Obrdazek 48 - Schopnost odstranéni hydrofobnich barviv z gelové struktury (do cerstvych
roztokii RL) — pocatecni stav

Po ubéhnuti 4 dnt jiz byl patrny vliv Cistého roztoku rhamnolipidu a téméf ve vSech
zkoumanych gelech dosSlo k vyraznému uvolnéni barviva z jejich struktury (Obrdzek 49).
Jedinou vyjimku tvoii povrch gelu tvofené =z chitosanu rozpusténého v kyseling
chlorovodikové, nésledné kapaného do vodného roztoku rhamnolipidu se sudanskou Cerni ¢i
cerveni. Zde dochézi k pravdépodobné k pevnéjsi vazbé barviva do ,,shell vrstvy gelu a
uvoliovani je vyrazn¢€ pomalejsi, nez je tomu v ostatnich systémech — tento trend je patrnéjsi u
sudanskée Cerveni, ale v jisté mife je pozorovatelny 1 u sudanské ¢erni.
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Obrazek 49 - Schopnost odstranéni hydrofobnich barviv z gelové struktury (do cerstvych
roztokit RL) — po 4 dnech v cistém roztoku

Schopnost gelii solubilizovat hydrofobni barvivo byla ovéfena také na diive vytvorenych
gelech. Gely mimo roztok rhamnolipidu, ale jesté v mokrém stavu (nebyly nijak suseny), byly
posypany malym mnozstvim sudanské cCerni. Tyto vzorky byly vizudln€é zkontrolovany
ptiblizné po jedné hodin¢. Zatimco gel pfipraveny do roztoku rhamnolipidu byl cely (vEetné
fezu) zabarveny do tmavé modré barvy u gelu vytvofen¢ho pouze do zdsaditého prostiedi
hydroxidu nedoslo k zadné reakci (Obrdzek 50). Timto experimentem bylo potvrzeno, Ze
rhamnolipidy obsazené ve struktufe gelu, jsou schopné solubilizovat hydrofobni barvivo
a napomahat jeho difuzi do celého objemu bez nutnosti vét§tho mnozstvi rozpoustédla.

Obrazek 50 - Schopnost solubilizace barviva do gelu bez okolniho roztoku — 1 hodina od
reakce (vlevo sitované pomoci NaOH, vpravo RL v roztoku NaOH)

Zajimavé je také porovnani geld tvofenych z chitosanu v kyseling chlorovodikové (a kapané
do vodnych roztokti RL) a v kyseliné octové (a kapané do zasaditych roztokt RL). U prvnich
zminénych dochazi pravdépodobné k volné difuzi micel ve vnitini struktufe (core), coz
dokazuje moznost vymyt barvivo ze vzniklé struktury prostym ponofenim do vodného
prostiedi. V obalové struktuie (shell) jsou vSak barviva zakomponovana pevnéji, coz znaci také
pevnéjs$i uchyceni jednotlivych micel (velice pravdépodobné tvoii strukturni cast sité
a pomahaji tvorb¢ uzli v téchto mistech). U chitosanu v kyselin¢ octové dochazi k ptiblizné
rovnomé&rnému (ale pouze Caste¢nému — gely jsou stale zabarvené) uvolnéni micel s barvivem
z celého objemu. Tyto rozdilné vlastnosti v rychlosti uvoliiovani hydrofobnich molekul by
mohly najit dobré vyuziti u nosi¢ovych systémd s fizenym uvolfiovanim.
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5.5.5 Studium vnitini struktury geli pomoci elektronové mikroskopie

Vzorky ptipravené lyofilizaci pro SEM analyzu se ukdzaly byt pomérné kiehké. Pravdépodobné
pfedevsim vlivem mrazeni ve vodé doslo ve vétSiné pfipadi k deformaci vnitini struktury.
Na nékterych vzorcich je vSak tato porovitd vnitini ¢ast zachovana.

VétSina vzorkd pfi 100nasobném zvétSeni vykazuje znacné hladky povrch s viditelnymi
potrhanymi vrstvami. Tyto vrstvy pusobi jako potrhany arch papiru (Obrdzek 51). Takovéto
utvary vznikly pravdépodobné béhem mrazeni vzorkl ve vodé a poté pii nasledné lyofilizaci.
Nejvice deformované jsou vzorky A a B, které jsou tvofeny chitosanem rozpousténym
Vv kyseliné chlorovodikové a po ponoteni do vody (ve které byly vzorky mraZeny) bylo mozné
pozorovat postupné naruSovani obalové struktury a difuzi vnitini ¢asti do celého objemu vody.
U roztoki chitosanu v kyseliné octové byly struktury zachovany o néco vice. Tyto gely se jevi
byt vice homogenni a kompaktni.

Obrazek 51 — Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu — zvétseni 100x (A — chitosan
10 g/l v HCI do RL 10 g/l ve vode; B — chitosan 10 g/l v HCI do RL 10 g/l ve vodé se suddnskou
cerveni; C — chitosan 10 g/l v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH; D — chitosan 10 g/I
v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH se suddnskou cerni; E — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH se suddnskou cerveni; F — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do 0,5 M NaOH) — méFitko 200 um
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Pti 500nasobném zvétSeni je vidét lehké zvrasnéni povrchu zkoumanych vzorkt. To mohou
byt pozlstatky vnitini porovité struktury, kterd je pomérné dobie vidét na obrazku niZe na
snimku F (Obrdzek 52). Tento gel byl velice pravdépodobné nejpevnéjsi ze sady studovanych
vzorkd, jelikoz byl pfipravovan pouze reakci na zménu pH (pfikdpnutim do 0,5 M roztoku
NaOH), tudiZ alespon ¢ast jeho vnitini struktury zlstala zachovana. V okoli malych pora jde
vSak vidét velké trhliny, které jsou opét zplsobeny nejpravdépodobnéji tvorbou vodnych
krystal pi1 mraZeni vzorkl.. U snimku C by teoreticky bylo moZné spravnym fezem odhalit
obdobné struktury, jelikoZ povrch tohoto vzorku vypada, Zze ptekryva pravé jistou sitovitou
strukturu schovanou pod horni zdeformovanou (mrazenim a lyofilizaci) vrstvou.

Obrdzek 52 - Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu — zvétseni 500x (A — chitosan
10 g/l v HCI do RL 10 g/l ve vode; B — chitosan 10 g/l v HCI do RL 10 g/l ve vodeé se suddnskou
cerveni; C — chitosan 10 g/l v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH; D — chitosan 10 g/I
v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH se suddnskou cerni; E — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do RL 10 g/l v0,5 M NaOH se sudanskou cerveni; F — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do 0,5 M NaOH) — méFitko 40 um
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Pii 1000nasobném zvétSeni doslo k odhaleni dal§ich mikrostruktur (Obrdzek 53). U vzorku
B by se mohlo jednat o vysrazené molekuly barviva v chitosanové siti — je v§ak mozné, Ze se
jednd o néjaky druh nedistoty (vysrazend siil). U vzorku D je pod povrchem patrné jisté
zvrasnéni a u vzorku C je v povrchovém zvrasnéni vidét porovitou strukturu.

Obrazek 53 — Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu — zvetseni 1000x (A — chitosan
10 g/l v HCI do RL 10 g/l ve vode; B — chitosan 10 g/l v HCI do RL 10 g/l ve vodeé se sudanskou
cerveni; C — chitosan 10 g/l v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH; D — chitosan 10 g/l
v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH se suddnskou cerni; E — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do RL 10 ¢/l v 0,5 M NaOH se suddnskou cerveni; F — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do 0,5 M NaOH) — méFitko 20 um
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Pti 5000nasobném je vidét jista (pod)povrchova sit'ovita struktura u vech vzorkia (Obrdzek
54). U vzorku A se vSak pravdépodobné jedna o nahrnuti povrchové vrstvy skalpelem
(zpsobenym piipravou vzorku) ¢i jinym mechanickym poskozenim. Na vzorku B mizeme
pozorovat vznik drobnych vypouklin ve tvaru polokoule, dalo by se ptfedpokladat, Ze se jedna
o pory piekryté zdeformovanou povrchovou vrstvou — tento vzorek byl podroben také
velikostni analyze a je diskutovan samostatn¢ dale v praci. Jak jiz bylo zminéno u pfedchoziho
obrazku, na vzorku C je patrnd pdrovita struktura. Oproti poértiim na obrdzku F se jedna o velmi
malé pory, je vSak mozné, Ze jedny z nich jsou vice zdeformované. Dalo by se vSak uvazovat
1o vlivu pfidavku rhamnolipidu do struktury gelu a tim i zjemnéni chitosanové sité¢ —
Z reologickych méfeni jiz vime, Ze gely bez ptidavku BS jsou kompaktnéjsi a dal by se tedy
predpokladat vznik mohutnéjsi chitosanové sité oproti gelim s obsahem RL, které jsou kieh¢i.

Obrazek 54 — Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu — zvetseni 5000x (A — chitosan
10 g/l v HCIl do RL 10 g/l ve vode; B — chitosan 10 g/l v HCI do RL 10 g/l ve vodé se suddnskou
cerveni; C — chitosan 10 g/l v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH; D — chitosan 10 g/l
v 3 % CH3COOH do RL 10 g/l v 0,5 M NaOH se suddnskou cerni; E — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do RL 10 ¢/l v 0,5 M NaOH se suddnskou cerveni; F — chitosan 10 g/l v3 %
CH3COOH do 0,5 M NaOH) — méritko 4 um
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Jak je jiz zminéno vyse, tento obrazek lze povazovat vedle snimki s porovitou strukturou za
jeden z nejzajimavéjsich. Po proméfeni velikosti pozorovanych utvari je mozné spekulovat, ze
se jedna o micely biosurfaktantu s obsahem hydrofobniho barviva (Obrdzek 55). S piihlédnutim
k velikosti agregatii vznikajicich v tomto systému, zmétenych pomoci metod rozptylu svétla,
velikosti pfiblizné odpovidaji. Ptistroj ZetaSizer zméfil primérnou velikost vznikajicich ¢astic
fadové okolo 1 pum. Bohuzel pomoci tohoto pfistroje neni mozné¢ zmétit redlné velikosti
u systému s vyss$i koncentraci, jelikoz pfi smichdni vySSich koncentraci roztokii dochazi
k tvorbé geld. Teoreticky moznou metodou k alespon ¢asteénému stanoveni velikosti port
vznikajicich ve vnitini struktuie gelu by mohla byt porozimetrie ¢i tzv. BET analyza. Obé¢ tyto
metody jsou schopné meéfit pravé velikost vzniklych porl, respektive mérny povrch vnitini
struktury studovaného systému.

831.1 nm=
F T

Obrazek 55 - Velikost utvarit mérena na snimku skenovaciho elektronového mikroskopu
U chitosanu rozpusteného v kyseliné chlorovodikové a nasledné kapaného do vodného roztoku
rhamnolipidu s obsahem sudanské cerveni — méritko 4 um
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6 Zavér

V této diplomové praci bylo cilem provést screening moznych metod vhodnych pro inkorporaci
micel vybranych biosurfaktantli do nosicovych systémi a s jejich pomoci otestovat moznost
solubilizace hydrofobnich molekul do vnitini struktury téchto systému. V teoretické ¢asti byla
provedena reSerSe nejCastéji pouzivanych komponent nosicovych systémi, vhodnych pro
biomedicinské aplikace.

Na zaklad¢ této literarni reSerSe byla vybrana sada molekul, potencialné vhodnych
piedevSim pro vzajemné iontové interakce a zaroven pomérné inovativnich, co se postupu
pripravy tyce. Jako modelové biosurfaktanty byly zvoleny rhamnolipidy a sophorolipidy,
Z ditvodu jejich vyhodnych fyzikalné chemickych vlastnosti, které byly zkoumany v piedchozi
praci. Tyto latky jsou v dostatecné kvalit¢ pomérné dobie dostupné, zaroven vykazuji znacny
vliv na povrchové napéti jiz pii nizkych koncentracich, coz je tvofi idedlnimi kandidaty pro
solubilizaci hydrofobnich molekul, a v neposledni fad¢ jsou dobte rozpustné ve vodé. K témto
latkam byly vybrany opa¢né nabité polyelektrolyty ze skupiny polysacharidi. Jako zastupci
byly zvoleny DEAE dextran a chitosan. DEAE dextran je snadno dostupny, dobfe rozpustny ve
vodé¢ a na svém fetézci nese pomérné vysokou hustotu kladného naboje. Naopak chitosan ma
nizsi tendenci k iontovym interakcim, je Spatné rozpustny ve vodé (klasickymi rozpoustédly
jsou kyselina chlorovodikova a octova), ale jsou potvrzeny jeho vyrazné gelovaci schopnosti
(i bez sitovaciho ¢inidla, na bazi zmény pH).

V praktické casti prace byly ovéfeny interakce mezi jednotlivymi latkami. Pivodni
predpoklad byl vznik geld s riznymi mechanickymi vlastnostmi na zaklad¢ pravé zvoleného
biosurfaktantu a jeho polysacharidického protiiontu.

Prvotni experimenty byly provadény jednoduchym slévanim roztoki DEAE dextranu
a rhamnolipidu a vizualnim pozorovanim vzniku makroskopické gelové faze. Pti neuspéchu
Vv tvorb€ gell z této kombinace, byly interakce ovéfeny také se sophorolipidy. Po op&tovném
neuspéchu se prace zameéfila na studium vznikajicich struktur na molekuldrni Grovni pomoci
rozptyla svétla (dynamického a elektroforetického). S objevem zajimavych hodnot velikosti
vznikajicich agregatii v riznych koncentranich pomérech byly tyto systémy podrobeny také
vysokorozliSovaci ultrazvukové spektroskopii. Tato metoda potvrdila pfedpoklad ziskany
pomoci rozptylovych technik. V systétmu DEAE dextran arhamnolipid dochéazi k tvorbé
stabilnich agregatli, které po piekonani jisté koncentra¢ni hranice vykazuji pfiblizné stejnou
velikost. To pravdépodobné znaci vznik micelarnich systémul biosurfaktantu, v némz jsou
jednotlivé micely obaleny a nékteré také provazany pomoci polysacharidového fetézce. Ostatni
kombinace latek byly poté ovéfeny v tizkém okruhu této koncentra¢ni hranice, vykazovaly v§ak
odlisné chovani — projevujici se pfedev§im vznikem vyrazné vétSich molekul. Zatimco ani
zvySenim koncentraci jednotlivych slozek nedoSlo u systémi obsahujicich DEAE dextran
k tvorbé gelt, chitosan potvrdil své dobré gelovaci schopnosti a nasledujici ¢ast prace byla
vénovana prave studiu vznikajicich makrostruktur.

Jako prvni byl proveden pomérné€ rozsahly screening moznosti ptipravy chitosanovych gelt.
Byl ovétovan piedevsim vliv riznych koncentraci jak chitosanovych roztokd, tak koncentraci
obou biosurfaktantt, které kromé inkorporace hydrofobnich molekul do struktury gelu, mély
slouzit také jako pomocné sitovaci ¢inidlo (za pomoci iontovych interakci). Dale byl ovéfovan
také vliv rozpoustédel jednotlivych slozek vznikajici struktury. U chitosanu byla pro tvorbu
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roztokll pouzivana kyselina chlorovodikova a octova. Biosurfaktanty byly rozpustény ve vode
¢i hydroxidu sodném (z divodli ovéreného sitovani chitosanu pii zasaditych hodnotach pH).
Riznymi kombinacemi rozpoustédel a koncentraci jednotlivych slozek byly ptipraveny rizné
varianty geli. Zatimco chitosan rozpustény v kyseliné¢ chlorovodikové vykazoval lepsi
interakce s vodnym roztokem rhamnolipidu, chitosan rozpustény v kyseliné octové tvofil
zajimavé gely v zésaditém roztoku rhamnolipidu. U sophorolipidl viibec nedochazelo k tvorbé
gell ve vodném prostiedi.

Nasledné¢ byly ovéfeny mechanické vlastnosti vzniklych geli a jejich schopnost
inkorporovat hydrofobnich domény do svych struktur. Pomoci reologickych experimentti bylo
ovéfeno, ze vodné roztoky rhamnolipidii tvofi struktury na bazi ,core — shell“ a pii
intenzivnéj$im namahani dojde k poSkozeni jejich vnitini struktury. Naopak zasadité roztoky
biosurfaktantli tvoii relativné homogenni a kompaktni gely. Z hlediska mechanickych
vlastnosti jsou si tyto systémy velmi podobné — vykazuji pravdépodobné obdobnou hustotu
zesiténi. Vnitini struktura jednotlivych geli byla nasledné ovéfena pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu. U nékterych vzorki byla pozorovana zajimava porovita struktura,
u vétsiny vSak doslo ke zborceni jemné struktury béhem ptipravy vzorku pro analyzu.

Jednoduché testy pro ovétreni schopnosti solubilizace hydrofobnich domén do vnitinich
struktur gelti byly provedeny pomoci hydrofobnich barviv. Roztoky rhamnolipidi zkoumané
vzorky barviva nejen dobie rozpoustély (oproti ostatnim rozpoustédliim), ale také efektivné
pomadhaly difuzi studovanych barviv do gelovych struktur. Byl pozorovén také vliv rozdilnych
struktur, v zavislosti na poc¢ate¢nich roztocich, na rychlost a efektivitu uvoliiovani barviva ze
vzniklych struktur. U chitosanu rozpusténého v kyseliné chlorovodikové a kapaného do
vodnych roztokl rhamnolipidu dochdzelo k pomémé rychlé difuzi barviva ze sttedové ¢asti
(core) zatimco v obalové ¢asti (shell) micely s barvivem zustavaly déle. Naopak u chitosanu
rozpusténého v kyseliné octové a sitovaného v zdsaditém roztoku rhamnolipidu dochazelo
k rovnomérmému vymyvani barviva z celého objemu gelové kapky. Tento fakt je velice
uzite¢ny pro ptipadné vyuziti téchto struktur jako nosict 1€¢iv s fizenym uvoliiovanim.

Zavérem se hodi fict, ze biosurfaktanty jsou velmi zajimavé latky s velkym aplikaénim
potencialem. Jejich hlavni nevyhodou nadale zGstava jejich cena, a tak minimalné¢ v rozsahlych
pramyslovych odvétvich zatim nemaji Sanci konkurovat syntetickym analogiim. Na poli
humann¢ zamétenych véd (biomediciny, farmacie apod.) jsou schopny pomdhat s celou fadou
aktualnich probléml — at’ uz se jednd o nékteré antibiotické rezistence, podani potencialné
toxickych latek ¢i dopravovani hydrofobnich molekul krevnim fecistém. Biosurfaktanty
v posledni dobé& byly, aktualné¢ jsou a v blizké budoucnosti jisté¢ stale budou zajmem
vyzkumnych projektl po celém svéte.
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8 Seznam symbolu a zkratek

BS
RL
SL
DLS
SEM
TEM
CMC
PEG
PCL
FDA

ZP
HRUS

LVO

Difuzni koeficient
Boltzmannova konstanta
Ludolfovo ¢islo

Viskozita rozpoustédla

Teplota méfeni
Hydrodynamicky polomér
Ztratovy uhel

Komplexni viskoelasticky modul

Biosurfaktant

Rhamnolipid

Sophorolipid

Dynamic light scattering (Dynamicky rozptyl svétla)

Scanning electron microscope (Skenovaci elektronovy mikroskop)
Transmision electron microscope (Transmisni elektronovy mikroskop)
Kritick4 micelarni koncentrace

Polyethylenglykol

Polykaprolakton

Food and Drug Administration (Americky tstav pro kontrolu potravin
a léciv)

Zeta potencial

High Resolution Ultrasound Spectroscopy (vysokorozliSovaci
ultrazvukova spektroskopie)

Lineérni viskoelastické oblast
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Prilohy

Grafy hodnot naméienych pro samostatné roztoky sophorolipidi pomoci rozptylovych

technik
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Obrazek 56 - Velikost castic sophorolipidu v zavislosti na koncentraci
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Obrazek 57 - Zavislost zeta potencialu na koncentraci sophorolipidu
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Vysledky ziskané pomoci pFistroje Nanophox
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Obrdazek 58 - Vysledky z pristroje Nanophox pro 2:1 — 1000 mg/l RL:0,1 g/l
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Vysledky ziskané pomoci reologickych méfreni pro chitosan rozpustény v 0,1 M kyseliné
chlorovodikové a kapany do roztokia rhamnolipidu o koncentraci 10 g/l
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Obrazek 61 - Velikost jednotlivych modulit pro chitosan v 0,1 M HCI
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Obrdzek 62 - Hodnoty ztratového uhlu pro chitosan rozpustény v 0,1 M HCI
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Obrazek 63 - Hodnoty komplexniho modulu pro chitosan v 0,1 M HCI
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Vysledky ziskané pomoci reologickych méreni pro chitosan rozpustény v 3 % kyseliné
octové a kapany do roztokii rhamnolipidu o koncentraci 10 g/l
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—8— G"" RL 10 NaOH 30gL chit 250 1%

Obrazek 64 - Velikost jednotlivych modulii pro chitosan ve 3 % kyseliné octové
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Obrazek 65 - Hodnoty ztratového uhlu pro chitosan rozpusteny ve 3 % kyseliné octové
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Obrazek 66 - Hodnoty komplexniho modulu pro chitosan ve 3 % kyseliné octové
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Vysledky ziskané pomoci reologickych méfeni pro chitosan rozpustény v riznych
kyselinach a kapany do roztoki sophorolipidu
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Obrazek 67 - Velikost jednotlivych modulii pro chitosan v riiznych kyselinach — kapanych do
roztoku SL
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Obrdazek 68 — Hodnoty ztratového uhlu pro roztoky chitosanu v riiznych kyselinach —
kapanych do roztokii SL
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Obrazek 69 — Hodnoty komplexniho modulu pro roztoky chitosanii v ruznych kyselinach —
kapanych do roztoki SL
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Obrazek 70 - Amplituda deformace pro ztratovy uhel 45 ° (modrou barvou chitosan 168 kDa;
cervenou 250 kDa)

Obrazek 71 - Detailni zobrazeni porovité struktury chitosanového gelu — méritko 4 um
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