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ABSTRAKT

Tato diplomové prace se zabyva pfipravou a charakterizaci nanoc¢astic pro kosmetické
a potravinarské aplikace. Prace zkoumd rizné metody piipravy nanocéstic, véetné liposomi
a chitosomtl, a analyzuje jejich vlastnosti a stabilitu v rGznych modelovych prostiedich.
Experimentalni cast zahrnuje stanoveni enkapsula¢ni G¢innosti rtiznych vitamind pomoci
HPLC a UV-VIS spektrofotometrie. Vysledky ukazuji vliv riznych faktord, jako je cas, typ
prostiedi a zplisob piipravy, na stabilitu a u¢innost nanocastic. Déle je provedena optimalizace
pfipravy chitosomil s vyuzitim ultrazvuku a magnetické michacky. Byly vyvinuty kosmetické
produkty obohacené o tyto nanocéstice, u kterych byla provedena senzoricka analyza. Tato
prace prispiva k pochopeni procesu piipravy nanocastic a poskytuje uzitecné informace
pro vyvoj novych kosmetickych a potravinaiskych produkti s vylepSenymi vlastnostmi
a stabilitou.

KLICOVA SLOVA

Nanocéstice, liposomy, chitosomy, enkapsulace, chitosan, vitaminy, kosmetika

ABSTRACT

The thesis deals with the preparation and characterization of nanoparticles for cosmetic and
food applications. The thesis explores various methods of preparing nanoparticles, including
liposomes and chitosomes, and analyses their properties and stability in different model
environments. The experimental part includes the determination of the encapsulation efficiency
of different vitamins by HPLC and UV-VIS spectrophotometry. Results show the influence
of various factors such as time, type of environment and method of preparation on stability and
efficiency of the nanoparticles. Furthermore, the optimization of the preparation is carried out
chitosomes using ultrasound and magnetic stirrer. Cosmetic products enriched with these
nanoparticles were developed and their sensory analysis was proved. This work contributes to
the understanding of nanoparticle preparation processes and provides useful information for the
development of new cosmetic and food products with improved properties and stability.
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1. UVOD

V moderni dob&é nabyvéd nanotechnologie stile vétsiho vyznamu v oblasti vyzkumu
i aplikaci. Jednou z inovativnich oblasti nanotechnologie je vytvafeni nanocastic, zejména
liposomalnich nanocastic, které slouzi jako nosice pro enkapsulaci a transport rtznych
bioaktivnich latek do bunck a tkani. V této souvislosti nabyvd na vyznamu kombinace
liposomalnich nanocastic s chitosanem. Chitosan jako povrchové aktivni latka ma schopnost
interagovat s liposomalnimi membranami, coz umoziuje vytvaret stabilni struktury a zlepsovat
tak vlastnosti liposomt jako nosi¢l bioaktivnich latek. Chitosan, jakozto derivat chitinu,
poskytuje rovnéz vyhody z hlediska biokompatibility.

Tato diplomova prace je zamétfena na optimalizaci ptipravy a charakterizaci kombinovanych
Castic s chitosanem, pficemz hlavnim cilem je vytvoieni efektivniho systému pro enkapsulaci
a transport bioaktivnich latek, jako jsou vitaminy C, D, E, B12 a kyselina hyaluronova, pomoci
liposomalnich nanocastic potazenych chitosanem. Vyzkum bude zahrnovat diikladnou analyzu
vlastnosti téchto nanocCastic vcetné velikosti, morfologie, stability a uvolfovani
enkapsulovanych latek. Duraz je kladen nejen na teoretickou stranku, ale i na experimentalni
aspekty, s cilem poskytnout konkrétni postupy a vysledky s potencialem uplatnéni v riznych
odvétvich. Dosazeni optimalniho nastaveni pfipravy a charakterizace téchto kombinovanych
castic ma potencial zlepSit ucinnost a bezpecnost transportu bioaktivnich latek do buné¢k, coz
muze mit Siroké uplatnéni v oblasti kosmetiky, potravinaistvi, mediciny a v dalSich odvétvich.

V ramci kosmetiky nabizi enkapsulace moznosti pro leps$i transport, penetraci a u¢innost
kosmetickych aktivnich latek, jako jsou vitaminy, peptidy nebo antioxidanty, do ktize. Tyto
enkapsulované latky mohou cilené pusobit na specifické problémy kize, jako je hydratace,
zlepSeni elasticity nebo ochrana pfed Skodlivymi ucinky UV zafeni. V potravinaistvi mliZze
enkapsulace pomoci pii zlepSeni stability a chutovych vlastnosti potravin, prodlouzeni
trvanlivosti a ochrané aktivnich sloZek pfed neptiznivymi podminkami prostfedi, jako je svétlo,
teplota nebo vihkost.

Tato diplomova priace se zaméfuje na zkoumdni metod enkapsulace a aplikaci
enkapsulovanych latek v kosmetickych a potravinaiskych produktech. Cilem je porozumeéni
procesim enkapsulace, optimalizace vlastnosti enkapsulovanych latek a hodnoceni u¢innosti
téchto aplikaci v redlnych podminkach. Ptinosy enkapsulace pro kosmeticky a potravinaisky
prumysl budou podrobn¢ prozkoumany s ohledem na aktuélni védecky vyzkum a technologicky
pokrok.



2. TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast se zaméfuje na detailni rozbor vlastnosti liposomovych nanocéstic
kombinovanych s chitosanem, kde jsou pfiblizeny slozky téchto ¢astic, véetné fosfolipidd,
cholesterolu, chitosanu a vybranych bioaktivnich latek pro enkapsulaci, enkapsulacni techniky
a moznosti aplikace té€chto castic [1].

2.1. Struktura a vlastnosti liposomovych nano¢astic

Nanocastice, zejména liposomy, a ruzné¢ modifikované liposomy, napf. spojené
s chitosanem, maji Siroké uplatnéni v oblasti enkapsulace a cileného uvoliiovani bioaktivnich
latek, jakozto i v oblasti aplikace zejména v kosmetice, medicing a potravinaistvi. Kombinace
s chitosanem zvySuje jejich stabilitu a t¢innost [1].

Liposomy jsou sférické struktury tvofené fosfolipidovou dvojvrstvou, ktera obklopuje vodné
nebo lipofilni jadro, pficemZ mohou byt sloZzeny zjedné nebo i1 vice membran. Struktura
liposomu je vyobrazena na Obrazek 1. Charakteristickou vlastnosti je bifazova povaha, tedy ze
liposomy maji hydrofilni a hydrofobni ¢ast, coz jim umoznuje enkapsulovat hydrofobni
i hydrofilni latky s riznou rozpustnosti. Zakladnim mechanismem pro tvorbu liposomu je
V podstaté hydrofilné-hydrofobni interakce mezi fosfolipidy a molekulami vody. Ve vodném
médiu se fosfolipidové molekuly samy skladaji do dvouvrstvé struktury. Liposomalni vezikuly
vznikaji hydrataci fosfolipidl, coz jsou amfifilni molekuly, které jsou tvofeny jednou hlavni
hydrofilni skupinu a dvéma hydrofobnimi acylovymi fetézci. Uvniti dvojvrstvy se
fosfolipidové polarni skupiny sefadi tak, aby vytvorily povrch pfitahujici vodu, zatimco jejich
lipofilni fetézce sméfuji k sobé a vytvafeji bezvodou zonu. Pfi mechanickém tfepani nebo
zahtivani fosfolipidové dvojvrstvy liposomy kontinualné uzaviraji disperzni vodné médium a
vytvareji tak vezikularni systém [1][2][3].

Hydrofilni hlava —

ﬁpoﬁlni ocas
|
Fosfolipid

Obrazek 1: Struktura liposomu [4]



Liposomy jsou kompatibilni s biologickymi systémy, nezpusobuji tedy Zadnou toxickou ¢i
alergickou reakci, coz umoziuje bezpe¢né pouziti v medicin€ a kosmetice. Velikost ¢astic se
pohybuje v rozmezi od 25 nm az 10 um, jsou tedy klasifikovany jako nanocastice, nebo
za mikrocastice vybavené schopnosti zapouzdfovat materialy rizné povahy a polarity [3][5].
Velikost liposomt a jejich stabilita jsou kliCovymi faktory ovlivitujicimi Gi¢innost enkapsulace.
Stabilita a dalsi vlastnosti liposomi jsou znacné proménlivé v zavislosti na povrchovém néaboji,
velikosti, slozeni lipidi (saturaci mastnych kyselin) a zptsobu piipravy. Jedinecna funkce
liposomit je cilené uvoliovani zaclenénych latek pii dobfe definovanych teplotach.
Fosfolipidova dvojvrstva se rozpadne pfi teploté prechodu fosfolipidu, coz je vétSinou piiblizné
50 °C, ale upravou dvojité¢ vrstvy fosfolipidu se tato teplota miize liSit. Vazbou ligandu na
povrch liposomil miizeme zajistit cilené uvolnéni aktivni slozky ve specifickych tkanich nebo
buiikach. Liposomy mohou byt navrzeny tak, aby uvoliiovaly obsazené latky cilen¢ v uréitém
prostiedi nebo na konkrétnim misté v organismu [2][3][5].

2.1.1. Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou zékladni stavebni slozkou fosfolipidové dvojvrstvy liposomt. Fosfolipidy
se skladaji z hydrofilni hlavy, obsahujici glycerol a fosfat, a hydrofobnich fetézcii mastnych
kyselin, které se shlukuji uvnité liposomu, coZz umoziiuje vytvofeni stabilni membrany.
Fosfolipidy zajistuji strukturalni stabilitu liposomt a diky své struktufe umoziuji pfenaset
rozpustné latky skrze liposomy, coz je kli€ové pro uvoliiovani bioaktivnich latek. Fosfolipidy
jsou flexibilni, coz umoziiuje liposomiim ménit sviyj tvar a adaptovat se na rtizné prostiedi
[3][6].

Nejbéznéji pouzivany piirodni fosfolipid v liposomovych nanocasticich je lecitin. Ziskava
se ze sg@jovych bobli a obsahuje smés fosfatidylcholinu, fosfatidylethanolaminu a dalSich
fosfolipidu. Fosfatidylcholin je dulezity pro tvorbu liposomu, ma vynikajici schopnost tvorby
membrany. Lecitin pisobi jako emulgator, umoziujici liposomim uchovéavat vodu a olejové
latky ve stabilni formé. Lecitin zvySuje biokompatibilitu liposomt s biologickymi tkdnémi, coz
je klicové pro u¢inné vyuziti v kosmetice a farmaceutickém priamyslu. V liposomech zlepsuje
schopnost absorpce vody a rozpustnych latek, coz je vyhodné pfi transportu a uvolfiovani
bioaktivnich latek [7].

2.1.2. Cholesterol

Cholesterol je organicka sloucenina pattici do skupiny steroiddi, pti¢emz chemicka struktura
je vyobrazena na Obrazek 2. Je nepostradatelnou slozkou biomembran i liposomovych
nanocastic, ktera ma nékolik klicovych vlastnosti a funkci. Jeho pfitomnost mize zlepsit
stabilitu membrany liposoml a regulovat permeabilitu membrany, coz ma vliv na proces
enkapsulace a uvolnovani latek. Cholesterol ma schopnost regulovat fluiditu membrany. Pfi
vysSich teplotach zabraiuje pfiliSnému tekutému stavu, zatimco pfi nizsich teplotach zabraniuje
tuhnuti. ZajiSt'uje pevnost a stabilitu liposomovych membran, coz je klicové pro uchovani tvaru
a integrity nanocastic. Zlepsuje propustnost membrany pro rizné latky, véetn¢ bioaktivnich
latek uvnitf liposomt. Cholesterol také zabranuje nekontrolovanému uniku latek z liposomi.



Také zvySuje biokompatibilitu liposomi, coz je dulezité pro jejich interakci s bunéénymi
membranami [8][9].

HO

Obrazek 2: Struktura cholesterolu [9]

Cholesterol je klicovym faktorem pro dosazeni optimalni stability liposomt, coz je nezbytné
pro uchovani jejich struktury a funkcionality. Umoziuje kontrolované uvoliiovani bioaktivnich
latek z liposomu a je klicovy pro efektivni vyuziti téchto nanocastic. P¥itomnost cholesterolu
zvySuje schopnost liposomt interagovat s buitkami a tkanémi v téle, coz je dulezité pro Gspesné
vyuziti v biomedicinskych a kosmetickych aplikacich [9].

2.1.3. Chitosan

Chitosan, zobrazeny na Obrazek 3, je polysacharid ziskany z chitinu, ktery se nachézi
v exoskeletech koryst, mekkysh a urcitych hub. Po extrakei chitinu z biologickych struktur
dochazi k deacetylaci, coZ znamend odstranéni acetamidovych skupin. Razné stupné
deacetylace ovliviuji fyzikalni a chemické vlastnosti chitosanu, kli¢ové pro design
specifickych vlastnosti nanocéastic. V kontextu liposomovych nanocastic spojenych s
chitosanem ma tato latka nékolik dalezitych vlastnosti a funkci. Je biokompatibilni, interaguje
s biologickymi systémy bez nezddoucich reakci a poskytuje benefity, jako jsou antibakterialni,
1é¢ivé a regeneracni Uc€inky [10]. Diky schopnosti rozkladat se v biologickém prostiedi je
chitosan vhodny pro aplikace do struktur s postupnym uvolfiovanim latek a podporuje adhezi k
povrchu buné€k, coz je uzZiteCné pro cilené¢ dodavani latek. Diky své povrchové aktivité a
interakci s lipidy zlepsuje stabilitu a biologickou dostupnost liposomovych ¢astic, coz z né€j ¢ini
vhodnou volbu pro modifikaci povrchu. Kladny nédboj chitosanu umoziuje interakci s negativné
nabitymi povrchy bunék, coZ je kliCové pro cilenou terapii, a usnadiuje interakci s negativné
nabitymi ¢asticemi a latkami. Chitosan také mulize vytvaret tenké filmy na povrchu liposomd,
které slouzi jako ochrannd bariéra pro enkapsulované latky a stabilizuji liposomy béhem
skladovani a transportu [11][12].
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Obrazek 3: Struktura chitosanu [13]

2.1.4. Vybrané bioaktivni latky pouzivané pri enkapsulaci

Enkapsulace, proces uzavieni jedné latky uvniti jiné, ma v nanotechnologii Siroké vyuziti.
Vytvéteni ochrannych obalt kolem bioaktivnich latek ptindsi n€kolik vyhod, pfi¢emz klicovym
prvkem je zajiSténi stability, ochrana pted oxidaci a moznost cileného uvolnovani. Enkapsulace
neni omezena na konkrétni typy latek, vétSina latek mtize byt uspésné enkapsulovana. Mezi
tyto latky patfi vitaminy, mineraly, aminokyseliny, enzymy, léciva, peptidy, proteiny,
antioxidanty a mnoho dalSich, které maji pozitivni vliv na zdravi. Jednim z hlavnich duvodd,
pro¢ enkapsulovat bioaktivni latky, je ochrana pted skodlivymi vlivy jako je svétlo, kyslik nebo
vlhkost. Vitaminy jako C a E jsou casto enkapsulovany kvuli jejich nestabilit¢ ve styku
S kyslikem, coZ udrzuje jejich Uc¢innost dlouhodobé. Kazdd z téchto latek ma své vlastni
specifické ucinky a vyuziti v kosmetice, 1ékafstvi, potravinaistvi nebo farmacii [14][15].

Timto zpisobem lze vytvofit inovativni produkty s vylepSenymi vlastnostmi a 1épe fizenym
uvoliovanim Uc¢innych latek. Bioaktivni latky pro enkapsulaci jsou tak klicovym prvkem
V modernim vyzkumu zaméfeném na vyvoj efektivnich a bezpecnych produkti pro podporu
lidského zdravi a pohody. Enkapsulace umoZiiuje cilené uvoliovani bioaktivnich latek
na specifickych mistech v téle. Naptiklad léciva enkapsulovana v liposomalnich nanocésticich
mohou byt navrzena tak, aby se uvolilovala pouze ve specifickych tkanich nebo buiikach, coz
zvysuje ucinnost 1é¢by a snizuje vedlejsi ucinky [14] [16][17].

Nekteré latky maji nizkou biodostupnost nebo absorpci v téle. Enkapsulace mize zlepsit tyto
vlastnosti tim, ze latky chrani béhem priichodu zazivacim traktem a zajistuje jejich spravné
uvolnéni v téle, coz maximalizuje absorpci a u¢innost. Enkapsulace také umoznuje kombinaci
riznych druhi latek v jedné nanocéstici. To otevird dvete k vytvareni komplexnich produkti,
jako jsou multivitaminové pfipravky nebo lé€iva, kterd obsahuji vice ucinnych latek pro
synergické ucinky [3][14].

Vybrané bioaktivni latky, jako jsou vitaminy C, Biz, D, E a kyselina hyaluronova, jsou
idealni pro enkapsulaci do liposomovych nanocastic s chitosanem. Jejich chemické vlastnosti,
biologicky vyznam a schopnost interakce s lipidy €ini tyto latky atraktivnimi pro rizné aplikace
[14][18].
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2.1.4.1. Vitamin C (kyselina askorbova)

Vitamin C, neboli kyselina askorbova, jejiz struktura je vyobrazena na Obrazek 4, je ve vodé
rozpustny antioxidant a je dualezity pro syntézu kolagenu. Jeho chemicka struktura obsahuje
kyselinovou skupinu, coz mu umozinuje ptsobit jako redukujici ¢inidlo. Vitamin C je citlivy na
svétlo a kyslik, coz miize snizovat jeho u¢innost [16].

Obrazek 4: Kyselina askorbova [16]

Enkapsulace ho chréni pted témito faktory, zajist'uje jeho stabilitu a umoznuje jeho pomalé
uvolnovani, coz zlepSuje absorpci v téle. Enkapsulovany vitamin C je Casto vyuzivan
v kosmetice pro jeho schopnost podporovat produkci kolagenu a zlepSovat stav pleti.
Enkapsulovany vitamin C muZe byt téZ vyuzZivan v kosmetickych produktech pro ochranu
Diky svym antioxida¢nim u¢inkiim chrani vitamin C tkané a buniky pfed oxida¢nim poSkozenim
[19]. V lékatfstvi mlze byt pouzit pro terapeutické ucely, jako je 1é¢ba skorbutu a podpora
imunitniho systému [20][21].

2.1.4.2. Vitamin B12 (kobalamin)

Vitamin B, je ve vodé rozpustna latka pattici mezi vitaminy skupiny B. Ma komplexni
strukturu, ktera je vyobrazena na Obrazek 5 a zahrnuje kobaltovy ion. Vitamin B2 je nezbytny
pro tvorbu Cervenych krvinek a normalni fungovani nervového systému. Vitamin Bio je
nachylny k degradaci pti kontaktu se svétlem a vzduSnym kyslikem. Enkapsulace ho chrani a
zajiStuje jeho udrZeni ve stabilnim stavu. V potravinaistvi miiZze byt enkapsulovany vitamin Bi2
pouzit pro obohaceni potravin, jako jsou napoje nebo potravinové dopliiky, a je vhodny zejména
pro pacienty s anémii nebo vegany [14] [22].
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Obrazek 5: Struktura kobalaminu [22]

2.1.4.3. Vitamin D (cholekalciferol)

Vitamin D je rozpustny v tucich a existuje ve form¢ vitaminu D (ergokalciferol) a D3
(cholekalciferol), ktery je uveden na Obrazek 6. Je nezbytny pro metabolismus vapniku
a fosforu, coz hraje roli pii podpote zdravi kosti a svali. Enkapsulace zajist'uje jeho ochranu
a uvoliovani v téle. Enkapsulovany vitamin D se pouziva jako potravinovy doplnék a mtze byt
také soucasti 1éCebnych rezimil pro osoby s nedostatkem vitaminu D nebo osteoporozou.
Enkapsulace vitaminu D muze zlepsit jeho rozpustnost a stabilitu, coz umozni efektivné;si
vstiebavani organismem. Enkapsulovany vitamin D mulze byt v potravinafstvi a nutraceutice
vyuzivan pro obohaceni potravin, zejména pro produkty s nizkym obsahem vitaminu D [17].

HO™"

Obrazek 6: Struktura cholekalciferolu [17]
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2.1.4.4 Vitamin E (tokoferol)

Vitamin E zahrnuje skupinu antioxidantdi, se souhrnnym nazvem tokoferoly. Struktura
tokoferolu A je uvedena na Obrazek 7. Jeho hlavnim tikolem je ochrana bunék pted oxidativnim
stresem. Vitamin E je nestabilni v kontaktu s kyslikem. Enkapsulace vitaminu E do liposomt
muze prodlouzit jeho stabilitu a piispét k jeho uvoliiovani v cilovém misté. Enkapsulovany
vitamin E se pouziva v kosmetickych vyrobcich pro péci o plet, kde poskytuje ochranu pred
volnymi radikély a zlepSuje zdravi kiize. Také se pouziva v potravinafstvi jako antioxidant
pro prodlouZzeni trvanlivosti potravin [15][23].

Obrazek 7: Struktura tokoferolu [15]

2.1.4.5. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je glykosaminoglykan, jehoz struktura je vyobrazena na Obrazek 8.
Jde o heteropolysacharid patfici do skupiny sloZenych sacharidi. Je pfirozené piitomny v
lidském téle, zejména v kuizi a pojivovych tkanich. Kyselina hyaluronovd ma schopnost vazat
velké mnoZstvi vody, a to ji €ini vynikajicim hydrata¢nim ¢inidlem. Enkapsulace do lipidovych
nosi¢ll umoznuje jeji pomalé uvoltiovani zlepSujici jeji hydrataéni ucinky. Enkapsulovana
kyselina hyaluronova se Casto vyuziva v kosmetickych vyrobcich pro péci o plet’, kde poskytuje
hloubkovou hydrataci a podporuje pruznost kiize. Mtize byt také soucasti 1é¢ebnych rezimt pro
regeneraci tkani nebo v o¢éni mediciné pro 1é¢bu tzv. suchého oka [18][24][25].

OH OH
° 0] O
10 HO
HO @) -1~
OH NH
O%\ n

Obrdzek 8: Struktura kyseliny hyaluronové
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2.2. Priprava liposomii

Tato c¢ast se zaméfuje na procesy piipravy nanocastic, které kombinuji liposomy
s chitosanem, coz lze povazovat za klicovy krok pii vyvoji téchto specifickych nanomaterial
[14].

Zakladni slozky liposomt zahrnuji fosfolipidy (naptiklad lecitin), cholesterol a bioaktivni
latky, které budou enkapsulovany. Pomér téchto slozek ovliviiuje vlastnosti liposomd.
Fosfolipidy s cholesterolem a bioaktivni latkou se rozpoustéji ve vodé nebo v organickém
rozpoustédle, a to Vv zavislosti na charakteru enkapsulované latky. Cholesterol je pifidan k
posileni stability membrany. V ptipad¢ pouziti tzv. metody tenkého filmu je pouzité organické
rozpoustédlo odpareno za vytvoreni lipidového filmu. Chitosan miize byt pfidan bud’ béhem
rehydratace nebo po vytvoreni liposomt [14][26][27].

2.2.1. Metody pripravy liposomii

Metody pfipravy liposoml se zaméfuji na vyuziti rGznych postupl, jako je hydratace
lipidového filmu, odpafeni reverzni faze, sonikace nebo extruze k dosazeni optimalnich
vlastnosti a G¢innosti téchto nanoc¢astic. Tyto metody umoznuji kontrolu velikosti, stabilitu a
stanoveni enkapsulacni G¢innosti liposomtl pro jejich konkrétni aplikace.

2.2.1.1. Hydratace lipidového filmu

Smés lipidi a cholesterolu je rozpusténa v organickém rozpoustédle. Nej€astéji se pouziva
chloroform nebo smés chloroformu a methanolu, pficemz obsah lipidd je obvykle
10-20 mg/ml. AvSak je mozné pouzit i vySS$i koncentrace, pokud se lipidy maji dobrou
rozpustnost. Jakmile jsou lipidy diikladné rozpustény, rozpoustédlo se odstrani pomoci odparky
a dojde k tvorbé tenkého lipidového filmu. Lipidovy film musi byt dikladné vysuSen
od organického rozpoustédla. Poté je proveden hydratacni krok. Doba hydratace, intenzita
michani a tloustka lipidové vrstvy ovliviiuje vlastnosti liposomu, jako je mnoZstvi
enkapsulované latky nebo velikost ¢astic [27][28].

2.2.1.2. Odpareni reverzni faze

Stejn€ jako v predchozim pfipadé je lipidovy film pfipraven odpafenim organického
do smési. Nasledné odstranéni organické faze vede k vytvoreni velkych unilamelarnich vezikul,
které jsou tvofeny zejména vodou. Tato metoda umozZiluje pfipravu liposomi s vysokym
pomérem prostoru vyplnéného vodnym roztokem ku mnozstvi lipidi. Diky vysokému
procentudlnimu zastoupeni ve vod¢ rozpustnych latek jsou tyto liposomy efektivni
pro enkapsulaci hydrofilnich latek. Tato metoda je zejména UCinnd pii enkapsulaci
makromolekularnich latek [23][27].
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2.2.1.3. Sonikace

Sonikace, Casto nazyvana ultrazvukova technika, je béZznou metodou pro vyrobu malych
unilamelarnich vezikul o velikosti mezi 15 a 50 nm. Tato metoda vyuzivd zvukovou energii
k disperzi lipida a dalSich latek v roztoku. Sonikace mize byt provadéna pomoci specialnich
zafizeni, jako jsou sonikatory typu ldzn€¢ nebo sondy. Principem sonikace je aplikace
ultrazvukovych vIn na roztok obsahujici smés fosfolipidl a cholesterolu, spolu s latkou, ktera
ma byt enkapsulovana. Tato smés je opatrné dispergovana ultrazvukovymi vinami, coz vede
k vytvoteni malych lipidovych bublin, znamych jako liposomy. Tyto liposomy maji velmi maly
vnitini objem a jsou obklopeny jednou vrstvou lipidové membrany. I kdyz je sonikace efektivni
metodou pro pfipravu liposomd, je dulezité mit na paméti, Ze reprodukce ultrazvukovych
podminek muze byt obtiznd, coz miize vést k urcCité variabilité velikosti ¢astic v jednotlivych
sériich ptiprav [27].

2.2.1.4. Extruze

Metoda vstiikovani rozpoustédla je postup, pfi kterém se rozpoustédlo obsahujici lipidovou
slozku vstiikuje do prostiedi vodného média. Nejprve se lipidova slozka rozpusti v organickém
rozpoustédle, jako je ether nebo ethanol. Poté je tato smés vstiiknuta do vodného prostiedi. V
ptipad¢ etheru je obvykle nutné zahtat vodnou fazi nad teplotu varu etheru nebo pracovat za
snizeného tlaku. Po vstfikovani dojde k odpateni rozpoustédla, coz vede k vytvoreni malych
unilamelarnich vezikul. Stejny efekt lze dosahnout i pfi vstfikovani ethanolu. Zde se
rozpoustédlo zfedi ve velkém mnozZstvi vodné faze, coz vede k poklesu jeho koncentrace pod
kritickou hodnotu, pfi¢emZ spontanné dochazi k formaci liposom1 [27].

2.2.2. Techniky enkapsulace bioaktivnich latek do nanocastic

Enkapsulace bioaktivnich latek do nanocastic je dillezity proces, ktery zahrnuje kompletni
obaleni aktivnich latek ochrannym systémem. Timto zplsobem se vytvafi fyzikalné-chemicka
bariéra, jeZ chrani latku pted vnéjSimi vlivy. Tento postup ma klicovy vyznam v modernich
odvétvich jako potravinarstvi, kosmetika a farmacie. Jeho hlavnim ucelem je ochrana a
stabilizace citlivych slozek, jako jsou vitaminy, antioxidanty, peptidy a dalsi, které jsou
nachylné k rychlé degradaci a inaktivaci [29].

Enkapsulace téchto latek do nanocastic, jako jsou liposomy nebo jiné lipidové vezikuly,
umoziuje dosazeni lep$i stability, biologické dostupnosti a cileného uvoliovani. Existuje
mnoho technik pro enkapsulaci, v€etné suSeni rozpraSovanim, extruze, potahovani ve fluidnim
lozi, koacervace, zachyceni liposomu, inkluze, komplexace a dalsi [2][30]. Kli¢ovym
parametrem v liposomové formulaci je obsah cholesterolu, ktery vyrazné ovliviiuje vlastnosti a
funkcnost liposomi. ZvysSeny obsah cholesterolu miize zlepsit stabilitu liposoml a zabranit
uniku enkapsulovanych latek. DileZitou roli hraje i lecitin, pfi¢emz liposomy formulované ze
sojového lecitinu maji obvykle vys$si u¢innost enkapsulace nez ty z ryzového lecitinu [9].
Prehled enkapsulacnich technik je vyobrazen na Obrazek 9 [2].
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Enkapsulacni
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Obrazek 9: Prehled enkapsulacnich technik a struktur liposomii [2]

2.2.2.1 Sprejoveé suseni

Metoda sprejového suSeni je jednim z historicky nejstarSich postupii pro enkapsulaci
aktivnich latek. Tento proces je tak rozsifeny v potravindiském primyslu, Ze se nckdy
nepovazuje za tradicni enkapsulaci. Sprejové suSeni zahrnuje rozpusténi, emulgaci nebo
disperzi aktivni latky v nosi€i, nasledované atomizaci a rozpraSovanim smesi do horké komory.
V priibéhu tohoto procesu vznika na povrchu kapky film [31].
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Sprejové susicky jsou vybaveny vysokotlakymi tryskami nebo odstiedivymi koly, znamymi
také jako rotacni rozpraSovace, které funguji pii prutoku vzduchu a castic tak, aby nedochézelo
k nadmérnému prehfati. Zajistit termolabilnim latkam spravné podminky je klicové. Velikost
rozpraSovanych kapek zavisi na vlastnostech kapaliny a tlakovych ztratach v tryskach. Kontrola
teploty béhem procesu suseni je zajiSténa nastavenim vstupni teploty mezi 150-220 °C, coz
zabranuje piehfati kapky. Vystupni teplota by méla byt mezi 50-80 °C, a to umoziiuje suSeni
¢astic riznych velikosti. Béhem suseni se film postupné tvoii kolem kazdé kapky a koncentrace
aktivni latky v kapce postupné stoupa. Nakonec vznika sucha ¢astice [31][8].

2.2.2.2. Sprejové chlazeni

Metoda sprejového chlazeni je dalsi technologii pro vyrobu castic, kde jsou aktivni latky
obalené lipidy. Aktivni latka miize byt bud’ rozpusténa v lipidové matrici, pfitomna jako sucha
castice nebo ve formé¢ vodné emulze. Rozpusténé lipidové kapky jsou vstiikovany do chladici
komory pomoci trysky, coz zpusobuje jejich tuhnuti a tvorbu ¢astic. Tato metoda je velmi
podobna sprejovému suseni, avSak pii nizsi teploté nedochazi k odpafovani vody. Dalsi
atomiza¢ni metodou pro vyrobu pevnych lipidickych ¢astic je rota¢ni disk [2] [31].

2.2.2.3. Vytlacovani a vstrikovani taveniny

Proces vytlaCovani a vstfikovani taveniny je dal$i metodou enkapsulace aktivnich latek,
kterd se pouzivd zejména u sacharidovych materidll. Tato technika spoivd v tom, zZe
sacharidova tavenina, obsahujici napfiklad sacharézu, maltodextrin, glukézovy sirup nebo
polyoly, je pii teplotdch nad 100 °C protlacovana skrze otvory do sklenéné formy, kde ma
aktivni latka omezenou pohyblivost [30][31].

Existuji dva hlavni typy enkapsulace pomoci sacharidovych materialti. Prvni typ je
vsttikovani taveniny, pii kterém je tavenina protlacovana skrz otvory a nasledné€ chlazena, ¢imz
dochazi k ztvrdnuti obalu pii kontaktu s chladnym prostfedim nebo dehydrataci pomoci
rozpoustédla, jako je isopropanol nebo tekuty dusik. Velikost vytvofenych ¢astic se pohybuje
mezi 200 az 2 000 um [31]. Druhy typ je vytlacovani taveniny, kde se tavenina protlacuje
kontinudlné skrz extrudér s jednim nebo vice Srouby. Tento proces je velmi podobny
vstiikovani taveniny, ale pouZziva Srouby ve vodorovné poloze. Extrudaty vytvofené touto
metodou mohou byt slozeny ze skrobu, maltodextrini, modifikovanych Skrobi, cukri nebo
celul6zovych etheri [2] [31].

2.2.2.4. Emulgace

Dalsi ¢asto pouzivanou metodou je emulgace, kterd je idedlni pro vodné rozpustné aktivni
latky. Existuji dvé hlavni kombinace emulzi: voda v oleji a olej ve vodé€. Specidlnim typem
emulze je dvojitd emulze voda/olej/voda. Emulze oleje ve vodé¢ muze byt nasledné suSena
pomoci riiznych metod, jako je sprejové suSeni pro vytvoireni prasku [30][31].
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2.2.2.5. Fluidni vrstva

Fluidni vrstva, plvodné vytvoifend pro farmaceuticky primysl, nyni pronikd i
do potravinarského sektoru. Princip je jednoduchy: aktivni latku suspendujeme v komoie s
presné fizenou teplotou a vlhkosti. Pak, za vysoké rychlosti, atomizujeme vnéjsi fazi, coz
zpusobi, ze se aktivni latka obali a vytvoii se Castice. Vyuzitelnych vnéjSich fazi je mnoho,
od derivati celuldzy az po lipidy a proteiny. Tato metoda se hodi i pro tavné povlaky, jako jsou
hydrogenované oleje nebo mastné kyseliny, ¢i pro pouziti Skrobu ¢i maltodextrinu. Mnoho
potravindiskych produktl nyni obsahuje latky enkapsulované timto zplisobem, jako tieba
hydrogenuhli¢itan sodny do peciva nebo stl do masa [2][31].

2.2.2.6. Lyofilizace

Lyofilizace, metoda zndma také jako sublimacéni suseni, je postupem pro odvodnéni téméf
vsech termolabilnich latek a aromatickych slozek. Tato technika byla uspésné vyuzita pro ve
vod¢ rozpustné latky a ptirodni aromatické latky. Lyofilizace, i kdyZz naro¢na s dlouhym
procesem sublimace (¢asto 20 hodin), je v zasadé jednoducha metoda [31].

2.2.2.7. Koacervace

Koacervace je proces, pfi kterém se polymerovy roztok rozdéli na dvé oddélené tekuté faze,
z nichz jedna obsahuje vy$$i koncentraci makromolekuldrniho materidlu a nazyva se
koacervacni faze, zatimco druh4, fidsi, je oznacena jako koacerva¢ni médium nebo supernatant.
Existuji dvé hlavni formy koacervace: jednoducha a komplexni. Jednoducha koacervace
nastava, kdyz dojde k fazové separaci v pritomnosti jednoho typu makromolekularni latky,
na rozdil od komplexni koacervace, kde k separaci dochazi v pfitomnosti dvou nebo vice rizné
nabitych polymert. Béhem obou procesii se vytvareji malé kapky koacervatu, které se mohou
shlukovat nebo spojovat, vytvarejice oddélenou koacervovanou fazi. Pokud jsou v roztoku jadra
pfitomna, kapky koacervatu se kolem nich hromadi a po pfidani vhodného sit'ovaciho ¢inidla
vytvareji sténu koacervati. Michdnim roztoku lze zabranit shlukovani a sedimentaci kapének
koacervatu. Pro zajiSténi stability vyslednych mikrocastic mize byt v nékterych ptipadech
nezbytné pridani stabilizatoru, aby nedochéazelo ke koagulaci. Dokonceni vyroby mikroc¢éstic
koacervace ¢asto vyzaduje dalsi kroky, jako je odstranéni zbytkového rozpoustédla snizenim
teploty a proplachnuti srazecim roztokem nebo stabilizace sitovacimi ¢inidly [31].

2.2.2.8. Kokrystalizace

Kokrystalizace, nova metoda vyuzivajici sacharozu jako vnéjsi fazi, ktera obklopuje aktivni
latku, udrzuje sachar6zovy sirup za piesycenych podminek pii vysSich teplotach, aby
nedochézelo k jeho krystalizaci. Poté se k sachar6zovému sirupu piidd poZzadované mnoZzstvi
aktivni latky a roztok za¢ne krystalizovat. Michani pokracuje, dokud se nezacnou vytvaret
aglomeraty. Tyto zapouzdiené produkty jsou pak suseny na pozadovanou vlhkost [2] [31].
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2.2.2.9. Uzavreni do liposomii

Liposomy, uméle vytvofené biomembrany slozené z fosfolipidi, hlavné lecitinu a
cholesterolu, spontanné vznikaji, kdyz je lecitin rozptylen ve vod¢. Tyto struktury maji
dvojvrstvu s hydrofobnimi fetézci smétujicimi do stfedu a hydrofilnimi hlavickami smétujicimi
ven. Diky této struktufe lze do liposomu enkapsulovat latky jak hydrofilni, tak lipofilni. Byly
vyuzity k pfenosu vakcin, hormonii, enzymua a vitaminti. Liposomy mohou byt pifipraveny
riznymi zpiisoby, véetné etanolového vstfikovani, odpafovani reverzni faze, ultrazvukového
oSetfeni, zmrazeni, suSeni nebo vysokotlaké homogenizace [30][31].

2.2.3. Potazeni nanodastic chitosanem

Ptipravené liposomy s enkapsulovanymi latkami jsou nasledné potahovany chitosanem. To
se provadi ponofenim liposomil do kyselého chitosanového roztoku, kde chitosan vytvaii
ochranny obal kolem liposomt. Interkace mezi fosfolipidem a chitosanem je zndzornénaa
na Obrazek 10. Chitosanovy obal zvySuje stabilitu liposomt v riznych prostredich, véetné
biologického prostfedi. Chitosan muize interagovat s urcitymi bunéénymi povrchy, coz
umoziuje cilenou doddvku bioaktivnich latek. Chitosan je biodegradovatelny, ¢imz
nepiedstavuje environmentalni zatéz [32][33].
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Obrazek 10: Interakce mezi fosfolipidem a chitosanem [33]

Modifikace ¢astic chitosanem ptidava dalsi Groven funkcionality a vlastnosti nanocéstic,
¢imz se zvySuje jejich ucinnost v konkrétnich aplikacich. Timto zplisobem jsou vytvoiené
nanocastice kombinované s chitosanem, které jsou piipraveny pro aplikace v kosmetice,
I€katstvi a dalSich oblastech biomedicinského vyzkumu. Tento komplexni proces zahrnuje
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ruzné techniky a materialy, aby =zajistii maximalni stabilitu, ucinnost a biologickou
kompatibilitu [32].

Dalsi modifikace nanocastic napf. alginatem piinasi moznost vylepSeni vlastnosti
nanocastic, které mohou byt vyuzity v Siroké Skale aplikaci. Tato kombinace muze posilit
stabilitu castic a zlepSit jejich biokompatibilitu, coz je klicové pro ucinnou aplikaci
V biomedicinskych a farmaceutickych odvétvich [34].

2.3. Princip uvoliiovani bioaktivnich latek z nanocastic

Bioaktivni latky mohou difundovat pfes lipidovou membranu nanocastic do okolniho
prostiedi. Difuze je hlavnim mechanismem uvolnovani, pii kterém aktivni latky migruji skrz
obalovy material do okolniho prostfedi. Tento proces je ovlivnén koncentracnim gradientem
mezi vnitini a vn&jsi ¢asti Castic, difuzivitou latek a vlastnostmi obalového materialu. Nekteré
nanocastice jsou navrzeny tak, aby reagovaly na zmény pH nebo teploty v okolnim prostiedi.
Pii téchto zménach mohou céstice ménit svou strukturu a uvoliiovat bioaktivni latky.
V nékterych piipadech jsou nanocastice navrzeny tak, aby byly citlivé na enzymy pfitomné
Vv ur¢itych buiikdch nebo tkdnich. Tyto enzymy mohou rozkladat membranu ¢astic, uvolnujic
bioaktivni latky. Porozuméni témto vlastnostem a principlim je zasadni pro navrh efektivnich
nanocastic pro enkapsulaci bioaktivnich latek a jejich cilené uvoliiovani v biologickém
prostiedi [15][35].

Optimalizace uvoliiovani bioaktivnich latek z ¢astic zahrnuje optimalizaci vlastnosti ¢astic,
jako je velikost, morfologie a chemické slozeni, stejn¢ jako optimalizaci podminek prostiedi,
ve kterém se cCastice nachazeji. Spravné provedend optimalizace miize vést k dosazeni
pozadovaného uvoliiovaciho profilu a zlepSeni biologické dostupnosti a uc¢innosti bioaktivnich
latek [33][36].

2.4. Metody charakterizace nanocastic

Liposomy, nanocastice slozené z fosfolipidu, predstavuji zajimavy prostiedek pro efektivni
transport a ochranu bioaktivnich latek. Jejich vlastnosti jsou kli¢ové pro dosazeni optimalni
ucinnosti a stability [15].

2.4.1. Stanoveni velikosti a distribuce ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla

Liposomy maji typicky velikost v rozmezi nanometrli, obvykle od 20 do 200 nm, avSak
mohou dosahovat velikosti az 10 um. Tato mala velikost umoziiuje snadny transport
a pronikani do buné¢k a tkani, coz je klicové v kosmetickych a farmaceutickych aplikacich.
Polydispersita liposomt mtze ovlivnit jejich biologickou dostupnost a stabilitu. Homogenni
velikostni distribuce zlepSuje konzistentnost vlastnosti a u¢innost [3].

Techniky jako DLS (dynamicky rozptyl svétla) umoziuji méfeni a optimalizaci velikosti
nanocastic, pficemz schéma dynamického rozptylu svétla se nachazi na Obrazek 11. Méfi
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fluktua¢ni rozptyl svétla zpuisobeny pohybem nanocastic v suspenzi. DLS poskytuje distribuci
velikosti Castic, od malych molekul az po vétsi nanocastice. DLS umoziiuje hodnoceni
rozmanitosti velikosti ¢astic v disperzi. Vyhodou je, Ze se jedna o rychlou a nedestruktivni
metodu. Avsak je tato metoda citliva k aglomeracim c¢astic [37][38].

detektor

Detektor I Pravouhly
zadniho uhlu

Obrazek 11: Schéma dynamického rozptylu svetla [38]

2.4.2. Stanoveni stability ¢astic pomoci zeta potencialu

Elektricky ndboj na povrchu liposomil ovliviiuje jejich stabilitu a schopnost vzajemné
odpudivosti nebo pfitahovéni, ale také schopnost interakce s bunkami. Zeta potencidl je
elektrokineticky potencidl povrchu ¢astic v disperznim systému, coz znamena, Ze Se mefi naboj
a pohyblivost castic ve stabilnim koloidnim roztoku. Pokud maji veskeré Castice systému
vyrazné negativni nebo pozitivni zeta potencial, budou se navzajem odpuzovat, a naopak
nebudou mit tendenci k shlukovani. Repelentni sily generované vysokym zeta potencidlem
brani ¢asticim v aglomeraci. To je kliCové pro udrzeni homogenity a rozptylu ¢astic v roztoku.
Pokud vSak maji ¢astice nizky zeta potencial, nepliisobi na né¢ zadné odpudivé sily a dochazi
k flokulaci. Za hrani¢ni hodnoty se povazuji -30 mV a +30 mV. Pokud je zeta potencial mezi
témito hodnotami, pak takovéto ¢astice povazujeme za nestabilni. Pro liposomové nanocastice,
jakozto dulezity parametr, zeta potencial ovliviiuje jejich stabilitu, aglomeraci a interakce
s okolnim prostfedim [15][37].

Zeta potencidl lze méfit riznymi technikami, nejcastéji elektroforetickou svételnou
rozptylovou spektroskopii (ELS) nebo elektroforetickym meéfenim na zeta potencidlovém
analyzatoru. V kosmetickém a farmaceutickém primyslu je diileZité monitorovat zeta potencial
liposom, aby se zajistila jejich stabilita, biokompatibilita a efektivni transport bioaktivnich
latek [37].

Stabilita liposomt je klicovym aspektem, ktery lze ovlivnit vybérem sloZeni a optimalnimi

podminkami skladovani. Stabilitu disperze Ize sledovat méfenim zmén velikosti ¢astic a zeta
potencialu béhem skladovani pifi riznych podminkach (teplota, svétlo). Skladovatelnost je
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studovana sledovanim zmén ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech ¢astic béhem urcité doby
skladovani. Dtlezité jsou parametry jako zmény ve velikosti, morfologii a i¢innosti uvoliiovani
béhem casu. Tyto charakterizacni aspekty jsou klicové pro posouzeni ucinnosti a stability
piipravenych nanocastic. Pomahaji v optimalizaci vyrobnich procest a zajisténi kvality pro
praktické aplikace v oblasti kosmetiky, mediciny a dal$ich biomedicinskych vyzkumu [26].

2.4.3. Zobrazeni struktury a morfologie pomoci elektronové mikroskopie

Liposomy, slozené z fosfolipidd, cholesterolu a bioaktivnich latek, maji membranovou
strukturu. Fosfolipidy, hlavni stavebni bloky liposomt, maji hydrofilni a hydrofobni ¢asti, coz
umoziuje efektivni inkorporaci jak ve vodé rozpustnych, tak 1 v tucich rozpustnych latek.
Liposomy maji vezikularni strukturu, obvykle sférického nebo ovalného tvaru. Tato vezikularni
struktura je idealni pro uzavirani hydrofilnich a lipofilnich latek uvnitf membrany. Liposomy
maji biomimetickou strukturu, coZ znamenda, Ze jsou podobné¢ bun&né membrané. To
umoznuje lepsi interakei s biologickymi systémy. Nékteré liposomy mohou mit vice nez jednu
vrstvu membrany, coz ovliviiuje jejich stabilitu a transportni vlastnosti. Jednovrstva membrana
muze byt vhodna pro specifické aplikace, jako je rychlé uvoliovani latek. Struktura se miize
meénit v zavislosti na konkrétnim pouziti. Chitosan mizZe byt pfidan jako vnéjsi vrstva nebo
povrchova modifikace nanocastic [39].

Morfologie nanocastic se zobrazuje pomoci elektronové mikroskopie. Skenovaci
elektronovd mikroskopie (SEM) a transmisni elektronovda mikroskopie (TEM) umoziuji
vizualizaci nanocastic na mikroskopické urovni. Poskytuji vysoké rozliSeni a detailni informace
o morfologii nanocastic. SEM produkuje 3D obrazy povrchu c¢astic pomoci elektront,
umoziuje vizualizaci morfologie a velikosti ¢astic. TEM produkuje 2D snimky vnitini
struktury ¢astic tim, Ze elektrony prochazi vzorkem. Umozniuje podrobnéjsi pohled na vnitini
strukturu nanocastic. SEM tedy poskytuje povrchové detaily, zatimco TEM umozZiuje
prohlédnout strukturu uvnitf ¢astic. Omezujicim faktorem téchto metod je potieba specidlni
upravy vzorku [39][40].

2.4.4. Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

Enkapsula¢ni Uc¢innost je kli€ovym parametrem pro hodnoceni efektivity procesu
enkapsulace, coz je proces uzavirani bioaktivnich latek v nosici, jako jsou liposomy. Udéava,
jak velka ¢ast bioaktivni latky byla tspésné€ uzaviena nebo enkapsulovdna v nosici ve srovnani
s celkovym mnozZstvim této latky pouzitého ve vyrobé. Vyssi enkapsulacni G¢innost naznacuje
efektivné)si proces enkapsulace, kde je vEtsi cast bioaktivni latky uspéSné uzaviena v nosici.
Monitoring enkapsula¢ni Gi€¢innosti miize pomoci pii optimalizaci vyrobnich podminek, véetné
sloZzeni nosice, Casu a teploty. Z ekonomického hlediska je dualezit¢ dosdahnout vysoké
enkapsulaéni u¢innosti, aby bylo dosazeno maximalniho vyuZiti pouzité bioaktivni latky a
minimalizovaly se ztraty. Enkapsulac¢ni u¢innost miiZze ovlivnit stabilitu enkapsulovanych latek
a jejich uvoliiovani z nosi¢e v cilovém prostiedi. Pfi vyvoji produktid s enkapsulovanymi
latkami je sledovani enkapsulacni G¢innosti klicové pro zajisténi kvality a i€innosti koncového
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produktu. Enkapsula¢ni a¢innost se stanovuje ze supernatantu bez samotnych liposomovych
castic pomoci UV-VIS spektrofotometriec nebo HPLC. HPLC umoziiuje piesné stanoveni
koncentrace bioaktivnich latek v liposomalnich nanoc¢asticich. Monitoruje proces uvoliiovani
latek z Castic v Case, coz je kli¢ové pro kontrolované uvoliovani [32].

2.5. Optimalizace pFripravy chitosanovych nanocastic

Vybér a optimalizace metody piipravy nanocastic je klicovym prvkem pro zajisténi kvality
a efektivity vyslednych liposomovych ¢astic kombinovanych s chitosanem. Rtzné faktory, od
sloZeni po procesy, musi byt peclivé zvazeny [36][41].

2.5.1. Optimalizace poméru lecitinu a cholesterolu

Pomér lecitinu a cholesterolu vytvaii zékladni strukturu liposomil. Optimalizace tohoto
poméru je nezbytna pro dosazeni pozadovanych fyzikélnich vlastnosti, jako je velikost, stabilita
a sklon k enkapsulaci. Experimenty s riznymi poméry a jejich vlivem na vysledné liposomy
jsou nezbytné. Experimenty na riiznych pomérech lecitinu a cholesterolu jsou provedeny
za ucelem nalezeni optimalniho pomeéru pro tvorbu stabilnich liposomil. Rizné poméry mohou
ovlivnit strukturu, velikost a stabilitu liposomtl. Optimalni pomér lecitinu a cholesterolu je
klicovy pro stabilitu membrany liposomi a jejich schopnost efektivné transportovat bioaktivni
latky pfes bunééné membrany [36].

2.5.2. Optimalizace enkapsulace bioaktivnich latek

Riizné bioaktivni latky mohou vyZadovat specifické podminky pro efektivni enkapsulaci.
Optimalizace procesu enkapsulace zahrnuje studium vlivu faktort, jako jsou cas, teplota a
koncentrace latky, na dosaZeni co nejvyS$i enkapsulacni Uc€innosti. Velikost a povaha
enkapsulovanych latek jsou zkoumany, aby se zjistilo, jaké typy latek jsou nejvhodnéjsi
pro enkapsulaci. Naptiklad pro hydrofilni latky jsou vhodné metody s vodnymi fazemi, zatimco
pro hydrofobni latky se upfednostiiuji liposomalni membrany. Experimenty s rlznymi
koncentracemi bioaktivnich latek jsou provadény za ucelem urfeni maximalni kapacity
enkapsulace a minimalniho tiniku latek z liposomti béhem ptipravy [41].

2.5.3. Optimalizace pr¥ipravy chitosanu a jeho pouZiti v liposomovych ¢&asticich

Optimalizace ptipravy chitosanu zahrnuje kontrolu stupné deacetylace, velikosti molekul a
modifikaci. Pfi pouziti v liposomovych ¢asticich musi byt chitosan pfipraven tak, aby
poskytoval pozadované vlastnosti pro potazeni a interakci s liposomy. Rizné metody
deacetylace jsou zkoumany k dosazeni optimalniho stupné deacetylace chitosanu, coz ovlivituje
jeho naboj a schopnost interakce s liposomy. Experimenty s rliznymi technikami potaZeni
chitosanem jsou pak provedeny za ucelem ziskani tenkého a rovnomérného chitosanového
obalu kolem liposomil, coz zajiStuje stabilitu a cilenou dodavku aktivnich latek [42].
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2.5.4. Optimalizace stabilizace a metod uchovavani

Stabilita liposomovych nanocastic hraje klicovou roli v jejich vyuziti. Studie o vlivu teploty,
pH a Casu na stabilitu liposomt jsou provadény k uréeni optimalnich podminek pro uchovavani.
Stabilita je kliCova pro zachovani integrity a G¢innosti liposomu. Riizné metody uchovavani,
vCetné¢ zmrazeni a suspenze v inertnim plynu, jsou zkoumdny k urceni nejvhodnéjSich
podminek pro dlouhodobé uchovavani stability a t¢innosti [15][37].

2.5.5. Optimalizace Gcinnosti, biokompatibility a cileného uvoliiovani

Pro dosazeni maximalni u¢innosti, biokompatibility a cileného uvoliiovani je nutné sledovat
a optimalizovat interakce mezi liposomy, chitosanem a bioaktivnimi latkami. Studie a
experimenty zamétené na tyto aspekty jsou kli€¢ové pro dosazeni pozadovanych terapeutickych
efektt. In vitro a in vivo experimenty na bunikach a zvifatech jsou provadény k testovani
ucinnosti a biokompatibility nanocastic. Studie na bunécnych liniich a zvifatech umoziuji
posoudit cytotoxicitu, G¢innost uvoliiovani a biologické chovani. Experimenty s riiznymi
cilenymi transportnimi systémy, jako jsou ligandy nebo receptory, jsou provedeny za tcelem
dosazeni specifického uvoliiovani bioaktivnich latek v urcitych tkanich nebo buikach. Témito
optimalizacnimi kroky se zajisti, Ze pfipravené nanocastice jsou stabilni, Ucinné,
biokompatibilni a schopné cilen¢ uvolilovat bioaktivni latky pro zamysSlené aplikace
v kosmetice, medicing a jinych oblastech biomediciny [43][44].

2.5.6. Optimalizace procesu uvoliiovani enkapsulovanych latek

Optimalizace uvolovani aktivnich latek z enkapsulovanych nanocastic je dilezitym
procesem, ktery ovliviiuje biologickou dostupnost a Uc¢innost produkti. Existuje nékolik
faktort, které mohou byt optimalizovany pro dosaZeni pozadovaného uvoliiovaciho profilu.
Volba materidlu pro konstrukci membrany muze ovlivnit rychlost a rozsah uvoliiovani
aktivnich latek. Velikost a tvar nanocastic mohou ovlivnit rychlost a mechanismus uvolfiovani.
Mensi castice maji obvykle vyssi povrchovou plochu k objemu, coZz muize zvysit rychlost
uvolnovani. Chemické vlastnosti aktivnich latek, jako je rozpustnost, mohou ovlivnit jejich
schopnost difundovat skrz obalovy material. Hydrofobni latky se obvykle uvoliuji pomaleji
nez hydrofilni latky. Teplota a pH prostfedi mohou ovlivnit stabilitu obalového materidlu a
interakci mezi obalem a aktivnimi latkami, coz mize ovlivnit rychlost uvoliiovani. Nékteré
latky mohou interagovat s obalem a ovlivnit jeho propustnost [41]. Naptiklad pfitomnost
surfaktantli mize zvysit permeabilitu obalu a urychlit uvoliiovani aktivnich latek. Optimalizace
uvolnovani aktivnich latek je komplexni proces, ktery vyZaduje peclivé experimentalni studie
a analyzu. Spravné provedenda optimalizace mulZze vést k vytvofeni produktd s piesné
definovanym uvoliiovacim profilem a zlepSenou biologickou dostupnosti a u¢innosti [45].
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2.6. Vyuziti liposomovych nanoé¢astic

Aplikace liposomovych nanoc¢astic kombinovanych s chitosanem jsou rozsahlé a nachéze;ji
uplatnéni v riznych odvétvich. V dalsim textu jsou shrnuty specifické aplikace v jednotlivych
sektorech [46].

2.6.1. Aplikace v kosmetickych produktech

Nanocastice umoznuji vyvoj pokrocilych kosmetickych produkti. Enkapsulace vitamint,
antioxidantli a hydratacnich latek zlepSuje jejich stabilitu a G¢innost. Tyto produkty nabizeji
hlubokou hydrataci, regeneraci pokozky a zlepSuji celkovy stav kuze. Enkapsulace
specifickych latek, jako je vitamin C ¢i kyselina hyaluronova, umoziuje cilenou terapii
na konkrétni oblasti pokozky. To znamena, Ze kosmetické produkty mohou byt navrzeny pro
feseni konkrétnich problémi, jako jsou vrasky, pigmentace nebo sucha pokozka. V kosmetice
jsou liposomové nanocastice kombinované s chitosanem ¢asto vyuzivany pro zlepSeni
distribuce a ucinnosti kosmetickych slozek. Ptikladem muze byt pletovy krém na oblicej
s enkapsulovanym vitaminem E a chitosanem pro regeneraci pokozky, nebo ocni sérum
s liposomy obsahujicimi kyselinu hyaluronovou pro hydrataci a omlazeni pokozky [46][47].

Liposomy jsou ¢asto zaclenény do gelii a emulzi. V emulzich interaguji s emulgéatorem, ktery
ma podobné amfifilni vlastnosti jako liposomy. Tato interakce miize vést k rozruseni struktury
liposomtl, coz znamend, ze produkty obsahujici liposomy mohou po urcité dobé skladovani
ztratit svou ucinnost. V piipad¢ gell jsou liposomy obvykle stabilnéjsi, avSak samotné gely
mohou pokozku spiSe vysuSovat. Liposomy mohou byt rozloZzeny oxidaci kyslikem,
hydrolyzou nebo se mohou spojovat do vétSich agregatii [48].

2.6.2. Aplikace v potravinarstvi a nutraceutice

V potravinafstvi a nutraceutice slouzi liposomové nanocastice jako prostfedek pro zvysSeni
biologické dostupnosti a stability bioaktivnich latek. Nanoc¢éastice mohou byt vyuzZity pro
enkapsulaci vitaminl, minerald a antioxidantii aplikovanych v potravinach, a tim se vytvaii tzv.
funk¢ni potraviny. To zvySuje stabilitu téchto latek a umoznuje vytvaiet funkéni potraviny s
pfidanou hodnotou pro zdravi, jako jsou potravinové doplitky. Enkapsulace bioaktivnich latek,
jako jsou polyfenoly z ovoce a zeleniny, umoziuje vytvafet funkéni nutraceutické vyrobky.
Tyto produkty nabizeji zdravotni vyhody, jako jsou silné antioxidantni ucinky, podporu
imunitniho systému a snizeni zanétd. Piikladem mutze byt potravinovy dopln€k s liposomy
obsahujicimi vitamin C pro podporu imunitniho systému, ¢i nutraceutikum s enkapsulovanym
vitaminem D pro podporu zdravi kosti [3]. Také enkapsulovany vitamin Bi, ktery je
nedostatkovy ve veganské straveé, mize byt pridavan pifimo do potravin rostlinného ptvodu [22]
[49].
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2.6.3. Vyuziti v medicinskych aplikacich a farmacii

V oblasti mediciny se liposomové nanocastice kombinované s chitosanem uplatiuji jako
nosi¢e pro cilené a kontrolované uvoliovani léCiv. Vyznamnou aplikaci v mediciné se
nanocastice vyuzivaji k cilené¢ 1écb¢é rakoviny a dalSich onemocnéni. Enkapsulace 1é¢iv
umoziuje presné doruceni 1é¢iva na postizené bunky, coz zvySuje ucinnost 1€cby a zaroven
minimalizuje vedlejsi Gc¢inky. Muze se jednat o liposomy s chemoterapeutiky enkapsulovanymi
v chitosanovém obalu pro selektivni dodani 1é¢iv do nadorovych bunék [27][46].

V oftalmologii se nanocastice vyuzivaji pro podani 1é¢iv pii o¢nich onemocnénich.
Umoznuji prodlouzené uvolnovani 1€¢iva, ¢imz se sniZzuje potieba Castého podani o¢nich kapek.
Vyrobek by byl ve formé ocnich kapek s liposomy a chitosanem pouzitelny pro zlepSeni
absorpce 1é¢iv do o¢nich tkani [46].

2.6.4. DalSi aplikace (agrarni primysl, enviromentalni aplikace, vyzkum)

Dalsi uplatnéni liposomové nanoc¢astice nachazeji v agrarnim primyslu. Nanoc¢astice mohou
byt vyuzity pro fizené uvoliiovani hnojiv a pesticidil, coz zvysuje jejich u€innost a minimalizuje
negativni dopady na Zivotni prostiedi [50][51].

V environmentalni oblasti se vyuZzivaji pro odstraniovani skodlivych latek z vody a vzduchu.
Enkapsulace absorbentli do nanocastic umoziuje efektivni odstranéni kontaminanti [52].

Nanoc¢astice jsou vyuzivany v riznych vyzkumnych oblastech, jako jsou nanoelektronika,
nanofotonika a materidlovy vyzkum, a to diky svym jedine¢nym vlastnostem a schopnostem.
Tyto aplikace jsou klicové pro budouci technologicky rozvoj [53].

Vyse uvedené aplikace poukazuji na Siroké spektrum moZznosti vyuziti liposomovych
nanocastic s chitosanem v riznych odvétvich s dirazem na zlepSeni ucinnosti a cileného
dodavani bioaktivnich latek [53][52].

2.7. Kiize

Kiize, ktera zujima rozlohou o plose 1,5 - 2 m?, piedstavuje kli¢ovy stit mezi nasim vnitinim
svétem a vnéjSim prostfedim. Hraje zasadni roli v ochrané organismu pied vnéjSimi utoky, v
regulaci teploty a udrzeni vodni rovnovahy. Sklada se z tii hlavnich vrstev: epidermis, dermis
a podkozi [54][55].

2.7.1. Epidermis

Vnéjsi a nejtenci vrstva kuze je epidermis. Tvoii ji keratinocyty, melanocyty, Merkelovy a
Langerhansovy bunky. Epidermis se déli do péti vrstev podle stavby a funkce keratinocytd.

Nejpovrchnéjsi je rohova vrstva, kde jsou buniky zcela zrohovatélé a zbavené jader. Tato vrstva
se pravideln€ odlupuje, aby byla zachovéna integrita kiize. Nasleduje zrnit4 vrstva, sestavajici
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z n¢kolika vrstev zplostélych bunék. Dale pfechazime k ostnité vrstve, kde se buiiky vyznacuji
ostnitym tvarem. Nejhlubsi vrstva, bazalni vrstva, obsahuje keratinocyty s velkymi jadry a je
zakladem pro regeneraci epidermis. Epidermis se obnovuje zhruba kazdych 28 dni, kdy dochazi
k postupnému posunu bun¢k od bazalni vrstvy ke zrohovatélé vrstvé. Tento proces je kliCovy
pro zachovani zdravého vzhledu a funkce ktize [55][56].

2.7.2. Dermis

Dermis, neboli $kara, lezici pod epidermis, je stiedni vrstvou kiize s tloustkou kolem 1 mm.
Jeji hlavni funkei je poskytovat vyzivu kazi a zajistovat jeji pevnost a pruznost. Je Slozena z
fibroblastti, makrofagii a dendritickych buné¢k, obsahuje mnoho dalsich struktur, véetné potnich
amazovych zlaz, vlasovych folikulii, nervovych zakonceni a cév. Diky této struktufe je schopna
dermis plnit mnoho dulezitych funkci, od regulace teploty po reakci na vnéj$i podnéty a
poskytovani potiebné vyzivy pokozce [56].

2.7.3. Hypodermis

Hypodermis, znama také jako podkozi, je nejhlubsi vrstva kiize nachazejici se pod skarou.
Tvofi znacnou &ast tloustky kiize a je kliCovym prvkem pro podporu a udrzeni celkové
struktury a funkce kuze. Hypodermis se sklada pievazné z tukové tkané, ktera slouzi jako
izolacni vrstva pro té€lo a zdroven zajiStuje tepelnou regulaci. Tukové bunky (adipocyty) v
podkozi ukladaji energii ve form¢ tuku a poskytuji pol§tafovou ochranu pro vnitini organy a
tkané. Dalsi soucasti podkozi jsou krevni cévy, nervy a rizné typy bunék, které jsou zapojeny
do metabolismu a imunitniho systému. Krevni cévy v podkoZi zajist'uji ptisun zivin a kysliku
do okolnich tkani a odvadé&ji odpadni latky z téla. Nervova zakoneni v podkozi jsou
zodpovédna za prenos signali mezi kiizi a centralnim nervovym systémem, coZ umoziuje
vnimani dotyk, tepla a bolesti [56].

2.7.4. Visioskopie

Diagnostika pokozky pomoci viskoskopie je metoda, kterd umozZiuje posoudit stav a
vlastnosti pokoZky na zakladé jeji viskoelasticity. Princip spo¢iva v méfeni odporu pokozky
vuci deformaci a jeji schopnosti zotavit se do ptivodniho tvaru. Viskoskopie je uzite¢ny nastroj
pro posouzeni hydratace, pruznosti a pevnosti pokoZky, stejn¢ jako pro monitorovani u€inkt
kosmetickych produktii nebo lécebnych postupli. Metoda se Casto vyuziva v dermatologii,
kosmetologii a vyzkumu pokozky k posouzeni jejiho stavu a optimalizaci péce o ni [57].
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3. CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo pfipravit liposomové nanoc¢astice kombinované s chitosanem
s enkapsulovanou bioaktivni latkou. Nasledn¢ probihala optimalizace pfipravy a charakterizace
navrzenych nanocastic, véetné potencialniho aplika¢niho vyuziti.

V ramci prace byly feSeny nésledujici dil¢i tkoly:

1) Literarni reSerSe na dané téma (Castice: rozde€leni, pfiprava, aplikacni vyuziti, materidly;
charakterizace aktivnich latek pro enkapsulaci).

2) Optimalizace ptipravy kombinovanych ¢astic a jejich charakterizace.
3) Sledovani stability ptipravenych castic.

4) Navrh a testovani vybrané aplikacni formy.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam pouzitych pristroju

Automatické pipety riaznych objemu — Discovery, Biohit (DE)

Analytické vahy (Ohaus, USA)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Centrifuga — U-32 R, Boeco (DE)

Centrifuga — MiniSpin ® plus, Eppendorf (DE)

Vortex - Fixed speed vortex mixer, Ohaus (USA)

HPLC — UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems, Thermo Fisher Scientific (USA)
Spektrofotometr — Helios y, Unicam (VB)

Magneticka michac¢ka s ohievem, Lavat — Verkon (CR)

Ultrazvuk — PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SR)
DLS analyzator Zetasizer Nano ZS, Malvern (UK)

Lyofilizator — BenchTop 4K ZL, VirTis

Opticky mikroskop - Intraco Micro (CR)

4.2 Seznam pouzitych chemikalii
Lecitin (Serva, DE)

Cholesterol (Sigma Aldrich, DE)
D-(-)-Ascorbic acid (Sigma Aldrich, DE)
Cobalamin (Sigma Aldrich, DE)
Alpha-Tocopherol (Sigma Aldrich, DE)
Cholecalcipherol (Sigma Aldrich, DE)
Kyselina hyaluronova, Fichema (CR)
Chloroform pro HPLC — Lach:Ner (CR)
Ethanol pro UV/VIS, Lach:Ner (CR)
Chitosan, Sigma Aldrich, (UK)
Kyselina octova, p.a. Lach-Ner (CR)
Parafin, p.a. Lach-Ner (CR)

Glycerol, p.a. Lach-Ner (CR)
Acetonitril pro HPLC, Chem-Lab (BE)



Kyselina octova, 98 % - Vitrum—LachNer (CR)
Arganovy olej, Fichema (CR)

Ricinovy olej, Fichema (CR)

Emulsin, Sigma Aldrich (DE)

Cetearylalkohol, Sigma Aldrich (DE)
Phenoxyethanol, Sigma Aldrich (DE)

4.3. Stanoveni koncentrace vitaminu

Pro stanoveni koncentrace vitamini byly vyuzity kalibraéni zavislosti sestavené
pro vitaminy Bz, C, D a E pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Pro lipofilni vitaminy bylo také
provedeno stanoveni pomoci HPLC. BohuZzel, nebylo mozné sestavit reprodukovatelnou
kalibracni zavislost pro kyselinu hyaluronovou.

4.3.1. Stanoveni koncentrace vitaminit pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Pro stanoveni koncentrace vitaminu Bi2 byla vinova délka méteni stanovena na 360 nm, pro
vitamin C na 262 nm, pro vitamin D na 264 nm a pro vitamin E na 291 nm. Tyto vlnové délky
byly optimalizovany pro kazdy vitamin s ohledem na jejich absorpcni maxima, coZ umoznilo
ptresné stanoveni jejich koncentrace v analyzovanych vzorcich.

Piima fotometrie je jednou z metod UV-VIS spektrofotometrie, kterd se pouziva k méteni
absorbance vzorki pfi urc€ité vinové délce. Citlivost této metody zavisi na konkrétnim pfistroji
a na koncentraci analyzované latky. V nasem ptipad¢ byly pouZity optimalizované vinové délky
pro kazdy vitamin s ohledem na jejich absorpéni maxima, coZ mélo za cil maximalizovat
citlivost méfeni.

Pokud jde o interferenci, v naSem experimentu jsme provadéli standardni kontrolu na mozné
interferujici latky, které by mohly ovlivnit vysledky méteni. PfestoZe v nasem popisu metody
nebyla zminka o konkrétnich interferencich, pii provadéni experimentli jsme se snazili
minimalizovat jejich vliv a zabezpecit co nejpiesnéjsi a spolehliva méteni.

Tabulka 1:Prehled kalibracnich rovnic sestrojenych pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Rovnice
Vitamin B2 y =16,478x
Vitamin C y =61,384x
Vitamin D y =56,101x
Vitamin E y =59,934x
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Obrazek 13: Kalibracni zavislost pro stanoveni koncentrace vitaminu C
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Obrazek 15: Kalibracni zavislost pro stanoveni koncentrace vitaminu E
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4.3.2. Stanoveni koncentrace vitaminuit pomoci HPLC

Metoda stanoveni koncentrace vitamini D a E pomoci HPLC je zaloZzena na oddéleni
a kvantifikaci té€chto vitamint v roztoku na zaklad¢ jejich specifickych interakci s pevnou fazi
a mobilni fazi v chromatografickém systému. Nejprve se vzorek obsahujici vitaminy D a E
rozpusti v ve smesi etylacetatu a acetonitrilu, poté se injektuje do chromatograftického systému.
V chromatografické kolon¢ dochazi k oddéleni vitaminii na zéklad¢ jejich rtiznych afinit
k mobilni fazi (rozpoustédlu) a pevné fazi (nosi¢, napln). Vitaminy D a E se pohybuji riznymi
rychlostmi pies chromatografickou kolonu, coz umoziuje jejich odd¢€leni a identifikaci.

Analyza byla provedena na pfistroji UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems od
spole¢nosti Thermo Fisher Scientific, detekce byla provedena pomoci UV-VIS
spektrofotometrie.

Detekce vitaminti D a E se provadi na zaklad¢ jejich absorbance nebo fluorescence pomoci
detektoru umisténého na vystupu chromatografického systému. Vlnova délka pro detekci
vitaminu D obvykle byva kolem 264 nm, zatimco pro vitamin E miiZe byt kolem 291 nm. Tato
metoda umoznuje presné stanoveni koncentrace vitamini D a E v analyzovaném vzorku s
vysokou citlivosti a selektivitou. Metoda HPLC je popsana v publikacich v odkazu
[58][59][60].

Tabulka 2: Prehled kalibracnich rovnic sestrojenych pomoci HPLC

Rovnice
Vitamin D y =56,101x
Vitamin E y =59,934x

4.4. Priprava nanocastic kombinovanych s chitosanem

Pro pfipravu nanocastic kombinovanych s chitosanem byl pouzit postup, ktery zahrnoval
prvni krok ptipravu liposomi a nasledné obaleni téchto liposomi chitosanem.

4.4.1. Priprava liposomi

V piiprave liposomi pro hydrofilni vitaminy bylo nejprve do kadinky s 10 ml vody ptidano
90 mg lecitinu, 10 mg cholesterolu a 10 mg vitaminu C nebo Bi;. Kadinka byla umisténa
do Petriho misky, kterd byla naplnéna studenou vodou. Tento roztok byl nésledné podroben
sonikaci ty¢ovym ultrazvukem po dobu jedné minuty a chlazen vodou.

Pro liposomy s enkapsulovanymi lipofilnimi vitaminy bylo 90 mg lecitinu, 10 mg
cholesterolu a vitaminu D nebo E smichéno v 1 ml chloroformu. Tento roztok byl poté ptelit do
10 ml vody a opét podroben sonikaci po dobu jedné minuty. Poté byl chloroform odpaten
z roztoku pomoci magnetické michacky s ohfevem.
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4.4.2. Priprava chitosomu

K objemu 5 ml 2 % roztoku chitosanu bylo za stalého michani postupné ptikapavano stejné
mnozstvi roztoku obsahujiciho liposomy. Michani probihalo po dobu 5 minut. Poté byl vznikly
roztok sonikovan, aby se zlepSila stabilita vytvofenych nanocastic. Tento postup umoziiuje
efektivni obaleni liposomi chitosanem a vytvoieni stabilnich nanoc¢éstic s ochrannym obalem.

4.5. Optimalizace pripravy chitosomii

Tato Cast diplomové prace se zabyva optimalizaci ptipravy chitosomtl.

4.5.1. Optimalizace pripravy chitosanového roztoku

Pro optimalizaci piipravy chitosomu byly testovany rtizné koncentrace chitosanu (0,5 %,
1% a 2 %). Za timto Gc¢elem byly pfipraveny roztoky kyseliny octové o koncentraci 1 %, do
kterych byl nasledné ptfidan chitosan v takovém mnozstvi, aby vysledny roztok dosahl
pozadované koncentrace. Do téchto roztokl byly nésledné ptidany roztoky obsahujici liposomy
ve stejném mnozstvi (5 ml roztoku chitosanu a 5 ml roztoku s liposomy). Pfipravené
nanocastice byly nejprve centrifugovany po dobu 5 minut pii rychlosti 6000 ot./min. Po této
prvni fazi centrifugace byl sediment odd€len od supernatantu, ktery byl nésledné opét
centrifugovan, tentokrat po dobu 60 minut pfi rychlosti 11 000 ot./min. Po dokonceni druhé
faze centrifugace byly zcentrifugované chitosomy opét oddéleny. Poté byly nanocastice 100x
nafedény a byly podrobeny analyze na ptistroji Zetasizer, kde byla stanovena velikost a stabilita
castic.

4.5.2. Optimalizace délky doby sonikace

Optimalizace délky doby sonikace byla provedena na piipravenych chitosomech. Chitosomy
byly podrobeny sonikaci po dobu 1 minuty a 10 minut. Cilem tohoto experimentu bylo porovnat
vliv délky sonikace na velikost Castic a zeta potencidl. Po sonikaci byla provedena analyza
velikosti ¢astic a zeta potencidlu pomoci pfistroje Zetasizer.

4.5.3. Vliv metod ultrazvukového zpracovani a michani na magnetické michac¢ce na
stabilitu a velikost ¢astic

Pro hodnoceni vlivu metod ultrazvukového zpracovani a michdni na magnetické michacce
na stabilitu a velikost ¢astic byla provedena fada experimentt. Nejprve byly pfipraveny vzorky
obsahujici nanocéstice, a poté byly tyto vzorky podrobeny dvéma rtiznym metodam zpracovani.
Prvni metoda zahrnovala ultrazvukové zpracovani, kdy byly vzorky vystaveny ultrazvuku
po dobu stanovenou v experimentadlnim planu. Druhda metoda zahrnovala michani
na magnetické michacce, kde byly vzorky michany po ur¢itou dobu pfi stanovené rychlosti
a teploté. Po provedeni téchto manipulaci byly vzorky analyzovany za ucelem stanoveni jejich
stability a velikosti ¢astic. Pro analyzu stability byly pouZity rtizné techniky, jako je naptiklad
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méfeni zeta potencialu, zatimco pro stanoveni velikosti ¢astic byla vyuzita metoda
dynamického rozptylu svétla (DLS) nebo mikroskopie.

4.5.4. Vliv filtrace na vysledné nanocastice

Pro posouzeni vlivu filtrace na vysledné nanocastice byla provedena fada experimentu.
Nejprve byly pfipraveny vzorky obsahujici nanocastice riiznych typt. Tyto vzorky byly poté
podrobeny procesu filtrace pomoci membranovych filtri nasazenych na stiikacku. Filtrace
probihala pod urCitym tlakem nebo gravitatn€, v zavislosti na konkrétnich podminkach
experimentu. Po dokonceni filtrace byly vzorky analyzovany za ucelem stanoveni jejich
vlastnosti a kvality. Pro analyzu byly pouzity rizné metody, vCetné¢ méteni velikosti Castic,
distribuce velikosti, zeta potencialu a morfologie nanocastic. Tyto analyzy umoznily posoudit
vliv filtrace na stabilitu, velikost a distribuci nanocastic v daném prostiedi.

4.6. Charakterizace nanocastic

Po ptipravé liposomil byla stanovena jejich enkapsulacni G€innost, velikost, zeta potencial
a dlouhodoba stabilita i stabilita v modelovych prostiedich. Také bylo sledovano kratkodobé
i dlouhodobé¢ uvoliiovani enkapsulovanych latek.

4.6.1. Stanoveni velikosti, distribuce ¢astic a zeta potencialu

Pro stanoveni velikosti ¢astic liposomu a chitosoml byla provedena sériova centrifugace
nasledovand méfenim pomoci dynamického rozptylu svétla. Nejprve byly liposomy
centrifugovany po dobu 5 minut pii 6 000 ot./min, coZ vedlo k oddé€leni vzniklého supernatantu.
Tento supernatant byl poté opé€t centrifugovan, tentokrat po dobu 60 minut pti 11 000 ot./min.
Po odstranéni supernatantu byly stofené liposomy rozsuspendovany v destilované vodé
a dikladné promichany. Nasledn¢ byly vzorky 100x ziedény, aby bylo dosazeno optimalni
koncentrace pro méfeni. Timto zplisobem pfipravené vzorky byly poté analyzovany pomoci
piistroje ZetaSizer, jehoZ fotografie je uvedena na Obrazek 16 a ktery vyuZzivd dynamicky
rozptyl svétla k urceni primérné velikosti a polydisperzity castic. Poté byl na kyvetu nasazen
elektrodovy nastavec a roztok byl nasledné prométen. Z hodnot zeta potencidlu byla stanovena
stabilita Castic. Za stabilni jsou povaZovany castice, které dosahuji hodnoty zeta potencialu
vys$i jak +30 mV a nizsi jak -30 mV.
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Obrazek 16: ZetaSizer

4.6.2. Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti

Pro analyzu enkapsulacni ucinnosti nanocastic S enkapsulovanymi aktivnimi latkami byl
pouzit nasledujici postup. Pfipravené nanocastice byly nejprve centrifugovany po dobu 5 minut
pii rychlosti 6 000 ot./min. Po této prvni fazi centrifugace byl sediment oddélen
od supernatantu, ktery byl nasledné opét centrifugovany, tentokrat po dobu 60 minut pfi
rychlosti 11 000 ot./min. Po dokon¢eni druhé faze centrifugace byly zcentrifugované liposomy
opét oddéleny a koncentrace vitamin v supernatantech i v nanocasticich byla stanovena
pomoci UV-VIS spektrofotometrie, pro lipofilni vitaminy bylo pouzito HPLC.

4.6.3. Stanoveni dlouhodobé stability

Pro ovéteni dlouhodobé stability liposomtl byly pfipravené vzorky uchovany ve vodném
prostiedi pfi teploté 8 °C po dobu jednoho mésice. Po této dobé byla stanovena enkapsula¢ni
ucéinnost a stabilita ¢astic. Pfed samotnou analyzou byl vzorek centrifugovan pti 11 000 ot./min
po dobu 60 minut a nasledné byl od castic oddélen supernatant. Poté byly castice 100x
nafedény. Dlouhodobd stabilita ¢astic byla poté urcena opétovnym meétfenim hodnoty ZP
za pouziti nastavce s elektrodou na ptistroji ZetaSizer.
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4.6.4. Stanoveni postupného uvoliiovani bioaktivnich latek

Pro zkoumani postupného uvoliiovani aktivnich latek z liposoma a chitosomt byly
provadény experimenty za simulovanych podminek teploty lidského téla, konkrétné pii 37 °C,
v ruznych modelovych prostiedich. Postupné uvoliiovani aktivnich latek bylo sledovano
po dobu dvou hodin. Poté bylo stanoveno mnoZzstvi uvolnéného vitaminu do vodného prostiedi.
Tato metodika umoznila analyzovat tempo a rozsah uvoliiovani vitaminli z nanoc¢astic do vody
za podminek simulujicich télesnou teplotu.

4.6.4. Stanoveni dlouhodobé stability v modelovych prostiedich

Pro ovéfeni dlouhodobé stability vybranych vitamint byly provedeny experimenty
v riiznych modelovych prostiedich. Pro hydrofilni vitaminy byly zkoumany jejich koncentrace
ve tfech riznych modelovych prostfedich: ve vodé, parafinu a emulzi v/o. Koncentrace
vitaminQ byly méfeny pomoci spektrofotometrie na riznych ¢asovych intervalech (1 hodina,
24 hodin, 96 hodin a 168 hodin). Pro stanoveni koncentrace bylo vyuzito UV-VIS
spektrofotometrie.

Pro lipofilni vitaminy byly provedeny podobné experimenty jako pro hydrofilni vitaminy,
s tim rozdilem, Ze byla pouzita voda, glycerol a 50% glycerol jako modelova prostfedi.
Koncentrace vitaminii byly méfeny na stejnych Casovych intervalech jako u hydrofilnich
vitamind. Stanoveni koncentrace bylo také provedeno pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Tato
metoda umoziuje sledovat orientaéné zmény v koncentraci vitamind v riznych prostfedich
a posoudit jejich stabilitu v Case.

4.6.5. Posouzeni stability nanoc¢astic po lyofilizaci

Metoda posouzeni stability nanocastic po lyofilizaci zadind odd€lenim chitosomi
od supernatantu, coz je prostiedi kolem ¢astic, pomoci centrifugace pfirychlosti 11 000 ot./min.
Tento proces zajiStuje oddéleni chitosomi od piebytecného roztoku a jinych necistot.
Po oddé¢leni byly chitosomy podrobeny lyofilizaci, coz je proces odstranovani vody z materialu
zamrznutim a sublimaci, ¢imzZ se ziskava suseny produkt.

Po lyofilizaci byly chitosomy opétovné hydratovany a 100x nafedény, aby byly pfipraveny
k dals$im analyzam. Jako dalsi krok bylo provedeno méfeni zeta potencialu pomoci pfistroje
Zetasizer. Tato analyza poskytuje informace o elektrickém naboji nanocastic a jejich disperzi
Vv roztoku. Zmény ve zeta potencidlu po lyofilizaci mohou naznaCovat zmény ve stabilité
nanocastic a jejich tendenci ke shlukovani nebo aglomeraci.
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4.7. Priprava kosmetickych pripravku
4.7.1. Pletovy krém

V kadince byly smichany arganovy a ricinovy olej v poméru 1:1 o celkovém objemu 25 ml.
K tomuto olejovému mixu bylo pfidano 6 g emulsinu a 3 g cetearylalkoholu. Kadinka s touto
smési byla umisténa do vodni 1lazn€ a zahtivana na teplotu 80 °C, dokud nedoslo k uplnému
rozpusténi vSech komponentti. Poté byla do olejové faze za stalého michani postupné piilévana
voda o celkovém objemu 80 ml. Po ochlazeni emulze na pokojovou teplotu byly do ni piidany
nanocastice obsahujici enkapsulované vitaminy D a E. Na zavér byl k emulzi ptidan konzervant
phenoxyethanol pro zachovani jeji stability.

4.7.2. Hydrataéni gel

Do kédinky bylo nejprve navdzeno 2 g kyseliny hyaluronové a 3 g glycerolu, které byly
nasledné doplnény 95 ml vody. Smés byla umisténa na magnetickou micha¢ku a michéna,
dokud nedoslo k uplnému rozpusténi vSech slozek. Poté byly do smési pfidany nanocastice
s enkapsulovanym vitaminem C. Nakonec byl cely pfipravek oSetien konzervantem
phenoxyethanolem.

4.8. Testovani u¢inkt kosmetickych produktii pomoci visioskopu

Metoda testovani kosmetickych produkt pomoci visioskopu, znama také jako deskvamaéni
test, zacina ptipravou kiize pro testovani. Deskvamace je proces, pii kterém dochazi k
odlupovani odumtelych bun¢k z povrchu pokozky. Tento proces je pfirozeny a dllezity pro
udrzeni zdravé pokozky, protoze pomahd odstraiiovat staré a poSkozené bunky a umoziuje
obnovu a regeneraci pokozky. Bézné se vyskytuje jako soucast fyziologického procesu obnovy
pokozky, ale miZe byt také ovlivnén riznymi faktory, jako je napiiklad nadmérné slunéni,
starnuti nebo rizné kozni onemocnéni. V kosmetickém kontextu se deskvamace ¢asto zkouma
a hodnoti jako indikator zdravi pokozky a ucinnosti kosmetickych produkti. Zmény v
deskvamaci mohou naznacovat riizné koZni stavy nebo reakce na pouzivané produkty. Nejdiive
je urcena testovaci oblast na ktzi, ¢asto na vnitini strané predlokti, ktera je poté peclivé
vyciSténa a pripravena k aplikaci kosmetickych ptipravki. Pfed samotnym testem je provedeno
méteni deskvamace pokozky pomoci pfistroje visioskopu, abychom ziskali referenéni hodnotu
pro porovnani. Poté jsou na vybranou oblast kiize naneseny testované kosmetické ptipravky,
vcetné vzorkll s chitosomy a bez nich, které slouzi jako kontrolni skupiny. Tyto vzorky jsou
oznaceny jako "s chitosomy" a "bez chitosomll". Po aplikaci kosmetickych ptipravkil je opét
provedeno méteni deskvamace pokozky pomoci visioskopu, aby bylo mozné sledovat zmény v
odstranéni odumfelych bun¢k. Namétena data jsou poté porovndna s referenénimi hodnotami a
také mezi sebou, aby bylo mozné vyhodnotit, zda a jak testované kosmetické piipravky
ovlivnily deskvamaci pokozky. Tato analyza umoziiuje posouzeni ucinki kosmetickych
ptipravkill na odstraniovani odumielych buné¢k a pfipadné zmény ve vzhledu a texture kiize.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Optimalizace pripravy chitosomii

Optimalizace zahrnuje stanoveni idedlni koncentrace roztoku chitosanu, posouzeni
vhodnosti metody pfipravy pomoci magnetické michacky nebo ultrazvuku a uréeni optimalni
doby sonikace. Tyto faktory maji klicovy vliv na vlastnosti a stabilitu nanocastic, coz je zasadni
pro uspesné vyuziti nanocastic v riznych aplikacich.

5.1.1. Optimalizace pripravy chitosanového roztoku

Byly pfipraveny chitosomy v rtiznych koncentracich chitosanu (0,5 %; 1 % a 2 %) dle
postupu popsaného v kapitole 4.5.1. Optimalizace pfipravy chitosanového roztoku V tabulce 3 jsou
uvedeny vysledky analyzy velikosti ¢astic a zeta potencidlu vyse uvedenych chitosomii.

Tabulka 3: Hodnoty velikosti a zeta potencialu chitosomii pripravené z riiznych koncentraci chitosanu

Velikost (nm) Zeta potencial (mV)
0,5 % 1,0 % 2,0 % 0,5 % 1,0 % 2,0 %
Prazdné 529,9 452,2 434,0 15,7 6,1 22,4
Vitamin C 390,7 300,0 380,2 18,0 19,0 31,8
Vitamin E 511,0 475,1 553,0 13,9 16,6 28,4

Z analyzy zeta potencialll nanoc¢astic vyplyva, Ze koncentrace chitosanu ovliviiuje velikost
a povrchovy naboj nanocastic. U prazdnych nanocastic je pozorovano snizeni velikosti
s rostouci koncentraci chitosanu, coZ naznacuje lepsi obaleni liposomt a tim i mens$i velikost
castic. Toto sniZeni velikosti mize byt zplisobeno lepsim zapojenim chitosanu do struktury
liposomtl. Co se tyCe zeta potencialu, u prazdnych nanocastic je pozorovan nejprve pokles a
poté piirtistek zeta potencialu. Ponévadz chitosan udéluje ¢asticim kladny povrchovy nédboj, 1ze
za stabilni povaZovat ¢astice s povrchovym nabojem vétSim nez +30 mV. Této hodnoty vSak
prazdné chitosomy nedosahuji.

U nanocastic obsahujicich vitamin C a E jsou jiz pozorovany pozitivni zmény v zavislosti
na koncentraci chitosanu. U obou vitaminl je pozorovano zvySeni ur€ité velikosti Castic
zejména u Castic s 2 % chitosanu, coZ mize byt zplisobeno vétsim mnoZstvim chitosanu na
povrchu ¢astic. Co se tyCe zeta potencidlu, u obou vitamini je pozorovan postupny prirtistek
jeho hodnoty, pfi¢emz nejvétsi narlist zeta potencidlu je pozorovdn u koncentrace 2 %.
V piipadé enkapsulovaného vitaminu C jsou tyto Castice jiz plné€ stabilni, u vitaminu E se
vyznamné piibliZila hodnota zeta potencialu hranici stability. Lze fici, Ze ptidavek chitosanu do
liposoml s enkapsulovanou hydrofilni i lipofilni latkou vede jednozna¢né k vétsi stabilité
castic.
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V zavéru lze fici, Ze koncentrace 2 % chitosanu je nejvhodné&j$i pro obaleni liposomd,
protoze poskytuje nejstabiln€jsi povrchovy néboj. S ohledem na nizké hodnoty stability
prazdnych liposomt a liposomi s nizsi koncentraci chitosanu Ize vSak fici, ze pouzitd metoda
piipravy liposmil bude vyzadovat ziejmé dalsi optimalizaci.

5.1.2. Optimalizace délky doby sonikace

Vysledky optimalizace ptipravy chitosomt pomoci ultrazvuku jsou prezentovany v grafech
(obrazek 17, obrazek 18) pro velikost ¢astic a zeta potencial.

Z vysledki je ziejmé, ze délka sonikace ma vyznamny vliv na velikost ¢astic. U prazdnych
chitosomu a chitosomu s vitaminem E je pozorovano snizeni velikosti ¢astic s prodluzujici se
dobou sonikace. Naopak u chitosomt s vitaminem C je pozorovan vyrazny pokles velikosti
¢astic jiz po jedné minut¢ sonikace, avSak dalsi prodlouzeni doby na 10 minut jiz nedale vyrazné
neovlivnilo velikost ¢astic. Zeta potencial také vykazuje vyznamny vliv sonikace na vlastnosti
chitosomt. Dle obrazku 18 je patrné, ze vSechny druhy ptipravenych liposomi s2 %
chitosanem vykazovaly dostatecnou koloidni stabilitu (vyssi nez +30 mV) jiz po 1 minuté
sonikace. Po 10 minutach sonikace doslo u vSech chitosomt k poklesu zeta potencialu,
Vv ptipad¢ Castic s vitaminem E se podstatné snizila jejich stabilita.

Vysledky naznacuji, Ze optimalni doba sonikace zavisi na konkrétnim typu chitosomu
a enkapsulovanych latkach. Je tieba brat v ivahu jak velikost ¢astic, tak i zménu zeta potencialu
pfi optimalizaci procesu piipravy chitosomi. Nicmén¢ se ukazalo, ze sonikace po dobu jedné
minuty je dostacujici a delsi doba sonikace vede ke sniZeni stability.
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Obrazek 17: Vliv délka sonikace na velikost castic pri 2 % koncentraci chitosanu
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Obrdzek 18: Viiv délka sonikace na zeta potencial pri 2 % koncentraci chitosanu

5.1.3. Vliv metod ultrazvukového zpracovani a michiani na magnetické michacce na
stabilitu a velikost ¢astic

Byla také provedena optimalizace pfipravy chitosomu, kdy bylo zkoumano, jaky vliv
na stabilitu a velikost ¢astice ma metoda pfipravy ultrazvukem nebo na magnetické michacce.
Byly pouZity modelové chitosomy s enkapsulovanym hydrofilnim vitaminem C a lipofilnim
vitaminem E. Byly také vytvofeny a analyzovany prazdné chitosomy.

Z vysledki vyplyva, ze metoda piipravy nanocastic ma vliv na jejich stabilitu a velikost.
Porovnani mezi metodami s vyuzitim magnetické michacky a sonikace ukazuje rozdily v obou
parametrech. U prazdnych nanocastic byla zaznamenana vys$si pramérna velikost ¢astic pii
pouziti metody sonikace nez pii magnetické michacce. U nanocastic obsahujicich vitamin C
a vitamin E byla také zjiSt€éna o néco vyssi velikost pfi sonikaci ve srovnani s magnetickou
michackou, pozorované rozdily jsou vSak v rdmci chyby stanoveni.

Zeta potencidl je ukazatelem elektrického naboje na povrchu nanoc€astic a indikuje jejich
stabilitu. Vyssi hodnota ZP naznacuje vétsi elektrostatickou odpudivou silu mezi ¢asticemi, coz
vede k vétsi stabilité disperze. V piipadé prazdnych nanocastic byl zaznamenan vyssi ZP pii
sonikaci neZ pti magnetické michacce, coz mize naznacovat vetsi stabilitu Castic pii sonikaci.
U nanocastic s vitaminem C a vitaminem E byly vyss$i hodnoty ZP zjiStény pii sonikaci
[1][33]ve srovnani s magnetickou michackou, coZ opét naznacuje vyssi stabilitu disperze pii
této metod¢. Lze tedy fici, Ze metoda sonikace miiZze vést k mensi aglomeraci a vétsi stabilité
nanocastic ve srovnani s magnetickou michackou. Celkové je vSak stabilita vSech typa
liposoml pfipravenych v tomto experimentu niz$i nez v pfedchozim ptipadé a nedosahuje
hranice stability +30 mV.
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Obrdazek 19: Porovnani velikosti nanocdastic u metod pripravy magnetickou michackou a sonikaci pri
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Obrazek 20: Porovnani zeta potencidalu nanocastic u metod pripravy magnetickou michackou a

sonikaci pri 2 % koncentraci chitosanu

43



5.1.4. Vliv membranové filtrace na vysledné nanoc¢astice

Byly pfipraveny chitosomy dle postupu uvedeny v kapitole 4.4.2. Piiprava chitosomd,
pficemz byly enkapsulovany vitaminy Biz, C, D a E. Vliv filtrace na vysledné nanocastice byl
zkoumén s ohledem na jejich velikost, polydispersitu (Pdl) a zeta potencial (ZP). Proto
predstavuji tyto vysledky vyznamné informace pro optimalizaci piipravy a charakterizace
nanocastic. Byly pouzity filtry s pory o velikosti 450 nm.

Velikost castic pfed filtraci byla vyrazné vyssi, to by mohlo svédcit o aglomeraci ¢astic
v roztoku. Po membranové filtraci doSlo ke snizeni velikosti ¢astic u vSech vzorkl, coz
naznacuje, ze filtrace byla Gi€¢inna pii odstranéni vétsich castic. Polydispersita byla pted filtraci
relativné nizka, avSak po filtraci se polydispersita mirné zvysila, coZ mize byt zplisobeno
selektivnim odstranénim urcitych Castic nebo shluka. Pied filtraci byl ZP u vétSiny vzorkt
pomérné vysoky, coz naznacuje stabilni nabojovou povahu ¢astic. Nicmén¢ po filtraci doslo ke
sniZeni zeta potencidlu u vSech vzorki, to mize byt disledek odstranéni ndbojové aktivnich
castic.
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Obrazek 21: Viiv filtrace na vyslednou velikost castic
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Obrazek 22: Viiv filtrace na stabilitu castic

Filtrace mtze vést k naruSeni integrity Castic, zejména pokud jsou ¢astice velké nebo maji
tendenci k agregaci. Pfi filtraci dochazi k priichodu roztoku ¢astici membranou filtraéniho
média, coz mize fyzikalng ovlivnit strukturu a velikost ¢astic.

V piipadé, Ze jsou castice pfiliS velké nebo maji tendenci k agregaci, mize dojit
k mechanickému rozdrceni nebo deformaci ¢astic béhem procesu filtrace. To mize vést
k vytvofeni mensich fragmentd Castic nebo ke zméné jejich tvaru a povrchové struktury.
Dtisledkem muZe byt ztrata funkcionality Castic nebo zména jejich interakci s okolnim
prostiedim. Napfiklad, pfed filtraci byly primémé velikosti ¢astic v rozmezi né€kolika tisic
nanometrt, zatimco po filtraci klesly na stovky nanometrti. To naznacuje, ze filtrace méla vliv
na redukci velikosti ¢éstic. Tento jev mlze byt zplsoben mechanickym rozdrcenim nebo
deformaci ¢astic béhem prichodu membranou filtraéniho média. Vzhledem k vyraznému
naruseni stability ¢astic se nadale od filtrace upousti.

5.2. Stanoveni velikosti ¢astic a polydisperzity

Liposomy, pfipravené podle popsaného postupu v kapitolach 4.4.1. Pfiprava liposomu
a 4.4.2. Ptiprava chitosomil, byly analyzovany z hlediska jejich velikosti a distribuce ¢astic. Pro
charakterizaci velikosti liposomi byla pouzita metoda dynamického rozptylu (DLS). Liposomy
byly dispergovany ve vodném roztoku a nasledné analyzovéany. Velikostni distribuce liposoml
byla vyhodnocena pomoci primérného priméru ¢éstic ze tif méteni. Timto postupem byla
zajiSténa konzistentni a presna analyza velikosti a distribuce €astic, coZ je klicové pro posouzeni
kvality a Gi€innosti pfipravenych liposomtl.

Data poskytuji informace o primérné velikosti liposomt a chitosomil s enkapsulovanymi
vitaminy Bi, C, D a E. Velikost ¢astic je klicovym faktorem ovliviiujicim stabilitu
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a biologickou aktivitu nosicu a jejich obsazenych latek. Liposomy vykazuji mensi primérnou
velikost Castic ve srovnani s chitosomy, coz miize byt vyhodné pro nékteré aplikace, jako je
napiiklad lepsi penetrace do bunck nebo tkani. Naopak chitosomy maji vétsi primérnou
velikost Castic, t0 mize byt vhodné pro jiné aplikace, napiiklad pro dlouhodobé uvoliiovani.
Pramémé velikosti a index polydisperzity liposomi a chitosomi (2 % chitosanu)
s enkapsulovanymi vitaminy jsou uvedeny v Tabulka 4 a graficky znazornény na Obrazek 23.

Tabulka 4: Velikost castic a index polydisperzity liposomit a chitosomii s 2 % chitosanem

Liposomy Chitosomy
Velikost (nm) Pdl Velikost (nm) Pdl
Prazdné 284,0 + 4,8 0,263+ 0,064 | 1414,3+40,3 |0,292+ 0,057
Vitamin B, 189,5+5,2 0,417 £ 0,020 1701,0 £ 84,4 | 0,136+ 0,020
Vitamin C 257,6 £ 3,9 0,336 + 0,006 897,0£322 10,076 £ 0,051
Vitamin D 275,6 £7.4 0,353 £ 0,029 1566,3 £ 73,2 | 0,104 £ 0,050
Vitamin E 170,7 £ 0,8 0,135+ 0,008 2105,3+68,5 |0,362+ 0,094
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Obrazek 23: Primerna velikost liposomit a chitosomii s koncentraci chitosanu 2 %

Liposomy vykazuji rGzné hodnoty primérné velikosti a polydispersity indexu (PdI)
v zavislosti na typu vitaminu v liposomech. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 4. Prazdné
liposomy maji priimérnou velikost 284,0 nm s PdI 0,263, coZ naznacuje homogenni distribuci
velikosti ¢astic. Liposomy s vitaminem B> maji mensi primérnou velikost (189,5 nm) nez
prazdné liposomy, ale vyS$s$i hodnotu PdI (0,417), coz mlze naznafovat véEtSi variabilitu
velikosti Castic. Liposomy s vitaminem C maji podobnou primérnou velikost jako prazdné
liposomy, ale niz§i hodnotu PdI (0,336), coz naznacuje mensi variabilitu velikosti ¢astic.
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Liposomy s vitaminem D maji vyssi primérnou velikost (275,6 nm) a s vitaminem E niZzsi
prumérnou velikost (0,104 nm).

Chitosomy vykazuji také rozdilné hodnoty pramérné velikosti a Pdl. Prazdné chitosomy
maji primérnou velikost 1414 nm s PdI 0,292, coz naznacuje vétsi rozptyl ve velikosti Castic.
Chitosomov¢ ¢astice s vitaminem Bi2 maji vétsi primérnou velikost (1701,0 nm) nez prazdné
chitosomy, ale nizsi hodnotu PdI (0,136), coz mize naznaCovat na mensi variabilitu velikosti
c¢astic. Chitosomy s vitaminem C maji mensi primérnou velikost (897,0 nm) nez prazdné, ale
nizs$i hodnotu PdI (0,076), a mize tedy vykazovat homogenné;jsi distribuci velikosti ¢astic.
Chitosomy s vitaminem D a E maji vyssi primérnou velikost (1566,3 nm a 2105,3 nm) a vyssi
hodnoty PdI (0,362) pro vitamin E, coz mize naznacovat na vétsi rozptyl ve velikosti Castic,
a nizsi pro vitamin D (0,104).

Stabilita liposomi a chitosomi je ovlivnéna typem enkapsulovaného vitaminu, ktery mize
mit riizny vliv na velikost a distribuci castic. Dulezitym faktorem je také typ nosné latky
(liposomy vs. chitosomy), ktery mtize ovlivnit stabilitu a homogenitu ptipravku.

5.3.  Posouzeni dlouhodobé stability liposomii

Posouzeni dlouhodobé stability liposomi (bez chitosanu) je kli€ové pro zajisténi G€innosti a
spolehlivosti téchto nosict latek. Jednim z dutlezitych faktoridi, ktery ovliviiuje stabilitu
liposomd, je zeta potencidl, ktery poskytuje informace o naboji a povrchovém potencialu Castic.
Me¢fteni zeta potencidlu v pribéhu ¢asu umoziuje sledovat zmény ve stabilizaci liposomil a
posoudit jejich dlouhodobou stabilitu.

Béhem této c¢asti experimentdlniho vyzkumu byly liposomy podrobeny pravidelnym
méfenim zeta potencidlu v ¢asovém horizontu jednoho mésice. Timto zplisobem bylo mozné
sledovat, jak se méni elektricky naboj a povrchovy potencial liposomi v prib&hu ¢asu. Ziskana
data umoznila posoudit stabilitu liposomi a identifikovat pfipadné zmény, které by mohly
ovlivnit jejich kvalitu a i€¢innost jako nosict latek.

Z vysledkt dlouhodobé stability liposoml pomoci méteni zeta potencialu v pribéhu jednoho
meésice, 1ze pozorovat nasledujici zmeény (obrazek 24). Prazdné liposomy vykazuji sniZzeni zeta
potencialu z -34,5 mV na -22,0 mV po jednom mésici, coZ naznacuje mirnou zménu v jejich
elektrickém naboji a stabilité. Liposomy s enkapsulovanym vitaminem B12 ukazuji zmény zeta
potencialu od -36,8 mV na -22,8 mV po jednom mésici. To v obou pfipadech naznacuje mirnou
destabilizaci ¢astic. Liposomy s vitaminem C vykazuji zmény zeta potencidlu od -25,5 mV
na -28,4 mV po jednom meésici, coz naznacuje mirné zvySeni stability nanocastic. Liposomy
s vitaminem D a E vykazuji minimalni zmény v Case. Lze tedy usuzovat, ze liposomy
s enkapsulovanymi lipofilnimi vitaminy jsou v €ase vice stabilni. Liposomy s kyselinou
hyaluronovou (HA) vykazuji stabilnéj$i chovani s mens$imi zménami zeta potencialu béhem
jednoho mésice. Lze tedy shrnout, ze liposomy vykazuji urCitou miru destabilizace béhem
jednoho meésice, coz muze byt zpisobeno rlznymi faktory, jako je interakce s okolnim
prostiedim nebo degradace slozek v liposomech.
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5.4. Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti

Stanoveni enkapsula¢ni Uc¢innosti, provadéné jak ze supernatantu, tak z nanocastic, je
klicovym krokem pfi vyvoji nanocCasticovych systémil pro nosice léCivych latek ¢i jinych
bioaktivnich sloZzek. Tato metoda umoziuje kvantifikovat procentualni podil ti¢inné latky, ktera
byla tspésn¢ enkapsulovana do nosice, jako jsou liposomy nebo chitosomy. Pfesné stanoveni
enkapsulaéni u¢innosti je dilezité pro optimalizaci procesii vyroby a pro zajisténi konzistence
vlastnosti nanocéstic. Metody zahrnuji spektrofotometrii a HPLC, poskytujici ptesné
kvantitativni hodnoty enkapsulace.

r

5.4.1. Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti ze supernatantu pomoci UV-VIS

Enkapsulaéni ucinnost (EU) liposomt byla stanovena na zakladé koncentrace bioaktivni
latky uvolnéné do supernatantu. Nejprve byl méfen celkovy obsah neenkapsulované latky
pomoci UV-VIS spektrofotometrie, coz umoznilo ziskat informaci o celkovém mnozstvi latky,
ktera nebyla obsazena uvnitf liposomu.

Nasledné byla zjisténa koncentrace enkapsulované latky v nanocasticich pomoci stejného
analytického pfistroje. Rozdil mezi celkovym mnoZstvim latky a mnozstvim neenkapsulované
latky poskytl hodnotu enkapsula¢ni ucinnosti. Enkapsula¢ni ucinnost byla vypocitana jako
procentudlni rozdil mezi koncentraci vitamint pfed a po enkapsulaci. Tento postup umoznil
kvantifikaci procentudlniho podilu latky, kterd byla tspésné enkapsulovana do liposomdlnich
nosicu.
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Data ze spektrofotometrie ukazuji enkapsula¢ni u¢innost vitaminti Bi2, C, D a E méfenou
ze supernatantu po riznych cCasovych intervalech. Enkapsula¢ni ucinnost byla stanovena
nejprve pro samotné liposomy a poté pro liposomy i chitosomy (s obsahem chitosan 2 %). Data
pro stabilitu enkapsulovanych latek v liposomech jsou uvedena na Obrazek 24.

Enkapsulacni u¢innost vitaminu B1; se zda byt relativné stabilni béhem Ctyt tydnt, s mirnym
naristem z 6 % na 12 %. Enkapsula¢ni G¢innost vitaminu C zpoc€atku vzrostla z 5 % na 19 %
behem prvnich dvou tydnl a nadale stoupla na 33 % po ctyfech tydnech. Zda se, ze nartst
enkapsulacni uc¢innosti vitaminu Bix a C béhem skladovani neni zplsoben probihajici
enkapsulaci. SpiSe je pravdépodobné, Zze dochazi k degradaci vitamina v roztoku mimo ¢astice.
Proto se pfi ptepoctu zvysuje enkapsulacni €innost v liposomech.

U vitaminii D a E je patrna opacna tendence, kde enkapsula¢ni G¢innost je nejprve po
ptiprave na relativné vysokych hodnotéach, 72,8 % pro vitamin D a 79,1 % pro vitamin E. Poté
vSak hodnoty postupné klesaji az na hodnoty 56,9 % pro vitamin D a 45,5 % pro vitamin E, kde
je pokles enkapsula¢ni ucinnosti jest¢ markantnéj$i. Tato situace naznacuje, Ze proces
enkapsulace téchto vitamind do liposomi ¢i chitosom je efektivni v prvnich fazich, ale s Casem
muze dochéazet k jejich postupné degradaci nebo tniku z nanocéstic, coz vede ke sniZeni
enkapsula¢ni u¢innosti. Enkapsula¢ni ti¢innost vitaminti B12, C, D a E se méni s ¢asem, pfi¢emz
nékteré Castice s enkapsulovnymi vitaminy jsou stabilnéjs$i nez jiné. To mize byt dilezité pii
planovani dlouhodobého pouziti téchto enkapsulovanych vitamint v riznych aplikacich.
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Obrazek 25: Enkapsulacni ucinnost liposomii s enkapsulovanymi vitaminy
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5.4.2. Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti z liposomi pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Ziskana data poskytuji informace o enkapsula¢ni uCinnosti vitamint D a E uvolnénych
Z nanocastic ptipravenych dle kapitoly 4.4.2. Ptiprava chitosomil Je zajimavé pozorovat rozdily
v enkapsula¢ni uc¢innosti mezi supernatantem a samotnymi nanocasticemi. U vitamini D a E je
enkapsulacni u€innost vyssi pii1 analyze supernatantu nez pii pouziti samotnych ¢astic. To mize

wrwe

v mrazaku ¢i béhem procesu lyofilizace.

Tabulka 5: Enkapsulacni ucinnost stanovena z liposomii, pro srovnani i ze supernatantu ihned po

pripravé
éastice supernatant
vitamin D 8,9 % 72,0 %
vitamin E 11,7 % 79,1 %

Tato data jsou dulezita pro hodnoceni u¢innosti a stability pfipravenych nanocastic, coz
muze byt klicové pro vyvoj kosmetickych nebo farmaceutickych produkti. Rtzné enkapsulaéni
ucinnosti mohou vést k riznym ucéinktim pfi aplikaci téchto produktti na pokozku nebo do téla.

5.4.3. Stanoveni enkapsula¢ni uéinnosti pomoci metody HPLC

V této casti byla provedena analyza enkapsula¢ni ucinnosti ze supernatantu i liposomul
ptipravenych dle postupu uvedeném v kapitole 4.4.1. Ptiprava liposomi S enkapsulovanymi
vitaminy D a E pomoci metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Pro
stanoveni enkapsula¢ni Uc¢innosti ze supernatantu byly vzorky centrifugovany za ucelem
odd¢leni supernatantu od liposomtl. Vzorky byly skladovany v lednici za nepfistupu svétla po
dobu jednoho mésice, pficemz bylo provedeno méfeni po ptipravé, po jednom tydnu, po dvou
tydnech a po jednom mésici. Castice i supernatanty byly lyofilizovany a poté rozpuitény
Vv roztoku ethylacetdtu a acetonitrilu. Nasledn€ byl obsah enkapsulovanych latek analyzovan
pomoci HPLC.

Vysledky enkapsula¢ni u€innosti vitaminu D ve supernatantu (obrazek 26) ukazuji, ze po
piipravé byla enkapsulacni G€¢innost pomérné vysoka a podobna pro obé metody stanoveni
(HPLC: 68,4 %, UV-VIS: 72,8 %). Nicméné, béhem skladovani doslo k poklesu enkapsulaéni
ucinnosti u obou metod. Tento pokles mohl byt zpisoben riznymi faktory, jako je degradace
¢astic nebo uvoliiovani vitaminu D ze supernatantu. Je tedy dulezité¢ provadét dalsi studie k
identifikaci pticin tohoto poklesu a ptipadné optimalizovat proces enkapsulace vitaminu D pro
zajisténi dlouhodobé stability a ucinnosti produktu.
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Obrdazek 26: Porovnadni vysledkii enkapsulacni ucinnosti liposomii metodou HPLC a UV-VIS ze

supernatantu pro vitamin D

Vysledky enkapsulacni G¢innosti vitaminu D z ¢astic (obrazek 27) po ptiprave ukazuji, ze
obé metody stanoveni (HPLC: 10,1 %, UV-VIS: 8,6 %) poskytly podobné vysledky. Béhem
skladovani doslo k mirnému zvySeni enkapsula¢ni u¢innosti u obou metod, pficemz v druhém
tydnu a mésici byla enkapsulaéni G€innost vys$si neZ po piipraveé. Tento nariist miiZze naznacovat
dalsi enkapsulaci vitaminu D do ¢astic béhem skladovani. Nicméng, je dtilezité poznamenat, ze
vysledky mezi metodami HPLC a UV-VIS se mirné lisily. To miZze byt zplisobeno riznymi
vlastnostmi metod a je tfeba provést dal$i zkoumani pro ovéteni presnosti a spolehlivosti obou
metod. HPLC poskytuje presnéjsi a spolehlivéjsi vysledky nez UV-VIS spektrofotometrie,
avSak ob& metody naznacuji podobny trend klesajici enkapsula¢ni Uc¢innosti vitaminu D
S Casem.
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Obrazek 27: Porovnani vysledkii enkapsulacni ucinnosti liposomii pro vitamin D metodou
HPLC a UV-VIS z liposomu
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Vyhodnoceni dat pro vitamin E stanoven ze supernatantu (obrazek 28) naznacuje, ze hodnota
jeho enkapsulaéni Géinnosti se 1isi v zavislosti na pouZité metodé stanoveni a ¢asovém prubéhu.
Po pripravé byla enkapsula¢ni uc¢innost vyssi pti pouziti metody UV-VIS (72,8 %) nez HPLC
(57,5 %). Nicméné, v prubéhu skladovani doslo k poklesu enkapsula¢ni G¢innosti, coz je
pozorovatelné u obou metod. Zatimco metoda UV-VIS vykazuje nejvyssi enkapsulaéni
ucinnost po piipraveé, béhem skladovani doslo k vétsSimu poklesu v porovnani s metodou HPLC.
Tento pokles by mohl byt zplisoben riznymi faktory, jako je degradace liposoml nebo
uvoliovani vitaminu E z ¢astic. Je tedy dualezité brat v uvahu tyto faktory pii planovéni a
optimalizaci procesil ptipravy a skladovani nanoc¢astic obsahujicich vitamin E.
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Obrdazek 28: Porovnani vysledkii enkapsulacni uicinnosti liposomii pro vitamin E metodou
HPLC a UV-VIS ze supernatantu

Vysledky enkapsulaéni u¢innosti vitaminu E stanovené z liposomalnich ¢astic (obrazek 29)
naznacuji, Ze tento vitamin je u¢inn¢ enkapsulovan do ¢astic. Po pfipravé byla enkapsulaéni
ucinnost vyssi pii pouziti metody UV-VIS (11,7 %) ve srovnani s metodou HPLC (7,3 %).
Nicméné, béhem skladovani doslo k poklesu enkapsulacni Gi¢innosti u obou metod. U obou
metod byl pozorovan podobny trend poklesu enkapsulac¢ni u€innosti vitaminu E po dobu
skladovéani, coz by mohl byt zplisoben riznymi faktory, jako je degradace c¢astic nebo
uvoliiovani vitaminu E z nich. Je tedy dlleZité monitorovat a fidit tyto faktory ptfi vyvoji a
skladovani produktl obsahujicich nanocastice s enkapsulovanym vitaminem E.
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Obrazek 29:Porovnani vysledkii enkapsulacni ucinnosti liposomii pro vitamin E metodou
HPLC a UV-VIS z liposomu

Rozdily mezi hodnotami enkapsula¢ni G¢innosti stanovenymi pomoci HPLC a UV-VIS
mohou mit nékolik pti¢in. HPLC a UV-VIS spektrofotometrie jsou zaloZeny na odlisnych
principech. HPLC je zaloZena na separaci latek a detekci jejich absorbance, zatimco UV-VIS
spektrofotometrie méfi absorbanci svétla pfimo v roztoku. Rozdilné vlastnosti latek mohou
zpusobit rozdilné odezvy téchto metod, piicemz jako citlivéjsi metodu poskytujici spolehlivejsi,
a hlavné selektivni vysledky je tfeba povazovat HPLC. Také mohly nastat chyby pii ptipravé
vzorkd, jako je nedostatecné homogenizace, kontaminace nebo ztrata vzorku, mohou ovlivnit
vysledky. Chyby pfi provadéni samotné analyzy, jako je chybna kalibrace pfistrojii, nepfesna
manipulace s vzorky nebo nepiesnost méfeni, mohou vést k rozdilnym vysledkiam.

5.5. Stanoveni kratkodobého uvoliiovani v modelovych podminkach

Kratkodobé uvoliiovani vitaminli z liposomii a chitosomt bylo sledovano v ¢asovych
intervalech 15 minut, 30 minut, 60 minut a 120 minut, tedy celkové po dobu dvou hodin
za simulovanych podminek teploty lidského téla, tedy pii 37 °C ve vodném prostiedi.

U liposomt bylo pozorovano rychlé uvoliiovani zejména u hydrofilnich vitamin Bi; a C
béhem prvnich 15 az 30 minut (obrazek 30). To mlze naznacovat, Ze hydrofilni vitaminy se
snaze uvoliluji z membranovych struktur, mohou i z¢asti destabilizovat strukturu membrany a
liposomy tak mohou byt citlivéjsi i na vnéjsi vlivy, coz vede k rychlejsi degradaci a naslednému
uvolnéni vitamini. Uvolnovani lipofilnich vitamini D a E bylo pomalej$i, coz mize byt
dusledkem jejich pevnéjsi vazby v liposomech. To je ziejmé disledek jejich lipofilniho
charakteru, tudiz uvoliovani lipofilnich vitamin do vodného prostiedi je zanedbatelné. To by
mohlo znamenat, Ze tyto liposomy jsou stabilngj$i a méné nachylné k degradaci v Case.
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Obrazek 30: Kratkodobé uvolniovani enkapsulovanych vitaminii z liposomii

U chitosomil bylo celkové uvoliiovani vitamind niz§i neZ u liposomi, coz miZe byt
disledkem jejich odlisné struktury a vlastnosti (oObrazek 31). V experimentu byly testovany
chitosomy s obsahem 2 % chitosanu. Chitosomy maji obvykle hustsi strukturu nez liposomy, a
to miZe ovlivnit jejich schopnost uvoliiovat obsazené latky. Pomalejsi uvoliiovani hydrofilnich
vitaminl B12 a C z chitosomt naznacuje, Ze tyto ¢astice jsou méné citlivé na vnéjsi faktory nez
liposomy a enkapsulované latky nemaji negativni vliv na stabilitu a strukturu membranovych
¢astic. Vyssi stabilita je patrna zejména u enkapsulovaného vitaminu C v chitosomech. To mutize
byt vyhodné pro dlouhodobé uvoliovani aktivnich latek v ptipadé¢ potieby udrZeni konstantniho
ucinku. U vitaminti D a E je opét uvoliiovani pomalejsi, ale zde neni tak vyrazny rozdil mezi
liposomy a chitosomy.
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Obrazek 31: Kratkodobé uvolniovani enkapsulovanych vitaminii z chitosomii s obsahem chitosanu 2%
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Lze tedy konstatovat, ze liposomy maji tendenci rychleji uvoliiovat obsazené latky, coz
muze byt vhodné pro rychlé ucinky nebo aplikace vyzadujici okamzité uvolnéni. Na druhou
stranu jsou chitosomy stabilnéjsi a mén¢ nachylné k degradaci, coz je vhodné pro dlouhodobé
aplikace, protrahované uvoliiovani nebo udrzeni stabilni irovné G¢innych latek v organismu.

5.6. Stanoveni dlouhodobé stability ¢astic v modelovych prostiedi

V nasledujici ¢asti experimentli bylo sledovano postupné uvoliovani vitamini z chitosomi
(s obsahem chitosanu 2 %) do ruznych prostiedi piedpokladanych v kosmetickych nebo
potravinaiskych vyrobcich, a to po dobu 1 tydne (7 dnti). Pro hydrofilni vitaminy byla testovana
prostiedi voda, parafin a emulze, pro lipofilni vitaminy se jednalo o vodu, glycerol a 50 %
glycerol.

Z vysledku (obrazek 32) je patrné postupné uvolfiovani vitaminu B12 do riznych prostiedi
(voda, parafin, emulze) v prubéhu Casu. Koncentrace vitaminu B1> ve vodném prostiedi se
postupné nepatrn€ zvySuje v pribéhu casu, coz naznacuje uvoliiovani vitaminu z chitosomi do
vodného prostiedi. Tento nariist je pomérné stabilni az do 96 hodin, kdy je pozorovan o néco
vyrazngj$i nariist. Po 168 hodinach se koncentrace vitaminu B2 stabilizuje na hodnoté¢ 0,130
mg/ml, coz mize indikovat ustaleni procesu uvolfiovani. V parafinovém prostiedi je
koncentrace vitaminu B12 nizsi nez ve vod¢€, coz naznacuje niz$i miru uvoliiovani do olejového
prostfedi. Celkové se koncentrace vitaminu Bz v pribéhu €asu zménila jen minimalné, coz
naznacuje pomalé uvoliiovani do parafinu. V emulznim prostiedi je pozorovan podobny trend
jako v parafinu, s niz§imi koncentracemi vitaminu B1» ve srovnani s vodou. Koncentrace
vitaminu B12 v emulzi je stabilni po celou dobu experimentu, coz naznacuje pomérné nizkou

miru uvoliiovéani do tohoto prostiedi.
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Obrazek 32: Uvolnovani vitaminu B, z chitosomit do modelovych prostredi
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Z vysledku uvoliovani vitaminu C do riznych prostfedi v prabéhu ¢asu (obrazek 33) lze
pozorovat rozdilné chovani v riznych prostiedi. Koncentrace vitaminu C ve vodném prostredi
se postupné zvysuje v prubéhu Casu. Nejvyssi koncentrace je pozorovéana po 168 hodinach, coz
naznacuje pokracujici uvoliiovani vitaminu C i po delsi dob¢.

Koncentrace vitaminu C v parafinu jsou nizsi ve srovnani s vodou a stabilizuji se na relativné
nizkych hodnotach. Postupné zvySovani koncentrace v pribc¢hu Casu ukazuje na pomalejsi
proces uvoliiovani do parafinu. Podobné jako v parafinu, i v emulzi se koncentrace vitaminu C
zvysuje v prubehu Casu, ale stabilizuje se na nizsi urovni nez ve vode¢. Nejvyssi koncentrace je
zaznamenana po 168 hodinach. Tyto vysledky naznacuji, Ze vitamin C ma schopnost postupné
uvoliiovat do rGznych prostiedi s riznymi rychlostmi, coz je dulezité pro jeho vyuziti v
kosmetice a potravinarstvi.
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Obrdazek 33: Uvolnovani vitaminu C do modelovych prostiedi

Uvolilovani vitaminu D do riiznych prostiedi v pribéhu ¢asu bylo v modelovych prostedich
velmi podobné (obrazek 34). Ve vodném prostiedi koncentrace vitaminu D zistava relativné
stabilni po celou dobu sledovani, coz naznacuje minimalni nebo Z4dné uvoliovani do vodného
prostiedi. Vitamin D se ve vodném prostiedi nerozpousti, a je v ném stabilizovan.

Podobné jako ve vodé, 1 v glycerolu zlstava koncentrace vitaminu D stabilni po celou dobu
sledovani. To naznacuje, ze ani v glycerolu nedochazi k vyznamnému uvoliiovani vitaminu D.
Koncentrace vitaminu D se mirn€ zvySuje pocatecni fazi, ale poté se stabilizuje na relativné
konstantni urovni. To naznacuje, Ze uvoliiovani vitaminu D do 50 % glycerolu je minimalni
nebo zadné. Vysledky naznacuji, Ze chitosomy obsahujici vitamin D jsou stabilni v testovanych
prostfedich a neprojevuje se vyznamné uvoliiovani do vody nebo glycerolu. Tato pozorovani
jsou dtlezitd pro planovani vyuziti vitaminu D v kosmetickych nebo potravinaiskych
produktech.
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Obrazek 34 Uvolnovani vitaminu D z chitosomii do modelovych prostredi

Koncentrace vitaminu E ziistava stabilni po celou dobu sledovani, coZ naznacuje minimalni
nebo zadné uvolnovani do vodného prostiedi (obrazek 35). Vitamin E neni ve vod¢ rozpustny
a je stabilizovan v daném prostfedi. Podobné jako ve vodé, i v glycerolu ziistdva koncentrace
vitaminu E relativné stabilni po celou dobu sledovani. To naznacuje, ze ani v glycerolu
nedochazi k vyznamnému uvoliiovani vitaminu E. Koncentrace vitaminu E se také udrzuje
stabilni po celou dobu sledovani v 50 % glycerolu, kdy nejsou pozorovany vyznamné zmény
koncentrace vitaminu E, coz naznacuje jeho minimalni nebo zadné uvoliovani.

Vysledky naznacuji, ze vitamin E je stabilni v testovanych prostfedich a neprojevuje

vyznamné uvoliiovani do vody nebo glycerolu. Tato pozorovani jsou diilezitd pro planovani
vyuziti vitaminu E v kosmetickych nebo potravinafskych produktech.
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Obrazek 35: Uvolnovani vitaminu E z chitosomit do modelovych prostredi
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Rychlost a mira uvoliiovani vitamini Biz, C, D a E z chitosomt do rGznych prostiedi se
muze liSit v zavislosti na chemickych vlastnostech téchto latek a jejich interakci s chitosanem
a muze byt ovlivnéno mnoha faktory, jako je napiiklad lipofilni nebo hydrofilni charakter
prostiedi. Je tieba zdiraznit, ze minimalni uvolnovani enkapsulované slozky muze byt
v nékterych situacich spiSe nezadouci, je tieba dusledné zvazit, v jaké prostiedi se budou Castice
vyskytovat, jaky ma byt jejich ucinek a podle toho navrhnout material, z n€hoz budou ¢astice
piipraveny.

5.7. Posouzeni stability pripravenych liposomi a chitosomii po lyofilizaci

Data uvedend na obrazku 36 poskytuji informace o zeta potencidlu nelyofilizovanych a
lyofilizovanych liposoml a chitosoml s enkapsulovanymi vitaminy Biz, C, D a E. Zeta
potencial je méfenim elektrického ndboje Castic a mize poskytnout informace o jejich stabilité.

Pro liposomy (zeta-potencial ma zapornou hodnotu) je vidét, Ze lyofilizace nijak vyrazné
zeta potencial neovlivituje, obé hodnoty jsou nizsi nez -30 mV, lze tedy v obou piipadech
liposomy povazovat za stabilni, jak nelyofilizované a lyofilizované nanocastice. Naopak
chitosomy vykazuji vyrazné€jsi snizeni zeta potencialu, avSak i v tomto piipad¢ lze Castice jeste
povazovat za stabilni. Nicmén¢ 1ze konstatovat, ze po lyofilizaci liposomil doSlo k mirnému
zvyseni stability castic.

Z toho plyne, ze chitosomli dochézi po lyofilizaci ke snizeni stability, coz je dulezity faktor
pro jejich pouziti jako nosicl pro enkapsulaci vitamind. Tyto vysledky mohou mit vyznamny
dopad na optimalizaci procesu vyroby a vybér vhodného nosice pro dané aplikace.
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Obrazek 36. Viiv lyofilizace na stabilitu jednotlivych nanocastic s enkapsulovanymi vitaminy
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Vysledky naznacuji, Ze mohlo dojit ke zvySeni enkapsulacni G€innosti nanocéstic, avSak
lyofilizace by neméla mit na enkapsulaéni G€innost tak zasadni vliv jako na stabilitu ¢astic. Ve
vsech piipadech s vyjimkou vitaminu E, ktery vykazuje mirny pokles, vysledky ukazuji mirny
narist enkapsulacni G€innosti. Tento jev naznacuje, Ze proces lyofilizace miiZe mit pozitivni
dopad na zachovani enkapsulovanych vitamini, coZ je kliCové pro stabilitu a Uc¢innost
potravinovych doplnkd.

Nejvyraznéjsi narast enkapsulacni ucinnosti byl zaznamenan u vitaminu C, ktery se zvysil
ze 5,7 % pied lyofilizaci na 14,9 % po lyofilizaci (obrazek 37). To naznacuje, ze lyofilizace
muze byt u€innou metodou pro zvyseni enkapsulaéni u€innosti vitaminu C a tim 1 jeho stability
V potravinovych doplnicich. Vitamin Bi2 také prokézal vyznamny nartst enkapsulac¢ni a¢innosti
po lyofilizaci, coZ naznacuje, Ze tato metoda miize byt ucinnd i pro ochranu citlivych latek jako
je vitamin Bio.

I kdyz byl u vitaminu E zaznamenan mirny pokles enkapsulacni ucinnosti, celkova zména
je minimalni a stale se pohybuje v relativné vysokém rozmezi. To naznacuje, Ze 1 pies tento
pokles miize byt lyofilizace stale U¢innou metodou pro zachovani stability vitaminu E
Vv potravinovych doplicich.

Lyofilizace ptedstavuje slibnou metodu pro zvySeni stability vitamini v potravinovych
dopliicich, coZ mize piispét k vyssi kvalité a ucinnosti enkapsulovanych preparati.
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Obrazek 37: Enkapsulacni ucinnost nanocastic pred a po lyofilizaci
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5.8. Vizualizace nanocastic pomoci svételné mikroskopie

Vizualizace c¢astic pod svételnym mikroskopem umoZiuje zkoumat jejich morfologii,
velikost a distribuci. Pfi zvétSeni 1000x jsou nanocastice relativné dobfe viditelné a umoziuji
detailni pozorovani.

Svételny mikroskop umoZiluje urcit velikost castic a jejich tvar, coz je dullezité
pro pochopeni jejich vlastnosti a chovani. Distribuce ¢astic ve vzorku mize byt pozorovéna téz,
coz poskytuje informace o jejich homogenité nebo heterogenité. Pokud jsou ¢astice interaktivni,
svételny mikroskop miize ukazat, jak se vzajemné ovliviiuji nebo jak se organizuji v prostoru.
Mikroskop miiZze odhalit pfitomnost kontaminace nebo aglomerace Castic, coz miize ovlivnit
vysledky experimentu nebo vlastnosti materidlu. Pii vizualizaci cCastic pod svételnym
mikroskopem je dulezité dbat na optimalni osvétleni a ostrost obrazu, aby byly ziskany
spolehlivé vysledky. Chitosanové nanocastice jsou zobrazeny na Obrazek 38.

Doplnéni mozZnosti optimalizace pomoci lepSich mikroskopi, jako jsou transmisni
elektronovy mikroskop (TEM) a skenovaci elektronovy mikroskop (SEM), je vyznamné. Tyto
pokrocilé mikroskopické techniky umoznuji jesté detailnéjSi zkouméni nanocastic. TEM
poskytuje podrobné informace o vnitini struktuie ¢astic a umoZziuje zobrazeni na atomarni
urovni. Na druhou stranu SEM umoznuje ziskani povrchovych informaci o ¢asticich a jejich
topografii. Diky témto pokroCilym metoddm lze 1épe porozumét struktufe a vlastnostem
nanocastic, coz je klicoveé pro dalsi vyvoj a optimalizaci nanomaterialli pro riizné aplikace.

Obrazek 38: Pripravené Cdstice snimky z optického mikroskopu (zvétseno 1000x)
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5.9. Navrh a vyroba kosmetickych produktii a jejich posouzeni

Byly pfipraveny dva kosmetické produkty: hydratacni gel a pletovy krém, oba obohacené
0 patficné nanocastice. Pro kosmetické tucely byly vybrany chitosomové nanocastice
s enkapsulovanymi vitaminy C, DaE. V obou piipadech byly také vyrobeny varianty
ptipravku bez pfidanych enkapsulovanych bioaktivnich latek.

Lehky gel na vodni bazi (Obrazek 39) byl pfipraven podle postupu 4.7.2. Hydrata¢ni gel.
Gel obsahuje nanocastice s enkapsulovanymi lipofilnimi vitaminy D a E. Vitaminy D a E byly
do gelu na vodni bazi zvoleny pro svtj lipofilni charakter, jelikoz ¢astice tyto vitaminy uvoliuji
do vodného prostiedi jen velmi mélo. Kromé toho gel obsahuje 2% kyseliny hyaluronové, ktera
slouzi jako sitovaci ¢inidlo, a glycerol jako humektant, ktery ptispiva k hydrataci pokozky.

Obrazek 39: Vyrobeny hydratacni gel bez chitosomii (vlevo) a s chitosomy (vpravo)

Krém byl piipraven podle postupu uvedeného v kapitole uvedeného 4.7.1. Pletovy krém.
Krém (Obrazek 40) obsahuje smés arganového a ricinového oleje s celkovym obsahem 25 %.
Tento krém je obohacen nanocasticemi s enkapsulovanym vitaminem C, ktery ma antioxidantni
vlastnosti. Vitamin C byl do krémové emulze zvolen kviili malému uvoliiovéani do olejové faze.
Kromeé toho obsahuje krém 6 % emulsinu a 3 % cetearylalkoholu, které slouzi jako emulgatory
a zajist'uji stabilni konzistenci krému. Oba pfipravky jsou konzervovany phenoxyethanolem,
aby se zabranilo ristu mikroorganismu a prodlouzila se trvanlivost produktti.

Obrazek 40: Vyrobeny pletovy krém bez chitosomii (vievo) a s chitosomy (vpravo)
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5.9.1. Visioskopie

V experimentalni ¢asti této prace je visioskopie vyuzita k posouzeni t¢innosti kosmetickych
piipravka prostfednictvim vyhodnoceni deskvamace, coz je proces odlupovani odumielych
bunek povrchové vrstvy kiize. Visioskopickd analyza umoznuje diikkladné zkoumani povrchu
ktize a hodnoceni jejiho stavu pied a po aplikaci kosmetickych produkti. Tato metoda poskytuje
detailni informace o zménach stavu pokozky, vcetné snizeni deskvamace, které naznacuje
zlepseni hydratace a obnovy povrchové vrstvy kiize. V této Casti byla visioskopie vyuzita
k objektivnimu vyhodnoceni ucinnosti kosmetickych ptipravkti obsahujicich rizné aktivni
latky a jejich vlivu na stav pokozky. Hodnoty deskvamace ktize, udavano v bezrozmérnych
jednotkach, byly stanoveny z ptedlokti jednoho dobrovolnika (muz). Hodnoty deskvamace
obou piipravki jsou uvedeny v Tabulka 6.

Tabulka 6: Hodnoty deskvamace pokozky na predlokti jednoho dobrovolnika pred a po pouZiti

kosmetickych vyrobkii
Hodnoty deskvamace (-)
pied pouZitim po pouziti
Krém (blank) 55,38 52,48
Krém s ¢asticemi C 77,04 27,26
Gel (blank) 71,08 65,86
Gel s ¢asticemi D a E 71,71 44 41

5.9.1.1. Pletovy krém

Pfed pouzitim krému deskvamace na povrchu kiize jednoho dobrovolnika dosahovala
vys$Sich hodnot. Hodnota pied pouzitim byla 77,04, coz naznauje potencidlni problém se
suchou pokoZkou. Po aplikaci krému doSlo ke znatelnému sniZeni deskvamace na 27,26, coz je
znaény pokles. To naznacuje, Ze krém s vitaminem C mize mit hydratacni efekt a pomahat pti
obnové€ pokoZzky.

Vyhodnoceni deskvamace z fotografii pfed a po pouziti kosmetickych ptipravki lze provést
porovndnim stavu pokozky na zaklad¢ vizudlni analyzy. Deskvamace je proces odlupovani
mrtvych koznich buné€k povrchu pokozky a mulze byt zptisobena riznymi faktory, véetné
chemickych slozek kosmetickych ptipravkii. Na Obrazek 43 je vyobrazena pokozka predlokti,
pfi¢emz vlevo je na fotografii pfed pouzitim kosmetickych ptipravki je zachycena pokozka ve
svém piirozeném stavu. Na pravé strané fotografie je zachycena pokozka po aplikaci krému,
kde je patrnd vysoka mira deskvamace. Na fotografii vpravo je vyobrazena pokozka po pouziti
krému bez obohaceni chitosomy. Ve vidét jisté zlepSeni, ovSem ne az tak vyrazné. Na Obrazek
41 je vyobrazena pokozka pfed pouzitim krému (vlevo) a po pouziti krému s obsahem
chitosomt s enkapsulovanym vitaminem C. Po pouzitiho tohoto pfipravku je zlepSeni pokozky
patrnéj$i ve srovnani s pokozky bez pouziti krému, ale také ve srovnani po pouziti krému bez
chitosomtl.
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Obrdazek 41: Zobrazeni deskvamace pokozky na predlokti u jednoho dobrovolnika pred a po pouziti

kréemu bez castic

Obrdzek 42: Zobrazeni deskvamace pokozky na predlokti u jednoho dobrovolnika pred a po pouziti

krému obsahujiciho castice s vitaminem C

Krém s enkapsulovanym vitaminem C by mohl byt G¢innym kosmetickym produktem
pro lidi se sklonem k pigmenta¢nim nerovnovaham, jako jsou pigmentové skvrny, jizvy po
akné, jemné vrasky. Vitamin C ma vlastnosti, které podporuji rovnhomérnou pigmentaci a
snizuji tvorbu pigmentovych skvrn a plsobi jako antioxidant. Celkové by krém s
enkapsulovanym vitaminem C mohl poskytnout Sirokou $kalu vyhod pro ruzné typy pleti, a to
od ochrany pted poskozenim volnymi radikaly az po zlepSeni tonu a textury pleti. Je vSak
dilezité, aby kazdy jednotlivec zvazil své individualni potfeby a piipadné konzultoval s
dermatologem, zda je pouziti takového produktu pro n¢ vhodné.
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59.1.2. Hydratacni gel

Deskvamace pied pouzitim gelu byla pomérné€ vysoka (71,71) znacici ur€itou miru suchosti
ktze. Po aplikaci gelu doslo k poklesu deskvamace na 44,41, coz je také znaény pokles. To
ukazuje, ze gel s vitaminy D a E mohl také pfispét k hydrataci a redukei suchosti ktize.

Na Obrazek 43 je zachycena pokozka po pouziti gelu bez obohaceni o chitosomy (vpravo)
a pro srovnani 1 pokozka ve svém pfirozeném stavu pred pouzitim gelu. Ze snimku je patrné,
7e presto, Ze doslo ke néjakému zlepSeni pokozky, avSak ne k nijak zdsadnimu.

Stav pokoZky po pouziti gelu s obsahem chitosomi s enkapsulovanymi vitaminy D a E je
zachycen na Obrazek 44 (vpravo) a pro srovnani pokozka bez pouziti ptipravku (vlevo).
Z tohoto snimku vyplyva, Ze po pouziti gelu s obsahem chitosoml vedlo k vyraznéjSimu
zlepseni stavu pokozky.

Obrdzek 43: Zobrazeni deskvamace pokozky na predlokti u jednoho dobrovolnika pred a pouziti gelu

bez castic

Obrazek 44.: Zobrazeni deskvamace pokozky na predlokti u jednoho dobrovolnika pred a po pouZiti
gelu obsahujiciho castice s vitaminy D a E
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Hydrata¢ni gel s kyselinou hyaluronovou a enkapsulovanymi vitaminy D a E mohl byt
prospésny pro razné typy pleti, zejména pro ty s potiebou intenzivni hydratace, ochrany
a omlazeni. Je vSak dilezité vzit v uvahu individualni potieby pokozky a piipadné konzultovat
S dermatologem pied pouzitim takového produktu. Pravidelné pouzivani gelu s kyselinou
hyaluronovou a vitaminy D a E by mohlo pomoci vyhladit jemné linky a vrasky a dodat pleti
mladistvy vzhled. Na snimcich z visioskopu je patrné zlepSeni pleti.

Oba produkty maji potencial k hydrataci a regeneraci pokozky, ale krém s vitaminem C
mozna poskytuje rychlejsi a vyraznéjsi ucinek. Gel s vitaminy D a E se také ukazal jako G€inny,
zejména pokud jde o snizovani miry sucha nebo Supinatosti ktize, ale jeho u¢inky mohou byt
mirné opozdéné nebo méné€ vyrazné ve srovnani s krémem s vitaminem C.

5.9.2. Senzoricka analyza

Byla provedena také senzoricka analyza dvou vyse diskutovanych kosmetickych produkti
na péti testovacich subjektech. Tato analyza je kli¢ova pro posouzeni celkové kvality a
piijatelnosti produktl, a to zejména z hlediska jejich ving, textury, barvy, a dalSich faktord,
které mohou ovlivnit uzivatelsky zazitek. Cilem je ziskat uceleny pohled na celkové vniméni a
preference uzivatelli viici danym produktim a poskytnout zpétnou vazbu, kterd mize byt
dilezitd pro dalsi vyvoj a zlepSeni produktii. Vysledky orienta¢ni senzorické analyzy
kosmetickych produktii poskytly sice predbézné, ale velmi dulezité informace o jejich
vlastnostech a pouzitelnosti z pohledu uzivatelti, konkrétné¢ souboru 5 Zen ve véku 40 az 60 let.
Vyrobek byl bodovan od 1 do 5, pficemz 5 je nejvyssi. K vyhodnoceni byly pouZity sitové
grafy, do nichz byly zaneseny primérné hodnoty parametrti ziskanych u jedinci testovaciho
souboru.

Konzistence
5

4
Zlepseni \izhledu Vzhled
pokozky
Hydratace Roztiratelnost

Vstrebatelnost

Obrazek 45: Graf senzorické analyzy hydratacniho gelu
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Hydrata¢ni gel (Obrazek 45) byl hodnocen jako malo husty s lehkym vzhledem. Respondenti
také poznamenali jeho rychlou vstfebatelnost a silnou hydrataci, coz pfispélo k okamzitému
zlepseni vzhledu pokozky. Tento produkt byl celkové hodnocen jako vyznamné ptiznivy,
pricemz primeérna hodnota celkového hodnoceni bylo 4.
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Obrazek 46. Graf senzorické analyzy pletového kréemu

Na druhé strané, pletovy krém byl vniméan jako optimalné husty s lehkym vzhledem
a vhodnou rozpustnosti (Obrazek 46). Jeho vstiebatelnost byla povaZzovana za optimalni, ale
hydratace byla hodnocena jako primérna. Okamzité zlepSeni vzhledu po pouziti bylo oznaceno
jako primérné. Primérna hodnota z celkového hodnoceni byla 3,5.

V zavéru senzorické analyzy lze fici, Ze hydrataéni gel vykazoval vétsi potencial
k poskytnuti vyraznéjSi hydratace a okamZitého zlepSeni vzhledu nez pletovy krém. Tyto
informace mohou byt pro vyrobce kosmetickych produktii cenné pii optimalizaci slozeni
a vlastnosti svych vyrobku.

5.10. Navrh vyuziti nanocastic v potravinarstvi

Navrh vyuziti nanoCastic s enkapsulovanymi vitaminy B2, C, D a E v potravinafstvi
predstavuje inovativni pfistup k obohacovani potravinovych produktii o prospésné latky. Tato
technologie miiZe byt aplikovana v riznych oblastech.

Vyroba funkénich potravin, obohacenych o vitaminy Bi;, C, D a E ve formé
enkapsulovanych nanocastic, by mohly poskytnout zvySeny vyzivovy piinos a podpofit zdravi
konzumentd. Nanoc¢ésticemi s enkapsulovanym vitaminem Bi> mohou byt obohacovany
potraviny jako jsou ceredlie, mlécné vyrobky nebo rostlinné alternativy masa, aby se zvysil
obsah tohoto dilezitého vitaminu v potravinach, zejména pro skupiny vegetarianti a vegand,
kteti maji tendenci k nedostatku tohoto vitaminu. Potraviny, jako jsou mléné vyrobky, ceredlie
nebo dzusy, mohou byt obohaceny o nanocastice s enkapsulovanym vitaminem D, coZ poméaha
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zlepsit vstiebatelnost tohoto vitaminu a poskytuje spotiebitelim lepsi zdroj pro zdravé kosti
a imunitni funkce. Vitamin C a E jsou dulezité¢ antioxidanty, které ptispivaji k ochran¢ bun¢k
pted oxidativnim stresem a podporuji zdravi imunitniho systému. Jejich ptfitomnost ve formé
enkapsulovanych nanocastic mize posilit vyzivovou hodnotu potravin a zvysit jejich prospésné
ucinky na zdravi spottebitelil. Vyuziti tak otevird nové moznosti pro vyvoj potravin s vyssi
vyzivovou hodnotou a prospéSnymi ucinky pro lidské zdravi. Tyto enkapsulované formy
vitaminu C a E mohou byt aplikovany na riizné potravinaiské vyrobky, jako jsou cerealie,
pecivo, napoje, mlécné vyrobky a dalsi.

Vyroba doplnki stravy ve formé kapsli, tablet nebo praska obsahujicich vitaminy Bi2, C, D
a E je efektivnim zplsobem, jak zajistit dodavku téchto zivin v pfipadech nedostatecného
piijmu potravin nebo pfi zvySené potieb¢ v urcitych obdobich. Vyroba potravinovych doplitka
s enkapsulovanymi vitaminy zahrnuje proces lyofilizace Castic, tedy odstranovani vody
z materidlu za nizkych teplot a nizkého tlaku, ktery je ¢asto vyuzivan k zachovani stability
a prodlouzeni trvanlivosti biologicky aktivnich latek, jako jsou vitaminy. V nasi studii jsme
provadéli posouzenti stability ¢astic po lyofilizaci, abychom zjistili, zda tento proces ovliviiuje
stabilitu enkapsulovanych vitamint. Vysledky ukazaly, ze lyofilizace nijak vyrazné nesnizuje
stabilitu ¢astic. Tato zjisténi naznacuji, ze lyofilizace mtze byt Gi€innou metodou pro vyrobu
potravinovych doplikl s enkapsulovanymi vitaminy, aniz by doSlo k vyrazné ztraté jejich
biologické aktivity nebo stability. Tato informace méa zasadni vyznam pro potravinaisky
pramysl, ktery hled4 efektivni zplsoby, jak vytvaret potravinové dopliiky s vysokou kvalitou
a dlouhou trvanlivosti. Lyofilizace poskytuje jednoduchou a U¢innou metodu pro zachovani
stability a biologické aktivity enkapsulovanych latek, coz mize vést k vyvoji novych produktt
s vysokou hodnotou pro spotiebitele.
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6. ZAVER

V ramci této diplomové prace byla provedena série experimentalnich studii zaméfenych
na ptipravu a charakterizaci nanoc¢astic, konkrétné liposomti a chitosomu s enkapsulovanymi
vitaminy B2, C, D a E a jejich aplikace do oblasti kosmetiky a potravinaistvi. V kosmetickém
pramyslu predstavuji tyto nanocastice inovativni pfistup k vyvoji produktd, které nabizeji
zvySenou ucinnost a stabilitu, a které mohou pfinést vyznamné vylepseni v oblasti péce o plet
a ochrany proti starnuti. Jejich aplikace mlze zahrnovat Sirokou Skalu produktii, od krému
a séra po ocni péci a pletové masky, ptiCemz kazdy z téchto vyrobkd muize ptinaSet konkrétni
vyhody pro rizné typy pleti a potfeby zdkaznikii. V potravinarském primyslu pak nanocastice
nabizeji moznost zlepSeni a stabilizace potravin, zvySeni jejich nutri¢ni hodnoty a prodlouzeni
trvanlivosti. Mohou byt pouzity jako potravinaiské piisady v rtiznych produktech, vcetné
funkCénich potravin a napoja, které poskytuji zvySenou vyzivnou hodnotu a zlepsuji zdravi
spottebiteld.

Prace se zabyvala optimalizaci pfipravy nanocastic pomoci riznych metod, vcetné
ultrazvukového zpracovani a michani na magnetické michacce. Byl proveden dikladny
prizkum vlivu téchto faktorii na stabilitu a velikost nanocéstic. Na zakladé provedenych
experimentll jsme potvrdili u¢innost chitosanu jako obalové latky pro enkapsulaci vitamint.
Zjistili jsme, Ze chitosanové nanoc¢astice maji potencial stabilizovat vitaminy a chranit je pred
vn¢jSimi vlivy, coz je zasadni pro jejich udrzeni biologické aktivity a prodlouzeni trvanlivosti.
Dalsi cast prace se zaméfila na stanoveni enkapsulac¢ni ucinnosti vitaminii B12, C, D a E ve
form¢ liposoml. Byly pouzity rtzné analytické metody, véetn¢ HPLC a UV-VIS
spektrofotometrie, pro posouzeni enkapsula¢ni ucinnosti analyzou supernatantu i vitamind
uvolnénych piimo z nanocastic. Vysledky ukazaly, ze hodnoty enkapsula¢ni u¢innosti se lisi v
zavislosti na pouzité metod¢ stanoveni, a tudiz metody stanoveni enkapsulac¢ni ucinnosti
vyzaduji jesté dalSi optimalizaci, aby nedochazelo ke zkresleni experimentalnich dat.

Tato diplomova prace zkoumala kromé Uc¢innosti enkapsulace také postupné uvoliiovani
enkapsulovanych latek do vodného prostiedi, kdy byla simulovana teplota lidského téla, tedy
37 °C, pricemz bylo zjisténo, ze hydrofilni vitaminy pfechdzely do vodného prostfedi mnohem
snaze nez lipofilni vitaminy.

Také byly pfipraveny dva kosmetické produkty obsahujici chitosanové nanocastice, a to
pletovy krém s vyuzitim Castic s enkapsulovanym vitaminem C a hydratacni gel s ¢asticemi
obsahujicimi vitaminy D a E. Dale byla provedena senzoricka analyza vybranych kosmetickych
produktd a hodnoceni jejich u¢inktt na kazi. Prokazali jsme, Ze kosmetické piipravky
obohacené chitosanovymi nanocésticemi s enkapsulovanymi vitaminy poskytuji vyznamné
vyhody pro péc¢i o pokozku a podporu jejiho zdravi. Tyto piipravky mohou ptispét k hydrataci,
ochran¢ pred oxida¢nim stresem a podpofe regenerace pokozky.

V oblasti potravin jsme navrhli vyuziti chitosanovych nanocastic pro vyrobu funkénich
potravin a potravinovych dopliiki obohacenych o vitaminy B12, C, D a E. Tyto doplitky mohou
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piispét k lepSimu zdravotnimu stavu a vyzivé konzumentl, zejména v piipadech
nedostatecného piijmu potravin nebo pii zvySené potiebé v urcitych obdobich.

Tato diplomova prace pfinesla nové poznatky o pfipraveé, charakterizaci a aplikacich

nanocastic v kosmetickém a potravinaiském primyslu. Tyto poznatky mohou pfispét k dalSimu
vyzkumu v oblasti nanotechnologii a vyuziti nanoc¢astic v moderni kosmetice a potravinarstvi.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DLS — Dynamicka rozptylova spektroskopie (,,Dynamic light scattering®)
ZP — Zeta potencial

PdI — Index polydisperzity

HPLC — Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

UV-VIS — Ultrafialova a viditelna spektroskopie

SEM — Rastrovaci elektronova mikroskopie

TEM — Transmisni elektronova mikroskopie
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9. PRILOHY
Priloha: Dotaznik k senzorické analyze

Senzoricka analyza kosmetickych produkti

UDAJE O RESPONDENTU
Pohlavi
Zena Muz
Vék
19-25 2630 31-40 41-50 51-60
Vas typ pokozky
Normalni Sucha Mastna SmiSena

Popiste Vase problémy — sklony k podrazdéni
Z4dné Malo Stredni Velmi

Popiste Vase problémy — nadmérna dehydratace
Z4dné Malo Stredni Velmi

Pouzivate pravidelné hydrata¢ni produkty?

Pravideln¢ V ptipadé€ potieby Ziidka Nepouzivam je viibec

HODNOCENI TESTOVANYCH PRODUKTYU (stupnice 1-5)

Vzorek Hydratacni gel Plet'ovy krém

Konzistence

Vzhled

Roztiratelnost

Vstrebatelnost

Hydratace

Zlepseni vzhledu pokozky

Za nejlepsi hodnoceni se povazuje 5, za nejhorsi 1.
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