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ABSTRAKT

Tato praca sa zaobera asociativnymi peptidmi. Cielom bolo charakterizovat dany
asociativny protein a previest experimenty veduce k vytvoreniu hydrogélového systému
obsahujuceho vybrany protein. Na zaciatku boli pripravené roztoky kazeinu, pomocou ktorych
sa stanovila micelarna koncentracia (CMC) za pouzitia fluorescencnej sondy pyrénu. Nasledne
boli micely charakterizované pomocou dynamického rozptylu svetla (DLS) a bola stanovena
ich velkosti, zeta potencidl a tiez vplyv teploty na tieto vlastnosti. Na zaklade charakterizacie
Castic pri teplote boli vybrané vhodné gély, do ktorych boli proteinové Castice nasledne
inkorporované.

ABSTRACT

This work deals with associative peptides. The aim was to characterize a given associative
protein and perform experiments leading to the creation of a hydrogel system containing the
selected protein. Casein solutions were initially prepared to determine micellar concentration
(CMC) using a pyrene fluorescence probe. Subsequently, the micelles were characterized by
dynamic light scattering (DLS) and their size, zeta potential and also the effect of temperature
on these properties were determined. Based on the characterization of the particles at
temperature, suitable gels were selected into which the protein particles were subsequently
incorporated.
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Kazeinové micely, pyrén, guarova guma, gelan, fluorescencia, dynamicky rozptyl svetla, zeta
potencial
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1 UVOD

V bakalarskej praci sa budeme zaoberat’ hydrogélmi s inkorporovanymi proteinmi. Praca
je zlozena z troch hlavnych Casti, a to z teoretickej ¢asti, suCasného stavu riesenej problematiky
a experimentalnej Casti. V teoretickej Casti sa budeme zaoberat peptidmi, proteinmi,
disperznymi sustavami, tenzidmi, hydrogélmi a metddami, ktoré budeme pouzivat
pri meraniach. Peptidy vznikaji z aminokyselin a po spojeni viacerych peptidov sa tvoria
bielkoviny. Bielkoviny st jednou zo zakladnych stavebnych zloziek zivych organizmov.
Terciarna Struktura jednotlivych peptidov ako aj siet’ bielkovin sa vytvara prostrednictvom
nekovalentnej krizove] vazby a menej Casto kovalentnymi interakciami. Kazdy typ tejto vazby
ma urcity prinos do gélovej siete alisi sa podla vlastnosti bielkovin a environmentalnych
podmienok. Pri studii gélov sa najprv pozrieme na disperzné sustavy. Disperzna sustava je
tvorena disperznym podielom, rozptylenym vo forme Castic v spojitom prostredi. Tenzid je
povrchovo aktivna latka, ktora znizuje napitie na fazovom rozhrani a je zlozeny z hydrofilne;j
a hydrofobnej Casti. Latky, ktoré su sucast'ou hydrogélov su schopné naviazat' na seba vicsie
mnozstvo vody. V ramci pouzivanych metdd popisujeme fluorescenciu a dynamicky rozptyl
svetla (DLS).

V sucasnom stave rieSenej problematiky sa hlavne zameriame na tvorbu gélov pri zmene
roznych podmienok ako je napriklad teplota, tlak, vplyv i6nov. Tiez sa zameriavame
na inkorporaciu bioaktivnych latok do gélu a ako tieto latky ovplyvnia gél.

V experimentalnej Casti sa charakterizovali Castice vybraného amfifilného peptidu. Bol
vybrany kazeinovy protein, ktory sa nachadza v mlieku a tvori micely pri laboratome;j teplote.
Tieto Castice boli zmerané na DLS, kde sa zmerala ich velkost a stanovil sa ich zeta potencial.
Bol sledovany vplyv teploty na cCastice. Na zaklade tohto merania boli zvolené vhodné
hydrogély, do ktorych boli inkorporované proteinové Castice. Robil sa aj pokus difundacie
zafarbenych Castic hydrofobnym farbivom do zvolenych gélov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Peptidy

Kondenzaciou aminokyselin vznikaju peptidy az bielkoviny. Podla poctu spojenych
aminokyselin rozlisujeme oligopeptidy (2 — 10), polypeptidy (10 — 100) a bielkoviny (100
aviac). Peptidy moézeme d'alej delit’ na dipeptidy (2 AK), tripeptidy (3 AK), tetrapeptidy
(4 AK) atd’. Kondenzacia prebieha spojenim karboxylovej skupiny jednej aminozluCeniny
s inou aminovou skupinou za su¢asného odstiepenia molekuly vody ako vedl'ajSieho produktu.
Obidve aminokyseliny su pevne viazané peptidovou vizbou -CO-NH-, ktorad je kovalentna
arigidna [1]. Vznik peptidove] vizby mdzeme vidiet na Obr. 1.

H H H H

R—(:Z—COOH + H2N—C|)—R' o R—C:Z—CONH—(|3—R'
NH, COOH NH; COOH
H H H H

R—(:D—COOH + H2N—(|3—R‘ s R‘—(:)——CONH—C;i—R
NH, COOH NH; COOH

Obr. 1: Vznik peptidovej viizby [1]

Z uvedenych rovnic je zrejmé, ze kondenzaciou dvoch odlisnych aminokyselin mozu
vznikat' dva rozne dipeptidy. Kombinaciou 21 proteinogénnych aminokyselin moze vzniknat
nepreberné mnozstvo bielkovin, ktoré sa vyznacuju svojimi jedineCnymi vlastnostami [1].

2.2 Bielkoviny

Proteiny su makromolekularne latky s osobitnym postavenim v zivych organizmoch.
Predstavuju strukturu, ktora podmienuje zakladné prejavy zivota organizmov. Bielkoviny mézu
svoje funkcie vykonavat len vtedy, ked si zbalené do patricného tvaru, tzv. priestorovej
konformacie [2].

Siet' bielkovin, ako aj terciarna Struktira jednotlivych polypeptidov, sa vSeobecne
vytvara prostrednictvom nekovalentnej krizovej vazby ako napriklad hydrofobne interakcie,
vodikové mostiky alebo elektrostatické interakcie a menej ¢asto kovalentnymi interakciami ako
st disulfidické mostiky.

Relativny prinos kazdého typu véizby do gélovej siete sa lisi podla vlastnosti bielkovin
a environmentalnych podmienok. Fyzicka integrita gélu je udrziavana vyvazenim pritazlivych
a odporovych sil medzi molekulami a gélovy mechanizmus je uréeny touto rovnovahou a
interakciami  bielkovina — rozpustadlo. Interakcie bielkovina — bielkovina a
bielkovina — rozpustadlo su ovplyviiované faktormi, ktoré pdsobia na proteinovu gelaciu, ako
aj na typ a vlastnosti gélov [3].



2.2.1 Kazein

Kazeiny su prevladajucimi mlieénymi bielkovinami takmer vsSetkych druhov cicavcov.
Tvoria heterogénnu skupinu fosfoproteinov pritomnych ako stabilné proteinové komplexy
fosforeCnanu vapenatého nazyvané micely. Biologicka funkcia kazeinov je poskytnut
potomstvu zdroj fosfatu avapnika pre proces mineralizacie vapenatych tkaniv, ako aj
aminokyseliny a biologicky aktivne peptidy [4].

Je zodpovedny za nepriehladny, biely vzhlad kravského mlieka. Je neoddelitelnou
sucast’ou mnohych mlieCnych vyrobkov, ako je zmrzlina a syr. Kazeinové proteiny mozu byt
oddelené od mlieka a pouzité nezavisle ako doplnok alebo prisada na zahustenie, texturovanie
a stabilizaciu réznych potravinovych produktov [5].

Sodna sol’ kazeinu z hoviadzieho mlieka je fosfoprotein. Existuju Styri hlavné typy kazeinu,
ktoré tvoria priblizne 80 % celkového proteinu v kravskom mlieku: a-s1 kazein, a-s2 kazein,
B-kazein a k-kazein [6].

2.3 Disperzna sustava
2.3.1 Definicia disperznej sustavy

Disperzna sustava je tvorena disperznym podielom, rozptylenym vo forme Ccastic
v spojitom disperznom prostredi. Disperzny podiel moze a nemusi predstavovat’ samostatnu
fazu a svojim chemickym zlozenim sa mdze, ale nemusi vzdy lisit' od disperzného prostredia.
Povahu disperzného systému ovplyviuje rada faktorov. PredovSetkym je to velkost
disperznych castic a poCet faz v systéme, dalej tvar cCastic, interakcie medzi Casticami
a disperznym prostredim a vzajomné interakcie medzi Casticami, povrchové a elektrické
vlastnosti Castic, skupenstvo disperzného prostredia a disperzného podielu [7].

2.3.2 Prehlad disperznych systémov

Na zéklade porovnania charakteristickych vlastnosti su disperzie rozdelované podla
vel'kosti Castic na tri typy. Medzi jednotlivymi typmi je plynuly prechod, nejedna sa o ostro
oddelené skupiny.

Systémy s najmensimi Casticami (do 1 nm) su oznaCované ako analyticky disperzné
systémy. Su to roztoky nizkomolekularnych latok, v ktorych su disperzné Castice — molekuly
alebo i6ny, popripade utvary, ktoré vznikaju doCasnou asociaciou niekol'kych malo molekul —
¢o do velkosti porovnatel'nej s molekulami disperzného prostredia. Obsahuju dva alebo viac
druhov hmoty a su preukazatelné iba chemickou analyzou aich disperzné castice nie su
vidite'né pod elektronovym mikroskopom.

Systémy s velkymi Casticami, ktoré obsahuju znacny pocet molekul, st oznacované ako
systémy hrubo disperzné. Ak st ich ¢astice rozoznatelné iba okom (vacsie ako 50 um) oznacuju
sa ako makrodisperzné, ale ak su viditelné az optickym mikroskopom (do velkosti asi 1 um),
hovorime o mikrodisperznom systéme.

Medzi tymito dvoma skupinami lezi oblast’ koloidnych disperznych systémov. Horna
a dolnd hranica velkosti koloidnych castic nebyva udéavana jednotne: za dolnu hranicu je
pozadovany rozmer Castic 1 az 5 nm a za horni hranicu je povazovany rozmer castic
odpovedajuci rozliSovacej schopnosti najlepsich optickych mikroskopov, priblizne 1 um [7].



2.4 Koloidné disperzné systémy

Vzhl'adom k vel'kej rozmanitosti je ucelné rozdel'ovat’ koloidné disperzné sustavy do troch
skupin:

e Lyofobna disperzia (koloidna disperzia) — heterogénne systémy, v ktorych disperzny
podiel a disperzné prostredie predstavuje dve rozne fazy. Aby mohol byt disperzny
podiel povazovany za samostatnu fazu, musi disperzna cCastica obsahovat’ tolko
molekul, aby bolo mozné rozlisit' povrchovi vrstvu Castic od jej vnttornej Casti.

o Lyofilné koloidy (koloidné roztoky) su homogénne koloidné systémy, v ktorych
disperzny podiel tvori s disperznym prostredim jednu fazu. St to pravé roztoky
makromolekul, ktoré vznikaju samovolnym rozpustenim a su stale. Samovolny vznik
je podmieneny afinitou makromolekul k disperznému prostrediu.

e Asociativne (micelarne) koloidy, ktoré vznikaju samovolnou reverzibilnou asociaciou
nizkomolekularnych latok s amfifilnou Struktirou v pravom roztoku. Medzi
molekulami v roztoku a vzniknutymi asociatmi sa ustanovuje rovnovaha.

Charakteristickou vlastnost'ou koloidnych systémov je schopnost tvorit’ gély — systémy,
v ktorych je spojité nielen disperzné prostredie, ale aj disperzny podiel — trojrozmerna siet’,
postupujuca disperznym prostredim [7].

2.5 Tenzidy a tvorba micel

Tenzidy alebo povrchové aktivne latky su organické zluceniny, ktoré sa uz pri nizkej
koncentracii hromadia na medzifazovom rozhrani atymto spdsobom znizuji volnu
medzifazovu energiu sustavy.

Molekula tenzidov sa sklada z dvoch casti. Hydrofilna cast mé vel'ka afinitu k vode
a hydrofobna Cast’ ma naopak velku afinitu k nepolarnym rozpustadlam. Hydrofobna cast’
molekuly tenzidu je najCastejSie tvorend alkylom alebo alkylarylom. Alkyl moéze byt
rozvetveny alebo nerozvetveny. Hydrofobna Cast moze obsahovat’ 8 az 22 uhlikovych atémov,
bezne sa vSak pocCet atomov uhlikov pohybuje v uzsom intervale, 12 az 18.

Pri zvySujucej sa koncentracii sa dosiahne postupne stav, kedy je fazové rozhranie
molekulami tenzidu Uplne obsadené. Koncentracia tenzidu v objemovej fazy je tak velka, ze
vzajomna pritazlivost hydrofobnych cCasti molekuly tenzidu je silnejS§ia ako odpudivost
hydrofilov. Vznikaju utvary, ktoré maju uprostred hydrofobnu c¢ast molekuly tenzidov a
na povrchu, teda na rozhrani s vodou, maju hydrofilné skupiny. Tieto Utvary sa nazyvaju
micely. Koncentracia, pri ktorej sa zacinaju tvorit micely, sa nazyva kriticka micelarna
koncentracia (CMC). Pre kazdy tenzid méa urcita charakteristicku hodnotu [8].

10



hydrofilna ¢ast’

o~

hydrofébna ¢ast’

£y
7

Obr. 2: ZjednoduSend grafickd schéma micely a tenzidu
2.5.1 Micely kazeinu

Kazeinové micely si koloidy fosfoproteinov, ktoré su zaujimavé pre ich schopnost
udrziavat’ fosfore¢nany vapenaté v rozpustnom a biologicky dostupnom stave a tym umoziuja
transport vapnika. Charakteristickym znakom kazeinov je vysoky obsah fosforylovanych
serinovych zvyskov, ktoré su nevyhnutné pre interakciu s anorganickym fosfore¢nanom
vapenatym. Kazeinové micely su extrémne zlozité Struktury takmer gulového tvaru
s vel'kost'ou od 20 do 600 nm [4].

V mlieku kazeiny tvoria polydisperznu distribtciu koloidnych castic. Jednotliva micela je
chemicky heterogénna, pretoze kazeiny drzi pohromade fosfore¢nan vapenaty, ktory tvori
priblizne 7 % suchej hmoty micely [9].

Velkosti kazeinovych micel v mliekach od jednotlivych krav sa mdze znacne lisit od 150
do 230 nm. Hraju dolezita ulohu pri spracovani mlieka a jeho premene na rozne mliecne
vyrobky. Kazeiny existuju ako koloidné micely, ktorych hlavnou funkciou je transport
proteinov, vapnika a fosfatu vo vysokych koncentraciach, ktoré by inak neboli rozpustné
vo vode [10].

2.6 Hydrogély

Hydrogély su trojrozmerné siete vo vode rozpustnych polymérov, ktoré maju vo svojich
Struktirach zachytené velké mnozstvo vody. Vlastnosti hydrogélu zavisia od koncentracie
polyméru, urovne zosiet'ovania, teploty, pH, starnutia a koncentracie soli. Pérovité Struktiry
hydrogélov z nich robia silnych kandidatov na ochranu a transport bioaktivnych zlucenin.
Hydrogély mézu byt formulované s pouzitim Sirokého spektra polymérov, vratane polymérov
potravinového povodu. Medzi vyhody hydrogélov vyrobenych z biopolymérov potravinarskej
kvality patri bezpecnost’, nizka cena a komerc¢na dostupnost’ [11].

2.7 Fluorescencia

Fluorescencna spektroskopia je citliva, rychla a neinvazivna analytickd metdda, ktora
poskytuje informéacie o pritomnosti fluorescenénych molekul aich prostredi v biologickych
vzorkach [12].
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Fluorescencia je fotoluminiscencny proces, pri ktorom su atomy alebo molekuly
excitované absorpciou elektromagnetického ziarenia a excitované Castice nasledne relaxuju
do zakladného stavu a zbavuju sa prebytocnej energie v podobe fotonov [13].

Pocas fluorescencie dochadza k zmenam energetickych stavov molekuly (elektronovych
a vibracnych) bez toho, ze ddjde k zmene spinu elektronov. Molekula zostdva neustile
v singletovom stave. Tieto prechody su z kvantovo mechanického hl'adiska dovolené, preto su
aj rychle a fluorescencia ma kratky dosvit, tzv., vyhasina kratko po excitacii. Fotoluminiscencia
je vysledkom trojstupniového procesu, ktorého jednotlivé prechody zobrazuje Jabtonského
diagram. Prvym krokom je excitacia molekul, ktoré si za normalnych podmienok v zakladnom
elektronovom (So) a zdkladnom vibraCnom stave, do niektorej z vy§§ich vibraénych hladin
excitovaného singletového elektronového stavu S; alebo So. Nasleduje vyhasinanie
excitovaného stavu neziarivymi procesmi, pocas ktorych dochadza k prenosu vibracnej energie
na okolité molekuly a vysledkom je prechod na zékladnu vibra¢nt hladinu stavu Si. Pokial
doslo k excitacii az na singletovy stav Sz, dochadza vacsinou k prechodu z Sz na Si tzv.
vnutorna konverzia a nasledne vibracné relaxacia az na zékladnu vibra¢nu hladinu stavu S;.
U niektorych molekul, hlavne obsahujucich tazké prvky jod a brom, vSak moéze molekula
v excitovanom stave zmenit’ spin elektronu a prejst’ na tripletovy stav Ti. Tento prechod sa
nazyva interkombina¢na konverzia (niekedy tiez medzisystémovy prechod). K deexcitacii
a navratu molekuly do niektorej z vibracnych hladin zakladného elektronového stavu So moze
dojst’ bud’ neziarivo (vibracna relaxacia predanim kinetickej energie okoliu) alebo emisnym
ziarenim - fluorescenciou zo stavu singletového ¢i fosforescenciou zo stavu tripletového [14].
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Obr. 3: Jablonského diagram
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2.7.1 Fluorescencna sonda — pyrén

Fotostabilné fluorofory su jadrom Sirokej Skaly zakladnych pristupov ku znaceniu,
diagnostike a mikroskopii, ktoré pomahaja odhalit’ dolezité detaily v analytickej chémii, vede
o biomaterialoch, bioldgii a atd. Fluorescencné emisné spektra pyrénového monoméru
vykazuju pét hlavnych dobre rozlisiteInych vibracnych pasov medzi 370 a 430 nm. Vzhl'adom
k tomu, ze elektronické a vibronické stavy su sprazené, prvé vibracné pasmo (373 nm) vykazuje
zvySenu intenzitu emisie so zvySujucou sa polaritou rozpustadla v porovnani s tretim pasmom
(383 nm). Pomer intenzity medzi pasmami jeden a tri je citlivy na polaritu v mikroprostredi
sondy [15]. Pyrén je znamy svojou tvorbou excimérov. Pri vysokych koncentraciach jeho
kvantovy vytazok obvykle kles4, zatial ¢o moznost tvorby excimérov rastie. Emisia
pyrénovych excimérov je velmi citlivd na miestne prostredie, tak sa pyrén Casto pouziva ako
sonda pre §tadium tvorby micel. Ked’ su pyrény zapuzdrené v micelach maji vacsiu Sancu
tvorit’ exciméry. V porovnani s emisiou neagregovanych farbiv emisia excimérov obvykle
vykazuje velky Stokesov posun k dlh§im vinovym dizkam. Prisne vzaté, exciméry, ktoré su
skor stabilné, su produktom fotochemickej reakcie medzi excitovanymi a zakladnymi
molekulami (monomérmi). Fluorescen¢né emisie znacne zavisia na koncentracii excimérov.
Preto relativne dlhda Zivotnost' excitovanych monomérov, vysoky difuzny koeficient
a koncentracia nad kritickou hodnotou st predpokladmi pre tvorbu excimérov [16].

2.8 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (DLS) je jednou z najpopuléarnejSich technik rozptylu svetla,
pretoze umoziuje stanovit' velkost’ Castic az do priemeru 1 nm. Typickymi aplikaciami su
emulzie, micely, polyméry, proteiny, nanocastice a koloidy. Pri merani ziskavame veli¢inu,
ktora sa nazyva hydrodynamicky priemer Castice. Tato veli¢ina odpoveda priemeru gule, ktora
by mala za rovnakych podmienok difuzny koeficient rovnaky ako bol namerany
pre analyzovanu Casticu [17].

2.8.1 Velkost’

Castice sa neustale pohybuju v désledku Brownovho pohybu. Brownov pohyb je pohyb
castic v dosledku ndhodnej zrazky s molekulami kvapaliny, ktora obklopuje ¢asticu. Dolezitou
¢rtou Brownovho pohybu je, Ze malé Castice sa pohybuju rychlo a vel'ké Castice sa pohybuju
pomalsie [18]. Rozptyl laserového svetla s réznou intenzitou spdsobuje Brownov pohyb cCastic
alebo molekul v suspenzii. Analyza tychto fluktuacii intenzity poskytuje rychlost Brownovho
pohybu a teda vel'kost’ ¢astic pomocou Stokes — Einstenovho vztahu [19]:

kgT
= GunR (1)
kde: kg je Boltzmannova konstanta, T je teplota a 1 je viskozita [20].

2.8.2 Zeta potencial

Pritomnost Castic disperznej fazy a Siroko rozvinutého fazového rozhrania v disperznych
sustavach podmieriuje zvlastny raz ich elektrickych vlastnosti a predovSetkym vznik tzv.
elektrokinetickych javov. Podobne ako maly jednoduchy i6én okolo seba vytvara ionovu
atmosféru protiionov, tak sa aj okolo nabitej koloidnej Castice zoskupuju malé i6ny opacného
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znamienka, takze na povrchu tejto Castice vznikaji dve nabité vrstvy, tzv. elektricka
dvojvrstva [21].

Zeta potencial je mierou velkosti elektrostatického alebo  nabojového
odpudzovania/ pritahovania medzi ¢asticami a je jednym zo zakladnych parametrov, o ktorych
je zname, ze ovplyviiuju stabilitu. Jeho meranie prinasa detailny pohlad na pri¢iny disperzie,
agregacie alebo flokulacie a je mozné ho pouzit’ pre zlepsSenie formulécie disperzii, emulzii
a suspenzii [22]. Pokial' m4 systém dostatocne kladny alebo dostato¢ne zaporny zeta potencial
je potom elektrostaticky stabilny (Castice, ktoré maju dostato¢ne vel'ky naboj sa k sebe nemodzu
priblizit, aby agregovali). Z toho vyplyva, Ze stabilny systém je v intervale (oo, 30) mV alebo
naopak (30, c0) mV a nestabilny systém je v intervale (-30, 30) mV [23].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Hydrofilné hydrogély

V poslednych rokoch syntéza polymerickych gélov na hydrofilné hydrogély zohravala
ddlezitt ulohu v mnohych réznych aplikaciach, vd’aka ich niekol’kym ziaducim vlastnostiam
ako napriklad: kontrolovatel'né rozmery, siete absorbuju a zachovavaju vel'ké mnozstvo vody,
velka povrchova plocha a kratkodoba Casova odozva. Hydrogély mézu menit svoj tvar
a niektoré vlastnosti ako odozvu na prostredie (napriklad teplota, magnetické pole, pH,
elektrina). Vzhl'adom na vlastnosti tychto materidlov nachadzaju Siroké uplatnenie v rozli¢nych
technologickych oblastiach ako napriklad balenie potravin, SoSovky, kontrolované uvoltiovanie
bielkovin, uvolnovanie lieCiva, mikroreaktory a odstrafiovanie farbiv [24].

3.2 Gelacia proteinov

Jednoducha definicia by mohla byt, ze gélovatenie proteinov je agregacia z denaturovanej
molekuly s ur¢itym stupfiom postupnosti, Co ma za nasledok vznik spojitej siete. Gélovatenie
je obyc¢ajne dvojkrokovy proces: denaturacia a agregacia [3].

3.2.1 Fyzikalne vyvolané gélovatenie
3.2.1.1 Zahrievanie

Gelacia vyvolana zahriatim je najbeznejSie skumany fenomén vo vede o potravinach
hlavne preto, ze je zodpovedna za Struktiru pritomnu v mnohych kazdodennych tepelne
upravenych potravinach. Proteinové gélovatenie moze mat dvojkrokovy postup: po prvé
rozklad alebo disociacia proteinovych molekul vyvoland zahriatim, po ktorej nasleduje druha
cast, v ktorej asociacné a agregacné reakcie vyustia do gélového systému. Takymto spdsobom
sa mozu formovat iba v pritomnosti primeranych podmienok prostredia. Po zahriati mdze dojst’
k vyraznému zvySeniu uc¢innej hydrofobnosti indikaciou vyvoja proteinu a ked’ je vystavenych
prili§ vela hydrofobnych miest, potom su nevyhnutné interakcie medzi exponovanymi
hydrofébnymi miestami, ktoré spdsobuji agregaciu bielkovinovych molekul. Nadmerné
zahrievanie bielkovinového solu na ovela vyssi stupeii, nez je potrebné na denaturaciu, vedie
k skupenstvu metasolu, ktory sa po ochladeni nestane gélom [3].

Gélovateniu kazeinovych micel vo vodnej suspenzii sa venovali Nicolai T.,
Chassenieux Ch. [25] azistili, ze ju je mozné vyvolat pomocou zahrievania na teplotu
pod 90 °C, ked’ je pH znizené na menej ako pH 6,4 az po pH mlieka (6,7) po pridani CaCl,.
Gelacia sa vyskytuje nad kritickou teplotou, ktora klesa s klesajucim pH a rastie koncentracia
kazeinu. Modul pruznosti gélov sa zvySuje so zvysujucou sa koncentraciou kazeinu, ale zistilo
sa, ze je zavisly na pH a na teplote zahrievania, pokial nie su blizke kritickej teplote, pri ktorej
je gél nizsi, pretoze nie vSetky micely su zaclenené do siete.

Guldiken B. a spol. skimali vplyv soli (0,5 M NaCl alebo 0,25 M CaCl,) a koncentracie
bielkovin (7,5 — 15 %) na gélotvorné schopnosti SoSovice, zltého hrasku a faba fazul
tvarovanim bielkovinovych koncentratov pri pH 7. Pritomnost’ soli znizila najmenej gélotvornu
koncentraciu. Sila siete sa stala silnejSia so zvySujicou sa koncentraciou bielkovin alebo
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v pritomnosti NaCl alebo CaCl,. Rontgenové mikroskopické tomografické snimky ukazali, ze
CaClz vytvoril silnejsie gély v porovnani s inymi roztokmi [26].

3.2.1.2 Mrazenie

Rozpustnost myofibrilarnych proteinov je ddlezitou vlastnostou gélu, ktorou je indikécia
denaturacie a agregacie proteinov. Predizenie ¢asu zmrazenia myofibrilarnych proteinov
vykazuje, ze rozpustnost gélu z kontrolnej a ISP (Strukturovanie proteinu adom) skupiny
vyznamne klesa (P < 0,05). NajnizSia rozpustnost' je v kontrolnej skupine po 180 dinoch
zmrazenia, ktora sa vyznamne znizila z 49,5 % na 25,7 % (P < 0,05). Rozpustnost’ proteinov
Rohu vykazuje klesajuci trend pocas celej doby mrazenia. Zmena moze byt spOsobena
denaturaciu proteinu, ktora bola vysledkom tvorby rastu Tadovych krystalov a narusila
celistvost’ proteinu pocas mrazenia. Okrem toho mdze agregacia proteinov v dosledku tvorby
intermolekularnych interak¢nych sil (disululfidické, vodikové a hydrofobne vazby) ovplyvnit
proteinovi konformaciu, ¢o vedie k nerozpustnosti myofibrilarnych proteinov pocas
mrazenia [27].

3.2.1.3 Vysoky tlak

Vysoky tlak spdsobuje konformacné zmeny v potravinovych proteinoch a produkuje
denaturaciu alebo agregaciu v zavislosti na proteinovom systéme a podmienkach, za ktorych sa
tlak aplikuje. Denaturacia vyvoland tlakom vedie k velmi odliSnym gélom od gélov
produkovanych teplom, ¢o je vysledkom vytvarania Struktar, ktoré zahriiaju hlavne vodikové
vazby, hoci disulfidické vizby su pritomné pri vysSich tlakoch. Gély vyvolané tlakom su
maiksie, ale odolné proti rozbitiu a poskytuju d’alsie prostriedky na modifikaciu textury jedla.
Vysoké a nizke koncentracie soli na aktomyozinové gély vyvolané vysokym tlakom moézu
produkovat’ vynikajuce gély vyvolané teplom. Kombinacia oboch parametrov poskytuje
strednu Struktiru. Vyznamné rozdiely vo vzhlade a textrnych vlastnostiach medzi gélmi
vyvolanymi tlakom a teplom su, ze vysoky tlak viedol k zvySeniu tvrdosti a znizeniu lepivosti,
na rozdiel od gélov vyvolanych teplom. Sila gélu sa zvysila ako funkcia koncentracie proteinu
s vyrazne vys$S§imi hodnotami pri danej koncentracii pri tepelnom vytvrdeni v porovnani
s vysokotlakovymi gélmi.

Aplikovana energia vSak nie je jedinym parametrom, ktory je potrebné zohl'adnit.
Narusenie hydrofobnych a elektrostatickych interakcii, ktoré spdsobuju disociaciu a vyvoj
bielkovin pri relativne nizkych tlakoch, je pravdepodobne vyvolané premenou volnej vody
na kompaktnejSiu vodnu vézbu s d’al§im povrchom bielkovin. AvSak pri vysSich hladinach
tlaku (> 150 MPa) by sa mohla agregacia proteinov v dosledku rozvinutia zvysit kvoli vyssej
stlaCitelnosti a menSiemu objemu volnej vody v porovnani sobjemom vody viazanej
na protein, ¢o malo za nasledok kompaktnost’ matrice [3].

3.2.2 Chemicky vyvolané gélovatenie
3.2.2.1 Ionizacia

Pridanie i6nov do proteinového roztoku znizuje odpudivé sily a dochadza k asociacii
bielkovin s proteinmi, ktoré vytvaraju samonosny gél. VSeobecne sa uvadza, ze srvatkové
proteiny tvoria gély bez zahrievania po pridani chloridu vapenatého alebo sodného.
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Elektrostatickd odpudivost’ sa vyrazne stavia proti interakciam protein — protein, ktoré brania
tvorbe gélu. Ked’ sa roztok ochladi na teplotu miestnosti a zmiesa sa so sol'ou, elektrostatické
naboje sa zakryju a vytvori sa gél [3].

Gélovatenie alginatu moze byt vyvolané pritomnostou jednomocnych, dvojmocnych
a trojmocnych kationov (H*, Ca**, Cu®*, Ba®*, Sr**, Zn>*, Fe?*, Min**, AI**, Fe*"). Alginatové
gély indukované i16nmi sa tvoria hlavne elektrostatickymi interakciami medzi negativne
nabitymi karboxylovymi skupinami v molekulach alginatu a pozitivne nabitymi kationmi
k tvorbe polyelektrolytovych komplexov. Schopnost vytvarat gély (polyelektrolytové
komplexy) zvySuje potencial alginatu ako hydrogélovej zlozky. Rozne alginatové gély
indukované i6nmi mo6zu mat’ odlisné vlastnosti a vlastnosti gélovatenia [28].

lonizdcia jednomocnym kationom H*

Mechanizmus gélovatenia alginatu indukovaného H* spoCiva v protonacii
karboxylovych skupin alginatu. Ked’ hodnota pH kles4, intermolekularne spletenia a vodikové
viazby medzi hydroxylovymi a karboxylovymi skupinami susednych zvyskov G sa zvysuju. To
vedie k tvorbe alginatového gélu typu H.

Na vyrobu kyselinou indukovaného alginatového hydrogélu sa zvyc¢ajne pouzivaji dva
sposoby. Prvym je pridanie hydrolyzovanych laktonov, ako je D-glukono-5-lakton (GDL),
do roztoku alginatu za vzniku alginatového gélu typu H*. Druhym je ponorenie protonovej
membrany, ktora plni vopred pripraveny alginatovy gél do kyslého roztoku. Vymena medzi
volnym H* a kationmi karboxylového alginatu indukuje tvorbu alginatového gélu typu H™.
Vytvoreny gél je mékky a je rozpustny v alkalickom roztoku [28].

lonizdcia dvojmocnym kationom Ca**

Najcastejsie studovanym dvojmocnym kationom, ktory moze indukovat’ gélovatenie
alginatu, je Ca**. Ako prvy bol navrhnuty vizbovy mechanizmus medzi Ca** a alginatom ako
parovanie po sebe nasledujucich G blokov, vytvarajuce dvojité struktiry s dutinami, ktoré drzia
Ca*" v chelatovej vizbe. Gélovatenie Ca-alginatu prebieha v troch krokoch. Prvym je interakcia
Ca*" s jednou jednotkou guluronatu za vzniku monokomplexov. Druhym je tvorba dimérov
vajeCnych boxov parovanim monokomplexov a tretim je bocné spojenie dimérov vajecného
boxu za vzniku multikomplexov.

Ca — alginatové gély je mozné pripravit dvoma sposobmi. Prvym je exogénna metdda,
v ktorej sa roztok alginatu nakvapka do kupela CaCl,, aby sa vytvorila gélova castica
Ca — alginat. Vytvorena gélova ¢astica ma hrubkovy koncentraény gradient Ca®* v dosledku
rychleho gélovatenia, o vedie k nehomogénnej gélovej Strukture. Druhym je endogénna
metoda, pri ktorej sa riadeny spustac (GDL) pridava do roztoku alginatu obsahujiceho zdroj
vapnika (napr. CaCOs), &m sa dosahuje pomalé uvoltiovanie a difuzia Ca**, ¢o vedie k tvorbe
Ca — alginatového gélu [28].

Ionizdcia trojmocnym kationom Fe’*

Z trojmocnych katiénov je najznamejsi Fe’*, ktory modze produkovat Spiralova
Strukturu vaje¢ného boxu prostrednictvom silnej elektrostatickej interakcie s karboxylatovymi
skupinami alginatu a tym vytvarat’ stabilnu trojrozmerna vzajomne prepojent gélovu struktaru.
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Dalej sa Fe** moze viazat' na deprotonované karboxylové skupiny alginatu ovela silnejsie ako
protonované karboxylové skupiny. Ked Fe** pride do styku s molekulami alginatu, produkuju
sa koordina¢né vézby s tromi koncovymi karboxylovymi skupinami alginatu, ¢im urychl'uju
zosiefovanie a predlzuju alginatové refazce. So zvysujucou sa koncentraciou Fe** dochadza
ku koordinacii medzi Fe** a terminalnymi karboxylovymi formami, vd’aka omu st alginatové
retazce viac zoskupené a stocené. Takyto koordinacny rezim d’alej indukuje tvorbu slizkej a
homogénnej gélovej Struktury.

Je dobre zname, Ze Fe** sa l'ahko deoxiduju. Zistilo sa, ze sietovanie Fe®* s alginatom
preslo l'ahkou fotoredukciou na Fe®* v pritomnosti laktatu sodného. Okrem toho moze
elektrochemicka oxidacia homogénneho roztoku alginatu Fe (II) tvorit hydrogély Fe (III)
alginatu. Fe** ma zniZenii schopnost koordinacie s alginatovymi refazcami, ¢o vedie
k rozpusteniu hydrogélu a tvorbe homogénneho roztoku. Okrem toho sa Fe** viaze
na karboxylatové skupiny alginatovych refazcov vyznamne silnejsie ako Fe**. Mozno vyvodit
zaver, ze Fe** ma vys§iu schopnost zosietovania s alginatovymi refazcami ako Fe®* [28].

3.2.3 Bioaktivne zlozky v hydrogéloch

Niektoré bioaktivne zlozky v potravinach si nestabilné a l'ahko sa rozkladaji pocas
spracovania, skladovania a travenia. Na zvySenie stability a biologickej dostupnosti boli
vyvinuté niektoré potravinové hydrogély na zapuzdrenie tychto nestabilnych zlacenin.
Hydrogély maju schopnost kontrolovat uvoltiovanie a zvySovat biologicku dostupnost
bioaktivnych zloziek [29].

Hydrogél indukovany etanolom bol pripraveny pomocou dvoch jedlych biopolymérov:
propylénglykol alginat a zein. Fuguo Liu a spol. skimali vplyv pH a r6znych hmotnostnych
pomerov propylénglykolu alginatu a zeinu na vlastnosti kompozitného hydrogélu.
Propylénglykol alginat a zein mohli tvorit' gél indukovany etanolom pri pH > 3,5, stabilita,
pruznost, tvrdost’ a kapacita zadrziavania vody sa znizili z pH 3,5 na 5,0 [30].

Zeinovymi nanocCasticami s obsahom kurkuminu, ktoré maju stabilizovanu Strukturu
dvojitého povlaku v kombinacii s kazeinatom sodnym a alginatom sodnym sa zaoberal
Qingguan Liu a spol. NanoCastice zeinu stabilizované kazeinitom sodnym s alginatom
sodnym su u¢inné na zlepSenie rozpustnosti vo vode, fotochemickej stability a antioxidacnej
aktivity kurkuminu a oCakéva sa, ze pripravené kompozitné nanocastice budu pouzité ako nosic
pre chemicky nestabilné hydrofébne aktivne zluceniny v potravinarskom a farmaceutickom
priemysle [31].

3.2.3.1 Kazeinové Castice v hydrogéloch

Kompozitny hydrogél z kazeinového roztoku upravou pH na 8 a zmieSanim s oxidovanou
kyselinou hyalurénovou obsahujicou aldehydové skupiny. Tento proces ulahcil tvorbu
kompozitného hydrogélu bez cudzich sietovacich Cinidiel. Bolo potvrdené, ze vytvoreny
kompozitny hydrogél je netoxicky a biokompatibilny, co demonStruje jeho mozné
farmaceutické aplikacie. Bol tiez popisany vyvoj kazeinovych hydrogélov pomocou
enzymatického sietovania. V tomto ohl'ade sa mikrobidlna transglutaminéza javila ako vel'mi
ucinna pri navodeni rychleho gélovatenia kazeinu.
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Kazein mé reomorfnu §trukturu s vysokym stupfiom molekularnej flexibility a velkym
poctom polarnych skupin, z ktorych vsetky poskytuju dobré vlastnosti. Z tychto doévodov je
kazein povazovany za vynikajuceho kandidata pre radu aplikacii, ako st natery papieru, lepidla
a materialy pre balenie potravin [32].

Kruif C.G. a spol. skimali schopnost’ kazeinovych gélov zadrziavat vodu. Tato schopnost’
bola merana bobtnanim a bobtnanim za réznych podmienok teploty a koncentracie soli.
Transglutaminazou zosietované sodné kazeinové (15 % w/w) gély bobtnaji v dobrych
rozpustadlach alebo sa zmrstuju v zlych rozpustadlach, pokial nie je dosiahnuta rovnovazna
objemova frakcia kazeinu, ¢o je ur€ené hustotou zosietovania. Naproti tomu vysokoobjemné
frakéné kazeinové gély (48 % w/w) maju tendenciu bobtnat’ v NaCl a CaClz. Experimenty
na kazeinovych micelach, ktoré je mozné povazovat' za nanogély, vykazuju rovnaké chovanie
a trendy. Fyzikalne zosietované gély, ako je vysoko koncentrovany syridlovy kazeinovy gél
a kazeinové micely, vykazuju rovnaké (de-) bobtnanie. Zosietované kezeinové gély
(15 % w/w) maju mensiu tendenciu bobtnat’ v dosledku nizSej objemovej frakcie kazeinu.
Fyzikalne zosiet ované gély sa nakoniec uplne rozpustia v dobrom rozpustadle [33].

Yin W. aspol. popisali protein — polysacharidovy hydrogél ako biokompatibilny,
biologicky odburatelny a netoxicky material, ktory mal biomedicinske aplikécie, ako je
napriklad podavanie liekov. Hydrogél, zlozeny z 10 % kazeinu a 1 % konjac glukomananu, bol
vytvoreny s 0,4 % hmot. transglutamindzy ako sietovacieho Cinidla. Vysledky testu stability
preukazali, ze hydrogél s konjac glukomananom mal zjavne zlepSenu stabilitu. Rychlost’ jeho
degradacie sa na konci testu tiez znizila zo 100 % na menej ako 60 % v porovnani s hydrogélom
bez konjac glukomananu. Vysledky testu bobtnacieho pomeru ukazali, ze pridanie konjac
glukomananu obmedzilo pohyblivost retfazcov a znizilo bobtnaci pomer hydrogélu [34].
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4 CIELE PRACE

Hlavnym cielom prace bolo n4jst vhodné bielkoviny (peptidy), ktoré st samovolne
schopné agregovat’, charakterizovat ich a inkorporovat’ do gélu, kde by sa tieto agregaty vyuzili
ako biokompatibilné nosice hydrofobnych lieciv.

Na zaciatku sme sa zamerali na ¢lanky s témou inkorporacie proteinov do hydrogélovych
Struktur so zameranim na asociativne peptidy. Na zaklade reSerse boli vybrané vhodné proteiny,
charakterizovany vybrany protein. Pre tito pracu bol zvoleny kazeinat, ktory tvori agregaty
pri laboratornej teplote vo vodnom roztoku. Agregaty boli charakterizované na zaklade velkosti
a zeta potencialu a tiez pomocou farbiva, ktoré je rozpustné iba v hydrofobnych roztokoch. Tiez
sme sa pokusili zistit’ tepelna stabilitu danych agregatov do teploty 70 °C. Boli urobené
experimenty veduce k vytvoreniu hydrogélového systému, ktory obsahoval dany protein
a nasledne sa overilo, ¢i sa Castice inkorporovali.
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Materialy

Ako amfifilna latka bol pouzity kazeinat sodny (CAS: 9005-46-3, Sigma-Aldrich,
.BCCG7619). Ako fluorescencna latka bol pouzity pyrén (CAS: 129-00-0, Fluka,
.4306611). Ako hydrofobna latka bola pouzita suidanova Cerven G (CAS: 1229-55-6, Fluka,
. 401930/1). Vsetky zasobné roztoky a vzorky vo vodnom prostredi boli pripravené za pouzitia

e e vc

deionizovanej vody (Miliphore: Mili-Q; Purelab: ELGA). Ako gély boli pouzité guarova guma
(CAS: 9000-30-0, Sigma-Aldrich, §. SLCL2534) a gelan (CAS: 71010-52-1, Sigma-Aldrich,
§. SLCJO154).

5.2 Priprava zasobnych roztokov

Zasobné roztoky boli vzdy pripravené o koncentracii 1 g/l a 5 g/l kazeinu v deionizovanej
vode s objemom 100 ml. Zasobny roztok sa miesal na magnetickej mieSacke aspoii 2 hodiny.
Nasledne bol zasobny roztok skladovany v chladnicke. Roztok v chladnicke vydrzal priblizne
dva tyzdne, po dvoch tyzdiioch sa zacal zrazat a bol nepouziteI'ny.

5.3 Priprava vzoriek
5.3.1 Pracas fluorescené¢nou sondou

Pri praci s fluorescen¢nou sondou bol pouzity zakladny princip pripravy vzoriek, ktory
odpoveda pouzitiu zasobného roztoku fluorescencnej sondy pyrénu v prchavej zlozke. Tento
zasobny roztok fluorescencnej sondy bol pripraveny v acetone a do Cistych vialiek bol
pipetovany pozadovany objem, tak aby v konecnej vzorke bola pozadovana koncentracia
fluorescenénej sondy. Ak nie je uvedené inak, tak koncentracia sondy je 10° mol.dm™.

Prchavé rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku a do takto pripravenych vialiek
so sondou boli pipetované roztoky o pozadovane] koncentracii jednotlivych komponentov
v pozadovanom prostredi. VSetky vzorky boli ponechané na trepacke pri laboratornej teplote
minimalne 4 hodiny.

5.3.2 Koncentracna rada

Prva orientacna koncentracna rada bola od 0,001 do 1 g/l kazeinu vo vode. Po vyhodnoteni
dat bola zvolena uzsia koncentracna rada pre presnejsie stanovenie CMC. Dana koncentra¢na
rada sa pohybovala medzi koncentraciami 0,01 aZ 1 g/l kazeinu vo vode. Dalsia koncentraéna
rada sa pohybovala od 0,003 do 5 g/l kazeinu vo vode.

5.4 Metody
5.4.1 Meranie fluorescen¢nou sondou

Fluorescencné spektra pyrénu boli merané na fluorimetri EDINBURGH INSTREMENTS
FS5. Pri merani emisnych spektier bol excitatny monochromator nastaveny na 336 nm. Emisné
spektrum bolo merané od 360 nm do 540 nm. V tomto spektre sa sledovala intenzita prvého
(373 nm) a tretiecho (382 nm) maxima. Ich pomer je jednym z vyhodnocovacich parametrov
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reagujucich na polaritu a bude d’alej oznaCovany ako EmPI (emisny polaritny index) [35]. Bol
tiez pozorovany excimér, ktorého maximum je pri 470 nm.

Na krivke sa nachadza iba jeden zlom, o znamena, ze zavislost EmPI na koncentracii
tenzidu vykazuje u beznych tenzidov vo vode jednoduchy sigmoidny charakter [36]. Tato
zavislost’ je Standardne prekladand pomocou Boltzmannovho modelu, ktory mozeme vidiet
na Obr. 4. Namerané zavislosti boli vyhodnocované v Microsoft Excel prostrednictvom
Riesitel'a, pomocou ktorého boli vypocitané parametre Boltzmannovho modelu.

— model

AL

N

I. zlom, x;-2Ax

A+ A
= inflexny bod
\
=
II. zlom, x,+2Ax N\

A, \\

¥ - koncentracia

Obr. 4: Boltzmannova zavislost a jej charakteristické parametre

Parametre, ktoré ziskame pre dany model su inflexny bod xo, ktorého stiradnica na ose x sa
vyhodnoti ako hodnota CMC, 1. a II. zlom charakterizuje zaciatok a koniec agregacie a hodnoty
A1 a Az vyjadruju hornu a spodntl limitu daného modelu. Spomenuté dve posledné hodnoty
hovoria o vlastnostiach systému pred a po agregacii. Hlavne ide o minimum A,, z ktorého je
mozné usudzovat’ polaritu hydrofobnych jadier vzniknutych a ustalenych agregatov.
Poslednym parametrom je Ax, tato hodnota charakterizuje ako strmy je pokles v klesajucej Casti
krivky a vypoveda tak o priebehu samotnej agregacie [36]. Rovnica Boltzmannovej krivky je

dana ako:
A1~ 4
= T x==x, + Az; (2)
1+e Ax
kde: premenna y odpovedd EmPI a nezéavisla premenna x oznacuje celkovu koncentraciu

tenzidu, A a Az je horné a spodna limita sigmoidnej krivky.

5.4.2 Postup a principy zist'ovania kazeinovych castic

Charakterizacia kazeinovych Castic bola stanovend na zaklade velkosti Castic, ich zeta
potencialu a tiez sme sa pokusili zistit’ vplyv teploty na stabilitu a vel'kost kazeinovych castic,
vSetky merania prebehli na pristroji ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments).
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Velkost cCastic sme urcili pomocou dynamického rozptylu svetla. Meranie prebiehalo
v sklenenych kyvetach pri 25 °C, doba kalibracie bola nastavena na 15 sekind z toho dévodu,
ze naSe roztoky boli skladované a pripravované pri laboratornej teplote. Poloha v kyvete,
pri ktorej laser snimal rozptyl Castic vo vzorke, bola nastavena na fixni hodnotu 1,00. Kazda
vzorka bola premerana najmene;j trikrat a z tychto merani bol urobeny priemer. Vysledkom bola
namerana zavislost’ intenzity rozptyleného svetla ku vel'kosti Castic.

Zeta potencial bol uréeny pomocou metddy elektroforetického rozptylu svetla. Meranie
prebiehalo pri teplota 25 °C pomocou dip cell elektrody, pri¢om doba inkubacie bola 10 sektind.
Zeta potencial bol hned’ zmerany po stanoveni vel'kosti ¢astic a vysledna hodnota bola ziskana
z priemeru piatich hodnot.

Stabilizacia kazeinovych Castic bola zmerand ako pri velkosti Castic tak aj pri zeta
potenciali. Vychodzia teplota pre meranie velkosti ¢astic bola 20 °C a konec¢na teplota bola
60 °C, pricom krok bol 10 °C a inkub4cia na danu teplotu prebiehala 60 sekund. Kazdé meranie
bolo zmerané najmenej trikrat v sklenenej kyvete a pre udrzanie konstantnej teploty bol dany
ochranny kryt. Zeta potencial sa meral obdobne ako velkost’ Castic, len s tym rozdielom, ze
opakovanie bolo patkrat a meranie prebehlo pomocou dip cell elektrody. Nebolo nutné pouzit
ochranny kryt pre udrzanie konstantnej teploty. VSetky merania boli merané trikrat a boli z nich
urobené priemery a smerodajné odchylky.

5.4.3 Priprava gélov

Boli pripravené gély guarove] gumy a gelanu o koncentracii 1,5 % vo vodnom
a micelarnom prostredi. Micelarne prostredie kazeinovych ¢astic vo vodnom prostredi malo
koncentraciu 0,7 g/l. Nasledné mieSanie gélov bolo prevedené do vodného kupela, ktory mal
maximalnu teplotu 27 °C a zmesi boli mieSané do uplného rozpustenia. Pripravené gély boli
centrifugované pri 4000 otackach za minatu po dobu 15 minut, aby sa odstranili pripadné
bubliny, ktoré vznikli mieSanim.
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

6.1 Stanovenie CMC kazeinu

Prvym krokom vyskumu bolo potrebné ur¢it CMC kazeinu sodného. Najprv urcité
koncentracie kazeinu vo vode sme zafarbili hydrofobnym farbivom sudanovou Cerveriou, aby
sme mohli vizualne urCit priblizni hodnotu CMC kazeinu. Ked'Ze micely maju uprostred
hydrofobny charakter, tak je zrejmé, ze sich vac¢§im vyskytom sa bude hydrofobne farbivo
rozpustat. Kde je koncentracia kazeinu vel'mi mala a vyskyt micel je mélo pravdepodobny, tak
sa farbivo nerozpusti. Z Obr. 5 je znacne viditené, ze sme prekrocili CMC od roztoku 5
s koncentraciou 0,4 g/l kazeinu vo vode.

Obr. 5: Stupajiica koncentrdcia kazeinu vo vode od 0,003 do 5 g/l

Na zaklade Obr. 5 bola zostavena SirSia koncentraCna rada, ktora obsahovala koncentracie
kazeinu vo vode od 0,001 do 1 g/l. Na Obr. 6 mdzeme pozorovat emisné spektrum pyrénu
v roztoku kazeinu vo vode o koncentracii 0,001 g/l a1 g/l, ktoré je pri dvoch hrani¢nych
hodnotéach. Z obrazku je mozné vycitat, ze pri koncentracii 0,001 g/l kazeinu vo vode sa sonda
nachadza este v hydrofilnom prostredi, tento rozdiel st mézeme v§imnut’ uz pri trefom maxime
pyrénu. Taktiez mozeme vidiet' tvorbu exciméru, jeho emisné spektrum uz nie je rozliSené, lebo
straca svoje emisné rozlisenie a stava sa z neho klasicky pik pri maxime 470 nm, na zaklade,
ktorého mézeme tvrdit, ze sme prekrocili CMC.
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Obr. 6: Normalizované emisné spektrum pyrénu pri koncentracii kazeinu vo vode 0,001 a 1 g/l
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Obr. 7: Zavislost EmPI a pomer intenzity pasu monoméru k pasu exciméru (Ex/Mo) na
koncentrdcii kazeinu vo vodnom prostredi, SirSia rada

Pre lepsie stanovenie CMC bolo zvolena SirSia koncentracna rada, az cez tri rady. Na Obr. 7
modzeme vidiet, ze CMC je za 0,1 g/l kazeinu vo vode. Pre presné vyhodnotenie CMC nemame
dostatok bodov v oblasti, kde sa vytvaraji micely a preto bola zvolena este uzsia rada, ktora
nam pomohla lepsie preskimat’ oblast micelizacie. Pri vizualnom vyhodnoteni nam pomohli
data Ex/Mo, ktoré nam nieCo povedali o micelizacii. Aj excimér ma svoje maximum, ale
z Obr. 7 to nemdzeme presne urcit, ked'’ze bod o koncentracii kazeinu vo vode 0,7 g/l ma velka
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chybovu tusecku. Nevieme presne urCit, kde lezi bod a nevieme s istotou povedat’, ¢i sme
prekrocili alebo neprekrocili jeho maximum. Excimér sa zacne tvorit’ po presiahnuti CMC a to
z toho dovodu, ze sa pyrén lokalne zakoncentrovava v micelach, ked’ze je micel nedostatok.
Ale ako nahle za¢ne micel viac pribudat’, tak tvorba exciméru zacne klesat. Takze aj ked’ mame
jednu sondu, mame dva ukazovatele, podla ktorych mézeme vyhodnotit' data. Pre presné
vyhodnotenie CMC, bola pouzita uzsia koncentra¢na rada, ktora bola od 0,01 do 1 g/l kazeinu
vo vode. Ako mdzeme pozorovat na Obr. 8, tak prvé tri hodnoty nachadzajuce sa pred CMC
boli ponechané z doévodu vyhodnotenia dat, aby sme ziskali data na hornom ramene
Boltzmannovho modelu.
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Obr. 8: Zavislost EmPI a Ex:Mo na koncentracii kazeinu vo vodnom prostredi

Z tohto obrazku moézeme lepSie odCitat CMC. Je zrejmé, ze CMC sa orientacne nachadza
v bode styri, ktory ma koncentraciu 0,2 g/l kazeinu vo vode, presni hodnotu stanovime iba
vdaka prelozeniu. Dalej je mozné povedat, Ze excimér ma svoje maximum v bode devit
s koncentraciou 0,7 g/l kazeinu vo vode. Z Obr. 8 je tiez mozné vycitat', ze micelizacia kazeinu
prebiecha od 0,1 do 1 g/l koncentracie kazeinu vo vode, Co je vrozmedzi jedného
koncentracného radu. Tu mozeme vidiet’ rozdiel medzi agregaciou jednoduchych tenzidov ako
je napriklad trimetylamonium bromid (CTAB) a dodecylsulfat sodny (SDS), ktoré agreguju
vo vyrazne uzSom koncentraénom rozmedzi. A je to pravdepodobne ddsledok toho, ze kazein
je protein a nema jednoduchu §trukturu. Kazeinové Castice sme ni¢im nestabilizovali.
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Tab. 1: Stanovend CMC a namerané parametri Boltzmannovych modelov

SirSia koncentra¢na |uzsSia koncentracna
rada rada
Al 251+0,17 2,55+ 0,14
A2 1,30 + 0,00 1,29 + 0,01
Ax 0,06 + 0,06 0,05 + 0,05
xo [g/1] 0,19 + 0,02 021+0,01

Na zéaklade tychto merani sme boli schopni stanovit' hodnoty A1, A2, Ax a xo, kde Xxo je
inflexny bod a hovori ndm, ze v danom bode sa nachadza micelarna koncentracia, ktora je
pre nas zo vSetkych tychto hodnot najpodstatnejsia. Aj ked’ hodnoty su z dvoch réznych rad,
kde v prvej rade bolo menej bodov v oblasti micelizacie, tak dané merania sa od seba vel'mi
nelisia, odpovedaju si. Pre nase d’alSie merania je podstatny inflexny bod, aby sme vedeli
od akej koncentracie kazeinu vo vode pracujeme s micelami. Aj ked’ tieto data na seba sedia
berieme hodnotu CMC zuzSej koncentranej rady, ktora je presnejsSia a hodnota CMC
odpoveda koncentracii 0,2 g/l kazeinu vo vode.

6.2 Charakterizacia kazeinovych agregatov

Koncentracna rada kazeinu vo vode vznikla zmieSanim SirSej a uzsej koncentracnej rady
ato vrozmedzi od 0,003 do 5 g/l. Na tejto koncentracnej rade sa premerala velkost’ a zeta
potencial pomocou dynamického rozptylu svetla.

6.2.1 Stanovenie vel’kosti kazeinovych castic
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Obr. 9: RozlozZenie velkosti castic kazeinu vo vodnom prostredi o koncentracii 0,4 g/l

Z Obr. 9 je zrejmé, ze v roztokoch kazeinu vo vodnom prostredi boli detegované dve rozne
vel'kosti Castic. Aj ked’ na obrazku vyzerd systém velmi stabilne a velkosti sa zhoduju, tak
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vel'kosti Castic sa dost’ menia. Z toho vyplyva, ze kazeinové micely sa preskupuju a nie je to
vel'mi stabilny systém. Z Obr. 10 plynie, Ze ¢astice maju dve vel'kosti. Velkost prvého piku sa
pohybuje do 200 nm a vel'kost druhého sa pohybuje od 300 do 800 nm. Na zaklade tohto
mozeme povedat, ze sa nejednd o nanocastice, tie si charakterizované od 10 do 100 nm.
Z chybovych tuseciek pri prvom piku vyplyva, ze sa jedna o jednoduché kazeinové micely.
Pri druhom piku pozorujeme vécSie chybové usecky, ¢o modze znamenat, Ze pozorujeme
agregaty micel, ktorym by vicSie chybové usecky odpovedali. Kazeinové castice neboli
ziadnou latkou stabilizované a nemali ziadnu Specialnu upravu. Micelarne roztoky boli iba
rozmiesané a trepané na trepacke.
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Obr. 10: Zavislost velkosti maxim na koncentracii kazeinu vo vodnom prostredi
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6.2.2 Urcenie zeta potencialu kazeinovych castic
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Obr. 11: Zavislost zeta potencialu na koncentrdcii kazeinu vo vodnom prostredi

Zeta potencial so zvySujucou sa koncentraciou klesa do koncentracie 0,7 g/l, potom nastava
zlom a zeta potencial zaCina rast. To znamena, Ze micely kazeinu sa stavaju stabilnejSimi,
ked’Ze povazujeme stabilny systém od -30 mV. Ale tento jav mdzeme pozorovat’ iba pri dvoch
koncentraciach kazeinu vo vode a potom zas zacina zeta potencial stupat’ a systém sa stava
znova nestabilnym. Z hl'adiska opakovatelnosti, ktort charakterizuju chybové usecky, je vidiet
do koncentracie 0,7 g/, ze sa zeta potencial pri jednotlivych opakovaniach opakuje vo va¢Som
rozsahu ako od koncentracie 0,7 g/1, kde su chybové usecky mensSie.

Aj ked’ je CMC pri koncentracii 0,2 g/l kazeinu vo vode, tak z danych merani plynie, ze
systém je za hranicou stability iba pri dvoch koncentraciach a to 0,7 g/l a 1 g/l. Zeta potencial
pri koncentracii 0,7 g/l nadobuida hodnotu -33,2 £ 1,9 mV a zeta potencial pri koncentracii 1 g/
ma hodnotu -31,8 £ 1,2 mV. Hodnoty zeta potencialu sa sice nachadzaju za hrani¢nou hodnotou
pre stabilné Castice, ale uvedomujeme si, ze sa nachadzaju takmer na hrane. Ak predpokladame,
Ze zeta potencidl je zavisly na viskozite, potom nam samotna inkorporacia castic do hydrogélu
pomdze vyrieSit tento problém, pretoze vysSia viskozita gélu bude kazeinové Castice
stabilizovat’. Na zaklade tychto merani boli pre d’alSie experimenty mapujice vplyv teploty
vybrané prave tieto dve koncentracie.
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6.2.3 Charakteristika kazeinovych castic na zaklade teploty

700

600 -

A
=
=
P
]

velkost’ [nm]
=y
=
l—
-
e}

*pik 1
300 l
i pik 2
200
0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

teplota [°C]

Obr. 12: Zavislost velkosti maxim kazeinovych micel vo vode o koncentrdcii 1 g/l na teplote
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Obr. 13: Zavislost zeta potencialu kazeinovych micel vo vode na teplote

Z Obr. 13 vyplyva, ze systém kazeinovych cCastic je najstabilnejsi pri teplote 20 °C. Zeta
potencial pri koncentracii 0,7 g/l pri teplote 20 °C nadobuda hodnotu -29,84 + 2,47 mV a
pri koncentracii 1 g/l pri 20 °C dosahuje hodnoty -29,25 + 2,63 mV. So zvySujucou teplotou
rastie hodnota zeta potencidlu a nadobuda vysSich hodnoét, ktoré sa vzd’aluji od hranice
stability, ktora je -30 mV. Na zaklade Obr. 12 sa velkost’ Castic nemeni, velkost’ prvého piku
sa pohybuje okolo 150 nm a vel'kost’ druhého piku sa pohybuje pri hodnote 400 nm. Chybové
usecky pri prvom piku ndm naznacuju, ze sa v roztoku nachadzaji jednoduché kazeinové
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Castice a pri druhej velkosti piku pozorujeme vacsie chybové usecky, z Coho vyplyva, ze
kazeinové Castice nam agregovali a tvoria zhluky, ktorym odpovedaju aj védcsie chybové
usecky. Na zaklade stanovenia kazeinovych Castic zeta potencialu pri teplote sa vybrala vhodna
teplota pre ich inkorporaciu do gélu. Nasledne sme museli vybrat polysacharidy gelan
a guarovu gumu, ktoré su schopné tvorit’ gél bez nutnosti zahrievania. Museli sme vynechat
inkorporaciu do agarézy, ktora sa musi zahriat minimalne na 70 °C, aby zacala tvorit gél,
pretoze naSe kazeinové Castice pri teplote 70 °C su nestabilné a nedosahuju hranicu stability
systému.

6.3 Inkorporacia kazeinovych castic do gélu

Boli pripravené styri rozne gély. Prvy gél obsahoval guarovu gumu s koncentraciou 1,5 %,
druhy gél obsahoval guarovi gumu s koncentraciou 1,5 %, do ktorého boli inkorporované
kazeinové Castice o koncentracii 0,7 g/l. Treti gél bol pripraveny z gelanu a jeho koncentracia
bola 1,5 % a Stvrty gél obsahoval gelan o koncentracii 1,5 % a kazeinové Castice o koncentracii
0,7 g/l.

guarova guma  guarova guma + kazein gelan gelan + kazein

Obr. 14: Pripravené gély, ktoré obsahuji castice kazeinu

Na Obr. 14 mo6zeme pozorovat rozdiely medzi jednotlivymi gélmi. Obidva gély guarovej
gumy maju mliecne zakaleny vzhlad, ¢i uz sa jedna o gél s kazeinovymi Casticami alebo Cisty
gél. Rozdiel pozorujeme medzi gélmi, ktoré obsahuju gelan. Gél, ktory obsahuje samotny gelan
je ciry a gél s gelanom a kazeinovymi Casticami je mlieCne zakaleny. Tento zadkal moze byt
sposobeny bud’ inkorporaciou kazeinovych castic do gélu alebo tvorbou bublin, ktoré vznikli
pri mieSani gélu. Z tohto dovodu bola urcita cast’ z kazdého gélu odobrana do centrifugacnej
skumavky a vSetky Styri gély boli odstredené.
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Obr. : Gély po 'centriﬁ»tgdcii

Po centrifugacii vidno, ze mlieCne zakalenie u gelanu, ktory obsahuje kazeinové Castice,
bolo spdsobené bublinkami, ktoré boli centrifugaciou odstranené. Gély boli tiez podrobené
jednoduchému experimentu v gravitacnom poli. Zmesi boli rozne v kadi¢kach a skimavkach
rozne ponaklanané, aby sme zistili, ¢i inkorporacia castic ma vplyv na pohyb gélu
v gravitatnom poli. Rozdiel teCenia medzi gélom a gélom s kazeinovymi Casticami nebol
viditelne pozorovatelny. Pre lepSiu charakterizaciu danych gélov by bolo potrebné pouzit
reologické meranie, ktoré mozu byt d’alSim podnetom pre diplomovu pracu.

6.4 Difuzia sudanovej ¢ervene do hydrogélu

Bol pripraveny zasobny roztok kazeinu vo vode o koncentracii 1 g/l. Do tohto roztoku bola
inkorporovand sudanova cerven, ktora sa rozpustila v micelach, ktoré su vo vnutr
hydrofébneho charakteru. Dany roztok s kazeinovymi Casticami a sudanovou cervenou bol
opatrne, po stene skimaviek, napipetovany na vrstvu gélu. Nasledne bola pozorovana difuzia
daného roztoku do gélu po dobu piatich dni.
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Obr. 16: Gély s roztokom sudanovej cervene a kazeinovymi casticami vo vode o koncentracii
1 g/l, 1. defi pokusu

Na Obr. 16 su gély po napipetovani ofarbeného roztoku kazeinovych micel a na Obr. 17
su tieto vzorky kazeinovych micel po piatich diloch. Rozdiel, ktory bol pozorovany medzi
prvym a piatym diiom, bola sedimentacia sudanovej Cervene na fazovom rozhrani gélu
aroztoku. Taktiez doSlo k nabobtnaniu gelanu, ktory pohltil do seba vodu z roztoku, ale
nevieme presne povedat, ¢i aj s Casticami, ked’ze roztok kazeinovych Castic nebol dostato¢ne
zafarbeny sudanovou cCerveriou. Z tohto jednoduchého experimentu nie je mozné presne
povedat, ¢i difuzia Castic do jedného z gélov prebehla alebo nie. Pre d’al§ie podrobnejSie
meranie by bolo potrebné vykonat experimenty pomocou Specializovanych difuznych cel, ¢o
by mohlo byt podnetom diplomovej prace.
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Obr. 17: Gély s roztokom sudanovej cervene a kazeinovymi casticami vo vode o koncentracii
1 g/l, 5. deni pokusu
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7 ZAVER

Najprv sme sa zamerali na ¢lanky stémou inkorporacie proteinov do hydrogélovych
Struktir so zameranim na asociativne peptidy. Na zaklade tychto clankov bol zvoleny kazeinat
sodny, ktory sa vyskytuje bezne v mlieku a tvori agregaty pri laboratornej teplote vo vodnom
roztoku. Dany protein bol charakterizovany a boli urobené experimenty, ktoré wviedli
k vytvoreniu hydrogélového systému, ktory obsahoval dany protein. Nasledne boli zhodnotené
vSetky vysledky prace apouzitelnost danych systémov pre mozné budice vyuzitie
v medicinskych aplikaciach.

Zaoberali sme sa materialmi a pripravami, ktoré boli pouzité v danej praci. Zistili sme, ze
zasobny roztok kazeinu je potrebné skladovat’ v chlade, pri laboratérnej teplote sa rychlo kazi.
Pomocou sudanovej Cervene, sme orientacne stanovili CMC. Pre presné stanovenie sme pouzili
fluorescencntl sodnu pyrén, ktora reaguje na polaritu roztoku. Pre stanovenie CMC sa pouzili
dve koncentracné rady. Prva bola SirSia a bola cez tri koncentracné rady, druha bola uzsia
a posluzila nam k presnejSiemu stanoveniu CMC, ktoré sme stanovili pri koncentracii
0,21 £ 0,01 g/l kazeinu vo vode.

Dalej boli kazeinové Gastice charakterizované pomocou DLS. Merala sa velkost’ &astic,
zeta potencial a aj vplyv teploty na tieto vlastnosti. Pri charakterizacii kazeinovych cCastic
na zaklade vel'kosti boli zmerané dve rozne velkosti pikov. Prva hondota piku sa pohybovala
do 200 nm a druha hodnota piku bola v rozmedzi od 300 do 800 nm. Z tohto m6zeme tvrdit,
ze kazeinové Castice nespadaju do nanocastic.

Zeta potencial so zvySujucou sa koncentraciou klesal do koncentracie 0,7 g/l, potom nastal
zlom a zeta potencial zacal znova stipat. To znamenalo, ze zo zvySujucou koncentraciou sa
stavaju micely kazeinu stabilnej§imi. Ale stabilny systém sa povazuje, ak hodnota zeta
potencialu prekro¢i hodnotu -30 mV a tento jav sme pozorovali iba u dvoch koncentraciach
0,7¢g/l1 al g/l. Tieto dve koncentracie boli pouzité pre d’alSie meranie. Pre inkorporacii
do hydrogélov sme pouzili iba jednu.

Pri charakteristike kazeinovych Castic na zaklade teploty sme zistili, Zze so zvySujicou
teplotou sa velkost' Castic nemeni. Z chybovych useCiek pri velkosti mozeme tvrdit, ze
pri vel'kosti prvého piku sa jedna o jednoduché kazeinové micely a pri druhom piku kazeinové
micely agregovali, ¢o odpoveda vac§im chybovym useCkam. Zeta potencial so zvySujucou
teplotou rastie a nadobuda kladnych hodnét, ale tieto hodnoty sa vzd’al'uja od hranice stability
Castic, ked’Ze za hranicu stability povazujeme -30 mV. Z toho vyplyva, ze pre inkorporaciu bola
zvolena teplota 20 °C, kde je systém kazeinovych Castic najstabilnejsi. Na zaklade tohto
merania boli vybrané gély, ktoré agreguji uz pri laboratérnej teplote na zaklade svojej
koncentracie. Aj ked’ hodnota zeta potencialu pri teplote 20 °C je na hranici stability Castic, tak
predpokladame, ze zeta potencial je zavisly na viskozite. To znamena, Ze so zvySujucou sa
viskozitou budu Castice stabilnejSia ako vo vodnom prostredi, kedze gél ma ovela vacsiu
viskozitu.

Na zaklade teploty stability kazeinovych Castic boli zvolené polysacharidové hydrogély
guarova guma a gelan. Ich gély sa pripravili o koncentracii 1,5 %. Do tychto gélov boli
inkorporované kazeinové Castice o koncentracii 0,7 g/l. Tieto kazeinové gély boli porovnané
s gélom gelanu a guarovej gumy. Pozorovali sa zmeny teCenia gélu v gravitatnom poli, zmeny
zakalenia gélu, vol'nym okom neboli pozorované ziadne zmeny a pre lepsiu charakterizaciu by
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bolo vhodné dané gély podrobit’ reologickym meraniam. Bol pozorovany difuzny dej pocas
piatich dni. Zasobny roztok kazeinu o koncentracii 1 g/l, ktory bol zafarbeny hydrofobnym
farbivom sudanovej Cervene, bol opatrne napipetovany na vrstvu gélu a bola pozorovana
diftizia. Rozdiel medzi prvym a piatym diom bol v gelane, ktory po case nabobtnal.
Inkorporacia zafarbenych castic do gélov nebola pozorovatel'na, roztok bol malo zafarbeny.
Doslo k sedimetacii sudanovej Cervene na rozhrani gélu a roztoku. Pre lepSiu charakterizaciu
a potvrdenie difuzie kazeinovych castic do gélov by bolo vhodné dané gély podrobit
reologickym meraniam, co by mohlo byt predmetom diplomove] prace. Na zaklade difuznej
reologickej charakterizacie by sa ur€ila schopnost’ difuzie lieciv v danych systémoch, ¢i je dany
systém pre distribuciu lie¢iv vhodny.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

9.1 Zoznam skratiek

Skratka
CMC
CTAB
DLS
EmPI
Ex/Mo
excimér
SDS

Vyznam

kriticka micelarna koncentracia
alkyltrimetylamonium bromid

dynamicky rozptyl svetla

emisny polaritny index

pomer intenzity pasu monoméru k pasu exciméru
excitovany dimér

dodecylsulfat sodny

9.2 Zoznam symbolov

Symbol
Ay
Az
D
kg
R
So
Si
S
T
T
T2
Ax
X0
A
n

Nazov veli¢iny

horna limita Boltzmannovho modelu
spodna limita Boltzmannovho modelu
diftzny koeficient

Boltzmannova konstanta
hydrodynamicky polomer Castic

zéakladny stav molekuly

prvy excitovany singletovy stav molekuly
druhy excitovany singletovy stav molekuly
teplota

prvy excitovany tripletovy stav molekuly
druhy excitovany tripletovy stav molekuly
sklon Boltzamnnovho modelu

inflexny bod Boltzmannovho modelu
vinova dizka

viskozita
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