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ABSTRAKT

Této bakaldrska prica je zamerand na moznost imobilizacie sladidiel na vybrany nosiovy
systém. Teoretickd Cast prace bola venovand informacidm o sladidlach, nosicovych
systémoch a moZnosti imobilizacnej techniky. V experimentdlnej Casti bola optimalizovana
priprava Castic z polyhydroxybutyrdtu (PHB). Pripravené PHB Ccastice boli charakterizované
metddou dynamického rozptylu svetla (DLS). Povrch PHB ¢astic bol aktivovany pomocou
plazmy. Takto aktivovany povrch PHB castic bol charakterizovany pomocou infracervenej
a Ramanovej spektroskopie. Imobilizované boli latky so sladkou chutou: glukéza, fruktéza,
sacharéza, mannitol, sorbitol a erytritol. Na PHB Ccastice sa z testovanych litok podarilo
naviazat' iba sacharézu. Imobilizované Castice boli vystavené u¢inkom umelej ZalidocCne;j,
pankreatickej a ZI¢ovej §tavy abolo sledované mnoZstvo uvolnenej sacharézy. Dalej bola
sledovand dlhodoba stabilita Castic a takisto mnoZstvo uvol'nenej sacharézy.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on possibility of immobilization sweeteners on polymeric
system. In the theoretical part information about sweeteners, carrier systems and
the possibility of immobilization technique were reviewed. In the experimental part
preparation of nanoparticles of polyhydroxybutyrate (PHB) was optimized. The PHB particles
were characterized by dynamic light scattering (DLS). PHB particles were activated by
plasma treatment. The surface morphology was studied using infrared and Raman
spectroscopy. Immobilization of following substances with a sweet taste was tested: glucose,
fructose, sucrose, mannitol, sorbitol and erythritol. From these compounds only sucrose was
immobilized on PHB particles successfully. Prepared immobilized particles were exposed to
the artificial stomach juice, intestinal juices and bile acids and amount of released sucrose was
monitored. Finally, long-term stability prepared particles was measured and also the amount
of sucrose released was determined.

KLUCOVE SLOVA: Sladidl4, sachar6za, polyhydroxybutyrat, imobilizédcia

KEYWORDS: Sweeteners, sucrose, polyhydroxybutyrate, immobilization
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1 UVOD

Celosvetovy dopyt po prirodnych zdrojoch nekalorickych sladidiel sa v poslednom desatToci
vyrazne zvySil. Publicistika Coraz CastejSie ukazuje verejnosti zdravotné dopady prijmu
jednoduchych cukrov na zdravie, ¢im odrddza spotrebitel'ov od kalorickych cukrov a ddva do
popredia prirodné nizkokalorické alebo nekalorické alternativy — sladidla [1].

Sladidlé su latky, ktoré udel'uji potravine sladkd chut a neprispievaju k celkovému prijmu
kalérii. Potraviny a ndpoje so zniZenym obsahom cukru su celosvetovo velmi populdrne a ich
konzumicia je povaZovand za doleZitd v boji proti metabolickym ochoreniam ako je obezita,
dyslipidémia, ischemickd choroba srdca, hypertenzia, steatéza pefene, mozgovo cievne
ochorenia, diabetes druhého typu, ktory sa vyznaCuje vysokou hladinou glukézy v krvi
a inzulinovej rezistencie [2]. Dévodom pouZitia ndhradnych sladidiel je fakt, Ze tieto latky sa
nezucCastiuji biochemickych pochodov v organizme tym istym spdosobom ako cukry
a neposkytuji organizmu Ziadnu alebo len vel'mi mald energiu.

Prvym umelo vytvorenym sladidlom bol sacharin. Bol objaveny ndhodne vedcami
C. Fahlbergom a I. Remsenom v roku 1879, pocCas Studovania oxidacie o-toulénu-sulfénamidu
[3]. Druhym v poradi bol cyklamat. V roku 1937 chemik M. Sveda objavil cyklamat pri
vyvoji antipyretik [4]. Rovnako ako predchddzajice sladidld, bol ndhodne objaveny aj
aspartdm v roku 1965 chemikom J. M. Schlatterom, ktory pripravoval peptidicky hormén —
gastrin, ako liek proti Zzalidoénym vredom [5]. Dal§im v poradi bol nihodne objaveny
acesulfam K v roku 1967 vo farmaceutickej firme vedcami Karlom Claussom a Haraldom
Jensenom pocas ich experimentoch pri vyvoji novych materidlov [6]. Sukraléza, nekalorické
sladidlo, bolo objavené v 1976 vo firme Tate & Lyle v spolupréci s vyskumnikmi z Kings
College London [7].

S. Schiffman vo svojej praci uvadza, Ze niektoré z tychto sladidiel negativne vplyvaju na
I'udské zdravie. Prikladom je vyskum metabolizmu sukral6zy. Podl'a informécii potvrdenych
FDA, sukral6za sa vyluCuje v nezmenenej forme stolicou [8]. AvSak, chromatogramy stolice
z TLC po perordlnom podani 14C—sukral(’)zy potkanom [9] aludom [10], tento zdver
nepodporujd. Chromatogramy ukazovali asponi dve radioaktivne latky, ktoré boli obsiahnuté
v stolici.

PredloZzend bakaldrska prica bola zamerand na imobilizdciu latok so sladkou chutou na
nosi¢ovy systém, ktory ma vlastnosti vldkniny. Bola Studovand stabilita vytvorenych
systtmov vo fyziologickom prostredi. Hlavnym ciefom bolo zabezpecit, aby sa
imobilizovand litka z vhodného nosiCa neuvolnila do prostredia, ale aby sa vyldcila
v nezmenenej imobilizovanej forme. Tym by sa dalo zamedzit nedostatkom, na ktoré
poukazuji vo svojich pracach J. Sims [9] a A. Roberts [10] pri metabolizme sukral6zy.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Prehl’ad latok so sladkou chut’ou

Latky so sladkou chutou mdZeme rozdelit’ na sacharidy a sladidla. Sacharidy st d’alej delené
na monosacharidy a disachridy. Sladidla m6Zeme rozdelit’ podl'a pdvodu na prirodné a umelé
alebo podrla nutri¢nej hodnoty na energetické a neenergetické.

2.2  Sacharidy

Sacharidy s zdkladnou zlozkou vSetkych Zivych organizmov a zdroven najrozsirenejSou
skupinou organickych latok. Poznanie Struktdiry a vlastnosti sacharidov je nevyhnuté
k porozumeniu ich dlohy v organizme. Sacharidy si vyznamnym a najrychlejSim zdrojom
energie. Denny prijem sacharidov potravou je u l'udi 300-500 g, ktoré organizmus dostdva
najmd vo forme polysacharidov, akym je napriklad Skrob, disacharidov, sachar6zou
a ostatnymi monosacharidmi. Po chemickej strdnke sui sacharidy polyhydroxyaldehydy,
polyhydroxyketony a polyhydroxyalkoholy, ktoré sa rozdeluji na monosacharidy,
oligosacharidy a polysacharidy [11].

2.2.1 Monosacharidy

Monosacharidy sid  zdkladnymi stavebnymi jednotkami vSetkych zloZitejSich
oligosacharidov a polysacharidov. ViacSinu monosacharidov oznac¢ujeme ako cukry, kvdli ich
sladkej chuti. Po chemickej stranke st monosacharidy polyhydroxyaldehydy, nazyvané
alddzy, pretoze obsahuji aldehydicku skupinu a polyhydroxyketény, nazyvané ketézy vdaka
jej ketoskupine. Podla poctu uhlikov v retazci delime monosacharidy na tridzy, tetrdzy,
pentdzy, hex6zy a heptézy [12].

2.2.1.1 Glukéza

Glukéza je zo skupiny aldohexdz. V Cistom stave je glukdza biela, kryStalicka latka sladke;j
chuti. Beznou konforméciou v prirode je D-glukdza, ktord sta€a polarizované svetlo doprava,
odtial’ pochddza jej stary ndzov dextréza [13].

HO——CH,

OH
Obrdzok ¢. 1: Glukoza

Cistd D-gluk6za sa nachddza v rastlindch ako jeden z produktov fotosyntézy a predstavuje
energeticky zdroj pre rastliny. Hromadi sa predovsetkym v plodoch. Glukéza je podjednotkou
rady prirodnych oligosacharidov, akymi sd maltéza, sachar6éza, laktéza ainé,
a polysacharidov, napriklad Skrob a glykogén. D-glukdza je nevyhnutnd pre ludské telo. Je
zdkladnym a najrychlej$im zdrojom energie pre vsetky telesné tkanivd. VyuZiteI'nd energia na
100 g glukézy Cini 1 670 kJ. Koncentracia D-glukézy v krvi sa nazyva glykémia [14].



D-glukéza sa pripravuje krysStalizdciou z rastlinnych Stiav, hlavne z vinica hroznorodého,
avSak hlavnou metédou vyroby je kysld alebo enzymova hydrolyza rastlinného Skrobu.
TaktieZ sa z nej enzymaticky vyrdba omnoho slads$i monosacharid fruktéza, ktord sa pouziva
v potravindrskom priemysle [13].

2.2.1.2 Fruktoza
Fruktéza, tiez oznacend ako ovocny cukor, patri do skupiny ketéz. PouZivaji sa tri hlavné
formy produktov:
— krysStalicka praskova fruktéza vysokej Cistoty
— fruktézovy sirup (HFCS — high-fructose corn syrup), je zmesou glukézy a fruktdzy
— sachar6za, kde jeden monosacharid fruktézy je kovalentne viazany na glukézu

CH,OH
4! OH

HO
CH,OH

OH
Obrdzok ¢. 2: Fruktoza
Frukt6za bola objavend ako Stiepny produkt sacharézy a pretoZe stiCa rovinu polarizovaného
svetla dolava, bola kedysi nazyvand levuléza. Fruktéza sa pouZiva v potravinirskom
priemysle ako doplnok alebo substituent cukru (sacharézy), pripadne tieZ alternativa
k sladidlam, napriklad aspartdm alebo acesulfam [13].

2.2.2 Disacharidy

Disacharidy st tvorené 2 jednotkami monosacharidov, ktoré si navzdjom spojené
glykozidickou vézbou. Podla typu glykozidickej vidzby sa disacharidy d’alej delia na
redukujice a neredukujice. Redukujice disacharidy su spojené glykozidickymi vdzbami na
1,4 al,6 koncoch. Maji redukcné ucinky, apreto sa daji dokdzat Tollensovym
a Fehlingovym ¢inidlom, patria sem napriklad maltéza a lakt6za. Neredukujice disacharidy
si spojené glykozidickymi védzbami na 1,1 a 1,2 koncoch. Na tvorbe tychto vizieb sa
podiel'aji obe poloacetdlové skupiny, a preto nemaju redukéné ucinky. K neredukujicim
cukrom patri sacharéza [13].

2.2.2.1 Maltéza

Maltéza, nazyvana tiez sladovy cukor, je disacharid, ktory je tvoreny dvomi molekulami D-
glukézy spojenymi a(1—4) vizbou. Uvoliluje sa zo Skrobu pri klieni jaCmenia. Vznikd ako
produkt pri rozklade Skrobu amyldzou pri trdveni potravy v dstach [13].

CH,OH CH;OH
o —0
OH O Nt OH
OH OH

Obrdzok ¢&. 3: Maltéza
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2.2.2.2 Laktéza
Laktéza, tiez nazyvand mlieCny cukor, je disacharid tvoreny z galaktdézy a glukdzy

spojenymi P(1—4) glykozidickou vizbou. Laktéza je obsiahnutd v mlieku cicavcov
(kravskom — 4,8%, T'udskom — 6%). Lakt6za je l'ahko straviteInd aje vybornym zdrojom
energie, ktord je potrebnd pre rast a normdlne fungovanie organizmu [13].

CH,0OH CH,0H

OH 0] O._ OH
OH v O (N OH

OH OH
Obrdzok ¢. 4: Laktéza

2.2.2.3 Sacharéza

Sachar6za, tiez nazyvand ako repny cukor, je disacharid zloZeny z molekuly glukézy
a fruktézy spojenymi glykozidickou vidzbou. Sacharéza v Cistom stave je biela kryStalickd
latka sladkej chuti a dobre rozpustnd vo vode. Rovinu polarizovaného svetla stiCa doprava.
Ma vyraznu sladkd chut, a preto sa pouziva ako najbeznejSie sladidlo a taktiez slizi ako
Standard na urcenie relativnej sladkosti [13]. Metabolickym spracovanim 1 gramu sachardzy
sa uvol'ni 16,7 kJ energie. Nadmernd konzumadcia sacharézy je pri¢inou mnoho zdravotnych
problémov. M4 vysoky glykemicky index a mad vplyv na sekréciu inzulinu, preto je velmi
nevhodnd ako sladidlo pre diabetikov. Produkty sachar6zy ktoré sa beZne pouZivajd sd: hnedy
cukor, krystalovy cukor, praskovy cukor, kockovy cukor, javorovy sirup [15].

CH0H

i

1y
T
OH L CHCH

OH  OH

Obrdzok ¢. 5: Sachardza

CH.CH

2.3  Sladidla

Sladidld sa rozdeluji podla ich réznych vlastnosti. Najviac pouZivané a tieZ praktické
rozdelenie je podl'a nutri¢nej hodnoty, d’alSie si podl'a pdvodu alebo chemickej Struktury.
1. Podl'a nutri¢nej hodnoty
— Energetické — polyalkoholy, okrem erytritolu
— Neenergetické — synteticky vyrobené
2. Podla pdvodu
— Prirodné — thaumatin, steviosid
— Synteticky identické s prirodnymi — polyalkoholy
— Syntetické — sacharin, cyklamat
3. Podl'a chemickej Struktury
— Proteiny, peptidy — thaumatin, aspartam
— Halogénové disacharidy — sukral6za
— Terpény — steviosid
— Chalkény — neohesperidin DC [16]

11



2.3.1 Energetické sladidla

Cukrové alkoholy (polyoly alebo polyhydrické alkoholy) su nizko stravitelné sacharidy, ktoré
su ziskané substiticiou aldehydovej skupiny za hydroxylovi. TieZ nazyvané alditoly, pretoze
si produkované z ich odpovedajicich ald6zovych cukrov. Spomedzi cukrovych alkoholov,
mdZu byt spomenuté hydrogenizované monosacharidy (sorbitol, mannitol), hydrogenizované
disacharidy (isomalt, maltitol, laktitol) azmes hydrogenizovanych monosacharidov,
disacharidov a oligosacharidov. Cukrové alkoholy st zvyCajne oznaCované za objemné
sladidl4d. Su casto kombinované s inymi sladidlami kvoli dosiahnutiu poZadovanej trovne
sladkosti a chuti. Podobne ako sacharidy, nie si zodpovedné len za sladkd chut, ale tieZ za
vzhl'ad produktu, zadrzanie vlhkosti a chladivy dcinok v ustach. Tieto zli€eniny majui nizsiu
nutricnd hodnotu ako cukry, v dosledku pomalSej a netplnej absorpcie z Creva. Konzumaécia
produktov, ktoré obsahujui polyoly, nespOsobuje zvySenie glukézy v krvi atieZ vyldcenie
inzulinu, ztoho dovodu si odporicané l'udom s diabetom. Polyoly tiez pdsobia ako
prebiotikd a nemajui kariogénne vlastnosti [17].

2.3.1.1 Erytritol
2.3.1.1.1 Vlastnosti

Systematicky ndzov erytritolu je (2R,3S)-butan-1,2,3,4-tetraol. V malych mnozstvach sa
nachddza v zelenine, ovoci, hubdch, fermentovanych potravinich ako vino, pivo [18].
Erytritol sa vyznacuje minimdlnou hygroskopicitou, termostabilitou a stabilitou v kyslom
a zdsaditom prostredi, nezulastiuje sa Maillardovych reakcii [19]. Dnes sa vyuZiva
v produktoch ako su zmrzlina, nizkokalorické ndpoje, Zuvacky, pretoZe nemajui kariogénne
vlastnosti. Erytritol inhibuje rast baktérie Streptococcus mutans, ktord sa v Ustnej dutine
prichytdva na zuboch a vylucuje Zieravu kyselinu. Toto prichytenie umoziuje sacharidovy
polymér, ktory tvori hlavnu sicast zubného povlaku. Runnel a spol. pocas troch rokoch stidie
zistili, Ze spotreba cukrikov, ktoré obsahovali erytritol udeti od 7 do 8 rokov, malo za
nasledok zniZenie rastu zubného povlaku a nizku droven kyseliny octovej a propiénovej [20].

OH

HO Y OH
OH

Obrdzok ¢.6: Chemickd Struktiira erytritolu

2.3.1.1.2 Metabolizmus

Podra klinickych $tddii, erytritol je dobre a rychlo absorbovany v tenkom Creve a ndsledne
vyliceny mocom do 24 hodin. VedlajSie ucinky boli pozorované pri vysokej konzumadcii
erytritolu, a to viac ako 1000 mg/kg. Podl'a smernic Eur6pskej unie je dennd davka stanovena
na 2,4 kcal/g [21].
2.3.1.1.3 Produkcia

Erytritol nie je produkovany priamou katalytickou dehydrogendciou vzhl'adom k vysokym
ndkladom na poZadovany substrat, erytrézu, v porovnani s ostatnymi polyolmi. Priemyselna
vyroba je zaloZend na fermentaCnom procese osmofilnych kvasiniek Moniliella pollinis alebo
Trichosporonoides megachiliensis [22].
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TieZ niektoré druhy baktérii mliecneho kvasenia, napriklad Oenococcus oeni, Leuconostoc
mesenteroides a Lactobacillus sanfranciscencissi schopné tejto fermentdcie [23]. Erytritol
mdzZe byt tiez produkovany z glycerolu pomocou kmenu Yarrowia lipolytica MK1 [24].

2.3.1.2 Isomalt
2.3.1.2.1 Vlastnosti

Isomalt je zmes dvoch disacharidovych alkoholov: gluko-mannitolu (a-D-gluko-pyranosyl-
1-6-mannitol) a gluko-sorbitolu (a-D-gluko-pyranosyl-1-6-sorbitol).

Isomalt je odolny voci strate sladkosti pocas zahrievania, atym mdze byt pouZity
v produktoch, ktoré si vystavené vysokym teplotdm. Okrem toho, Ze vzhl'adom pripomina
cukor (biely, krystalicky, bez zdpachu), je tiez mierne hygroskopicky. V porovnani
s ostatnymi polyolmi, nezanechdva chladivy ucinok v dstach [25]. TaktieZ nema kariogénne
vlastnosti anezvySuje hladinu glukézy v krvi. Podobne ako iné polyoly, produkty
s isomaltom sd Setrné k zubom, a o viac, zubné pasty obsahujice isomlat zvySuji
remineralizaciu zubov [26].

Obrdzok ¢. 7: Chemickd Struktiira isomaltu
2.3.1.2.2 Metabolizmus
Absorpcia isomaltu je priblizne 10%. ZvySnd cast, 90 % sa fermentuje. Produkty
bakteridlnej fermentdcie st mastné kyseliny s kratkym retazcom, CO,, CH4 a Hy. Dodéva len
polovi¢nu kalorickd hodnotu v porovnani so sacharézou, a to vzhl'adom k jeho Ciastoénému

tréveniu v &revach. Stidie in vitro demonstrujd, Ze isomalt je vhodny zdroj butyrtu a zvySuje
rast bifidobaktérii, ktoré si zodpovedné za prebioticky efekt.
2.3.1.2.3 Produkcia

Isomalt sa produkuje zo sacharézy v dvoch krokoch, ktoré spOsobia Ze je chemicky
a enzymaticky stabilnejs$i ako sachar6za. Zacina enzymatickou transglukozidaciou cukru na
maltul6zu, ktord je ndsledne hydrogenovand na isomalt [27].

2.3.1.3 Laktitol
2.3.1.3.1 Vlastnosti

Laktitol charakterizuje Cistd sladkd chut’ a sladivost’ voci sachar6ze je 40 %. Vyznacuje sa
dobrou rozpustnost'ou aj pri nizkych teplotich, nezicastiiuje sa Maillardovej reakcie a moze
byt skladovany dlhSiu dobu. Sladivost’ laktitolu sa zvySuje s jeho koncentriciou, avSak
zanechdva chladivy ucinok. Laktitol nie je hygroskopicky, je stdly za vysokych teplot, ako aj
v kyslych a zdsaditych podmienkach. Laktitol ma zanedbateI'ny efekt na hladinu glukézy
v krvi. Podobne ako aj ostatné polyoly, laktitol pdsobi ako prebiotikum a podporuje rast
prospesnych baktérii, Bifidobacterium a Lactobacillus, v hrubom Creve [28].
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2.3.1.3.2 Metabolizmus

Napriek tomu Ze je produkovany z lakt6zy, nie je hydrolyzovany laktdzou, ale sa vycleni
z Crevnej mikroflory. Laktitol je metabolizovany baktériou v hrubom creve, kde je premeneny
na biomasu, CO,, malé mnoZstvd H; a organickych kyselin.
2.3.1.3.3 Produkcia

Laktitol bol objaveny v roku 1920 francizskym chemikom, ale komeréne vyuZivanym sa
stal az vroku 1980. Laktitol je disacharid, ktory je tvoreny zo sorbitolu a galaktdzy.

Produkuje sa katalytickou hydrogendaciou z laktézy za pouZiti Raneyho niklu ako katalyzatora
[28].

OH
OH
OH
H
OH
0
HO OH
0
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OH

Obrdzok ¢. 8: Chemickd struktiira laktitolu

2.3.1.4 Maltitol
2.3.14.1 Vlastnosti

Spomedzi polyolov, maltitol je najviac podobny sacharéze. Sladivost’ voci sacharéze je
90 %. Maltitol taktieZ nema kariogénne vlastnost. Nepodlieha karamelizacii a Maillardove;j
reakcii, chladivy dcinok je zanedbateI'ny v porovnani s ostatnymi polyolmi. Vzhl'adom k jeho

nizkej hygroskopicite a stabilite vo vysokych teplotidch sa pouZiva v mnohych pekdrenskych
vyrobkoch [29].

Obrdzok ¢. 9: Chemickd Struktiira maltitolu
2.3.14.2 Metabolizmus
Absorpcia maltitolu je v rozmedzi od 5 do 80 %, ale musi predchddzat’ hydrolyze, ktorad
vedie k vzniku glukézy a sorbitolu. Stiepi sa pomaly v tenkom &reve a neabsorbovand Gast
prechddza hrubym €revom, kde podlieha bakteridlnej fermentécii.
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2.3.14.3 Produkcia

Systematicky ndzov maltitolu je 4-O-o-D-glukopyranosyl-D-glucitol. Maltitol je
disacharid, ktory pozostiva z glukézy a sorbitolu. Ziskava sa zo Skrobu hydrogenéciou
maltézy [29].

2.3.1.5 Mannitol

Mannitol je izomér sorbitolu. Je charakterizovany sladivostou 50 % voci sacharéze, ma
prijemnid chut, je stabilny aj vo vysokych teplotich a je nehygroskopicky. Casto sa vyuZiva
vo farmaceutickom priemysle, taktiez v potravinirskom priemysle. Je zndmym
antioxidantom, navySe pohlcuje hydroxylové radikdly atvrdi sa, Ze pOsobi proti vzniku
rakoviny hrubého ¢reva. Vdychovanie mannitolu pomdha proti hlienom a na astmaticky kasel
[30].

OH OH

H O/\g/'Y\/OH
OH OH
Obrdzok ¢. 10: Chemickd Struktiira mannitolu

2.3.1.5.1 Metabolizmus

Mannitol nepodliecha metabolizmu u l'udi, nevyvoldva hyperglykémiu a glykemicky
a inzulinovy index je nulovy.
2.3.1.5.2 Produkcia

Produkcia je zaloZend na katalytickej hydrogenécii zmesi glukézy, fruktézy v pomere 1:1,

obdfZanej z cukru alebo Skrobu, za vysokej teploty a tlaku [30].

2.3.1.6 Sorbitol
2.3.1.6.1 Vlastnosti

Sladidlo bolo objavené v roku 1872 francizskym chemikom v plodoch jaseiia. Po stranke
chemickej, ide o alkohol nazyvany D-glucitol. Vyskytuje sa pod ndzvami ako sorbitol, sorbit
¢i sorbitolovy sirup.

Sladivost’ sorbitolu voci sacharéze je 60 %. Podobne ako xylitol a erytritol, sorbitol
zanechdva chladivy tuc¢inok v ustach. Napriek tomu Ze sa vyuZiva ako sladidlo, je tiez
vynikajuici zvlhCovac, zmékcCovadlo a proti krystalizujice Cinidlo. M4 vel'kd nevyhodu, je
vysoko hygroskopicky. Tento polyol je chemicky inertny a stabilny aj vo vysokych teplotich
a nepodlieha Maillardovej reakcii. TieZ je zndmy vd’aka tomu, Ze nemd kariogénne vlastnosti.
Svoje uplatnenie nachddza aj vo farmaceutickom a kozmetickom priemysle. Sorbitol je tieZ
prekurzorom produkcie vitaminu C [31].

OH OH

o

H OH

Obrdzok ¢&. 11: Chemickd Struktiira sorbitolu
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2.3.1.6.2 Produkcia

Sorbitol sa produkuje katalytickou hydorgendciou glukézy alebo sacharézy, za pouZzitia
Raneyho niklu ako katalyzdtora. Napriek tomu, Ze je zndmych niekolko premyslenych
procesov na vyrobu sorbitolu, len par mikroorganizmov zahrfiujicich tri kmene kvasiniek
a baktérii, ako Zymomonas mobilis a Candida boidini, je potencidlnych na vyrobu sorbitolu
[31].

2.3.1.7 Xylitol
2.3.1.7.1 Vlastnosti

Xylitol je najslad$i spomedzi ostatnych cukrovych alkoholov. Ma rovnaku sladivost’ aj
objemnost’ ako sacharéza. Xylitol je vel'mi Casto vyuzivany v biomedicinskych aplikacidch.
Hrd vyznamnui rolu pri zniZeni tvorby zubnych povlakov a inhibuje rast a metabolizmus
baktérii Streptococcus mutans a Streptococcus sorbinus, ktoré si zodpovedné za vznik
zubného kazu. Existuje niekolko klinickych §tudii, podl'a ktorych denné uZivanie malého
mnoZzstva xylitolu vyznamne zniZuje tvorbu zubného kazu [32]. Xylitol zvySuje v ustach
hodnotu pH, tym sa komplexuje s vdpenatym i6nom, ktory hrd vyznamnu tdlohu pri zubne;j
remineralizcii. Xylitol sa tieZ spridva ako statherin, ¢o je polypeptid, ktory poskytuje
ochranné a stabilizované prostredie v dstnej dutine.

OH H

HO\/\/\/OH

OH

||||o

Obrdzok ¢. 12: Chemickd Struktiira xylitolu

2.3.1.7.2 Metabolizmus

Xylitol je priblizne 50 % absorbovany v malych mnoZstvach. M6Ze byt metabolizovany
priamo v peCeni alebo nepriamo fermentdciou crevnou flérou. Tolerancia xylitolu je
100 g/den.
2.3.1.7.3 Produkcia

Hlavnym produktom na produkciu je xylan, ktory sa najCastejSie ziskava z brezy. Podobne
ako ostatné cukrové alkoholy, xylitol je produkovany katalytickou hydrogenéciou
odpovedajiceho cukru [32].

2.3.2 Neenergetické sladidla

Neenergetické sladidla st potravinarske pridavné latky, ktoré doddvajui potravine velmi
malé mnoZstvo energie alebo Ziadne. Do tejto skupiny radime latky synteticky vyrobené, ale
aj latky prirodné, ku ktorym patria steviosid, thaumatin, tagatéza, trehaléza. Rovnako ako
energetické sladidl4, cukrové alkoholy, nemaji kariogénnu vlastnost. Su to latky s horkou
chutou, avSak tito nevyhoda sa potli¢a kombindciou s niektorym energetickym sladidlom
[33].

2.3.2.1 Acesulfam K
2.3.2.1.1 Vlastnosti

Acesulfam K bol objaveny v roku 1967 vo firme Hoechst (teraz Nutrinova) [6]. Je to
draselnd sol’ 6-methyl-1,2,3-axathiazin-4(3H)-on 2,2dioxidu.
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Sladidlo je biely, kryStalicky prdsSok, priblizne 120krdt sladSie ako sachardza as vySSou
rozpustnostou. Acesulfdm K je tepelne stabilny, preto sa Casto vyuZziva vo vareni a peceni.

O
K

N
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Obrdzok ¢. 13: Chemickd Struktiira acesulfdmu K

2.3.2.1.2 Metabolizmus

Acesulfam K nie je metabolizovany v l'udskom tele, Co neposkytuje Ziadne kaldrie a draslik
obsiahnuty v sladidle nem4 Ziadny vplyv. Jeden produkt ziskany rozpadom acesulfamu K je
acetoacetamid, ktory je zndmy ako toxicky, pokial sa konzumuje vo velkych mnozstvich
[34].
2.3.2.1.3 Syntéza

Prvé metédy na syntézu acesulfamu K vyuzivali chlorosulfonyl alebo fluorosulfonyl
izokyandt s propinom a aceténom a s d’al§imi chemikdliami, ktoré cyklizovali hydroxidom
draselnym za vzniku acesulfimu K. Alternativne metédy zahfiiali dpravu acetoacetamidom
smenej dvomi ekvivalentmi oxidu sirového. To malo za nédsledok tvorby N-
sulfoacetoacetamidu, ktory bol potom dehydratovany oxidom sirovym a neutralizovany
s hydroxidom draselnym za vzniku acelufamu K [34].

2.3.2.2 Cyklamat
2.3.2.2.1 Vlastnosti

Cyklamdt bol objaveny vroku 1937 [4]. Je to sol cyklohexylsulfimovej kyseliny.
Sladivost ma 30 krat vyssSiu voci sacharéze, ma horkd chut, avSak sa dobre kombinuje so
sacharinom. Je dobre rozpustny vo vode a rozpustnost’ sa zvySuje pripravou sodnej alebo
vapenatej soli.

o~
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N7~ ™0 Na®
H

Obrdzok ¢. 14: Chemickd sStruktiira cyklamdtu sodného

23222 Metabolizmus

Cyklamat vykazuje vel'mi nizku toxicitu avSak je metabolizovany ¢revnymi baktériami na
cyklohexanylamin, ktory vykazuje vysSiu toxicitu. Vedecky vyskum metabolizmu cyklamétu
stile prebieha. Neddvne S$tidie poskytli nové informécie o rozsahu, v akom jednotlivci
prevadzaju cyklamat na cyklohexylamin pocas dlhodobej spotreby [33].
23223 Syntéza

Proces zacina s rafindciou trisacharidov, pokraCuje ndslednou chlordciou za vzniku
tetrachlororafinézy (TTR). TTR podlieha enzymatickému Stiepeniu galaktoziddzou na 6-
chloro-6-deoxygalaktosylové podiely a nasledne sa ziskava cyklamat. Existuju d’alSie dve
metddy na syntézu sacharinu, su to bioorganické syntézy a regioselektivne deacylécie [33].
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2.3.2.3 Sacharin
2.3.23.1 Vlastnosti

Sacharin bol objaveny Remsonom a Fahlbergom v roku 1878 [3]. Je to nekalorické sladidlo
so systematickym ndzvom 1,2-benzoisothiazol-3-(2H)on 1,1-dioxid. Sacharin m4 neprijemnu
horku alebo kovovi chut. Ako ostatné sladidld z tejto skupiny, aj sacharin je mdlo rozpustny
vo vode, ako sladidlo sa vicSinou pouZziva sodnd alebo vdpenatd sol. Obidve soli si vel'mi
rozpustné vo vode. Sladivost’ ma 300krét vysSiu v porovnani so sacharézou [33].

S
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Obrdzok ¢. 15: Chemickd Struktiira sacharinu

23232 Metabolizmus

FDA sa snazila v roku 1977 sacharin zakazat, pretoze vyskumy na zvieratdch ukdzali, Ze
spdsobuje najmi rakovinu mocového mechira u mysi. Od vtedy bolo vykonanych mnoho
stidii. AvSak Ziadna Stidia nedokdzala jasnu suvislost medzi sacharinom a potencidlnym
zdravotnym rizikom. Sacharin je v sticasnej dobe povoleny, avSak sa poZaduje, aby produkt
mal uvedené mnozstvo pouZzitého sacharinu [33].
2.3.2.33 Syntéza

Chemicka syntéza sacharinu zahfia oxiddciu o-toulénsulfonamidu s €inidlami ako
manganistan draselny, elektrochemicky s chromovou kyselinou na odpovedajicu karboxylovi
kyselinu. Orto- izomér je nasledne dehydratovany za vzniku sacharinu. Dal3{ proces zahfiia
diazoticiu methylanthranildtu a ndsledné pdsobenie diazéniovou solou s oxidom siri¢itym
aCly za vzniku sulfonylchloridu, ktory je potom spracovdvany s amoniakom za vzniku
sacharinu [33].

2.3.2.4 Sukraléza
2.3.24.1 Vlastnosti
Sukraléza bola objavend v roku 1976 [7]. Sladivost je 450-650krat vyssia oproti sacharéze.
Vyznacuje sa vysokou rozpustnostou vo vode a je stabilnd v Sirokej oblasti pH a teploty. Ak
je skladovana pri vysokej teplote, uvolniuje HCI a sfarbuje sa.
oH
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oH Cl
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Obrdzok ¢. 16: Chemickd Struktiira sukralozy
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23242 Metabolizmus

Napriek tomu Ze je sukral6za vyrdband z cukru, l'udské telo by ju nemalo rozpoznévat’ ako
cukor a metabolizovat’ ju. AvSak, ako bolo uz zmienené, niektoré prace uvadzaja opak [9, 10].
2.3.243 Syntéza

Syntéza sukralézy zahrffia niekolko selektivnych ochrannych krokov, takze Stvrtd
hydroxylovd skupina je pretvorend na atom chléru s inverziou konfigurdcie. Volné
hydroxylové skupiny su upravené sulfurylchloridom za vzniku trichlorodisacharidu, nisledne
prebieha odstranenie ochrannych skupin a vznik4d sukraléza [33].

2.3.2.5 Steviosid
2.3.25.1 Vlastnosti

Sladidlo je ziskavané z listkov Stevia rebaudiana. V roku 1931 francizski chemici izolovali
stéviové glykozidy, ktoré su stabilné ako pri vysokej teplote tak pri zmene pH, ¢im ju robia
vhodnou na pecenie a varenie. Sladivost’ voci sacharéze ma 20-300krat vysSiu.
2.3.25.2 Metabolizmus

V T'udskom tele neprebieha metabolizmus tychto sladkych glykozidov, tym nedoddva do

organizmu Ziadnu energiu [33].
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Obrdzok ¢. 17: Chemicka Struktira seviosidu

2.3.3 Nahradné sladidla povolené na izemi EU a ostatnych

Celosvetova spotreba ndhradnych sladidiel stipa (tabulka 1). Eurépska tnia povoluje
a reguluje obsah ndhradnych sladidiel v potravindch. V sicCasnej dobe je medzi pridavnymi
latkami registrovanych 16 ndhradnych sladidiel (tabulka 2 a 3). Rada sladidiel bezne
pouzivanych na inych dzemiach doposial nieje pre eurdpske trhy povolend. Medzi nimi patria
napriklad, rebaudiozid A, tagatéza (Nutralose), trehaldza, alitman, brazein, glycyrrhizin alebo
mogrozidy (Luo Han Guo, Nectresse) [34].
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Tabulka ¢. 1: Celosvetovd spotreba nizkokalorickych sladidiel
Sladidlo

Spotreba vyjadrend ako ndhrada
sachar6zy (mil. t)

1985 1995 2005
Sacharin 5,3 8,1 11
Aspartam 1,2 2,2 4.1
Cyklamat 0,5 0,5 1,3
Ostatné 0,005 0,3 0,5

Tabulka c. 2: Nizkokalorické sladidld povolené v EU

Sladidlo Obchodny nizov Sladivost’ ADI'
v porovnani so
sacharézou
Acesulfdm K Sunett, Sweet One 200 9
Aspartdm Nutrasweet, Equal 180-200 40
Cyklamat Clio, Kandisin 30 7
Sacharin Dukaril, Spolarin Sweet‘n low, Sweet 300-500 5
twin
Sukraléza Splenda 600 15
Thaumatin Talin 2000-3000 nestanovené
Steviol-glykosid 200-300 4
Neotam 7000-13000 2
Aspartam- Twinsweet 350 9
acesulfdm

'mg/den kg telesnej hmotnosti

Tabulka ¢. 3: Objemové sladidld povolené v EU

Sladidlo Obchodny nizov Sladivost’ v porovnani so
sachar6zou

Sorbitol a sorbitolovy sirup Glucitol, Dulcin 0,5-1

Mannitol 0,5-0,7

Isomalt Palatinit 0,5

Maltitol a maltitolovy sirup 0,9-1

Laktitol Galaktosyl-glucitol 0,5

Xylitol Birch sugar 1

Erythritol 0,6-0,8

Kukuriény sirup s vysokym HESC 1

obsahom fruktézy
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2.4  Nosicové systémy

NosiCové systémy volime podla poziadavkou na spdsob uvoltiovania aktivnej latky,
stabilitu, cenu a aplikdciu. Vhodnymi nosiCovymi systémami pre sladidld sd sacharidy, ktoré
su nestravitelné. Medzi takéto latky radime polyméry, ktoré sa spravaju ako potravinova
vldknina. Pojem potravinova vldknina sa zafal pouZzivat od roku 1953 a zahfiial celulézu,
hemicelul6zu a lignin.

Vlédknina je vyznamnou zloZkou potravy, pretoze je odolna voci hydrolyze tradviacimi §tavami
a absorpcii v 'udskom tenkom creve a kompletnej alebo cCiasto¢nej fermentdcii v hrubom
creve. Na l'udsky organizmus teda posobi vel'mi priaznivo.

V porovnani s nosiCovymi systémami volenymi na aplikdciu vo farmdcii, potravinarsky
priemysel kladie na materidly vysSie poziadavky. PouZiteI'né sd len materidly, ktoré nesu
oznacenie GRAS — vSeobecne povazované za bezpeCné (,,Generally Recognized As Safe®),
Technologicky proces musi spitiat poziadavky EFSA (Eurépsky trad pre bezpe&nost
potravin, European Food Safety Authority) alebo FDA (Urad pre kontrolu potravin a liegiv,
Food Drug Administration), ktoré platia v EU alebo USA [45].

24.1 Celuléza

Celul6za je najviac vyskytujici sa polysacharid v prirode. Je hlavnou zloZkou bunkovych
stien mnoho rastlin, a preto je siCastou ovocia, zeleniny aobilia. Celuléza je linedrny
nerozvetveny polysacharid, pozostdvajuci z viac ako 10 000 D-anhydro-glukopyranézovych
stavebnych jednotiek viazanych B-(1—4)-glukozidickymi vdzbami. Ide o spojenie C1 uhlika
predchddzajicej jednotky s C4 uhlikom nasledujuicej, prostrednictvom kyslikového atému.
Linearne molekuly su usporiadané tesne vedla seba, ¢im vytvdraji dlhé vldkno, ktoré je
nerozpustné vo vode a je odolné voci traveniu [35].

2.4.2 Hemiceluléza

Podobne ako celuléza, hemicelul6za je tiez sticastou polysacharidu, ktory je hlavnou
zloZkou rastlinnych bunkovych stien. AvSak na rozdiel od celulézy, hemicelulé6za ma
monomérnu jednotku ind ako je glukéza. Hemicelul6za je linedrna, rozvetvena molekula,
mensSia ako celul6za, vS§eobecne obsahuje 50-200 pentézovych jednotiek (xyl6zu a arabindzu)
ahexézovych jednotiek (glukézu, galaktézu, mannézu, rhamnézu, glukurénovu
a galakturénovd kyselinu). Néazov hemiceluléza preto popisuje heterogénnu skupinu
chemickych Struktuir [35].

2.4.3 Pektiny

Pektiny su polysacharidy, ktoré sa nachddzaju v stendch rastlinnych buniek, tieZ vo vrchnej
Casti koZe avkdre ovocia azeleniny. Pektiny su z vdcSej Casti tvorené zretazcov
galakturénovej kyseliny, ktord sa s trieda s jednotkami rhamnézy a si vetvené pentézovymi
a hex6zovymi jednotkami. Pektiny st rozpustné v hordcej vode za vzniku gélov. Pektin ma
vlastnost’ znizovat’ cholesterol, vd’aka jeho schopnosti tvorit’ gél [35].

2.4.4 Hydrokoloidy

Hydrokoloidy sd zmesi viskéznych polysacharidov. Pouzivaji sa ako gélovd hmota,
zahustovadlo, stabilizdtor a emulgdtor v potravindrskych vyrobkoch. Hydrokoloidy su
podobne ako pektiny latky znizujice hladinu cholesterolu [35].

21



2.4.5 p-glukany

B-glukdny sd polyméry glukézy. Su hlavnou zloZkou bunkovych stien v ovse, jamennych
zrndch. Sd vyznamnym zdrojom rozpustnej vldkniny, vdaka ich pozitivnemu efektu na
zniZenie inzulinu, glukézy a cholesterolu v krvi [35].

2.4.6 Syntetické polysacharidy

Do tejto skupiny patria nestrdvitelné zliCeniny ako napriklad metylceluléza (MC)
a hydroxypropylmetylceluléza (HPMC). Polydextr6za je nestraviteIny polymér, ktory je
syntetizovany z glukdzy a sorbitolu, za pouZzitia organickej kyseliny (kyseliny citrénovej) ako
katalyzatora. Tieto dextriny majd potvrdeny prebioticky efekt [35].

2.4.7 DalSie materialy

2.4.7.1 PHB - polyhydroxybutyrat

Poly(3-hydroxybutyrdt) (PHB) bol prvym objavenym a zdroveii najjednoduch$im
polyhydroxyalkanodtom (PHA). Polyhydroxybutyrit bol objaveny Lemoignom v rokoch
1923-1927 ako produkt biosyntézy urCitych druhov baktérii (Bacillus magaterium,
Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas oleovorans).

Vysokomolekulovy PHB je linedrny polyester, ktorého makromolekula je tvorend opticky
aktivnymi jednotkami kyseliny D(-)-3-hydroxybutdnovej. Vyskytuje sa v zdvitnicovej
konformacii. Vzhl'adom na semikrystalicky charakter a podobnost’ mechanickych vlastnosti je
biologicky syntetizovany PHB najCastejSie porovndvany so syntetickym izotaktickym
polypropylénom (iPP).

Z dovodu vysokej biokompatibility materidlov na bize PHB je ich moZné vyuZitie
zamerané predovSetkym do oblasti humdnnej mediciny a farmakoldgie. Pouziva sa ako
materidl na imobilizdciu zlicenin, pretoze tieto zliCeniny pdsobia v matrici trvalo aich
uvolnovanie je mozné regulovat [36].
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Obrdzok ¢. 18: Chemickd struktiira PHB

2.4.7.2 Alginat

Alginét je oznacenie pre sol' kyseliny alginovej. Zdrojom tychto latok si morské hnedé
riasy Celade Phaeophyceane. Medzi hlavné zdroje patria Macrocystis pyrifera alebo
Laminaria hyperborea. Algindt sa vSak da ziskat aj mikrobidlnou cestou. Z produkénych
mikroorganizmov su to Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescenc a Azotobacter vinelandii
[37].

Alginat predstavuje nevetveny linedrny kopolymér zlozeny z B-D-manurdénovej kyseliny
a a-L-glukorénovej kyseliny. Spominané jednotky si spojené glykozidickymi vidzbami
B (1—4). Obe kyseliny st vretazci usporiadané v jednotlivych blokoch a pomer tychto
kyselin determinuje jeho technologické vlastnosti. Alginaty alkalickych kovov, rovnako ako
amonné soli su rozpustné, vapenaté v§ak nerozpustné nie su.
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Algindt sa vyuziva v potravindrstve ako emulgator, stabilizdtor a zahustovadlo. Ako
Zelirovacie Cinidla sa pouZivajd pri vyrobe pudingov a Zelé [37].

2.4.7.3 Chitosan

Chitosan je hlavnou stavebnou zloZkou polysacharidovych schranok hmyzu, kdrovcov
a stavovcov. TieZ sa vyskytuje v hubdch, riasach, baktéridch a kvasinkach [38].

Chitosan je kladne nabity polysacharid, ktory vznikd deacetyldciou chitinu. Chitosan je po
chemickej strdnke kopolymér N-acetylglukozaminovych a glukozaminovych jednotiek
viazanych B-(1—4) glykozidickymi vidzbami. Chitosan je nerozpustny v organickych
zlicenindch a v kyselindch, naopak sa rozpusta v alkalickom a neutrdlnom roztoku. Molekuly
chitosanu obsahuju kladné néboje a v pritomnosti zdpornych ndbojov dochddza ku koagulicii.
V pritomnosti kovov dochadza k tvorbe komplexov.

Pre Cloveka je chitosan nestraviteI'ny, vyrazne znizuje hladinu cholesterolu a tukov v peceni
a v krvnom sére. Je vel'mi vyuZzivany vo farmdcii, ale tieZ pre svoje vlastnosti ako emulgator,
stabilizator, zahustovadlo a Zelirujici prostriedok [38].

2.4.7.4 Skrob

Skrob predstavuje hlavného zastupcu polysacharidov rastlin. Po chemickej stranke sa $krob
skladd z dvoch hlavnych jednotiek homopolysacharidov — vetveného amylopektinu a linedrne;j
amyl6ézy. V amyléze su jednotky glukézy viazané pomocou a-(1—6) vizby. Molekulova
hmotnost’ $krobu zdvisi na stupni polymerizicie a pohybuje sa u amylézy medzi 200-1 000
kDa a 10-200 MDa u amylopektinu.

Zdrojom $krobu st obilniny, zemiaky, strukoviny. Skrob sa z nich ziskava rozomletim
a premyvanim. Skrob je suastou potravin, & uZ vo svojej povodnej forme alebo
modifikovanej. Medzi jeho vlastnosti patri Zelirovanie, stabilita [39].

2.5 Bioaktivne nosicové systémy

V poslednych rokoch stéle rastie zdujem o nové biomateridly, kvoli ich novym biologickym
vlastnostiam. Bioaktivne polyméry su materidly zlozené zo syntetickych alebo prirodnych
polymérov so zabudovanou bioaktivnou latkou, ktorad vyvola Specifickd odpoved.

Bioaktivne polymérne systémy delime na:
® Pohyblivé bioaktivne polyméry
e Nepohyblivé bioaktivne polyméry [40]

23



Polymérmy

o Polymérny
nosic

Jedlo it . Jedlo

b boda B0 badolb 44

Obrdzok ¢. 19: Ndavrh nepohyblivych a pohyblivych aktivnych polymérov [40]

2.5.1 Pohyblivé bioaktivne polyméry

V tomto type nosi¢ovych systémov sa bioaktivna latka uvolfiuje z polymérnej latky. Priama
inkorpordcia umoZiiuji migraciu bioaktivnych latok z nosiCa. NajCastejSie sa tieto systémy
pouZzivaji vo farmaceutickom priemysle, pri cielenej distribucii a uvol'iiovani lieciv.

2.5.2 Nepohyblivé bioaktivne polyméry
Nepohyblivé nosicové systémy su definované ako polyméry s bioaktivnou zlozkou, ktord je

pevne naviazand na polymérny retazec. Tym sa aktivna zlozka stiva imobilnou.
V potravindrstve nachddzajui tieto nosiCové systémy jedine¢né vyhody:

e Nepohyblivé systémy vyZzaduju len vel'mi malé mnoZzstva aktivnych latok

e Mo67u sa kombinovat s aktivnymi latkami, ktoré nie st povolené ako potravinarske

pridavné latky, vd’aka ich neschopnosti uvolnit’ sa z nosica

e Tento systém je vhodny pre tekuté potraviny
Nosicové systémy delime na dve skupiny

¢ Inherentné bioaktivne polyméry

¢ Polyméry s imobilizovanymi bioaktivnymi latkami [40].

2.5.2.1 Inherentné bioaktivne polyméry

Polyméry, ktoré patria do tejto skupiny sd prirodné a aktivne bez pridania d’alSich l4tok.
MnozZstvo polymérov vykazuje antimikrobidlne vlastnosti. Tito skupinu polymérov zastupuja
chitosan a polyamid upraveny UV Ziarenim [40].

2.5.2.2 Imobilizacia bioaktivnych latok

Podl'a TUPAC je imobilizdcia technika pouZzivand na fyzikdlnu alebo chemicku fixdciu
buniek, organel, enzymov, makromolekul (sacharidy, peptidy) na pevny povrch, alebo su
latky zadrZzané membrdnou za dcelom zvySenia ich stability a umoZnenia ich opakovaného
alebo kontinudlneho pouZivania.

Kovalentnd imobilizicia zohrdva vyznamnu dlohu pri poskytovani stabilnej vizby medzi
bioaktivnou latkou a povrchom polyméru. Takto vytvoreny nosicovy systém neuvol'ni aktivnhu
latku do potravin, a tym tito latka nevyZaduje schvélenie ako potravinova pridavnd latka [40].

V niektorych pripadoch je vSak nutnd aktivdcia polyméru, kvoli vytvoreniu reaktivnych
funkénych skupin, ktoré poskytni reakcné centrd. Jedna z mozZnosti aktivacie polyméru je
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funkcionalizdcia povrchu polyméru (chemickd udprava, fyzikdlna uprava, dprava povrchu
plazmou) [41].
2.5.22.1 Funkcionalizacia polyméru

Inertné polyméry vyzaduju funkcionalizdciu povrchu, aby dokdzali na seba fixovat
bioaktivnu latku. Literatdira o spracovani polymérov uvadza len niekol'ko prikladov. Jednou
z najjednoduchsich metdd je chemickd oxiddcia povrchu polyméru. Prikladom je pouZitie
koncentrovanej kysliny chrémovej v prostredi kyseliny sirovej, d’alej pouzitie chlérnanu
draselného v koncentrovanej kyseline sirovej. Chemickd oxiddcia predstavuje modifikaciu
roznych karbonylovych skupin, prevazne st modifikované karboxylové kysliny, aldehydy,
ketony [27].

Chemické modifikdcie maji pocetné problémy v oblasti bezpecCnosti a ochrany Zivotného

prostredia, ktoré obmedzujd ich komeréné pouZivanie. Viac vyuZivanymi technikami su preto
fyzikdlne modifikdcie ako modifikdcia plamefiom alebo korénovy vyboj (niekedy tiez
vzdu$né plazma).
Na korénovy vyboj je potrebnd aplikdcia vysokého napitia (10-40 kV) na vysokej frekvencii
(1-4 kHz), medzi elektrédou, ktord spdsobi vyboj a uzemneného nosi¢a polyméru. Tieto
metdédy vyZadujui Specializované pristroje. Nevyhodami tychto metéd je nepresnost
vytvorenia reakénych centier na povrchu polyméru atiez poZiadavky na Specializované
pristroje [42].

Povrch ”
polyméru povrch polyméru

Obrdzok ¢. 20: Funkcionalizdcia povrchu polyméru [42]

polymeru

2.6  Navrh nosi¢ovych systémov v potravinarstve

Nanostruktirne systémy moZzu byt v principe vyrdbané dvomi spdsobmi, postupom
oznacovanym ,,top-down‘ (zhora dole), alebo opaénym postupom, ,,bottom-up* (zdola hore).
Prvy sposob sa oznaCuje ako fyzikdlny alebo rozkladny, druhy postup byva oznaceny ako
chemicky alebo synteticky. Spolo¢nou snahou oboch postupov je kontrolovane vytvarat
nanocastice a nanoStruktiry rovnakého tvaru a velkosti [43].

2.6.1 Top-down metody

V pripade vyrobného postupu ,top-down* do nanosveta prenikdme z makrosveta. BeZne
pouzivanymi postupmi techniky ,,top-down* st vribkovanie, homogenizécia, ktoré zahfiaja
rozbitie objemnych pevnych latok alebo tekutin na malé Castice. Tieto postupy zdvisia od
rusivych sil: tah, zrazka, stliCanie. Metddy, ako sud brisenie a vribkovanie, nie st vhodné pre
citlivé bioaktivne latky, pretoZze vyzaduju velké mnoZstvd materidlu a mdézu degradovat
posobenim vysokého tlaku. Ind, Casto vyuZivané metdda je extrizia, kde sa Castice tvoria
injektovanim roztoku biopolyméru do prostredia gélu [43].
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2.6.2 Bottom-up metody
Top-down metody ﬂ
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Obrdzok ¢. 21: Top-down a bottom-up metédy pripravy nanocastic [42]

Druhy vyrobny postup, ,,.bottom-up®, sa zacina stavbou funkéného nanoStruktirneho celku
unajmenSich cCastic hmoty, tj. ujednotlivych atémov a molekul, ktoré tvoria dalsi
komplikovanej$i systém. Bottom-up metddy vyuZivaji kontrolované chemické reakcie, a to
zmenami pH, i6novej sily, teploty, koncentracii. Prikladmi si vyzrdZanie Castic z roztokov,
koacervicia, komplexdcia, tvorba tekutého gélu. Casto sa tieZ vyuZiva prirodzend schopnost
jednotlivych  zloziek vzdjomne sa rozpozndvat, Struktirovat, zostavovat sa
a samoorganizovat [43].

2.6.2.1 Koacervacia

Tato metéda vyuZziva biodegradatelné hydrofilné polyméry (napriklad, chitosan, alginat
sodny, Zelatina). Je zaloZend na schopnosti zosietenia polyelektrolytov v pritomnosti zaporne
nabitého Cinidla za vzniku nanocastic. Tato metdda tieZ zahfila reakciu bud kladne alebo
zéporne nabitého polyméru za pridavku polykatiénu, napriklad CaCl, alebo polyaniénového
roztoku, napr. tripolyfosfatu sodného. Nésledne je pridany druhy polymér, ktory podporuje
polyelektrolytovi komplexdciu na baze elektrostatickych interakcii. Bioaktivna zlozka je
zachytend na povrchu prvého polyméru astabilizovand druhym  polymérom.
Polyelektrolytovy roztok a bioaktivna zloZka si priddvané po kvapkach do roztoku bud’
polykatiénu alebo polyaniénu, za mieSania na magnetickom mieSadlo [44].

2.6.2.2 Polymerizacia

Medzi hlavné metddy pripravy nanocastic pomocou polymerizdcie patria klasickd
polymerizicia alebo polyreakcia, emulznd polymerizécia a disperznd polymerizécia.

Emulznd polymerizicia zahfiia emulzifikiciu hydrofébneho polyméru vo vode, na zdklade
emulzie olej-voda. Takto vznika vel'ké rozhranie olej-voda a vytvoria sa jadra nanocastic. Na
zabranenie agregécie (zhlukovaniu) nanocastic sa pouzivaji PAL (povrchovo aktivne litky)
alebo ochranné rozpustné polyméry. Ziskané nanocastice sa separuji pomocou centrifigy
alebo filtraciou a nésledne st premyté vodou a organickymi rozpustadlami.
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Disperzna polymerizicia je definovana ako polymerizicia zrdZanim, pretoZe monomér sa
polyméruje v pritomnosti polymérneho stabilizdtora rozpustného v reakénej zmesi.
Podmienkou je dobrd rozpustnost’ pritomného monoméru a prislusného polyméru v reakcne;j
zmesi. Disperznd polymerizdcia spoc¢iva v homogénnom roztoku monomérov s inicidtorom
a s disperznym médiom, pri¢om sa vytvoria nanoCastice vyzraZanim polyméru [44].

2.6.2.3 Disperzia vopred pripravenymi polymérmi

Nanocastice sd vytvorené z vopred pripravenych syntetickych, polysyntetickych alebo
prirodnych polymérov. Metédy zaloZzené na vopred pripravenych polymérov si popisanie
nizsie.
2.6.2.4 Metody zaloZené na nanozrazkach

TieZz nazyvand metéda premiestnenia rozpistadla vyuziva tri Casti: polymér, napriklad
PLGA, PLA, PLC, PHB, organické rozpistadlo ako je acet6n, ethanol, hexdn a nerozpustni
fazu, akou je voda. Tdto metdda je zaloZend na vyzraZani polyméru z organického
rozpustadla andslednej diftizii rozpdstadla vo vode. Bioaktivna zloZka je rozpustend
v organickej fize (mdze byt pouzity PAL). Je dolezity vyber vhodného rozpustadla
a nerozpustnej faze, pretoze su rozlicné pre kazdu bioaktivnu zloZku. Velkost obdfzanych
nanocastic sa pohybuje okolo 100 nm a vykazujui dobru stabilitu [44].

2.6.2.5 Samoorganizacia (self-assembly)

Tento proces vyuZziva polyméry s velkou kapacitou za vzniku spontdnnej tvorby stabilnych
nanocastic. Hlavnou hnacou silou na zostavenie je amfifilny charakter a slabé interakcie ako
su van der Waalsové sily, kapilarita, n-r interakcie a vodikové mostiky. Tdto metéda spociva
v samoorganizicii polymérov bez vonkajSich zdsahov, napriklad Ccinidiel. Prikladnymi
polymérmi pre takéto vytvorenie nanocCastic si PLA, kasein, chitosan. Vel'kost' obdfZanych
Castic sa pohybuje vrozmedzi 50-100 nm. Potravinarsky priemysel vyuZiva tento proces
zostavenia nanocastic v pripade enkapsuldcie D3 vitaminu [44].

2.6.2.6 Vysol’'ovanie

Vysolovanie je modifikovand metéda na bdze emulzie, ktord nepouziva organické
rozpustadla, ktoré mozu byt nebezpecné pre prirodné prostredie ako aj pre fyziologicky
systém (pre telo). Nanocastice su tvorené bez pridanej PAL alebo chlérovaného rozpustadla.
Vysolovanie vyZaduje pritomnost polyméru, organického rozpustadla, dplne mieSateI'ného
s vodou (napriklad acetén) a vysolovacie €inidlo (chlorid hore€naty, chlorid vépenaty, octan
horecnaty). Polymér a bioaktivna latka si rozpustené v organickom rozpustadle a potom je
pridand vysoka koncentricia Cinidla, za intenzivneho mieSania, kvoli o najvyraznejSiemu
vysolovaciemu efektu z vodnej fdze. Tento proces tvori emulziu olej-voda, ktord je
nerozpustnd vo vode, ¢o sposobi vyzrdzanie vo vode nerozpustného polyméru [44].
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3 CIEL, PRACE

Ciel'om predlozenej bakalarskej prace bolo rieSenie nasledujicich Casti:
e Spracovanie reSerSe na prehl’ad latok so sladkou chut'ou
e Optimalizécia potrebnych met6d
e Imobilizdcia vybranych sladidiel na nosi¢ a Stidium dlhodobej stability a stability
vytvorenych systémov v modelovom fyziologickom prostredi.
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4  EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité chemikalie, pristroje a pomocky

4.1.1 Chemikalie

Polyhydroxybutyridt (PHB) — Biomer (SRN)

Sachar6za— Vitrum-LachNer (CR)

Fruktéza— Vitrum-LachNer (CR)

Glukéza— Vitrum-LachNer (CR)

Mannitol- Sigma-Aldrich (SRN)

Sorbitol- Sigma-Aldrich (SRN)

Erytritol- Sigma-Aldrich (SRN)

Chloroform— VWR Chemicals BDH PROLABO (UK)
Acetonitril pre HPLC, Gradient Grade — Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorovodikova, 35 % — Vitrum-LachNer (CR)
Pankreatin z bravcového pankreasu — Sigma-Aldrich (SRN)
Pepsin — Sigma-Aldrich (SRN)

Zmes kyseliny chdlovej a deoxychdlovej — Sigma-Aldrich (SRN)
Hydrogenuhligitan sodny — Vitrum-LachNer (CR)

4.1.2 Pristroje a pomocky
Zostava HPLC/PDA/RI ThermoFisher Scientific (USA):

® Programator gradientu —UltiMate 3000
¢ Fotometricky detektor —UltiMate 3000 DAD
e Refraktometricky detektor —RefractoMax 520
e Pumpa— LPG-3400SD
e Kolona —Luna 10u NH2 100A 250 x 4,6 mm
¢ Vyhodnocovaci software —Chromeleon 7
Zostava pre pouZitie plazmy
Dynamicky rozptyl svetla — Zetasizer Nano ZS—Malvern (UK)
Ultrazvukovy homogenizéitor — Bandelin Sonoplus- Sonorex Technik (SRN)
Ultrazvuk — PS02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SRN)

FTIR spektrometr — Nicolet iS50 ThermoFisher Scientific (USA)
Viékuova rota¢nd odparka — IKA Werke R VO6-ML (SRN)

Opticky mikroskop— Intraco Micro LM 666 PV/eo LED (CR)

Software Dino —Capture 2.0 (CR)

Mikrocentrifuga Sartorius — Sigma (SRN)

Analytické vahy — Boeco (SRN)

Automatické pipety v rdznom rozsahu objemu — Discovery (SRN) a Biohit (SRN)

4.2 Stanovenie sladidiel metodou HPLC s UV-VIS a RI detekciou

Vzorky sladidiel boli na kolénu aplikované nastrekom pomocou davkovacieho ventilu
oobjemu slucky 20 pul. Chromatografia prebiehala na koléne Luna — model NH2
(250 x 4,6 mm) naplnenou reverznou fazou C 18 (um) pri 35 °C. Eldcia prebiehala

izokraticky pri prietoku mobilnej faze 1,0 ml-min™",
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Ako mobilnd fdza bol pouzity acetonitril:voda v pomere 75:25. Vzorky boli detegované
spektrofometrickym detektorom pri vlnovej dizke 290 nm a refraktometrickym detektorom
pri 35 °C. Z chromatogramov o réznych koncentraciach sladidiel boli zistené plochy pikov
a zostavend externd kalibracnd krivka na kvantitativne stanovenie koncentrécie sladidiel.

4.3 Metody pripravy PHB c¢astic

4.3.1 Priprava castic pomocou ultrazvuku

R&zne hmotnostné koncentrdcie PHB v rozmedzi 1-5%, boli rozpustené vo vode. Roztok
bol ultrazvukovany po dobru 1 mindty. Dalej boli rézne hmotnostné koncentrcie PHB (1-
3 %) rozpustené vrdznych pomeroch chloroformu: 0,5 ml, 0,75 ml, 1 ml, 2ml, 4 ml
chloroformu. K roztokom bola pridand voda (10 ml). Takto pripraveny roztok bol
ultrazvukovany po dobu 1 mintty. Na zdver pomocou magnetickej mieSacky bol pri 50°C
zroztoku odpareny chloroform. Pripravené Castice boli pouzité na stanovenie velkosti
a stability.

4.3.2 Metoda odparovania na tenkej vrstve (thin layer evaporation) - TLC

2 % PHB bolo rozpustené v 1 ml chloroformu. Roztok bol preliaty do odparovacej banky
ana vdkuovej rotaCnej odparke bol odpareny do sucha. K odparku bolo pridanych 10 ml
vody. Zmes bola striedavo mieSand na vortexe a ultrazvukovand, pokial nedoslo k tplnej
homogenizécii. Pripravend vzorka bola pouZitd na stanovenie vel'kosti a stability vytvorenych
Castic.

4.3.3 Metoda odparovania z tenkej vrstvy na reverznej faze (reverse phase — thin layer
evaporation) - RP-TLC

2 % PHB bolo rozpustené v 1 ml chloroformu. Roztok bol preliaty do odparovacej banky
a na vdkuovej rotacnej odparke bol odpareny do sucha. Vytvoreny PHB film bol rozpusteny v
8 ml éteru. K tomuto roztoku bolo pridanych 2ml vody azmes bola s prestdvkami
ultrazvukovand asi 1 minttu, pokial' sa nevytvorila emulzia. Z tejto emulzie, za laboratérne;j
teploty, bol na vdkuovej odparke odpareny éter a vyslednd zmes presla na vodnd suspenziu.
Suspenzia bola doplnend vodou na vysledny objem 10 ml.

4.4 Stanovenie vel’kosti ¢astic metédou dynamického rozptylu svetla

Velkost Castic bola stanovend na pristroji Zetasizer Nanoseries, ktory vyuZiva
dynamického rozptylu svetla. Meria sa Casovad zdvislost’ kolisania intenzity rozptyleného
svetla danym Brownovym pohybom Castic. Analyza intenzity rozptyleného svetla umoziuje
urCit' difdzny koeficient Castic a vypocitat distribiiciu velkosti Castic v danej vzorke.
Pripravené Castice boli vhodne zriedené vodou a analyzované.

4.5 Stanovenie stability vytvorenych ¢astic pomocou zeta potencialu

Meranie zeta potencidlu bolo realizované na pristroji Zetasizer Nanoseries. Meranie je
zaloZzené na technike ,Laser Doppler Velocimetry®, tj. ako rychlo sa pohybuji castice
v kvapaline za pdsobenia elektrického pola. Zeta potencidl je rozdiel potencidlov na
pohybovom rozhrani, ktory sa ustdli pri relativnom pohybe tuhej fazy s elektrickou
dvojvrstvou voci roztoku. Znamienko je opacné ako znamienko i6nov vonkajSej vrstvy
elektrickej dvojvrstvy.
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4.6 Plazmova aktivacia povrchu PHB castic

Pre aktivaciu povrchu boli pouzité lyofilizované Castice pripravené podl'a optimalizovanej
metddy, priCom na ich povrchovi aktiviciu bola vyuZitd studend plazma. Pri interakcii
studenej plazmy s upravovanym povrchom nedochddza k vyraznému ohrevu materidlu.
Technika je preto vhodnd na dpravu povrchu PHB, pretoZe za pouZitia vysokych teplot by
mohlo ddjst’ k degradacii polyméru. 4,0 g PHB castic bolo nasypanych do vdkuovej komory
(tlak: 13 Pa). Davkovacim plynom bol vzduch a vykon bol 25W. Cas trvania aplikdcie plazmy
bol 1 mindta a 54 sekind (1:54:36).

4.7 Infracervena a Ramanova spektroskopia

FT-IR meranie prebiehalo na FTIR spektrometri Nicolet IS50. Zo zaciatku bolo zmerané
pozadie. Meranie prebiehalo s jednoodrazovym diamantovym ATR nadstavcom. Ako
pozadie bol vyuzity okolity vzduch v laboratériu. Po zmerani pozadia bolo na ATR
diamantovy kryS$tdl nanesené malé mnoZstvo skimanej vzorky. Meranie prebiehalo za pomoci
64 skenov srozliSenim 8. Nasledne prebiehalo meranie aj za pomoci zabudovaného
Ramanovho modulu za pouZitia laseru 1064 nm s intenzitou 0,5 mW a pocet skenov bol 128.

4.8 Imobilizacia sladidiel na aktivové PHB cCastice

Boli pripravené S$tandardné roztoky vybranych Siestich sladidiel- glukézy, fruktézy,
sachardzy, erytritolu, mannitolu, sorbitolu. Koncentracia roztoku glukézy bola 378,85 mg/ml,
fruktézy 98,52 mg/ml, sacharézy 420,00 mg/ml, erytritolu 20,89 mg/ml, manitolu
182,49 mg/ml asorbitolu 228,50 mg/ml. Samotnd imobilizicia spocivala v inkubécii
aktivovaného PHB s roztokmi sladidiel pri laboratérnej teplote. Z takto pripravenych
imobilizovanych sladidiel na PHB castice boli odobraté vzorky v ¢asovych intervaloch po 0
hodindch, 1,5 hodindch, 3,5 hodinidch, 6,5 hodinich, 24 hodinidch a bolo pozorované
mnoZstvo naviazanej zlozky.

4.9 Stabilita castic v modelovom fyziologickom prostredi

4.9.1 Zalidoéna $tava

Zalidond §fava bola pripravend z0,25g pepsinu, ktory bol rozpusteny v 100 ml
destilovanej vody. Nasledne bolo pridanych 0,84 ml 35% HCI. Hodnota pH bola upravend na
0,9. Vzorky na sledovanie stability castic boli pripravené v pomere 1:1 (Zalidocna
Stava:Castice s imobilizovanymi sladidlami). Bola stanovend koncentracia sladidiel v Case
nula, apotom po 20 minitach pdsobenia umelej Zalidocnej Stavy, priCcom boli vzorky
inkubované pri 37°C. Z rozdielov koncentracii bolo vypocitané uvolnené mnozstvo sladidiel
z Castic posobenim zalidocnej §tavy.

4.9.2 Pankreaticka Stava

Pankreatickd $tava bola pripravena z 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCO3;, ktoré boli
rozpustené v 100 ml destilovanej vody, pH bolo upravené na hodnotu 8,9. Vzorky na
pozorovanie stability boli pripravené v pomere 1:1 (pankreatickd S$tava:Castice
s imobilizovanymi sladidlami). Bola stanovend koncentracia sladidiel v Case nula a po 20
mindtach posobenia umelej pankreatickej Stavy, pricom boli vzorky inkubované pri 37°C.
Z rozdielov koncentracii bolo vypocitané uvolnené mnozstvo sladidiel z ¢astic pdsobenim
pankreatickej Stavy.
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4.9.3 7Zl¢ova §tava

Z1¢ovd §tava bola pripravend pridanim 0,8 g ?18ovych soli do 200 ml pufru pH 8. Vzorky
na pozorovanie stability boli pripravené vpomere 1:1 (ZlCovd S$tava:Castice
s imobilizovanymi sladidlami). Bola stanovend koncentracia sladidiel v ¢ase nula a po 45
mindtach posobenia umelej ZlCovej $tavy, priCom boli vzorky inkubované pri 37°C.
Z rozdielov koncentracii bolo vypocitané uvolnené mnozstvo sladidiel z ¢astic pdsobenim
ZICovej Stavy.
4.10 Dlhodoba4 stabilita

Vzorky imobilizovanej sachar6zy boli pridané do vodného prostredia, 0 pomocou merani
na HPLC bolo vdanych intervaloch sledované uvolnené mnoZstvo sachardzy z Castic.
Stabilita bola sledovand v Case 0, po 1 hodine, d’alej po 3, 7,14, a 21 diioch.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Optimalizacia metody stanovenia sladidiel

Stanovenie mnoZstiev sladidiel bolo realizované podla postupu v metédach (kap. 4.2).
Vsetky tdaje boli zmerané dvakrat a z nameranych hodnot bol vypocitany priemer. Jednotlivé

grafy kalibracnych kriviek st uvedené v prilohe ¢. 1.
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Obrdzok ¢. 22: Chromatogram sacharozy

stanovenie sacharézy je y =3,131x+2,201.
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Obrdzok ¢. 23: Chromatogram fruktozy

Obrazok €. 23 zobrazuje zdznam stanovenia fruktdzy, ktorej retencny Cas bol 6,787 miniit.
Rovnica kalibra¢nej krivky na kvantitativne stanovenie fruktdzy je y =2,890x+1,434 .

Nasledujuici obrdzok €. 24 ukazuje zdznam zo stanovenia glukézy. Retencny Cas glukdzy je

6,673 minut.

Rovnica kalibranej krivky na kvantitativne

y=5,552x+0,054 .

stanovenie glukdézy je
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Obrdzok ¢. 25: Chromatogram erytritolu

Obrazok ¢. 25 predkladd zdznam stanovenia erytritolu s retenénym casom 5,087 mindit.

Rovnica kalibra¢nej krivky na kvantitativne stanovenie erytritolu je y =27,40x+0,752 .
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Obrdzok ¢. 26: Chromatogram manitolu
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Obrazok €. 26 poddva zdznam zo stanovenia mannitolu s retenénym Casom 6,730 minut.
Rovnica kalibracnej krivky na kvantitativne stanovenie mannitolu je y =2,979x+3,843.
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Obrdzok ¢. 27: Chromatogram sorbitolu

Obrazok ¢. 27 predkladd zdznam zo stanovenia sorbitolu s retenénym Casom 6,363 mindit.
Rovnica kalibracnej krivky na kvantitativne stanovenie sorbitolu je y =2,787 x+0,745 .

5.2  Optimalizacia metéd pripravy PHB ¢astic

5.2.1 Vizualizacia vel’kosti ¢astic pod mikroskopom

PHB Castice boli pripravené rozdielnymi metédami a vizualizované pod svetelnym
mikroskopom s kamerou. Mikroskopické pozorovanie prebiehalo pri zvidcSeni 640x. Na
obrazku €. 28 sa daji pozorovat’ PHB Castice pripravené pomocou ultrazvuku, metédou TLE a
metédou RP-TLE.

Obrdzok ¢. 28: Porovnanie castic: Metoda ultrazvuk  , Metéda TLE, Metoda RP-TLE

Z obrazkov sa da spozorovat, Ze priprava Castic pomocou ultrazvuku bola najefektivnejsia
na velkost, tvar a distribiciu. Vzorky pripravené metédou TLE a RP-TLE obsahovali okrem
Castic PHB aj filmy a agregéty, vznikali tak polydisperzné roztoky, ktoré nie si vhodné na
pripravu nosiovych systémov. Vhodnou metédou na pripravu nosiCovych systémov su
Castice vytvorené pomocou ultrazvuku.

5.2.2 Stanovenie vel’kosti ¢astic metédou dynamického rozptylu svetla

Analyza velkosti adistribicie vytvorenych Ccastic bola realizovand na koloidnom
analyzdtore metddou dynamického rozptylu svetla aboli premerané vzorky vSetkych
modelovych metdd pripravy Castic. Postup analyzy je popisany v kapitole 4.4.

35



Velkost Castic pripravenych metédou TLC sa pohybovala v rozmedzi od 650 — 1250 nm
(graf €. 1). Ako bolo vidiet' pod svetelnym mikroskopom, roztok okrem cCastic obsahoval aj
agregaty, ktoré vysledok skresl'uju.
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Graf ¢. 1: Velkost a distribiicia castic metodou TLE

Castice pripravené metédou RP-TLE dosahovali velkostou od 800 do 1650 nm. Ako sme
mohli vidiet pod svetelnym mikroskopom, PHB cCastice pripravené touto metédou neboli
dokonalé, pretoze vzniknuty preparét bol polydisperzny.
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Graf ¢. 2: Velkost a distribiicia castic metodou RP-TLE

Castice pripravené pomocou ultrazvuku sa pohybovali v rozmedzi od 50 do 250 nm. Ako
sme mohli vizualizovat pod svetelnym mikroskopom, vytvorené Ccastice boli v radoch
nanometroch a roztok neobsahoval Ziadne agregéty.

Intenzita (%)

28

23

18

13 -

[¢} 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

d (1)

Graf ¢. 3: Velkost a distribiicia castic pomocu ultrazvuku
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5.2.3 Stanovenie stability vytvorenych ¢astic analyzou zeta potencialu

Interval nestability Castic zeta potencidlov je od -30 mV do 30 mV [46]. Hodnoty zeta
potencidlov vytvorenych PHB castic rdznymi metédami boli rozne. NajstabilnejSie Castice
boli pripravené pomocou ultrazvuku. Castice vytvorené pomocou TLE a RP-TLE, podla
ukazujuiceho zeta potencidlu, sd nestabilné.

Tabulka ¢.4: Zeta potencidl vytvorenych castic roznymi metodami

Preparity Vytvorené Castice
ZP (mV)
TLE -29.9
RP-TLE -25,37
Ultrazvuk -62,87

NajlepSou metdédou pripravy nosicovych systémov su Castice pripravené pomocou ultrazvuku.

5.3 Optimalizacia pripravy PHB castic pomocou ultrazvuku

Castice boli pripravené postupom uvedenym v kapitole 4.3.1. Tieto Gastice boli dalej
Studované metdédou dynamického rozptylu svetla, zeta potencidlu a boli pozorované pod
svetelnym mikroskopom. Zo ziskanych vysledkov sme tak mohli stanovit’ optimdlny postup
pripravy PHB castic.

5.3.1 Porovnanie vel’kosti ¢astic metodou dynamického rozptylu svetla

Pripravené vzorky bolistanovené na pristroji Zetasizer. Postup analyzy je popisany
v kapitole 4.4. Zaznamy stanovenia velkosti ¢astic metédou DLS sa nachddzaju v prilohe €. 2.
Priemerné vel'kosti vSetkych pripravenych Castic st uvedené v tabulke €. 5.

Tabulka ¢. 5: Velkost castic pripravenych vzoriek pomocou DLS

PHB Chloroform Voda Priemerna vel'kost

(ml) (ml) (nm)
Vzorka 1 1% 0,5 10 175,6
Vzorka 2 1% 1,0 10 298.,6
Vzorka 3 1% 2,0 10 354,3
Vzorka 4 2% 0,5 10 254.5
Vzorka 5 2% 0,75 10 278.,8
Vzorka 6 2% 1,0 10 352,1
Vzorka 7 2% 2,0 10 367,5
Vzorka 8 2% 4.0 10 431,2
Vzorka 9 3% 1,0 10 362,5
Vzorka 10 | 10 mg 0,0 10 5224,0
Vzorka 11 | 20 mg 0,0 10 2449,0
Vzorka 12| 40 mg 0,0 10 3120,0
Vzorka 13 | 60 mg 0,0 10 3054,5
Vzorka 14 | 80 mg 0,0 10 3455,5
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Velkost nanocCastic u 1 % PHB bola r6zna, za pouZitia rézneho pridavku chloroformu. Ako
je vidiet' v grafe C. 4, velkost Castic sa pohybovala od 175 nm do 354 nm, pricom velkost
Castic rastie s vyS$S§im pridavkom chloroformu.

Velkost nanocastic u2 % PHB sa pohybovali v rozmedzi od 254 nm do 431 nm, ako je
vidiet v grafe €. 5 velkost opit’ rastie s vy$§im pridavkom chloroformu. Rovnako velkost
Castic rdstlai s hmotnostnou koncentrdciou PHB pri rovnakom pridavku chloroformu
(grafe C. 6).Naopak metdda priprava Castic len za pouZitia vodnej faze nie je vhodnd, pretoze
roztok bol polydisperzny, vznikali agregaty a distribiicia vel'kosti Castic sa pohybuje v radoch
mikrometrov (graf 7).
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Graf ¢. 4: Pozorovanie velkosti 1% PHB castic za pridania rozneho mnoZstva chloroformu
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Graf ¢. 5: Pozorovanie velkosti 2% PHB castic za pridania rozneho mnoZstva chloroformu
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Graf ¢. 6: Porovnanie velkost castic u 1%, 2%, 3% PHB castic s 1 ml chloroformu
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Graf ¢. 7: Porovnanie velkosti castic s roznou koncentrdciou PHB bez chloroformu

5.3.2 Porovnanie stability ¢astic pomocou zeta potencialu

Zeta potencidl je rozhodujicim parametrom stability €i koaguldcie koloidného roztoku.
Interval nestability Castic zeta potencidlov je od -30 mV do 30 mV. Princip merania zeta
potencidlu je uvedeny v kapitole 4.5. V tabul'ke €. 6 st uvedené jednotlivé zeta potencidly v
jednotkdch mV pre r6zne Castice PHB.

Tabulka . 6: Stabilita vytvorenych castic pripravenych vzoriek

PHE Chloroform Voda Zeta potencidl

(ml) (ml) (mV)
Vzorka 1 1% 0,5 10 -29,90
Vzorka 2 1% 1,0 10 -25,37
Vzorka 3 1% 2,0 10 -34,30
Vzorka 4 2% 0,5 10 -26,13
Vzorka 5 2% 0,75 10 -32,80
Vzorka 6 2% 1,0 10 -35,54
Vzorka 7 2% 2,0 10 -34,30
Vzorka 8 2% 4.0 10 -28,30
Vzorka 9 3% 1,0 10 -62,87
Vzorka 10 10 mg 0,0 10 -0,93
Vzorka 11 20 mg 0,0 10 -2,30
Vzorka 12 40 mg 0,0 10 -1,42
Vzorka 13 60 mg 0,0 10 -2,41
Vzorka 14 80 mg 0,0 10 -7,93

Hodnota zeta potencidlu u 1 % PHB cCastic sa pohybuje v rozmedzi od -34,30 do -25,37 mV.
Podl'a nameranych vysledkov Castice nevykazuju prili§ dobru stabilitu. Iba vzorka 3, kde bolo
najvysSie mnozstvo pridaného chloroformu, bola stabilnd (graf ¢. 8). Stabilita Castic
vytvorenych bez pouZitia chloroformu sa nachddza v intervale od -0,93 mV do -7,93 mV,
tieto Castice teda stabilné nie su.
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Graf ¢. 8: Stabilita 1% PHB Castic s roznym pridavkom chloroformu

V pripade 2 % PHB castic sa hodnota zeta potencidlu pohybuje v rozmedzi od -35,54 do -
26,13 mV. Stabilné boli vzorky 5, 6 a7. Jednotlivé stability tychto Castic si porovnané
v grafe C. 9.
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Graf ¢. 9: Stabilita 2% PHB Castic s roznym pridavkom chloroformu

Zeta potencial (mV)

M 1% -1 ml CHCI3 M 2% -1 mlCHCI3 M 3% -1 ml CHCI3
Graf ¢. 10: Porovnanie stability 1%, 2%, 3% PHB castic s pridanim 1 ml chloroformu

U cCastic s roznymi hmotnostnymi koncentriciami sa pohybovala v rozmedzi od -62,87 do -

25,37 mV (graf 10). Pricom podl'a nameraného zeta potencidlu s rasticou koncentraciou rastie
aj stabilita. 3 % PHB castice vykazuju preto najlepSiu stabilitu.
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Graf ¢. 11: Porovnanie stability vytvorenych PHB castic bez chloroformu

Hodnoty zeta potencidlov vytvorenych Castic potvrdzuji to, Ze metdda pripravy PHB Castic
bez pridania organickej faze nie je vhodna.

5.3.3 Vizualizacia castic pod mikroskopom
PHB castice o roznych koncentracidch, uvedené v tabulke €. 6, boli vizualizované pod
svetelnym mikroskopom. Mikroskopické pozorovanie prebiehalo pri zvicSeni 640x.

Obrdzok ¢. 29: Porovnanie pripravenych casticl% PHB (zloZenie sa nachddza v tabulka c. 6)

Obrdzok ¢. 30: Porovnanie pripravenych castic 2% PHB (zloZenie sa nachddza v tabulka . 6)
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Obrdzok ¢. 31: Porovnaniepripravenychcastic3% PHB (zloZenie sa nachddza v tabulka ¢. 6)

Obrdzok ¢. 32: Porovnanie pripravenych Castic PHB bez pouZitie chloroformu (zloZenie sa nachddza v
tabulka ¢. 6)

Pripravené 1% PHB castice su nedokonalé kvdli ich nizkej koncentracii. U 3% PHB Ccastic
nebola zaznamend Ziadna zmena pridanim vysSej koncentricie v porovnani s 2%. V pripade
2% PHB bol dosiahnuty najlepsi vysledok vzhl'adom na koncentriciu aj vel'kosti Castic. Za
najlepSiu z testovanych castic bola vyhodnotend vzorka 6. Vzorka 6 vyhovovala nielen
koncentrédciou a velkostou &astic, ale aj ich stabilitou. Castice bez pridavku chloroformu, ako
sa dd spozorovat z obrdzka 32, predstavovali vzorky polydisperzny roztok s vyraznou
agregéciou. Takto pripravené Castice nie si vhodné na d’alSie pouZitie.

5.4 Imobilizacia sladidiel na vytvorené castice

Po optimalizécii pripravy Castic, kde boli ako najvhodnejSie vyhodnotené 2% PHB Castice,
pripravené pomocou ultrazvuku s pomerom 1:10 organickd:vodnd fdza, boli pripravené tieto
Castice vo vidcSom mnoZstve. Pokracovala lyofilizdcia a aktivdcia povrchu plazmou podla
niavodu uvedeného v kap. 4.8. MnoZstvo 0,5 g takto aktivovanych cCastic bolo jednotlivo
pridané do roztokov sladidiel. PouZité roztoky a ich koncentracie si uvedené v tabulke €. 7
ako koncentricie pred imobilizdciou. Tabulka ¢. 7 takisto zndzorfiuje, akd koncentricia
sladidiel bola ¢i nebola naviazand na PHB cCastice. Stanovenie bolo merané pomocou HPLC,

kde bol vo voI'nom roztoku v priebehu imobilizicie sledovany tbytok imobilizovanej zlozky.
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Castice boli po skonceni imobilizicie trojndsobne premyté. Z rozdielu konecnej a poCiatocnej
koncentracie bolo vypocitané naviazané mnoZstvo.

Tabulka ¢. 7: Prehlad imobilizdcie sladidiel na PHB castice

koncentracia . d.ot.)a, . | Fruktéza | Glukéza | Sacharéza | Erythritol | Mannitol | Sorbitol
(mg/ml) imobilizacie
ki?l‘;a;g‘;‘z?a 0 3957 | 955 4376 21,0 200,9 | 218,6
po imobilizdcii 368,1 83,3 389,1 18,8 1795 | 204,6
po premyti 25,6 12,2 27,4 1,7 21,4 14,0
Spolu 0.5h 393,7 95.4 416,5 20,6 200,9 | 218,6
ljni‘:’;xf‘;f 2.0 0.0 21,0 0,4 0.0 0.0
po imobilizdcii 348,3 91,7 366,1 18,4 1814 | 204,1
po premyti 46,6 49 35,7 1,8 16,8 13,1
Spolu L5h 394,8 96,6 401,8 20,1 1982 | 217,2
ljni‘:’;;:f‘;f 0,9 12 35,8 0,8 27 1.4
po imobilizdcii 360,2 86,5 358,3 20,6 184,1 | 196,9
po premyti 36,6 7,6 38.5 0,6 15,1 20,5
Spolu 3.5h 396,7 94,1 396,8 21,1 1992 | 2174
ljni‘:’;;:f‘;f 1,0 1.4 40,8 0,2 1.8 12
po imobilizdcii 368,0 81,5 348.6 19,2 181,8 | 204,6
po premyti 27,5 12,0 29,7 1,8 12,1 14,2
Spolu 6.5h 395,5 93,5 378,3 21,0 193,9 | 218,8
ljni‘:’;xf‘;f 0.2 2.0 59,3 0,0 7.0 02
po imobilizdcii 359,5 79,8 256,3 19,1 1744 | 191,3
po premyti 36,3 15,5 31,1 1,0 25,9 26,9
Spolu 24h 395,8 95.4 2874 20,1 200,3 | 218,3
ljni‘:’;;:f‘;f 0,1 0,1 150,2 0,9 0,6 0,3

Tabul'ka ¢. 7 ndm ukazuje, Ze len jedno sladidlo, presnejSie len sachar6za, bola naviazand
na pripravené PHB Ccastice, priCom s dobou imobilizicie rdstlo aj mnoZstvo naviazanej
zloZky. NajvysSie mnoZstvo naviazanej sachar6zy bolo stanovené po 24 hodinéch, kde bolo
na Castice naviazanych 34 % pdvodného mnoZzstva.

U tychto PHB castic s naviazanou sacharézou bola d’alej sledovand ich dlhodoba stabilita
vo vodnom prostredi a ich stabilita v modelovom fyziologickom prostredi.

5.5 Infracervena spektrometria s Fourierovou transformaciou

Pomocou infracervenej spektrometrie bol sledovany vplyv posobenia plazmy na pripravené
PHB castice.
Graf 12 znazorfiuje FT-IR spektra Cist¢ého PHB, PHB po aktivécii plazmou a aktivovaného
PHB po imobilizicii sachar6zy. Z IR spektra si zretelné totozné piky u vSetkych vzoriek
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PHB, predovietkym piky pri 1180-1280 cm™ charakteristické pre COC viizbu, pri 1382 cm™
kde sa nachddza vizba CH3, dalej pik v 1729 cm™ znaéi viizbu C=0 a piky v oblasti 2870-
3010 cm™ je charakteristicky pre viizby CH.

Touto metddou neboli viditeIné Ziadne zmeny polyméru. Moze to byt zapri¢inené vznikom
len drobnych povrchovych zmien, ktoré su tazké detegovatel'né.
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<
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T /IV\k 1 T T T 1
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vinocet (cm-1)
pred plazmou ——po plazme —— po imobilizacii

Graf ¢&. 12: zdznam FT-IR analyzy s ATR ndstavcom

5.6 Ramanova spektrometria

Pomocou Ramanovej spektrometrie bol pozorovany vplyv plazmy na PHB cCastice. Touto
metddou neboli rovnako ako v predchddzajicom pripade u FT-IR viditelné Ziadne zmeny
polyméru.

Graf 13 znazorfiuje FT-Ramanové spektra cCistého PHB, PHB po aktivécii plazmou
a aktivovaného PHB po imobilizicii sachar6zou. Z Ramanovych spektier si u vSetkych
vzorieck PHB totozné piky. PredovSetkym sa tu nachddzaji piky pri 1100-1300 cm’
charakteristické pre COC vizbu, pri 1290-1370 cm” kde sa nachddza vizba CH, dalej pik v
1730cm™ zna&i viizby C=0 a piky v oblasti 2930-3010 cm™ viizby CH3.
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Pdsobenim plazmy na PHB castice teda nedoslo k Ziadnym viditelnym zmendm v Struktire
polyméru, len mohlo ddjst’ k ovplyvneniu povrchu. Tieto zmeny vSak neboli detegovatel'né.
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Graf ¢. 13: Zdznam Ramanovej analyzy

5.7 Dlhodoba stabilita sacharézy

S Casticami s naviazanou sacharézou boli realizované testy stability, kde bolo sledované
mnoZzstvo uvol'nenej sacharézy pocas dlhodobého uchovavania vo vodnom prostredi.
Zo vzorky €. 1 a €. 2 sa celd koncentracia sacharézy uvolnila okamzZite po pridani do roztoku.
Zo vzorky €. 3 sa pocas jednej hodiny uvolnila do prostredia koncentracia sachar6zy
0,56 mg/ml. ZvySnd, naviazand koncentricia sachar6zy na PHB bola 40,19 mg/ml. S touto
vzorkou boli realizované experimenty zamerané na inkubdciu v prostredi traviacich Stiav. Zo
vzorky €. 4 a 5 sa pocas testu postupne uvolnilo malé mnozstvo sacharézy do prostredia. Na
Strndsty deni bola zo vzorky €. 4 uvol'nend celd koncentracia sacharézy. Avsak, vo vzorke €. 5
zostala naviazand koncentricia sacharézy 26,7 mg/ml. S touto vzorkou bola namerand
stabilita po dvadsiatom prvom dni, kedy sa uvolnila uz celd koncentricia do vodného
prostredia. Zaverom moZno povedat’, Ze doba imobilizicie sachar6zy na PHB, ¢i mnoZstvo
naviazaného mnoZstva sachar6zy ma vel'ky vplyv na jej uvolnenie sa do prostredia.
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Tabulka ¢. 11: Prehlad roznych dob uvoliovania sacharozy z PHB do vodného prostredia

Vzorka¢. 1 | Vzorka¢.2 | Vzorka¢.3 | Vzorka¢. 4 | Vzorka €. 5
Co,5h Cis C35 Co5 Co4
Naviazané
21,02 35,77 40,75 59,27 150,18
mnoZstvo (mg/ml)
Doba uvol'nenia
0 hodin 19,11 34,73 0,32 0,28 0,29
1 hodina 0,88 0,58 0,24 0,13 0,0
3 den 22,74 45,41
7 den 11,55 27,39
14 den 24,44 50,92
21 den 25,84
Spolu 19,99 35,31 0,56 59,14 149,85

5.8

U naviazanej vzorky sacharézy bola sledovand zmena mnoZstva uvolnenej koncentricie
z pripravenych Castic pdsobenim umelych traviacich Stiav. Koncentrdcia naviazanej sacharézy
po trojndsobnom premyti a ndslednej detekcii, bola stanovend na 21 mg/ml. Vzorka bola
vystavend modelovej zalidoc¢nej, pankreatickej a ZlCovej $tave a bolo sledované mnozstvo
uvol'nenej sacharézy pocas travenia. Presny postup je uvedeni v kap. 4.9.

Stabilita imobilizovaného sladidla v modelovom fyziologickom prostredi

Tabulka ¢. 12: Uvolnené mnoZstvo sacharozy po pridani modelovych trdviacich Stiav

Cas 0 (mg/ml) | Po skonceni traveni (mg/ml) Uvolnené v %
1,842 X 8,77
7,22 X 34,38
18,91 2,08 99,95

Zo vzorky sa posobenim Zalddoc¢nej Stavy uvolnilo 8,77 % naviazaného mnoZstva sachardzy.
Tato koncentricia sa vSak uvolnila ihned po pridani §tavy k Casticiam. Pri pdsobeni
pankreatickej Stavy sa takisto uvolnilo vel'ké mnozstvo sacharézy ihned po pridani Stavy
k Casticiam, doslo tu k uvol'neniu 34,38% naviazanej koncentricie. Po pridani ZI¢ovej §tavy
sa zo vzorky uvolnilo 99,95 %, priCom najvicSie mnozstvo sa uvolnilo ihned’ po pridani
Stavy.
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6 ZAVER

PredloZend bakaldrska prdca bola zamerand na Stidium moZnosti imobiliz4cie sladidiel na
PHB castice. V teoretickej Casti boli popisané objemové a nizkokalorické sladidld, ich
vlastnosti, metabolizmus a produkcia, d’alej vhodné nosiCové systémy, ktoré sa vyuzivaji
v potravindrstve a mozné sposoby imobilizicie.

V experimentdlnej &asti bola optimalizovand metéda pripravy PHB ¢&astic. Castice boli
pripravené tromi roznymi metédami, a to metddou odparovania na tenkej vrstve, metddou
odparovania z tenkej vrstvy na reverznej fize a pomocou ultrazvuku. Ako najvhodnejSia
metdda pripravy PHB Castic bol overeny ultrazvuk. Na zdklade vyberu vhodnej metddy bola
d’alej optimalizovand priprava PHB castic pomocou ultrazvuku, a to bud’ s réznym pridavkom
alebo bez pridavku organickej fazy. U vSetkych pripravenych vzoriek bola zmerand aj
velkost” Castic metédou dynamického rozptylu svetla. Takisto bol u vSetkych pripravenych
vzoriek zmerany zeta potencidl. Z vysledkov bol uréeny najvhodnejsi postup pripravy castic.
Zvoleny bol postup, kde bol pouZzity 2% roztok PHB v 1ml chloroformu. Tieto Castice
vykazovali najlepsiu stabilitu, vel'kost’ aj koncentriciu.

Dalej bola testovana moZnost imoblizicie vybranych sladidiel na pripravené lyofilizované
Castice. Imobilizované boli glukéza, fruktéza, sachardza, erytritol, mannitol a sorbitol.
Samotnd imobilizdcia spocCivala v inkubdcii aktivovanych CcCastic s roztokmi sladidiel pri
laboratdrnej teplote. Aktiviacia PHB Castic bola uskutoCnend studenou plazmou. Stanovenie
mnozstva sladidiel a sacharidov bolo realizované pomocou HPLC, kde bol v priebehu
imobilizdcie sledovany tbytok naviazanej zlozky. Castice boli po skondeni imobilizdcie
trojndsobne premyté. Z rozdielu konecnej a pociatoCnej koncentricie bolo vypocitané
naviazané mnozZstvo. Doby imobilizédcie boli 1,5 hodiny, 3,5 hodiny, 6,5 hodiny, 24 hodin.
Z testovanych latok sa podarilo naviazat’ len sacharézu na plazmaticky upravené PHB castice.
S dobou imobilizdcie pritom rdstlo aj mnoZstvo naviazanej zlozky. NajvysSie mnoZstvo
naviazanej sacharézy bolo tak stanovené po 24 hodindch, kde bolo imobilizovych 34 %
povodného mnoZstva.

U castic s naviazanou sachar6zou bola d’alej sledovand ich dlhodoba stabilita vo vodnom
prostredi. Tu bolo celé naviazané mnozZstvo sacharézy uvolnené z najlepSej vzorky PHB
Castic az po dvadsiatom prvom dni inkubdécie. Stabilita Castic bola zmerand aj v modelovom
fyziologickom prostredi, a to vumelej ZalidoCnej, pankreatickej a ZlCovej Stave.
V modelovom fyziologickom prostredi, kde bolo sledované modelové travenie, doSlo
k najviacsiemu uvolneniu sacharézy z pripravenych castic v prostredi Crevnej $tavy, priCom
najvacsie mnozstvo sa uvolnilo po pridani $tavy, teda ihned’ po zaciatku travenia.

FT-IR analyzou a za pouZitia Ramanovej spektrometrie bol pozorovany vplyv plazmy na
PHB castice. Z vysledkov vyplyva, Ze pdsobenim plazmy na PHB castice nedoslo k Ziadnym
viditeInym zmendm polyméru, mohlo vSak ddjst’ k drobnému ovplyvneniu povrchu, pricom
tieto zmeny su tazko detegovatelné.

Zhrnutim dosiahnutych vysledkov sa did konStatovat, Ze boli pripravené PHB castice
s naviazanou sacharézou. Bolo overené, Ze dizka periédy imobilizdcie ma velky vplyv na
mnoZstvo naviazanej sacharézy a taktieZ md vplyv aj na dlhodobu stabilitu Castic a teda na
rychlost uvol'nenia sacharézy z PHB castic do prostredia.
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8 Z0OZNAM SKRATIEK
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Graf 4: Kalibracnd krivka na kvantitativne stanovenie erytritolu
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Graf 5: Kalibracnd krivka na kvantitativne stanovenie manitolu
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Graf 6: Kalibracnd krivka na kvantitativne stanovenie sorbitolu
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9.2
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Priloha 2. Zaznamy stanovenia vel’kosti ¢astic metédou DLS
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Graf 1: Velkost 2% castic PHB s 0,5 ml chloroformu
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Graf 2: Velkost 2% castic PHB s 0,75 ml chloroformu
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Graf 3: Velkost 2% castic PHB s 1 ml chloroformu
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Graf 4: Velkost 2% castic PHB s 2 ml chloroformu
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Graf 5: Velkost 2% castic PHB s 4 ml chloroformu
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Graf 6: Velkost 1% castic PHB s 0,5 ml chloroformu
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Graf 7: Velkost 1% castic PHB s 1 ml chloroformu
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Graf 8: Velkost 1% castic PHB s 2 ml chloroformu
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Graf 9: Velkost 3% castic PHB s 2 ml chloroformu
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