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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva charakterizaci a vyuzitim syrovatky v jeji volné a
enkapsulované formé a jeji aplikaci do kosmetického prumyslu. Teoreticka Cast se
zaméfuje pievazn€é na charakterizaci syrovatky, hlavné na jeji antimikrobialnieh
vlastnosti a dale na vyuziti téchto vlastnosti k aplikaci do kosmetické chemie. Také zde
byly popsany metody enkapsulace a charakterizace Castic.

V experimentalni ¢asti byla syrovatka testovana na antimikrobialni vlastnosti dvéma
raznymi metodami, dale byla enkapsulovana do tfech typu ¢astic: liposomd, alginatovych
a chitosanovych ¢asti. U ¢astic byla testovana dlouhodoba koloidni stabilita v Case jeden
a tfi tydny v modelovych podminkach Na zavér byly pfipraveny krémy s piidavkem
syrovatky. Krémy byly pomoci analytické centrifugace také testovany na sedimentacni
stabilitu.

Klicova slova:
Syrovatka, lysozym, laktoferin, kyselina mlé¢na, enkapsulace, kosmetika

Abstract

The Bachelor thesis deals with characterization a whey in free and encapsulated form and
its application to cosmetic industry. The theoretical part is focused on characterization of
whey, especially on its antimicrobial properties, and use of this effect in selected
cosmetics preparatives. Further, methods of encapsulation and particles characterization
were described.

In the experimental part, antimicrobial properties of whey were tested by two different
methods. Whey was encapsulated into three different types of particles: liposomes,
alginate and chitosan. Long-term colloid stability of particles during one and three weeks
of storage in model conditions was tested. Further, particles were added into model skin
creams. Long-term sedimentation stability of these emulsions was analyzed by analytical
centrifuge.

Keywords:
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1 UVOD

V dnesni dobé se stale Castéji mluvi o rezistenci mikroorganisma na fadu antibiotik,
antimikrobialnich 1éCiv a riznych prostiedki véetné kosmetickych. Proto se ¢im dal tim
vice objevuje snaha nahradit tyto latky pfirodnimi, popfipadé je zkouméana moznost
kombinace téchto prirodnich slozek s méné ucinnymi antibiotiky pro opétovné zvyseni
jejich antimikrobialnich G¢inkid. Zkoumani téchto piirodnich produktl je zaméfeno na
moznosti vyuziti jejich pozitivnich vlastnosti v kosmetickém a farmaceutickém
prumyslu.

V této praci se zaméfujeme na pripravu, stabilizaci a testovani antimikrobialnich a¢inku
ptirodnich latek ZzivociSného pavodu. Jako hlavni testovany material byla zvolena
syrovatka. Jedna se o odpadni produkt pii vyrové syra, jeho cena je tedy velmi nizka.
Dale navic obsahuje také tfadu aktivnich latek, které mohou byt pro nase té€lo a zdravi
prospésné nejen pii aplikaci v potravinarském pramyslu, ale rovnéz v kosmetice.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Syrovatka

Syrovatka je zlutozelena tekutina, ktera zastava po srazeni mléka. Je odpadnim
produktem pfti vyrobe syra, tvarohu a kaseinu. Jeji slozeni je ovlivnéno slozenim mléka,
tepelnym zahfatim v pasterizaci, zfedénim syrovatky vodou a stupném fermentace
laktozy [1].

Syrovatka obsahuje 0,8—1,1 % dusikatych latek, tuku 0,3-0,7 %, laktozy 4,5-5 %,
kyselinu mlé¢nou a 0,6—0,8 % popelovin [1].

Sladka syrovatka vznika pii vyroveé syru, kdy dojde ke srazeni bilkovin pomoci
enzymoveého syfidla (pH 5-6). Kysela syrovatka vznika pii vyrobé tvarohu, kdy dochazi
ke srazeni po okyseleni (pH nizsi nez 5,1)[2].

Tabulka 1:Slozeni sladké a kyselé syrovdtky [3]

slozka sladka syrovatka (%) | kysela syrovatka (%)
suSina 6,0-6,5 5,0-6,0
laktoza 4,5-5,0 3,8-4,3
kyselina mlécna stopy az 0,8

tuk 0,05-0,2 0,05-0,2

Cista bilkovina 0,55 0,55
nebilkovinny dusik 0,18 0,18
popeloviny 0,5 0,8

2.2 Slozeni syrovatky

2.2.1 Mlécné bilkoviny

V mléce je nejvyznamnéjsi bilkovinovou slozkou kasein (80 %), ktery se srazi pomoci
kyselin nebo pomoci syfidla. Déle jsou v mléce ve formé koloidniho roztoku pfitomny
sérové bilkoviny, které pak pfi zpracovani ve velké mife zistavaji v syrovatce [2].
Kasein se vyskytuje ve Ctyfech typech. Varianty se od sebe li§i chemickou strukturou i
vlastnostmi. Nekteré mohou zpusobit 1 alergii na mléko. Kasein je velmi termostabilni,
coz znamena, ze muzeme mléko vafit, aniz by doslo k jeho srazeni [4]. Kasein se v mléce
shlukuje do micel. Molekuly kaseinu tak obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni Casti.
Hydrofobni jsou orientovany do stiedu micel, hydrofilni Casti se nachazeji na vnéjSich
Castech. Srazi se dvéma zpusoby: kysele a sladce. Kyselé srazeni se vyuziva pro vyrobu
tvarohd. Snizovanim hodnoty pH dochazi k poruseni povrchovych struktur kaseinovych
micel, coz zpusobi jeho denaturaci. Neni jiz rozpustny a tvori srazeninu. Sladké srazeni
se vyuziva pro vyrobu syru. Je uskute¢néno pomoci enzymu syiidel [5].

2.2.2 Bilkoviny v syrovatce

Na obsahu bilkovin v syrovatce se podili kasein (5,5 - 10 %) a sérové bilkoviny
(90 - 94,5 %). V syrovatce zlstava vétsina sérovych bilkovin obsazenych v mléce. Obsah
zavisi na tepelném oSetfeni mléka a dalSich podminkéach vyrobniho procesu [2]. Diky
rozdilnému srazeni existuji rozdily ve slozeni sladké a kyselé syrovatky. Syrovatkové
bilkoviny jsou vysoce citlivé na teplo a srazeji se, kdyz jsou vystaveny vysokym teplotdm
[6].

Sérové bilkoviny byvaji rozdélovany na albuminy a globuliny. Kromé nich minoritni
podil tvoti laktoferin, krevni transferin, laktolin, proteosy, laktoperoxidasa a peptony.



Albuminy a globuliny denaturuji teplem, peptony a albumoézy nedenaturuji ani teplem ani
pusobenim kyselin. Mezi albuminy se fadi laktalbumin a sérovy albumin. Mezi globuliny
patii laktoglobulin. Laktoglobulin je mal4d kulovita bilkovina prechéazejici do mléka
pravdépodobng¢ z krve. Jeho podil se pohybuje mezi 50 — 60 %. Je nerozpustny ve vodé a
v zfedénych kyselinach. M4 vysokou nutri¢ni hodnotu, z aminokyselin zde pfevazuje
lysin, valin, cystein a cystin. K denaturaci u n€j dochazi uz pfti 65 °C a zptusobuje tak vetsi
vaznost vody. Maximalni koagulace nastava pii pH = 4,78 — 4,8. Pro svij ochranny
charakter se oznacuje také jako imunoglobulin. a-laktalbumin je maly, kysely, vazajici
Ca?" protein. Jeho podil v syrovatce je asi 25 %. Je rozpustny ve vodg, slabych zasadach
a kyselinach a dokonce i v roztocich soli. Uplného vysrazeni lze dosdhnout pii pH = 4,75
—4 8 ateploté nad 72 °C. Mlé¢ny albumin je podobny s vajeCnym a krevnim albuminem,
obsahuje stejné aminokyseliny, ale neobsahuje fosfor [6].

Tabulka 2: Sérové bilkoviny v mléce [2]

obsah bilkovin | hmotnostni podil

na (g/kg) mléka bilkovin (%)
a-laktalbumin 1,2 3,7
B-laktoglobulin 3,2 9,8
sérovy albumin 0,4 1,2
imunoglobuliny 0,7 2,1
ostatni 0,8 2.4
veSkeré sérové bilkoviny 6,3 19,3
membranové bilkoviny 0,4 1,2

2.2.2.1 Aminokyseliny

Syrovatkové bilkoviny obsahuji vSechny esenciadlni aminokyseliny ve vyvazeném
poméru z hlediska potfeb organismu. Obsahuji vice aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem oproti jinym zdrojum bilkovin, které zpomaluji nastup Unavy. Obsahuji
nedostatkové sirné aminokyseliny jako methionin a cystin. Jsou rovnéz zdrojem
glutaminu, ktery podporuje imunitu a rast svalové tkane [2].

2.2.3 Vitaminy

Do syrovatky prechazi z mléka prevazny podil vitamina rozpustnych ve vodé a jen mensi
mnozstvi téch rozpustnych v tucich. Obsah vitaminu zde neni zanedbatelny. Syrovatka
obsahuje celou fadu vitamind, pfevazné vitaminy skupiny B (B1,B2,Bs,B12), dale pak
vitaminy E, C, A, kyselinu pantotenovou, listovou, biotin a kobalamin [2].

2.2.4 Organické kyseliny

V syrovatce se vyskytuji predevsim kyseliny citronova, mlécna, propionova, octova a
mravenci. Nejvyssi obsah kyselin je v kyselé syrovatce a jejich slozeni zavisi na aktivité
a slozeni mikroflory. Nejvyssi je obsah kyseliny citronové (150 mg/100 g) a kyseliny
mlécné (40-120 mg/100 g) Pii vyrobé kaseinu muze do syrovatky pfechazet i nepatrné
mnozstvi mineralnich kyselin (kyselina chlorovodikova) [2].

2.2.5 Popeloviny

V syrovatce jsou obsazeny pievazné soli kyseliny fosfore¢né, mlécné, uhlicité, citronove.
Nejvétsi podil tvori draselné a vapenaté soli. Pti syfeni dochazi k navazani ¢asti vapniku
na kasein a ten prechéazi do syra. Pii vyrobé tvarohu naopak ptechazi z kaseinu do
syrovatky ve formé& nerozpustné soli. Proto je kysela syrovatka bohatsi na vapnik[7].
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Krome drasliku a vapniku popel syrovatky obsahuje také sodik (42 mg/100 g), hoicik (8
mg/kg), zinek (0,3 mg/100g) a dale v minoritnich podilech Zelezo, jod a méd[2]

2.2.6 Tuky

Tuk je pfitomen v nepatrném mnozstvi, popiipade se nevyskytuje vibec.[2] Mlécny tuk
obsahuje estery mastnych kyselin s jednomocnymi nebo vicemocnymi alkoholy. Jsou
dobfe rozpustné v nékterych organickych rozpoustédlech, a naopak nerozpustné ve vode.
Déli se na jednoduché a slozité. Ty jednoduché jsou estery mastnych kyselin a glycerolu.
Slozité maji kromé kysliku, vodiku a dusiku v sobé navazany i jinych prvek. Déli se na
fosfatidy (navic je tam kyselina fosforeCna), cerebrosidy (glykolipidy) a sulfatidy
(obsahuji siru)[3] [7].

2.2.7 Laktoza

Laktoza se vyskytuje téméf jen v mléce savcu a tvori hlavni slozku syrovatky (70-80 %).
Je redukujici disacharid, skladajici se z D-galaktozy a D-glukozy spojenych
glykosidickou vazbou. Pti traveni se glukoza vstiebava piimo, galaktoza az po preméné
na glukézu. Laktoza je v syrovatce obsazena témér ve stejném mnozstvi jako v mléce. Pti
tepelném osetieni reaguje s aminoskupinami bilkovin za vzniku hnédych barviv. Tyto
reakce zaviseji siln€ na pH [2].

Maé mirn¢ sladkou chut, ale jeji vyzivova hodnota je velmi vysoka. Dobfe se rozpousti
v teplé vodé, ale ne v ethanolu. Nejdulezitéjsi vlastnosti je, Ze ma schopnost se pfeménit
pomoci mikroorganismti na organické kyseliny, a to kyselinu mléénou pfi mlécném
kvaSeni. Mikroorganismy mohou vytvaret také enzym laktazu, katalyzujici pfeménu
lakt6zy na jednoduché sacharidy [8].

Laktoza se vyuziva ve farmaceutickém primyslu, chemickém primyslu, v pekarstvi a pfi
vyrobé cukrovinek [7]. Laktoza je pfirozenym pomocnikem pfi travena a znovuvytvoreni
sttevni mikroflory po infekcich, terapii antibiotiky a po chorobach strev [2].

CH,OH CH,OH
O. OH

OH

OH
Obrazek 1: Laktéza [9]

2.3 Vyznam syrovatky

Syrovatka ma fadu piiznivych vlivi: reguluje hmotnost, krevni tlak, zvySuje imunitu,
zmirfiuje metabolicky stres, zlepSuje svalovou funkci, absorpci zivin, fyzickou silu. Je
nizkokaloricka, obsahuje mnoho vitamini a minerali, pasobi detoxikacné, obnovuje
sttevni mikrofloru, podporuje Cinnost ledvin, mlééné kyseliny zlepSuji pfijem véapniku,
omezuyje zanéty zaludku a stfev a ma vliv na hladinu cholesterolu v krvi [5]

11



2.4 Antimikrobiilni acinky syrovatky

2.4.1 Laktoferin

Patfi do skupiny transferint. Je to glykoprotein existujici ve tfech isoformach laktoferin-
a, ktery jako jediny dokaze vazat zelezo, laktoferin-3 a laktoferin-y, které schopnost vazat
zelezo postradaji, ov§em naopak vykazuji ribonukleasovou aktivitu. Se snizenim pH klesa
i schopnost vazat Zzelezo. Slouzi k transportu fady dualezitych latek metabolismu
(transportuje zelezo). Diky schopnosti vazat zelezo disponuje nepfimou antibakterialni
aktivitou vuci bakteriim, které zelezo vyzaduji. Typickym ptikladem je baterie E. coli.
Ma antimikrobialni G¢inky proti grampositivnim i gramnegativnim bakteriim, mtze byt i
imunomodulacni latkou. Je tepelné stabilni pti pH snese pasterizaci pii 72 °C [10].

VT

V nékterych zemich se pfidava do mlécné kojenecké vyzivy [5].

2.4.2 Laktoperoxidaza

Laktoperoxidaza je enzym vyskytujici se v syrovatce, je piirozenym antimikrobialnim
prostiedkem. Inhibuje rast stafylokokd, streptokoki a dalSich patogennich
mikroorganismua. Pouziva se také ve vyrobcich pro zubni hygienu k omezeni kazivosti
zubu [10].

2.43 Lysozym

Lysozym je enzym, ktery se mimo jiné vyskytuje i ve slinach, krevni plazmé, materském
mléce, granulech neutrofilii a nosnim hlenu. Je znacné termostabilni. Lysozym je
glukosidaza, kterda ma baktericidni ucinky a je schopna Stépit glykosidické vazby
v bunécné sténé grampositivnich bakterii. Gramnegativni bakterie nejsou nachylné
k pasobeni lysozymu, diky chranéni peptidoglykanové vrstvy vnéjsi membranou [10].
Antimikrobialni vlastnosti v z&vislosti na teploté se ale ztraci dlouhodobym skladovanim

[11].

2.4.4 Kyselina mlécna

Kyselina mlé¢na (LA) je jedna z nejrozsifené)Sich karboxylovych kyselin nachazejicich
se v piirodé. Muzeme ji pfipravit bud chemickou syntézou, nebo fermenta¢nim
procesem. V téle vznikd z glykogenu ve svalech a vyplavuje se do krve [12]. LA je
bezbarva viskdzni kapalina nebo také bila krystalicka latka. Je stfedné silnou kyselinou a
vykazuje optickou aktivitu. Vyskytuje se ve dvou enantiomerech, D(-) a L (+) [13].
Pouziva se prevazné v chemickém a potravinaiském primyslu jako aroma a inhibitor
rastu bakterii v balenych jidlech. V malém mnozstvi se pouziva na upravu pH roztoka ¢i
pii vyrobé detergentt. Také se vyuziva pii vyrobe piipravki na akné a v riznych krémech
[14].

{; O0OH COOH
H—({—0H HO—(C—H
CH, CH,
D=(=)=-mlééna L-(+)-mlééna
(R)-2-hydroxypropanova (S§)-2-hydroxypropanova

Obrazek 2: kyselina mlécnad [18]
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2.5 Dalsi vybrané prirodni latky s antimikrobidlnim uc¢inkem

2.5.1 Nisin

Nisin je nejznaméj§im a nejvice studovanym bakteriocinem. Je produkovan bakteriemi
Lactococcus lactis. Pisobi zejména na grampositivni bakterie a zvlasté na Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus a Clostridium botulinum. Je to zpisobeno dostatecnou
propustnosti bunécné stény pro nisin. Ten vytvaii kanalky prochazejici cytoplazmatickou
membranou. Ty jsou propustné pro veskeré latky a tim dojde ke ztraté fady dulezitych
latek nebo také membranového potencialu [15]. Ma velmi malou nebo zadnou ptsobnost
proti gramnegativnim bakteriim a plisnim [16]. Sklada se z 34 aminokyselin. Jako jediny
z bakteriocina byl schvalen jako potravinarské konzervacni aditivum [15].

2.6 Kuze

Kuze je nejvetsim ploSnym organem lidského téla. Plocha je tvorena u dospélého ¢cloveéka
pfiblizné 1,5 —2 m?. Tvoii také asi 16 % hmotnosti t&la. Tloustka kiize je nerovnomérna,
nejmensi je na vickach, pod o¢ima a na usnich boltcich asi 0,005 mm, nejvétsi na patach
a dlanich 0,6 — 1 cm. Tloustka kaze také zavisi na pohlavi (zeny maji tenci), na véku
(nejtenci ji maji déti a starci), na rase, ale také na klimatu[17][19].

Funkci ktze je ochrana téla pred Skodlivymi latkami, mikroorganismy a UV zafenim,
dale udrzovani stalé télesné teploty, vylucovaci funkce, kdy maz a pot diky kyselé reakci
omezuji rast mikroorganismu, smyslova funkce, resorpcni nebo skladovaci [17].

2.6.1 Stavba kuze

2.6.1.1 PokoZka

Pokozka je povrchovou vrstvou kiize. Je tvofena mnoha vrstvami dlazdicového epitelu.
Jeji nejsvrchngjsi bunky rohovatéji, odumiraji a odlupuji se. Jsou nahrazovany burikami
z hlubsich vrstev. Cela pokozka se takto obméni asi za 3 tydny. Pokozka neobsahuje cévy,
ale obsahuje pigment melanin, ten ji chrani pred ptisobenim UV zareni. Také obsahuje
bilkovinu keratin a diky tomu je kize prakticky nepropustna pro vodu [17][19].

2.6.1.2 Skdra

Skara je pevna a pruzna vrstva kiize. Sklada se z vazivovych bunék a elastickych vlaken.
Obsahuje cévy, nervy, zlazy a kozni derivaty (vlasy, chlupy, nehty) a receptory. Nachéazeji
se zde Meissnerova téliska (Cidla dotyku), Krauseova téliska (receptory chladu) a
Ruffiniho téliska (receptory tepla) [19].

2.6.1.3 Podkozni vazivo
Je nejhlubsi vrstvou kiize. Obsahuje tukové bunky, které slouzi jako zasobarna energie.
Funkci podkozniho vaziva je izolace a ochrana svalti. Tukova vrstva urcuje hmotnost téla

a u zen byva silnéj§i. Nachazi se zde Vater-Paciniho téliska, které jsou receptory tlaku a
tahu [19].

2.6.2 Typy pleti

RozliSujeme 4 zékladni typy pleti. Typ pleti je dan hlavné geneticky, ale celkovy stav
pleti je odrazem pusobeni riznych faktort, vnéjSich i vnitfnich, kterym je plet’ vystavena
[20].
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2.6.2.1 Normdalni plet’

Normalni typ pleti je idealnim typem pleti a u dospélych se vyskytuje ziidkakdy. Je
meékky na dotek, nejevi zadné znamky nedokonalosti. Nemé& nadmérnou produkci
kozniho mazu [21].

2.6.2.2 SmiSenda plet’

Mai podobné vlastnosti jako plet normalni s vyjimkou T zony, coze je zona vedouci od
Cela, k nosu az k bradé. Zde dochazi k zvySené sekreci kozniho mazu. Tento typ pleti je
nejroz§ifenéj§im [21].

2.6.2.3 Mastna plet’

Tato plet’ je odolnéjsi vuci vnéjsim vlivam, vrasky se objevuji pozdéji, ale snadno se na
ni vytvari akné. VSe diky zvySené sekreci mazovych zlaz, které pokryji plet
hydrolipidickym filmem [21].

2.6.2.4 Sucha pler

Tento typ pleti ma snizenou tvorbu kozniho mazu a je mén¢ odolny vii¢i vnéj§im vlivam.
Vrasky jsou na ni vyrazng€jsi a jsou dusledkem nedostatku hydratace. Plet je hruba a
matna, muaze praskat a loupat se [21].

2.7 Syrovatka v kosmetice

Pro vyuziti v kosmetice jsou velmi dilezité vlastnosti, které¢ dana latka ma. Naptiklad
proteiny se do kosmetiky pfidavaji hlavné diky antimikrobiadlnim a antioxidacnim
vlastnostem, mohou také zabranit tvorbé rakovinnych bunék. Pouzivaji se hlavné
nizkomolekuléarni bilkoviny [22].

Syrovatkové bilkoviny nahrazuji v krémech pro citlivou pokozku syntetické povrchove
aktivni latky, a to diky jejich pfirodnimu pivodu a vlastnostem jako rozpustnost, tvorba
pény, vytvareni gelu, zvySovani viskozity a emulgacni vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou
velmi atraktivni pro kosmeticky pramysl. Syrovatka muze byt soucasti fady vyrobk,
jako jsou mydla, télova mléka, sprchové gely, pény do koupele, Sampony nebo praci
prasky [23].

V syrovatce obsazena kyselina mléna se pouziva v kosmetice hlavné pro svoje
exfoliacni ucinky (ma schopnost rozpoustét latky, které drzi pohromadé odumftelé kozni
bunky). Dokaze redukovat prvni znamky starnuti. Kysela syrovatka, ktera obsahuje vice
kyseliny mlécné, je vhodnéjsi na vyrobu Sampoénu, a to diky schopnosti upravovat pH pro
ptiznivejs§i ucinky na pokozku. Prostfedky s kyselinou mlécnou se diky jejim
hydratacnim, antibakterialnim a protizanétlivym ucinkim vyuzivaji také k Iécbe
akné [24].

Laktoferin a jeho antibakterialni Uc¢inky jsou vyuzivany v pfipravcich proti akné.
V kombinaci s enzymy lysozymem a laktoperoxidazou zvySuje antibakterialni vlastnosti
slin a je tak soucasti zubnich past, Ustnich vod a také zvykacek [23].

2.8 Antimikrobialni testy
Metody, pomoci kterych muzeme sledovat antimikrobialni uc¢inek latek, 1ze rozdélit do

dvou skupin, na metody difuzni a dilucni.

2.8.1 Agarova difizni metoda
Provadime ji na pevném agaru, na jeho povrh je nao¢kovan mikroorganismus a testovana
latka je davkovana do jamek vyhloubenych do ztuhlého agaru. Podstatou je difuize
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testované latky zjamky do okolniho média. Pokud je na testovanou latku
mikroorganismus citlivy, dochazi k vytvoreni inhibi¢ni zony kolem jamky, tedy zony bez
narustu bunék [25].

2.8.2 Bujoénova dilu¢ni metoda

Podstatou této metody je pfidani pfesného mnozstvi testované latky do kultiva¢niho
média. Lze ji provadét ve zkumavkach i v mikro-modifikaci s pouzitim mikrotitra¢nich
desticek. Tato sterilni desticka, ktera obsahuje v jednotlivych jamkach rizné koncentrace
inhibi¢nich latek, je inokulovana suspenzi sledovanych bakterii a také inkubovana za
optimalni teploty. Po inkubaci se zjistuje nejnizsi koncentrace antibakterialni latky, ktera
zbranila rastu mikroorganismu. Zhodnoceni mizeme provadeét vizualné nebo pomoci
meéteni absorbance. Sledujeme absorbanci okamzitou a po 24 hodinach [25].

2.9 Pouzivané testovaci mikroorganismy

2.9.1 Micrcoccus luteus

Doména: Bacteria; Kmen: Actinobacteria; Ttida: Actinobacteria; Rad: Actinomycetales,
Celed’: Micrococcaceae; Rod: Micrococcus

Micrococcus  luteus je grampositivni bakterie o velikosti 0,9-1,8 um. Je
chemoorganotrofni aerobni organismus s kulovitymi nepohyblivymi  burikami
usporadanymi v tetradach. Optimalni teplota pro jeho kultivaci je 25-37 °C [26]. Na
kultiva¢nich médiich tvofi zluté az bilé kolonie. Na potravinach tvofi kolonie zluté az
oranzove [27].

Vyskytuje se ve vzduchu, pid€, na potravinach a i na kuzi lidi nebo zvifat. Dobfe roste
v prostedi s malym vyskytem vody, v pfitomnosti nizkych koncentraci soli (v 5 % NaCl
roste velmi dobre, pii 15% koncentraci uz neroste). Je Castou vzdusnou kontaminaci [27].

ASM MicrobeLibraryorg

Obrazek 3: Micrococcus luteus [28]

2.9.2 Serratia marcescens

Doména: Bacteria; Kmen: Proteobacteria, Ttida: Gammaproteobacteria, Rad:
Enterobacteriales, Celed’: Enterobacteriaceae; Rod: Serratia

Serratia marcescens je gramnegativni bakterie o velikosti 0,9-2,0 x 0,5-0,8 um. Je to
chemoorgantrofni, fakultativné anaerobni mikroorganismus, pohybujici se pomoci
bicikt. Tvarové se jedna o rovné tyCinky. Jeho optimalni kultivacni teplota je 37 °C [29].
Vyskytuje se bézné ve vode, pade, na rostlinach a v zazivacim traktu Zivocichu. Vyvolava
meningitidu a infekce mocovych a dychacich cest [27].
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Obrazek 4: Serratia marcescens [30]

2.10 Metody vyuzivané k izolaci a charakterizaci antimikrobialni slozky

2.10.1 Hartree-Lowryho metoda

Tato metoda patfi k nejcitovanéj§im v biochemii. Jeji stanoveni je kolorimetrické,
zalozené na dvouslozkovém Cinidle. Prvni slozkou je biuretové ¢inidlo a druhou je Folin-
Ciocalteau ¢inidlo. Jsou to polykyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframoveé, které se
redukuji tyrozinovymi zbytky proteind a barvi se modfe. Dochazi tedy k vzniku
intenzivniho zbarveni a stanoveni je linearnim v Sir§Sim rozsahu koncentraci [31].

2.10.2 Ultrafiltrace

Od bézné filtrace se odliSuje pouze velikosti Castic, které jsou separovany. Filtrace se
pouziva pro Castice vétsi nez 1 um, ultrafiltrace pro Castice v rozmezi 2 az 1000 nm.
Prakticky to znamena, ze pii filtraci se oddéluji jemné a hrubé Castice a pii
membranovych procesech dochazi k déleni na urovni molekulovych hmotnosti. Slouzi
k oddélovani makromolekularnich latek a koloidt z roztoku. Molekuly rozpoustédla jsou
pusobenim zvySeného tlaku tlaCeny pfes membranu. Makromolekuly a koloidy
membranou neprochazeji [32].

2.10.3 SDS-PAGE

Pomoci gelové elektroforézy, neboli pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu se
latky separuji pouze na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Vaze se na bilkoviny
v poméru 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny a tim jim udili uniformni naboj. Pfedpoklada se
micelarni  struktura, uvnitf které dochazi k nekovalentnim interakcim mezi
uhlovodikovymi fetézci dodecylsulfatu a hydrofobnimi oblastmi bilkoviny.

Nabité skupiny na povrchu micely jsou pak v kontaktu s pufrem. Celkovy naboj Castice
je pfitom zaporny. Aby tyto komplexy mohly vzniknout, je nutné rozstépit disulfidové
mustky mezi feté€zci bilkovin, nebo uvnitf téchto fetézcti pomoci latek redukujicich tyto
mustky. Nevyhodou této metody je, ze nepodava informace o bilkoviné v nativnim stavu
[33].

2.10.4 Kapalinova chromatografie HPLC

Pro analyzu u€innosti enkapsulace pomoci stanoveni koncentrace volné a zapouzdiené
latky 1ze vyuzit vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se fadi mezi nejcasteji pouzivané separacni
metody, diky jeji vysoké uc€innosti, dobré opakovatelnosti a robustnosti. Je pouzivana za
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ucelem stanoveni koncentrace jednotlivych slozek, stanoveni jejich pfitomnosti a
ptipadnéi k izolaci jednotlivych slozek smési. Je zalozena na existenci fazového rozhrani
dvou fazi, mobilni a stacionarni [32].

CHECORLS TGRS B
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Obrazek 5:Schéma zarizeni pro HPLC [34]

Po naneseni vzorku na kolonu je vzorek unaSen mobilni fazi, ktera obtéka tu stacionarni.
Dochazi k rizné retenci jednotlivych analyti na zaklad€ interakci se stacionarni a mobilni
fazi. Kazdy analyt je registrovan detektorem v urcitém case, ktery je pro danou latku
typicky. Tento Cas se nazyva retencni ¢as a podle ného pozname, o jakou latku se jedna.
Je tedy nutné pouzit znamych standarda pro urceni retencnich Cast. SeparaCni proces
muze byt ovlivnén vybérem stacionarni faze, parametry kolony, slozenim mobilni faze,
prutokem a teplotou.

Pristroj pro HPLC se sklada ze zasobniku mobilni faze, sméSovace, Cerpadla, davkovace
vzorku, kolony a pfedkolony, detektoru, odpadu a vyhodnocovaci jednotky [32].

2.11 Enkapsulace

Enkapsulace (neboli zapouzdieni) muze byt definovana jako proces, pii kterém dochazi
k zachyceni jedné latky (aktivni latky) druhou (material stény). Enkapsulovanou laku
muizeme nazvat jadrem nebo vnitini fazi. Latka, ktera enkapsuluje jadro, se nazyva
povlak, membrana, skofapka, nosny materidl, kapsule nebo vné&jsi faze. Materidly,
pouzité na vyrobu vnéjsi faze, musi byt biologicky odbouratelné, schopné tvorit bariéru
mezi vnitini fazi a jejim okolim, musi udrzet aktivni latky uvnitf kapsle, nesmi reagovat
s enkapsulovanym materialem a musi mit dobré reologické vlastnosti. Mohou mit rtizné
vlastnosti a mohou byt rizného typu. Vétsina pouzivanych materiala jsou biomolekuly.
Nejcastéji pouzivané jsou polysacharidy. Enkapsulace maze byt vyuzita jak na kapalné,
tak na plynné a pevné latky. Céstice maji pramér od nm az po mm. Divodem pouziti
enkapsulace je napfiklad regulace uvolfiovani obsahu aktivnich latek po delsi casovy
usek, nebo imobilizace bunék a enzymu v potravinaistvi. Dale se také pouziva
k zabranéni reakce mezi aktivni latkou a slozkami v jejim okoli, napfiklad kyslikem nebo
vodou [32].
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K zapouzdreni latek existuje fada metod. Enkapsulované Castice se velmi ¢asto nachazi
v kapalném prostiedi, a proto je mnoho metod zameéfeno na suseni, napiiklad sprejové
suseni, sprejové chlazeni, mrazeni, fluidni vrstva, liposomové zachyceni a dalsi [32].

2.11.1.1 Hydrogely

Hydrogely jsou nerozpustné ve vodé. Dokaze ve své struktute drzet az 99 % vody. Tvori
sit vlaken spojenych kovalentnimi i nekovalentnimi vazbami. Pro pfipravu se pouzivaji
kationtové a aniontové polymery chitosan a karagenan. VétSina hydrogelt je velmi
kiehkych [32].

2.11.1.2 Emulze

Tuto metodu pouzivame, pokud je aktivni latka rozpustna ve vodé. Emulze je heterogenni
smeés dvou kapalin, které se samovolné nesméSuji. Je tvorena disperznim prostfedim a
dispergovanou latkou. Rozlisujeme dva zakladni typy emulzi: voda v oleji a olej ve vodé.
Slozitéjsi typ voda v oleji se pouziva nejcastéji k vyrobé kapsli. Takto vyrobené kapsle
se vyznacuji dobou stabilitou, ktera I1ze umocnit vysusenim aktivni latky pred zabalenim
[32].

2.11.1.3 Fluidni vrstva

Tato technika kombinuje vyhody plynu a kapaliny. Praskové Castice jsou zastaveny
v proudéni vzduchu a jsou postiikany atomizovanym materidlem pro potazeni. Tento
material by mel byt teplotné stabilni s dobrou viskozitou [32].

2.11.1.4 Sprejové suSeni a chlazeni

SuSeni rozpraSovanim je nejstarsi a zaroven nejrozsifenéjsi technika zapouzdteni. Vzduch
dosahuje vysoké teploty, ale teplota materialu se vyrazné neméni. Vytézek se pohybuje
okolo 20-50 %. Chlazeni je obdobné jako suSeni, ale nedochazi pfi ném ke ztraté vody ze
vzorku. Pouziva se na vyrobu lipidovych ¢astic s vani [32].

2.11.1.5 Liposomy

Liposomy jsou mikroskopické utvary s velikosti od 25 nm do 10 000 nm. Jsou to
transportni systémy zabezpecujici prunik latek v nich obsazenych do pokozky i hlubsich
vrstev. Slozenim se velmi podobaji lipidové dvojvrstveé. Obsahuji fosfolipidy, zejména
lecithin a cholesterol. Podstatou je hydrofilni a hydrofobni interakce mezi molekulami
vody a fosfolipidy. Jsou tedy schopny zapouzdfit obé hydrofilni i hydrofobni latky ve
vodném prostiedi. Malé liposomy mohou dopravit latky az do krevniho obéhu. Z toho
vyplyva, ze ¢im vétsi a méné stabilni liposom je, tim se hloubka jeho priniku zmensuje
[32][35].

Ptipravuji se z estert kyseliny fosfatidové s alkoholem. Pro piipravu se pouziva lecithin
a knému se piidava cholesterol. Mezi zakladni metody pfipravy patii ultrasonifikace,
odpatfovani na tenké vrstvé a metoda reverznich fazi [32].

- ultrasonifikace neboli ultrazvukova enkapsulace: zakladni material je smés
fosfolipidi a cholesterolu v roztoku enkapsulované slozky. Smés je
opakované dispergovana pomoci ultrazvukovych vin.

- Odparovani na tenké vrstvé: smeés fosfolipidu a cholesterolu je rozpusténa v
organickém rozpoustédle. Dochazi k odpafovani rozpoustédla, suchy lipidovy
film je pfichycen na sténach a je hydratovan pfidanim vodného roztoku
enkapsulované slozky.

- Metoda reverznich fazi: obdobné piipravovani jako u odparovani na tenké
vrstve. Lipidovy film po odpafeni prvniho rozpoustédla se rozpusti v druhém
organickém rozpoustédle. Poté je pfidan vodny roztok enkapsulované slozky
a organické rozpoustédlo a znovu dochazi k odpareni [35].
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K analyze castic a jejich obsahu mizeme vyuzit napiiklad vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii, metodu dynamického rozptylu svétla, analyzu pomoci zeta potencialu
nebo UV-VIS spektrometrii [35].

2.12 Enkapsulace v kosmetice

Hlavnim problémem antimikrobialnich latek je jejich transport ptes bunéénou membranu
a jejich nizka intracelularni aktivita, kterd vede ke snizeni G&innosti. ReSenim tohoto
problému je enkapsulace, ktera jednak zlepSuje dostupnost aktivnich latek a také
umoziiuje postupné uvolfiovani, anebo transport pfimo do bunék. Vyhodou takto
pfipravenych latek je i to, ze jejich pomoci mizeme dosahnout dlouhotrvajiciho ucinku.
Tohoto lze vyuzit naptiklad pti 1écbé infekci [36].

V kosmetickém pramyslu se vyuzivaji pfevazné€ liposomy diky tomu, ze maji schopnost
prostupu pies neporusené povrchové struktury a tim padem schopnost vnaset aktivni latky
do hlubsich vrstev kiize. Liposomy maji také schopnost hydratace, cozZ mizeme vyuZit
pfi péci o suchou kizi [37].

2.13 Kosmetické emulze

Emulze je termodynamicky nestabilni dvoufazovy systém, ktery tvoii alespont dvé
navzajem nemisitelné nebo omezitelné misitelné kapaliny, z nichz je jedna rozptylena ve
formé kapek vté druhé. Jsou zde pfitomny emulgacni Cinidla, které brani rozpadu
systému. Dispergovana kapalina je oznacovana jako faze vnitini, disperzni medium nese
nazev vn¢jsi nebo kontinualni faze [38].

Emulze délime podle polarity disperzniho prostfedi a dispergované latky na emulze typu
,,olej ve vodé“ a ,,voda v oleji”. Pfimou emulzi o/v tvofi organickd nepolarni latka,
rozptylend v polarnim rozpoustédle. Obracend faze je tvorena kapickami vodné faze
rozptylené ve fazi organické [38].

Emulze byly vybrany z divodu pouziti v kosmetice, kde patii mezi nejpouzivanéjsi
kosmetické vyrobky. Krém je emulze v polotuhém stavu, kapalny charakter ma pletova
voda [38].

2.13.1 Stabilita emulzi

Emulze jsou nestalé systémy. Jejich vznik je spojen se zvétSenim plochy fazového
rozhrani a je provazen vzrastem Gibbsovy energie systému. Jejich nestabilita se projevuje
krémovanim, flokulaci nebo koalescenci. Krémovani je zalozeno na gravitacni
sedimentaci. Je to pohyb slozek emulgované faze nahoru v dasledku niz$i hustoty.
Muzeme tak pozorovat déleni fazi. Flokulace a koalescence jsou déje zalozené na
agregaci dispergovanych kapek [39][40]. Aby emulze méla dostateCnou Zzivotnost, je
nutné zajistit jeji stabilizaci, naptiklad pomoci emulgatort. Ty maji schopnost snizovat
povrchové napéti mezi olejovou a vodnou fazi. Zabrafiuji nebo také zpomaluji zanik
kapek dispergované faze tak, ze na fazovém rozhrani vytvoii bariéru, ktera brani kapkam
ve flokulaci a koalescenci [40].

2.13.2 Vyroba emulzi

Pro kosmeticky primysl je vyroba emulzi nepostradatelna, protoze jsou zakladem pro
fadu kosmetickych pfipravki.

K vytvoreni emulze je potfebna voda, olej, povrchové aktivni latka a energie. Ke
smichani veSkerych komponentu vytvoifeni makroemulze se pouziva vysokorychlostni

michadlo. Do vodné faze se smichaji vSechny ve vodé rozpustné latky. Do olejové se
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smisi hydrofobni latky (olej, tuky, vosky). Nasleduje zahtati na teplotu 50 — 80 °C a
smichani obou fazi za soucasného michani a homogenizace [38][40].

2.13.3 Analyza emulzi analytickou centrifugace

Analytickd centrifugace je velmi ucinnd technika, ktera umozfiuje charakterizovat
chovani makromolekul piimo v roztoku. Analyticka centrifuga je vybavena specialnim
optickym systémem pro sledovani prubéhu sedimentace a nepouziva se tedy na rozdil od
ultracentrifug k separacnim tcelim.

Jak uz bylo feCeno v predchozich kapitolach, jednim z hlavnich davodd koloidni
nestability emulzi je separace fazi podle mérnych hmotnosti. Pomoci analytické
centrifugy muzeme charakterizovat sedimentujici Castice, jejich molekulové hmotnosti,
sedimentacni koeficient a dal8i hydrodynamické vlastnosti [41].
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3 CILE PRACE

Cilem prace je priprava, stabilizace a testovani antimikrobialnich ucinka vybranych
pfirodnich latek zivocisného ptivodu.
A) Prehled a charakterizace zivociSnych produktd s potencialnim antimikrobialnim
ucinkem
B) Priprava a charakterizace extraktl z zivoc¢i§ného materialu
C) Enkapsulace téchto extraktt
D) Testovani antimikrobialniho ucinku extrakti ve volné a enkapusované formé.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Agar Powder, Himedia (India)

Akrylamid — Serva (SRN)

Alginat sodny - Sigma-Aldrich (SRN)
Bisakrylamid — Serva (SRN)

Bromfenolova modi — Serva (SRN)
-merkaptoethanol — Serva (SRN)

Coomassie briliantova modi — Serva (SRN)
Dodecylsiran sodny — Serva (SRN)
Folin-Ciocalteau ¢inidlo — Penta (CR)

Galaktoza — Lach-Ner (CR)

Glukoza — Lach-Ner (CR)

Glycerol — Lach-Ner (CR)

Glycin — Serva (SRN)

Hexakyanozelezitan draselny — Lach-Ner (CR)
Hydroxid sodny — Lach-Ner (CR)

Chitosan - Sigma-Aldrich (SRN)

Chlorid vapenaty — Lach-Ner (CR)

Cholesterol — smes hydroxy-5-cholestenu a cholesten-33-olu - Serva (SRN)
Kyselina chlorovodikova — Lach-Ner (CR)
Kyselina mlé¢na - Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina octova — Lach-Ner (CR)

Kyselina sirova — Lach-Ner (CR)

Laktoza — Lach-Ner (CR)

Lecithin ze soje - Serva (SRN)

Lysozym - Sigma-Aldrich (SRN)

Methanol— Lach-Ner (CR)

N,N,N' N'-tetramethylethylendiamin(TEMED) - Sigma-Aldrich (SRN)
Nisin z Lactococcus lactis - Sigma-Aldrich (SRN)
Nutrient broth, Himedia (India)

Octan zine¢naty — Lach-Ner (CR)

Persiran amonny - Sigma-Aldrich (SRN)
Propanol — Lach-Ner (CR)

Siran amonny — Lach-Ner (CR)

Siran mé&dnaty, pentahydrat — Lach-Ner (CR)
Tripolyfosfat - Sigma-Aldrich (SRN)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Serva (SRN)
Uhligitan sodny — Lach-Ner (CR)

Vinan sodno-draselny — Lach-Ner (CR)

4.2 Pouzité pFistroje a pomiucky

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Vortex: Genius 3, IKA Vortex (SRN)



Mikrocentrifuga — Mikro 200, Hettich Zentrifugen (SRN)
Centrifuga, Sartorius, Biotech (CR)
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (SRN)
Magneticka michatka s ohfevem, Lavat — Verkon (CR)
Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS - Malvern (UK)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)
Ultrazvukovy homogenizator - Bandelin Sonoplus HS3200 - Sonorex Technik (SRN)
Spektrofotometr — Helios 6, Unicam (UK)
Temperovana tiepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/w LED (CR)
Biohazard box, model Airstream, tfida II -ESCO, Biotech (CR)
Sestava HPLC/PDA/RI Thermo Fisher Scientific (USA):

e Programator gradientu UltiMate 3000

e Fotometricky detektor: UltiMate 3000 DAD

e Refraktometricky detektor: RefractoMax 520

e Pumpa: LPG-3400SD

e Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)

e Vyhodnocovaci software: Chromeleon 7
Automatické pipety v rizném rozsahu objemu — Discovery (SRN) a Biohit (SRN)
Elektroforeticka aparatura BioLogic LP, Bio-Rad (USA)
Ultrafiltracni aparatura KrosFlo, Spectrum Labs (USA)
LUMiSizer — Dispersion analyzer — Lum (USA)
Lyofilizator — BenchTop 4K ZL, VirTis (USA)

4.3 Pouzité materidly

Syrovatka

Domaci Kefir

Kefirové mléko nizkotuéné, Mlékarna Valaiské Mezifi¢i (CR)
Acidofilni mléko plnotuéné, Mlékarna Valaiské Meziti¢i (CR)

4.4 Pouzité mikroogranismy

K testovani antimikrobialni aktivity byly pouzivany kultury Micrococcus luteus CCM
1569 a Serratia marcescens CCM 8587. Ob¢ pouzité bakterialni kultury byly ziskany
z Ceské sbirky mikroorganismé Masarykovy univerzity v Brné.

4.5 Charakterizace syrovatky

4.5.1.1 Priprava vzorki na kapalinovou chromatografii

Vzorky byly nejprve po dobu 20 minut zahfivany pii 80°C. Nasledné byly centrifugovany

10 minut pfi 1200 rpm. K odebranému supernatantu bylo pfidano 5% Carrezova cinidla

I a II, vzorku byly dikladné promichany a opét zcentrifugovany. Na zavér byly vzorky

zfiltovany pfes membranovy filtr s porozitou 0,45 um a analyzovany.

e Slozeni Carrezovo Cinidlo I: 26,5 g hexakyanozelezitanu draselného bylo doplnéno
destilovanou vodou na objem 250 ml.

e Slozeni Carrezovo ¢inidlo II: 65,5 g octanu zine¢natého a 30 ml kyseliny octové bylo
doplnéno destilovanou vodou na objem 250 ml.
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4.5.2 Stanoveni koncentrace sacharidu a kyseliny mlééné pomoci HPLC s RI
detekei

Vzorky s obsahem laktozy, glukozy a galaktézy byly analyzovany na koloné
Phenomenex naplnéné reversni fazi ROA Organic Acid 8 % (300 x 7,8 mm) pii 60 °C.
Aplikace na kolonu byla provedena pomoci nastfiku do davkovaciho ventilu o objemu
smy¢ky 20 pl. Eluce probihala izokraticky pfi priitoku mobilni faze 1 ml-min™!. Jako
mobilni faze byl pouzit 5 mM roztok kyseliny sirové. Vzorky byly detekovany na
refraktometrickém detektoru. Z chromatogrami o ruznych koncentracich laktozy,
glukozy a galaktozy byly zjistény plochy piku a byla sestavena kalibracni kiivka pro
kvantitativni stanoveni koncentrace kyseliny mlécné, laktozy, glukozy a galaktozy ve
vzorcich.

4.5.3 Stanoveni koncentrace bilkovin

Pro stanoveni koncentrace proteinti byla u vSech testovanych vzorkl pouzita metoda

Hartree-Lowryho. Do kazdé zkumavky bylo k 1 ml roztoku vzorku pipetovano 0,9 ml

Hartree-Lowryho c¢inidla A, zkumavky byly nasledné inkubovany ve vodni lazni pifi

50 °C po dobu 10 min. Po ochlazeni zkumavek bylo pfidano 0,1 ml Hartree-Lowryho

¢inidla B. Zkumavky byly déale opét inkubovany po dobu 10 min, tentokrat vSak pfi

laboratorni teploté. Nakonec byly pfidany 3 ml Folin-Ciocalteauova ¢inidla a zkumavky
byly jesté jednou 10 min inkubovany ve vodni lazni pfi 50 °C. Zkumavky byly poté
ochlazeny a nasledné byla zméfena absorbance pii 650 nm proti blanku, kde byl roztok
vzorku nahrazen destilovanou vodou. Pro sestrojeni kalibracni kiivky byl pouzit roztok
albuminu o koncentraci 1 mg/ml. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibracni fada

o koncentraci 0,05 az 0,2 mg/ml.

e Slozeni ¢inidlo A: na pfipravu 100 ml ¢inidla A bylo pfipraveno a smichano
nasledujici mnozstvi chemikalii: 10 g uhli¢itanu sodného; 1 g vinanu sodno-
draselného (tetrahydratu) a 50 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 M. Po
rozpusténi uhli¢itanu a vinanu v hydroxidu byla smés doplnéna na 100 ml
destilovanou vodou.

e Slozeni ¢inidlo B: na pfipravu 100 ml ¢inidla B bylo pfipraveno a smichano
nasledujici mnozstvi chemikalii: 1 g pentahydratu siranu médnatého; 2 g vinanu
sodno-draselného (tetrahydratu) a 10 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 M. Po
rozpusténi skalice a vinanu v hydroxidu byla smés doplnéna na 100 ml destilovanou
vodou.

e Slozeni ¢inidlo C: na piipravu ¢inidla C bylo potieba naredit komeréni Folin-
Ciocalteau ¢inidlo s vodou v poméru 1:16.

4.6 Frakcionace syrovatkovych bilkovin

Syrovatka byla zcentrifugovana po dobu 10 minut, pti 7000 otackach a 4 °C.
Supernatant byl postupné vysrazen do 30%, 50% a 70% nasyceni siranem amonnym.
Jednotlivé ziskané frakce i1 vysrazené odcentrifugované bilkoviny byly uschovany pro
dalsi analyzy.

4.7 Ultrafiltrace

Ultrafiltrace byla provadéna pies membranu o velikosti 1 kDa s roztokem ziskanym
vysrazenim syrovatky siranem amonnym do 50 % nasyceni.
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4.8 Elektroforéza PAGE-SDS

4.8.1 Postup pro pripravu roztoku

Elektrodovy puft: 30,3 g Tris, 144 g glycinu a 10 g SDS, doplnit destilovanou vodou na
1 000 ml, (roztok je desetkrat koncentrovanéjsi, pfed pouzitim je tedy nutno jej ztedit).
Gelovy pufr: 18,2 g Tris, 2,8 ml 32% kyseliny chlorovodikové, doplnit destilovanou
vodou na 100 ml.

Vzorkovaci pufr: 3,55 ml destilované vody, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI pufru pH 6,8, 2,5 ml
glycerolu, 2ml 10% SDS a 02ml 0,5% bromfenolové modfi, k 950 ul takto
ptipraveného vzorkovaciho pufru bylo déle pfidano 50 pul B-merkaptoethanolu a pouzito
pfi pripraveé vzorku.

Barvici roztok: 25 ml kyseliny octové, 100 ml methanolu, 125 ml destilované vody a
0,5 g Coomassie briliantové modfi.

Odbarvovaci roztok: 25 ml kyseliny octové, 100 ml methanolu a 125 ml destilované
vody.

6% stacking gel: 5,2 ml destilované vody, 2 ml akrylamidu, 2,5 ml Tris-HCI pufru pH
6,8, 100 ul 10% SDS, 100 ul APS, 10 ul TEMED.

4.8.2 Postup pro pripravu polyakrylamidového gelu

Pro elektroforézu byl pouzit 20% gel. Do kadinky bylo napipetovanol ml redestilované
vody, 10,67 ml 30% akrylamidu, 4 ml gelového pufru, 160 ul 10% SDS, 16 ul TEMED
a 160 ul 10% APS. Pripravend smes byla opatrné zamichana a napipetovana asi do tii
¢tvrtin do prostoru mezi dvéma skly v nalévacim stojanu, do zbyvajici Ctvrtiny byl
napipetovan 6% stacking gel. Mezi skla byl vlozen plastovy hiebinek za i¢elem vytvoreni
jamek pro nanaseni vzorkd. Gel byl ponechan k polymeraci po dobu 1 hod.

4.8.3 Postup pro pripravu vzorku
Vzorky byly smichany se vzorkovacim pufrem v poméru 1:1 a dany na 4 min povafit.

4.8.4 Postup pro provedeni elektroforézy

Po ztuhnuti gelu byl odstranén plastovy hiebinek a skla s gelem byla peclivé upevnéna
do aparatury tak, aby elektrodovy pufr nevytékal z elektrodového prostoru. Poté byl
elektrodovy pufr nalit. Do vytvorenych jamek byly naneseny vzorky v mnozstvi 20 ul a
standardy Precision Plus Protein™ Dual Color v mnozstvi 10 pl. Aparatura byla pfikryta
pruhlednym vikem, dobfe uté€snéna a pripojena ke zdroji. Nasledné€ byly nastaveny
parametry méfeni (120 V, 400 mA, 60 min) a elektroforéza byla spusténa.

4.8.5 Postup pro barveni gelu Coomassie briliantovou modri
Po ukonceni elektroforézy byl gel pomoci stficky splachnut do misky a zalit barvicim
roztokem. Poté byl gel ponechdn 15 min na tfepacce a nasledné byl barvici roztok slit.
Dale byl gel zalit roztokem odbarvovacim. Odbarveny gel byl opatrné prenesen mezi dvé
folie a pomoci standardi Precision Plus Protein™ Dual Color o znamé molekulové
hmotnosti byla urCena velikost fragmentt separovanych proteind.
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4.9 Antimikrobialni testy

4.9.1 Kultivace mikroorganismu

Pro kultivaci mikroorganismt (Micrococcus luteus a Serratia marcescens) bylo dle
navodu na obalu pfipraveno médium Nutrient Broth (NB). Vzdybylo piipraveno 50 ml
média do 100 ml Erlenmayerovy banky a sterilizovano 60 min v tlakovém hrnci.
Zaockované médium bylo kultivovano 24 hodin v termostatu pii 37°C za stalého tfepani.
Takto pfipravena inokula byla nasledné pouzita pro stanoveni antimikrobialni aktivity.

4.9.2 Agarova difuzni metoda

Na Petriho misky stuhym NB médiem byla naockovana 24 hodinova kultura
bakterialnich bunék. Na agarovou plotnu bylo napipetovano vzdy 100 pl bunék a
nasledné rozetfeno sterilni hokejkou. Misky byly poté ponechany stat po dobu 20 minut.
Na zavér byly na pfipraveny povrch naneseny testované pevné vzorky a krémy. Pri
testovani tekutych vzorka byly nejprve v agaru vyhloubeny jamky, do kterych bylo poté
napipetovano 70 pl pfislu§ného vzorku. Vyhodnoceni bylo provedeno po 24 hodinach
kultivace, kdy byly pozorovany vzniklé inhibi¢ni zony kolem pevnych vzorkid nebo
kolem jamek.

4.9.3 Bujoénova dilu¢ni metoda

Tato metoda vyuziva méfeni zakalu, diky kterému je sledovan rist mikroorganismt na
mikrotitraéni desticce. K testovani byly pouzity bakterialni buiky z 24 hodinové
kultivace, buiiky byly pfed pouzitim desetkrat zfedény sterilnim NB médiem. Ztedéné
bunky byly napipetovany po 150 ul do kazdé jamky. K buinkam bylo dale ptidano 50 ul
testovaného vzorku. Jako blank byla pouzivana kultura (150 ul) s pfidavkem 50 ul vody.
Rast bakterii a absorbance byla méfena v Case 0 a po 24 hodinach kultivace.

4.10 Enkapsulace

4.10.1 Priprava liposomu

Do 10 ml vzorku ur€eného k enkapsulaci bylo pfidano 180 mg lecithinu a 20 mg
cholesterolu. Smés byla poté pomoci tyCového ultrazvuku intenzivné michana minimalné
1 minutu do vzniku liposomu.

4.10.2 Priprava alginatovych castic

Roztok vzorku ur€eny k enkapsulaci byl smichan s 2% roztokem alginatu v poméru 1:1.
Vznikla smés byla prevedena do zasobni lahve a pomoci enkapsulatoru s vyuzitim trysky
o velikosti 200, 300 nebo 450 pm byly piipraveny €astice polymerizaci v 2 % roztoku
chloridu véapenatého.

4.10.3 Priprava chitosanovych ¢astic

Roztok vzorku ur€eny k enkapsulaci byl smichan s 2% roztokem chitosanu v poméru 1:1.
Vznikla smés byla pfevedena do zasobni lahve a pomoci enkapsulatoru s vyuzitim trysky
o velikosti 200, 300 nebo 450 pm byly piipraveny €astice polymerizaci v 2 % roztoku
tripolyfosfatu.
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4.11 Stanoveni enkapsulacni ac¢innosti

Po ptiprave liposomt byly vzorky zcentrifugovan pti 11 000 ot/min po dobu 60 minut.
Poté bylo v supernatantu stanoveno mnozstvi volnych bilkovin ¢i kyseliny mlééné,
stejnym postupem byla stanovena koncentrace bilkovin ¢i kyseliny mlééné i1 v roztoku
pred enkapsulaci. Z rozdilu koncentrace v roztoku pred a po enkapsulaci byla nasledné
stanovena enkapsulatni uc¢innost. U alginatovych a chitosanovych castic bylo
postupovano shodnym postupem, pouze centrifugace byla nahrazena filtraci.

4.12 Stanoveni dlouhodobé stability ¢astic

Dlouhodoba stabilita ¢astic byla sledovana v prostiedich s riznym obsahem olejové faze,
ato 0, 10 a 50 %. Vzorek byl vzdy pfipraven v poméru 1: 3 (Castice:prostredi). Vzorky
byly uchovany pfi teploté 5°C. Po tydnu a po tiech tydnech skladovani bylo ve vzorcich
stanoveno mnozstvi uvolnénych bilkovin.

4.13 Piiprava krému

Pro vyrobu krému bylo nutné pfipravit si dvé faze: vodnou a olejovou.

Tabulka 3:Slozeni vodné faze u jednotlivych krémii

sloZzeni vodna fize
krém 1: krém 2: krém 3: krém 4: krém 5/6:
42 ml vody 42 ml syrovatky | 21 ml vody 42 ml vody 42 ml vody
1,5 ml 1,5 ml 21 ml syrovatky | 1,5 ml 1,5 ml
86,5% 86,5% 86,5% 86,5%
glycerinu glycerinu glycerinu glycerinu
0,25 ml 0,25 ml 1,5 ml 0,25 ml 0,25 ml
germabenu II germabenu 11 86,5% germabenu II | germabenu II
glycerinu
0,25 ml 0,48 g 05¢g
germabenu II syrovatky alginatovych/
chitosanovych
castic

Ob¢ faze, vodna 1 olejova, byly zahtaty na 75°C. Poté byla olejova faze postupné za
neustalého michani pfidavana do faze vodné. V piipadé krému s obsahem castic, byly
Castice dodany az po tomto kroku. Na z&vér byly vzniklé emulze intenzivné michany do
uplného vychladnuti.

4.14 Analyza emulzi pomoci analytické centrifugace

Pred analytickou centrifugaci byly vzorky napipetovany do kyvet urCenych pro
analytickou centrifugaci, nasledné byly nastaveny vhodné otacky v kombinaci s dobou
centrifugace (2000 ot/min, 5 hodin a 25 °C) a bylo spusténo méfeni. Pti centrifugaci pak
byla snimana ménici se transmitance vzorku v kyvete.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace byla zaméfena na studium antimikrobialnich vlastnosti vybranych ptirodnich
latek zivoci§ného puvodu. Antimikrobialni testy byly provadény vici grampozitivnim i
gramnegativnim bakterialnim kmentim.

K analyze byl vybran kefir, acidofilni mléko a predevSim syrovatka. Syrovatka byla
charakterizovana a nasledné v ne€kolika upravach, vCetné enkapsulace, pouzita k testovani
antimikrobialnich vlastnosti. Antimikrobialni ucinek testovanych vzorkt byl nasledné
rovnéz srovnavan s uCinkem standardi - antimikrobialniho enzymu lysozymu,
bakteriocinu nisinu a kyseliny mlé¢né.

Na zavér byly pripraveny kosmetické krémy s obsahem enkapsulované i
neenkapsulavané syrovatky a podrobeny analyze. Testovan byl predevSim jejich
antimikrobialni UCinek a stabilita za pouziti analytické centrifugace.

5.1 Charakterizace syrovatky

Nejprve byla u syrovatky provedena zakladni charakteristika, stanoven byl obsah
sacharidua a kyseliny mlécné, dale byl sledovan obsah bilkovin.

5.1.1 Stanoveni obsahu sacharidu pomoci HPLC/RI

Pii stanoveni koncentrace sacharidd byly nejdiive sestaveny pfislusné kalibracni
zavislosti, nasledné byla provedena analyza vzorku. Stanoveni bylo provedeno dle
postupu uvedeného v kapitole 4.5.2. Sledovan byl obsah laktozy, glukozy a galaktozy.
Meéieni probihalo pro kazdou latku dvakrat a poté byl vypocitan pramér hodnot.

Koncentrace sacharidi byla vypocitana podle rovnice regrese:
Galaktoza: y =3,0103x - 0,136

Glukoéza:y =2,5755x +2,4054

Laktoza:y =3,1322x +0,7132

Tabulka 4:Stanoveni obsahu cukri

vzork laktoza | retencni glukoza | retencni | galaktoza | retenéni
y () tas () tas (gN) tas
syrovatka 125,008 5,343 0,909 6,260 3,504 6,662

5.1.2 Stanoveni obsahu kyseliny mlééné

Pti stanoveni koncentrace kyseliny mlécné byla nejdrive proméfena kalibracni zavislost,
nasledné byla provedena analyza vzorkt. Stanoveni probihalo dle postupu uvedeného
v kapitole 4.5.2. Méfeni probihalo dvakrat a poté byl vypocitan primér ze ziskanych
hodnot.

Koncentrace kyseliny mlé¢né byla vypocitana podle rovnice regrese:
y=29212x—-0,2561

Tabulka 5:Stanoveni obsahu kyseliny mlécné
vzorky kys.mlééna (g/1) | retenéni Eas
syrovatka 5,289 8,545
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S5.1.3 Stanoveni obsahu bilkovin

Pfi stanoveni koncentrace bilkovin byla rovnéz nejdfive sestavena kalibra¢ni kiivka.
Stanoveni bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.3. Méfeni probihalo
pro kazdou latku tfikrat a poté byl vypocitan pramér.

Dle zméfenych absorbanci byla sestavena kalibracni kiivka zévislosti koncentrace
albuminu na absorbanci. Tato kalibracni kiivka poté byla vyuzita ke v§em vypoctim
koncentraci bilkovin.
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0,6
y =0,003x +0,0148

2 -
05 R*=0,9942

0,4
0,3
0,2
0,1

0
200 250

0 150
c (ng/ml)

Graf 1: Kalibracni krivka
Dale byly proméfeny vzorky a na zaklad€ rovnice regrese byla vypocitana koncentrace
bilkovin v nich obsazenych.

Tabulka 6:Stanoveni obsahu bilkovin

vzorky bilkovina (g/1)

syrovatka 8,6

5.2 Uprava syrovatky

V dalsi ¢asti praci byla provedena frakcionace bilkovin syrovatky, ziskané bilkoviny byly
charakterizovany pomoci PAGE-SDS. Ziskané frakce byly v dalsi ¢asti prace podrobeny
rovnéz analyze antimikrobialniho u¢inku.

5.2.1 Frakcionace bilkovin syrovatky

Syrovatka byla pfed pouzitim zcentrifugovana dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.
Supernatant byl nasledné vysrazen do 30%, 50% a 70% nasyceni siranem amonnym.
Jednotlivé ziskané frakce byly podrobeny analyze stanoveni koncentrace bilkovin.
Roztok ziskanym vysrazenim syrovatky siranem amonnym do 50 % nasyceni, u kterého
byla zaznamenana nejvyssi antimikrobialni aktivita, byl dale zakoncentrovan ultrafiltraci
pfes membranu o velikosti 1 kDa a rovnéz analyzovan na obsah bilkovin. Vysledky jsou
zaznamenany v tabulce 7.

Tabulka 7:Koncentrace bilkovin ve zkoumanych vzorcich
vzorky filtrat S0% | koncentrat S0% | 30% | S0% | 70% | syrovatka
¢ (mg/ml) 0,056 2,19 0,060 | 0,091 | 0,149 8,6

29



Tabulka 8:Stanoveni obsahu cukri

vzorky laktéza retf:nénl' glukéza retf:ném’ galaktoza retfeném’
(g/D) ¢as (g/D) ¢as (g/) ¢as
syroviatka | 125,008 5,343 0,909 6,260 3,504 6,662
filtrat 50% | 24,933 5,352 0,218 6,265 0,656 6,670
koncentrat
50% 23,836 5,298 0,253 6,247 0,456 6,627
Tabulka 9:Stanoveni obsahu kyseliny mlécné
vzorky kys.mlééna retf:ném’
(gD ¢as
syrovatka 5,289 8.545
filtrat 1,376 8.555
koncentrat 2,639 8,545

Byl zjistén i obsah cukra a kyseliny mlécné v syrovatce neupravené a poté upravené
ultrafiltraci nebo vysrazené siranem amonnym. Obsah laktozy neupravené syrovatky byl
125,008 g a po upravé ultrafiltraci byl obsah u filtratu a koncentratu dohromady jen
48,769 g. Je tedy mozné, ze dlouhodobym skladovanim, Castym rozmrazovanim
a manipulaci se vorkem doslo k ubytku nejen laktozy a ostatnich cukra, ale i kyseliny
mlécné.

5.2.2 Charakterizace bilkovin pomoci PAGE-SDS
Podle postupu uvedeného v kapitole 4.8 byl pfipraven gel, vzorky a byla provedena
elektroforéza. Byly testovany vzorky po 0, 30, 50 a 70% vysrazenim siranem amonnym

a filtrat a koncentrat vznikly po ultrafiltraci syrovatky.
8 9 10
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250kDa
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Obrazek 6:Vysledek elektroforézy

Popis obrazku: 1 — standard, 2 — 0% vysrazeni syrovatky, 3 — 30% vysrazeni syrovatky, 4 — 50% vysrazeni
syrovatky, 5 —70% vysrazeni syrovatky, 6 — filtrat, 7 — koncentrat, 8 — prazdna, 9 — koncentrat, 10 —
standard.

Na zaklad¢ razné velikosti se proteiny pohybuji gelem riznou rychlosti, mensi pronikaji
pory rychleji. Po uplynuti urcité doby jsou proteiny rozdéleny na zakladé molekulové
hmotnosti, ty mensi proteiny postoupi dale nez vétsi, ty jsou blize k pocatku, kde doslo
k aplikaci vzorku. Jak je patrné z Obrazku 6, tak v 0% a 30% vysrazeni syrovatky
vyskytovaly proteiny o nizké molekulové hmotnosti (linie 2,3). Ve zbylych vzorcich se
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tyto bilkoviny nevyskytovaly. Doslo tedy zfejmé k jejich vysrazeni siranem amonnym.
Po srovnani vzorku se standardem byla molekulovda hmotnost uréena na 15 kDa.
Lysozym ma molekulovou hmotnost asi 14,5 kDa. Z tohoto se d& usuzovat, ze protein
obsazeny ve vzorcich byl praveé lysozym.

5.3 Enkapsulace

Podle postupu, ktery je uveden v kapitole 4.10, byly pfipraveny liposomové, alginatové
a chitosanové Castice. Do Castic byla enkapsulovana syrovatka, lysozym a kyselina
mlécna. U pripravenych ¢astic byla dale sledovana jejich velikost, stabilita, enkapsulacni
ucinnost a dlouhodoba stabilita.

Obrazek 7:Algindtové Castice o velikosti 450 Obrazek 8:Alginatové castice o velikosti 300
um um

Obrazek 9:Algindtové castice o velikosti 200  Obrazek 10:Chitosanové Cdstice o velikosti
um 450 um s enkapsulovanou syrovatkou

Enkapsulované cCastice jednak alginatové i chitosanové byly pozorovany pod riznym
zvétsenim pod optickym mikroskopem. Byla pozorovana nejen jejich velikost, ale 1 tvar
a struktura. U alginatovych Castic byly pfipraveny tfi rizné velikosti 200, 300 a 450 um,
u chitosanovych pouze 450 um, protoze Castice neprosly pifi enkapsulaci pies trysku
s men$im prumérem.

5.3.1 Enkapsulace syrovatky
Dle postupu z kapitoly 4.110 byly pfipraveny liposomové a polysacharidové Castice. Po
pfiprave liposomu byly vzorky zcentrifugovan pii 11 000 ot/min po dobu 60 minut. Poté
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bylo v supernatantu stanoveno mnozstvi volnych bilkovin ¢i kyseliny mlécné, stejnym
postupem byla stanovena koncentrace bilkovin ¢i kyseliny mlécné i v roztoku pred
enkapsulaci. Z rozdilu koncentrace v roztoku pifed a po enkapsulaci byla nasledné
stanovena enkapsulatni uc¢innost. U alginatovych a chitosanovych c¢astic bylo
postupovano shodnym postupem, pouze centrifugace byla nahrazena filtraci. Kazdy
vzorek byl proméfen celkem dvakrat a z hodnot byl vypocitan primér. Dosazené
vysledky jsou zaznamenany v tabulce 10 a 11 pro prehledné srovnani enkapsulacnich
ucinosti byl také sestaven graf 2.

Na obrazku 11 je chromatogram syrovatky po enkapsulaci v chitosanovych ¢asticich, kde
jsou patrné retencni Casy latek. Dalsi chromatogramy jsou umistény v Pfiloha 2.

Tabulka 10: Enkapsulacni ticinnosti vzorkil - bilkoviny
Cchitosan | enkapsulacéni | caginat | enkapsulacni | cCiiposom | enkapsulacni

vzorky (mg/ml) | Gcinnost (%) | (mg/ml) | ucinnost (%) | (mg/ml) | tucinnost (%)
syrovatka

1:9 12,195 64,517 26,317 23,427 28,756 16,332
syrovatka

1:19 16,057 53,280 28,666 16,593 29,476 14,237
lysozym 36,257 64,200 83,978 17,079 89.488 11,639
koncentrat

frakce

syrovatky 1,299 40,598 1,889 13,594 1,798 17,768

Tabulka 111:Enkapsulacni icinnosti vzorkii — kyselina mlécnd
Cchitosan | enkapsulacéni | caginat | enkapsulacni | cCiiposom | enkapsulacni
vzorky (mg/ml) | Glinnost (%) | (mg/ml) | acinnost (%) | (mg/ml) | ucinnost (%)
kyselina
mlécna 4,583 55,419 2,282 77,804 9,743 5,225

t (%)
S

[e)]
o
1

50 4 M chitosanové ¢.

¢ni ucéinnos

40 4 M algindtové ¢.

v

liposomy

Enkapula

O A 1 1
syrovatka 1:9  syrovatka 1:19 lysozym koncentrat  kyselina mlé¢na

Graf 2:Srovnani enkapsulacni ucinnosti

Jak je patrné z grafu a tabulek, nejvétsi ucinnost enkapsulace z hlediska enkapsulovanych
bilovin byla stanovena v piipadé chitosanovych ¢astic, a to u vSech zkoumanych vzorku.
Nejmensi enkapsulacni ucinnost byla naopak zaznamenana az na vzorek koncentratu u
liposomt, coz vzhledem k rozdilné velikosti Castic byl oCekavany vysledek. Kyselina
mlécna se pak nejlépe enkapsulovala do alginatovych castic.
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Obrazek 11:Chromatogram pro filtrdt po enkapsulaci syrovdtky v chitosanovych cdsticich

5.3.2 Dlouhodoba stabilita pripravenych ¢astic

Podle postupu, ktery se nachazi v kapitole 4.12, byla stanovena dlouhodobé stabilita
castic. Tato stabilita byla stanovovana pro alginatové, chitosanové i liposomové ¢astice.
Po tydnu a tfech tydnech byl zjistovan obsah uvolnénych bilkovin a kyseliny mlécné ve
vzorcich. Kazdy vzorek byl stanovovan dvakrat a nasledné byl vypocitan pramér té€chto
vzorkd.

Tabulka 12:MnozZstvi uvolnénych sloZek v modelovych prostiedich po tydnu

vzorky enkapsulovano uvolnéno - tyden
¢ (mg/ml) Cvoda (mg/ml) | ci0% (mg/ml) | cso9 (mg/ml)

syrovatka, 0,123 0,023 0,061 0,113
syrovatkacy 0,595 0,037 0,046 0,101
syrovatkay, 0,281 0,036 0,059 0,120
lysozym, 0,202 0,020 0,039 0,082
lysozymn 0,750 0,157 0,199 -

lysozymyp 0,589 0,091 0,117 0,186
kys.mlécna, 0,205 0,007 0,116 0,134
kys.mlécnacy 0,563 - 0,042 0,057
kys.mlécnay, 0,027 - 0,003 0,012
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Tabulka 13: MnoZstvi uvolnénych slozek v modelovych prostredich po tFech tydnech

vzorky enkapsulovano uvolnéno - tii tydny
¢ (mg/ml) Cvoda (mg/ml) | c1o0 (mg/ml) | cs00 (mg/ml)

syrovatka, 0,123 0,031 0,070 0,120
syrovatkacy 0,595 0,074 0,096 0,146
syrovatkay, 0,281 0,058 0,077 0,154
lysozym, 0,202 0,028 0,053 0,082
lysozymey 0,750 0,191 0,266 -

lysozymyi, 0,589 0,156 0,197 0,300
kys.mlé¢na, 0,205 0,014 0,150 0,162
kys.mléénacn 0,563 - 0,072 0,104
kys.mlé¢nayp 0,027 - 0,010 0,017

Po porovnani bylo zjisténo, kolik procent bilkovin a kyseliny mlé¢né se uvolnilo
v prubéhu pozorovani do modelovych prostiedi.

Tabulka 14: Procentudlni uvolnovani latek z algindatovych castic za cas

ALGINATOVE CASTICE
tyden tri tydny
vzorky
Cvoda (%0) | €10% (%0) | c50% (%0) | cvoda (%0) | c10% (%0) | cs0% (Y0)
syrovatka 1:9 18,676 49,663 91,999 25,239 56,991 97,698
lysozym 9,939 19,514 40,811 13,736 26,448 68,782
kyselina mlééna 3,451 21,468 65,309 6,707 31,227 78,821

Mnozstvi uvolnénych latek (%)

100
90
80

W vodni prostiedi

10% olejova faze

B 50% olejova faze

syrovatka 1:9

lysozym

kyselina mlécna

Graf 3: Procentudlni mnozstvi uvolnénych sloZek z algindtovych cdastic po tydnu skladovdni
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Graf 4:Procentudlni mnozstvi uvolnénych ldatek z algindatovych castic po trech tydnech
skladovani

Z tabulky a z diagramu (graf 3,4) vyplyva, ze dochazelo k postupnému uvolfiovani
obsahu castic ve vSech tfech prostfedich. Nejmén€ se uvolnilo kyseliny mlécné ve
vodném prostiedi, a to jen 3,45 %. Nejvice potom syrovatky v prostiedi 50% olejové faze,
kde se ji uvolnilo 91,99 %. Po tfech tydnech se obsah bilkovin a kyseliny mlécné
v prostredi zvysil, a to nejvice v prostiedi 50% olejové faze. U lysozymu doslo k vice jak
polovi¢nimu navySeni obsahu bilkovin, uvolnéné mnozstvi vzrostlo ze 40,81 % na
68,78%.

Tabulka 15: Procentudlni uvoliovani latek z chitosanovych cdstic za cas

CHITOSANOVE CASTICE
vzorky tyden tfi tydny
Cvoda (%0) | €10% (%0) | €50% (%) | cvoda (%0) | c10% (Y0) cs0% (%0)
syrovatka 1:9 6,181 7,808 16,980 12,441 16,139 24.545
lysozym 20,890 26,516 - 25,449 35,455 -
kyselina mlééna - 7,384 10,078 - 12,778 18,458
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Graf'5: Procentudlni mnozstvi uvolnénych ldatek z chitosanovych castic po tydnu skladovani
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Graf 6: Procentudlni mnozstvi uvolnénych ldtek z chitosanovych castic po trech tydnech
skladovani

U chitosanovach castic doslo po tydnu k nejvétSimu uvolnéni bilkovin u lysozymu
v prostredi 10% olejové faze, uvolnilo se 20,89%. Nejmensi uvolnéni nastalo u syrovatky
ve vodném prostiedi, kdy se uvolnilo pouze 6,18 %. Po tfech tydnech doslo ke zvyseni
obsahu bilkovin a kyseliny mlééné ve vsSech prostfedich. Nejvice, a to vic jak
dvojnasobné, se zvysila koncentrace syrovatky v prostfedi vodném a 10% olejové faze,
kdy doslo ke zvySeni obsahu bilkovin na 12,44 % a 16,14 %.

Pfi porovnani stability obou typu Castic v modelovych prostiedich se jako stabilnéjsi
Castice jevi chitosanové. U nich nedochazelo k velkému zvySeni koncentrace uvolnénych
latek v prostiedi po tydnu a ani po tfech tydnech.

Liposomové Castice se ukazaly byt pomérné stabilni ve vodném prostiedi 1 v prostiedi
10% olejové faze, kdy se procentualni uvolnéni latek pohybovalo viceméné v rozmezi
15-20 %. K nejvétsimu uvolnéni doslo u kyseliny mlécné v prostiedi 50% olejové faze,
uvolnilo se 44,44 %. Nejmensi uvolnéni nastalo u také kyseliny mlé¢né v prostredi 10%
olejové faze, kdy se uvolnilo pouze 11,11 % (Tab.16).

Tabulka 16: Procentudlni uvoliiovani latek z liposomovych castic za cas

LIPOSOMY
tyden tii tydny
vzorky Cvoda
(0/0) C10% (0/0) C50% (0/0) Cvoda (0/0) C10% (0/0) C50% (0/0)
syrovatka 1:9 12,811 20,996 | 42,705 20,641 27,402 | 54,804
lysozym 15,450 | 19,864 31,579 | 26,486 33,447 | 50,934
kyselina mlé¢n4 - 11,111 | 44,444 - 37,037 | 62,963
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Graf 8:Procentudlni mnozstvi uvolnénych ldtek z liposomovych cdstic po trech tydnech
skladovani

Po tfech tydnech doslo ke zvySeni obsahu bilkovin a kyseliny mlééné ve vSech
prostfedich. Nejvice se zvySila koncentrace kyseliny mlécné v prostiedi 10% olejové
faze, kdy doslo k navySeni o vice jak 25 %.

Pfi porovnani stability ¢astic v modelovych prostfedich se jako stabilnéjsi Castice jevi
chitosanové. U nich nedochézelo k velkému zvySeni koncentrace latek v prostiedi po
tydnu a ani po tiech tydnech. Také u liposomil nebyl vyrazny rozdil mezi stabilitou po
jednom tydnu a po tiech.

5.4 Priiprava kosmetickych krému

S5.4.1 Stanoveni stability pomoci analytické centrifugace

Pomoci analytické centrifugy byla zjiSténa stabilita vytvorenych kréma se syrovatkou a
Casticemi. Stanoveni stability emulzi bylo provedeno na analytické centrifuze podle
postupu popsaného v kapitole 4.14

Tabulka 17:Indexy nestability
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vzorek index nestability | RCA (g) | cas (s)
syrovatka 100 %1 0,158 530,3 499.7
syrovatka 100 %2 0,158 530,6 499.9
syrovatka so o1 0,139 530,5 490.2
syrovatka so v 0,144 530,8 490.4
chitosanové ¢.; 0,36 530,9 499.8
chitosanové €., 0,343 533,7 490.1
syrovatka iyofi 0,221 530,8 490.3
syrovatka iyop 0,245 531,1 490.5

Graf 9: Porovnani indexii nestability u jednotlivych vzorkii
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Popisky dat: 1-2: emulze, ve které byla voda nahrazena syrovatkou ze 100 %, 3-4: emulze,
ve které byla voda nahrazena syrovatkou z 50 %, 5-6: emulze obohacena o chitosanové
Castice, 7-8: emulze obohacena o lyofilizovanou syrovatku.
Z tabulky 17 a také z grafu 9 vyplyva, Ze nejstabilngjsi vzorkem je vzorek Cislo 3, tedy
emulze, ve které byla voda z vodné faze nahrazena syrovatkou z 50 %. Pozname to diky

jeho nejniz§imu indexu nestability. Cim je index nestability vétsi, tim je systém méné

stabilni. Naopak nejvice nestabilni je vzorek 5, coz je emulze obohacena o chitosanové

dastice.

Z pozorovani uz béhem procesu centrifugace bylo mozné zjistit, ze ani jeden ze
zkoumanych krému nevydrzi tuto zatéz. Proto by ani jeden nebyl vhodny k pouziti do
kosmetickych krému.
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Graf 10: Graf zavislosti transmitance u nejstabilnéjsiho vzorku z 50 % syrovatky (vz.3)s krokem
po 20 s
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Graf 11:Graf zavislosti transmitance u nejméné stabilniho vzorku s chitosanovymi casticemi
(vz.5)s krokem po 20 s

Na grafech 10 a 11 na ose y je vyobrazena transmitance vzorku, na ose X je umisténa
pozice v kyveté, kdy nejvic napravo je dno kyvety. Cervené kiivky jsou pocatek
centrifugace a ty zelené znaci jeji konec. U vSech zkoumanych vzorka dochazelo velmi
rychle k sedimentaci velkych ¢astic.

Grafy 10 a 11 zobrazuyji nejvice a nejméné stabilni zkoumané krémy. Ostatni grafy vzorku
jsou umistény v Priloha 1.
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Obrazek 12:Kyvety se vzorky podrobenymi analytické centrifugaci

5.5 Antimikrobialni testy

Antimikrobialni aktivita vzorkd byla testovana na dvou kmenech bakterii, a to vici
grampozitivnimu kmeni Micrococcus luteus (ML) a gramnegativnimu kmeni Serratia
marcescens (SM). Provadény byly dva druhy antimikrobialnich testd — dilucni metoda
dle postupu v kapitole 4.9.3 a difizni metoda, ktera byla provedena dle postupu v kapitole

49.2.

5.5.1 Antimikrobialni u¢inek vybranych produktu

Porovnanim inhibi¢nich zén lze zjistit, ze nejlepsi antimikrobidlni vlastnosti ma
z testovanych vzorki domacky vyrobeny kefir. Komer¢ni dostupné produkty maji tyto
vlastnosti minimalni. Tyto jejich vlastnosti se zfejme ztraceji uz pfti jejich vyrobe a poté

pfi skladovani.

Tabulka 18

produkty ML SM
Kefir domaci 1,2 cm 1 cm
Kefir komeréni 0,5 cm 0,1 cm
Acidofilni mléko 0,2 cm 0 cm

Obrazek 13: Inhibicni zona kefiru na kmenu Serratia marcescens
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Také je mozné si povSimnout, Zze domaci kefir tvofi inhibicni zoénu na kmeni Serratia
marcescens (obrazek 13). Je to zpisobeno vysSsim obsahem kyseliny mlécné v
tomto kefiru.

5.5.2 Antimikrobialni idinek lysozymu a nisinu

Dle postupu z kapitol 4.9.2 a 4.9.3 byl stanoven antimikrobialni ucinek lysozymu a
nisinu. Byly pfipraveny roztoky téchto dvou latek o riznych koncentracich (1-100
mg/ml). Z vysledkd inhibi¢nich zon (Tabulka 19) je mozné pozorovat, ze lepsi
antimikrobialni uc¢inek ma lysozym, ktery na grampositivni bakterie plisobi velmi dobfe,
ale na gramnegativni bakterie nema témét zadny ucinek.

Tabulka 19: Inhibicni zony pro lysozym a nisin

ML SM
¢ (mg/ml) | lysozym nisin lysozym nisin
100 2,6 cm 1,5cm 0,4 cm 0,2 cm
50 2 cm 1,2 cm 0,2 cm 0,1 cm
10 1.5cm lcm 0cm 0Ocm
1 0,5 cm 0,3 cm 0 cm 0 cm

Obrazek 14:Inhibicnit zény nisinu na kmenu ~ Obrdzek 15:Inhibicni zény lysozymu na
Micrococcus luteus kmenu Micrococcus luteus
Popisky obrazka: L1-100 — lysozym o pfislusné koncentraci v mg/ml, NO,1-50 — nisin o pfislusné
koncentraci v mg/ml

Také na obrazcich 14 a 15 mizeme pozorovat, Ze uz je na prvni pohled ziejmé, ze pii

baktericidnim uc€inku jsou inhibicni zony lysozymu vétsi nez u nisinu, nakopak z tabulky
20 vyplyva, ze inhibi¢ni u€inek a vetsi nisin.
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Tabulka 20: Srovnani inhibicniho a baktericidniho ucinku

Baktericidni acinek Inhibi¢ni ucinek
nisin ‘ lysozym nisin ‘ lysozym
¢ (mg/ml) | inhibi¢ni zéna (cm) inhibi¢ni zéna (cm)
1 0,3 0,4 0,7 0,8
10 0,7 0,9 1,4 1,2
50 1 1,2 2,1 1.5
100 1,2 1,5 2,6 1.8

Z porovnani z baktericidniho a inhibi¢niho uc¢inku (Tabulka 20) je patrné, ze pro tyto
latky je mnohem snadnéjsi predchazet ristu bakterii, nez uz narostlé zabijet viz. kapitola
4.9.2. Antimikrobialni u¢inek lysozymu a nisinu byl potvrzen také pomoci dilu¢niho testu
na mikrotitracni destiCce (tabulka 21, graf 12 a 13).

Tabulka 21: Porovndni rozdilu absorbanci u zkoumanych latek z casu 0 a 24 hodin
blank |L50 |L10 L1 N50 NI10 N1
ML |0,835 |0,6190,459 |0,707 |0,881 | 0,816 | 0,738

SM 1,338 | 0,863 | 0,695 | 0,669 | 0,908 | 0,808 | 0,878
L1-50 — lysozym o ptislusné koncentraci v mg/ml, N1-50 — nisin o pfislu$né koncentraci v mg/ml.
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Graf 13:Antimikrobidlni test Serratia marcescens — lysozym a nisin

5.5.3 Antimikrobialni udinek kyseliny mlééné
Byla sestavena koncentracni fada kyseliny mlé¢né o koncentracich 1, 5, 10, 50 mg/ml.

Tabulka 22:Inhibicni zony kyseliny mlécné

¢ (mgmt) | ML |_SM
inhibi¢ni zony (cm)
50 1,8 1.4
10 1,3 1
0,6 0,6
1 0,4 0,3

Bylo zjisténo, ze kyselina mlécna plsobi proti grampositivnim bakteriim a na rozdil od
lysozymu a nisinu ma 1 G€inek proti gramnegativnim bakteriim diky tomu, ze snizuje pH
a zpusobuje permeabilizaci vnitini membrany, coz umoziuje pristup antimikrobialnich
latek k cytoplazmatické membrané [42].

5.5.4 Antimikrobialni u¢inek syrovatky v ruznych apravach

Z dosazenych vysledkti vyplyva, ze syrovatka po upravach vysraZzenim siranem
amonnych vykazuje antimikrobialni vlastnosti, a to jak u kmene Micrococcus luteus, tak
i u kmene Serratia marcesnes. Uginky na gramnegativni kmen Serratia marcescens jsou
patrné zpusobeny kyselinou mlécnou.
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Graf 14:Antimikrobidlni test Micrococcus luteus — frakce syrovdtky
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Graf 15:Antimikrobidlni test Serratia marcescens — frakce syrovdtky
Popisky grafu 14 a 15: 0, 30, 50, 70 — znamena procentudlni vysrazeni syrovatky siranem amonnym

Z grafi 14 a 15 vyplyva, Ze ¢im vice je syrovatka vysrazena, tim mensi je rozdil

absorbanci v Case 0 a 24 hodin. Syrovatka zabranuje mnozeni bakterii v jamce desticky a
zakal je nizsi, protoze kultura nadale neroste.
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Graf 17:Antimikrobidlni test Serratia marcescens — syrovdtkové bilkoviny a kefir
Popisky grafu 16 a 17: Ovys., 30vys, 50vys, 70vys — vystazené zbytky bilkovin po centrifugaci

Tabulka 23: Porovndni rozdilu absorbanci u zkoumanych latek z casu 0 a 24 hodin
blank |0 30 50 70 zbytek
ML | 0835 |0,849 |0,436 | 0427 |0,197 | 0,167
SM 1,338 | 1,317 | 1,092 | 0,379 |0,053 | 0,116
blank | Oyys. 30vys | SOvys | 70vwys | Kefir
ML |0460 |0,163 |0,252 | 0,183 | 0,121 | 0,180
SM 0,844 | 0,739 | 0,854 | 0,166 | 0,044 | 0,335
Popisky: 0, 30, 50, 70 — znamena procentudlni vysrazeni syrovatky siranem amonnym, Oyys, 30yys, 50vys,
70yys— vysrazené zbytky bilkovin po centrifugaci
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Tabulka 24: Inhibicni zony syrovatky

ML | SM
syrovitka inhibiéni zony
(cm)
lyofilizovana 1,2 0
neupraveni 1.5 0,6
ziredéna 1:1 1,0 0,1
zi‘edéna 1:9 0,6 0

Z tabulky 24 vyplyva, ze nejvétsi antimikrobialni €inek ma syrovatka nijak neupravena,
jak na grampositivni, tak na gramnegativni kmeny bakterii. Syrovatka upravena
lyofilizaci ma dobry ucinek na kmen Micrococcus luteus, avSak na kmen Serratia

marcescens nema ucinek zadny.

Obrazek 16:Mikrotitracni desticka se zkoumanymi vzorky a mikroorganismy

Popis obrazku: Cislovani bylo zleva do prava: 1 — blank, 2 — 0% vysrazeni syrovatky, 3 — 30% vysrazeni
syrovatky, 4 — 50% vysrazeni syrovatky, 5 — 70% vysrdzeni syrovatky, 6 — L1, 7—-L10, 8 - L50, 9 — N1,

10 = N10, 11 — N50, 12 — zbytek po vystazeni.

Popisky: L1-50 — lysozym o piislusné koncentraci v mg/ml, N1-50 — nisin o pfislu$né koncentraci v mg/ml.
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5.5.5 Antimikrobialni u¢inek pripravenych ¢astic a krému

Testovani antimikrobialniho ucinku probehlo také s enkapsulovanymi Casticemi a krémy.
Na Petriho misku s médiem a mikrobidlnim kmenem bylo naneseno pfiblizné stejné
mnozstvi Castic a krém.

Tabulka 25: Inhibicni zony enkapsulovanych castic a krémii

chitosanové astice ML ‘ SM
vzorek inhibiéni zéna (cm)
koncentrat 1,2 1
kyselina mlécna 1,7 1,1
syrovatka 1:9 1,3 0,7
syrovatka 1:19 0 0
lysozym 3 0,2
krém s 50%syrovatkou 0 0
krém s 100% syrovatkou 0 0,5
krém s lyof. syrovatkou 0 0,1
alginatové Castice ML SM
vzorek inhibi¢ni zéna (cm)
koncentrat 0,6 0
kyselina mlécna 0,2 0,2
syrovatka 1:9 0,5 0
syrovatka 1:19 0,2 0
lysozym 1,3 0

Z vysledki uvedenych v Tab.19 je patrné, Ze nejvétsi antimikrobialni Gcinek po
enkapsulaci ma lysozym, ktery ma v chitosanovych asticich vétsi u€inek, nez ve volné
form¢. Dale je patrny antimikrobialni UcCinek kyseliny mlécné, syrovatky tedeéné
v poméru 1:9 a syrovatkového koncentratu.

Naopak bylo zjisténo, ze krémy obsahujici syrovatku nemaji témer zadny antimikrobialni
ucinek. To bylo nejspi§ zpusobeno dlouhodobym skladovanim syrovatky a krému. A
alginatové cCastice maji ucCinek také minimalni, anebo vyrazné mensi nez Castice
chitosanové.

Z vysledka ztabulky 19 je tedy mozné vycist, ze lepsi antimikrobialni ucinek maji
Castice, které byly enkapsulovany v chitosanu, a to z toho diivodu, Ze chitosan je sam o
sob¢ antimikrobialni latkou.
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyva charakterizaci a vyuzitim syrovatky v jeji volné a
enkapsulované formé a jejim pouzitim v kosmetickém primyslu. V teoretické Casti byla
charakterizovana syrovatka, jeji antimikrobidlni slozky a mozné vyuziti v kosmetice.
Dale byly popsany vyuzivané metody charakterizace a metody enkapsulace.

V casti experimentalni byla syrovatka nejprve charakterizovana. Pfi stanoveni cukri a
kyseliny mlécné pomoci HPLC/RI bylo zjisténo, ze nejvice zastoupenym sacharidem v
syrovatce je laktoza, ktera se zde vyskytovala v mnozstvi 125,008 g/l. Nejméné
zastoupena byla glukoza s koncentraci 0,909 g/l. Kyselina mlé¢na se zde vyskytovala
v mnozstvi 5,289 g/l. Pomoci metody Hartree-Lowry byl stanoven i obsah bilkovin
v syrovatce. Bylo zjisténo, ze obsah bilkovin je 8,6 g/l. Dale byla syrovatka upravena
vysrazenim siranem amonnym do 30, 50 a 70% nasyceni. VSechny ziskané frakce byly
také podrobeny charakterizaci. Vzorek ziskany 50% nasycenim, ktery vykazoval nejvyssi
antimikrobialni ucinek, byl rovnéz zakoncentrovan ultrafiltraci.

V dal8i casti prace byly vybrané vzorky syrovatky, lysozym a kyselina mlécna
enkapsulovany do tii typu Castic. Piipraveny byly liposomové, alginatové a chitosanové
castice. U pripravenych castic byla déle sledovana jejich velikost, stabilita, enkapsulacni
ucinnost a dlouhodoba stabilita.

Kyselina mlé¢na vykazovala nejvyssi enkapsulaci ti€innost v alginatovych ¢asticich - az
77,8 %. Chitosanové castice byly vhodnou formou pro enkapsulace syrovatkovych
bilkovin a lysozymy, enkapuslacni ucinnost se zde pohybovala okolo 50 %. Nejmensi
enkapulacni ucinnost pak mély ve vSech pripadech liposomové ¢astice. Mala ucinnost je
nejspi§ zpusobena jejich velikosti, kdy ve srovnani s casticemi chitosanovymi a
alginatovymi jsou nejmensi.

U jednotlivych Castic byla dale sledovana dlouhodoba stabilita v modelovych prostiedich
s riznym obsahem olejové faze, a to po tydnu a po tiech tydnech skladovani. Modelova
prostiedi byla vybrana tak, aby mohla byt potencionalné vyuzitelna v kosmetice. Po tydnu
vykazovaly Castice nejvétsi stabilitu ve vodném prostredi, nejmensi poté v prostiedi 50%
olejové faze. Po tfech tydnech se nejméné zmeénila stabilita u alginatovych castic
v prostiedi 10% olejové faze, u chitosanovych Castic ve vodné fazi a u liposomu také ve
vodném prostiedi. Z hlediska dlouhodobé stability je tak nejvhodné&j§im prostfedim pro
alginatové Castice 10% olejova faze a pro chitosanové a liposomové vodna faze.

Déle byla syrovatka testovana ve volné i1 enkapsulované formé na antimikrobialni
vlastnosti  proti grampozitivnim 1 gramnegativnim  bakterialnim  kmentm.
Antimikrobialni aktivita vzorkd byla porovnana s i¢inkem lysozymu, bakteriocinu nisinu
a kyseliny mlécné. Nejvys§i antimikrobialni aktivitu pak vykazovaly vzorkyse
syrovatkou enkapsulovanou v chitosanu, mély vétsi antimikrobialni ucinek nez volné
formy i nez vzorky enkapsulované v alginatovych casticich. To mize byt zapfti¢inéno
antimikrobialnim uc¢inkem samotného chitosanu.

V praci byly pfipraveny také krémy se syrovatkou volnou i enkapsulovanou a rovnéz byly
podrobeny analyze. Krémy s obsahem chitosanovych ¢astic vykazovaly antimikrobalni
ucinky i1 vacéi gramnegativnimu kmeni, ale z hlediska testovani stability analytickou
centrifugaci nedosahovaly testované krémy vhodné stability pro kosmetické aplikace.
Ostatni krémy vykazovaly navic téméf nulovy antimikrobialni ucinek.
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Celkové je tedy mozno konstatovat, ze za uCelem dosazeni co nejvétSiho
antimikrobialniho ucinkus; je vhodné vzorky enkapsulovat, a to nejlépe do chitosanovych
Castic, které maji vys$i stabilitu nez ostatni Castice a také znasobuji antimikrobialni
vlastnosti latek. Prozatim se nejevi jako vhodna alternativa pfidavat tyto Castice do krémd,
jelikoz stabilita pfipraveného modelového krému byla velmi nizka a Castice jsou navic
pomeérne velké a rozpoznatelné hmatem, coz u krému nebyva zadouci. Pravdépodobné by
bylo vhodnéjsi tyto Castice aplikovat jako soucast peelingu, kde je vétsi velikost Castic
pro abrazivni efekt vyzadovana, nebo do riznych gelovych piipravki.
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8 PRILOHY

Priloha 1:Zaznamy z analytické centrifugace
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1A: Graf zavislosti transmitance u vzo
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1B:Graf zavislosti transmitance vzo

rkuz lyofilizované syrovatky (vz.7)s krokem po 20 s
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Priloha 2:Zaznamy z analyzy syrovatky a kyseliny mlééné pomoci HPLC/RI

350 7 syrovatka-puskarova #67 filtrat2
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2A4: Chromatogram filtrdatu po ultrafiltraci syrovatky

7 syrovatka-puskarova #654 koncentrat?
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2B: Chromatogram koncentrdtu po ultrafiltraci syrovatky
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1404 7 syrovatka-puskarova #88 [manipulated] kyselina mlééna+chitosan RI_1
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2C: Chromatogram pro filtrat po enkapsulaci kyseliny mlécné v chitosanovych cdsticich
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2D: Chromatogram neupravované syrovdtky
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7004 7 syrovatka-puskarova #39 syrovatka+algint
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2E:Chromatogram syrovdtky enkapsulované v algindtovych casticich



