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ABSTRAKT

PredloZena dizertai prace je zagtena na studium enkapsuladé@dnich aktivnich latek daiznych
typi organickych mikro- a naméstic, zejména do liposdma polysacharidovych¢éstic.
Polysacharidovésastice byly pipraveny metodou pracujici na principu z&sit polymeru, jako
material byly pouZity fedevSim alginat, chitosan a Skrob. Polysacharidly wgvnéz razné
kombinovany s dalSimi materialy jako agar, agardsaboxymethylcelul6za a pullulan. Liposomy
byly pripraveny ze s®si vaje&ného/sojového lecitinu a cholesterolu, pouZity bylgtody sonifikace,
odpdeni na tenké vrsty odpdeni na tenké vrsivs reverzni fazi a ethanolové iebvani. Jako
aktivni slozky byly enkapsulovany kofein, klotrinwdz ibuprofen, antioxidanty a vitaminy —.p
kyselina gallova, katechin, beta-karoten, vitamjrvi@amin E. Dale byly enkapsulovangzné bylinné
extrakty, lysozym, nisin a dalSi antimikrobidlntkid Enkapsulovany byly i vybrané hydrolytické
enzymy, pedevSim proteasy (pepsin, trypsin, bromelain, peatka, alkalasa, kolagenasa) a lipasy.
Castice byly pouzity i pro enkapsulaci vybranych lpotickych kmeid Bifidobacterium brevea
Lactobacillus acidophilusa prebiotik. Prebiotika byla ro¥h koenkapsulovdna spdl@ s
probiotickymi buikami. Z @irodnich extrakt byly enkapsulovany népextrakty z guarany, ZenSenu,
kustovnice ¢inské, zeleného ¢enenu, propolisuéerného, zeleného a biléhkmje, kdvy, ovoce a
zeleniny.

Enkapsul&ni ginnost byla stanovena pomoci spektrofotometrick§ettod a pomoci HPLC/PDA.
Dlouhodoba stabilit&astic a mnoZstvi uvodmych sloZzek bylo sledovano v modelovych i v redinyc
potravinach a v modelovych fyziologickych pigstich. Velikost liposomovychéastic a
polysacharidovych naiéstic byla nitena pomoci DLS. Velikost a morfologidigravenychcéastic
byla sledovdna rowZ pomoci setelné a elektronové mikroskopie. Koloidni stabilitastic byla
meérena pomoci zeta potencidlujgemz vSechny ffipravenécéastice vykazovaly dobrou stabilitu. Ke
stanoveni sedimentiai stability ¢astic byla pouZita analytickd centrifugace. Antirolalni aktivita
byla testovanaippouZiti dvou gram-pozitivnich bakteriBécillus subtilis Micrococcus luteus dvou
gram-negativnich bakteriiE6cherichia coli Serratia marcescehsa jednoho kvasinkového kmene
(Candida glabrata Pro stanoveni antimikrobialni vlastnosti akgvitbyly pouzity dw
metody - agarova difuzni metoda a bujonovadiiumetoda. Zivotaschopnost probiotickych kinen
byla stanovena pomocitokové cytometrie a také pomoci fluoreser@mmikroskopie.

Enkapsulace aktivnich sloZzek byla &Spa ve vSech typecBastic. Liposomy vykazovaly velmi
dobrou dlouhodobou stabilitu, zejména ve vodnychdnpiokdch s neutrdlnim pH. Naopak,
polysacharidovésastic byly stabilni v kyselém prdeti. Ripravenécastice byly také stabilni v
modelovém prosedi Zaludéni &avy, k uvolrni aktivnich sloZzek dochézelo pak v modelovém
prostedi stevni $avy.

Castice s kofeinem, stejrjako i s dalsimi testovanymi antioxidanty a vitagnby mohly byt pouzity
pro aplikace do modernich typenergetickych napdj potravinovych dopikt a také pro &které
kosmetické aplikace. Enkapsulované antimikrobiglogky Ize také vyuZit v potravirgtvi, ale i v
kosmetice a farmaceutickém tpnyslu jako antimikrobialni a hojivé ripravky. Enkapsulované
enzymy siizenym uvohovanim mohou byt pouzity wipravcich pro hojeni ran, dale naleznou
uplatreni jako sodast farmaceutickychifpravki a potravinovych dogka uréenych pro enzymovou
terapii. Enkapsulované probiotické bakterie a t&kénkapsulovana probiotika s prebiotiky diky
zachovani vyssi dlouhodobé ZivotaschopnostEbanstabilitycastic jsou roviz vhodné k aplikaci do
potravin&skych vyrobk a dophka stravy s pozitivnimi &inky na lidsky organismus.

KLICOVA SLOVA: kofein, antioxidanty, nisin, lysozym, tmikrobidlni aktivita, enzymy,
enkapsulace, imobilizace, liposomy, polysacharid@astice, pitokova cytometrie, probiotika,
dynamicky rozptyl sttla, analytick& centrifugace.



ABSTRACT

The presented doctoral thesis is focused on prépayaharacterization and application of organic
micro- and nanoparticles as transport systemsdiiweacomponents and some their complex natural
sources. Active component were packed into liposoamel polysaccharide particles.

The polysaccharide particles were prepared by tle¢had based on gelation and cross-linking
polymers using encapsulator B-392P (Blchi) or bywagusnanual procedures. As materials for the
preparation alginate, chitosan, and starch werd.UBeese materials were also variously combined
and enriched with some additives such as agarpsga€CMC and pullulan. Liposomes were prepared
from mixture of egg/soy lecithin and cholesterobnigation, thin layer evaporation, thin layer
evaporation on reverse phase and ethanol injestathods were used.

As active components were used caffeine, somesdruglotrimazole and ibuprofen, further
antioxidants and vitamins - gallic acid, catechimgta-carotene, vitamin C and vitamin E.
Antimicrobial herbs and spices extract, antimicablpieptides lysozyme, nisin and other antimicrobial
ingredients were encapsulated too. Encapsulatiosetdécted hydrolytic enzymes, e.g. proteases
(pepsin, trypsin, bromelain, pancreatin, alcalas#agenase) and lipase was tested, too. Partides
also used for encapsulation of probiotic straifidobacterium brevend Lactobacillus acidophilus
and prebiotic components. These prebiotics werenoapsulated into capsules with probiotic cells.
Natural extracts were encapsulated e.g. extractguafana, ginseng, goji, green barley, propolis,
black, green and white tea, coffee, fruit and valgiet extracts.

The efficiency of encapsulation was determined BL8/PDA and by spectrophotometry. Long-term
stability of particles and amount of released congud in model/real foods, in model cosmetic
conditions and in a model physiological environmeate monitored too. Size of prepared liposomes
and polysaccharide particles was determined byrdimbight scattering and by light microscopy and
electron microscopy, respectively. Stability of fherticles was measured using a zeta potentiaathnd
prepared particles exhibited good stability. Alaoalytical centrifugation was used to measurement o
sedimentation velocity and stability of the prepghparticles. The antimicrobial activity were tested
using two Gram-positiveBacillus subtilis Micrococcus luteus two Gram-negativeEscherichia coli
Serratia marcescehsbacteria and one fungal strain€afidida glabraty For determining the
antimicrobial properties of active component anepgred particles two the most widely used methods
were used - agar diffusion method and broth ditutitethod. The viability of probiotic strains were
performed using flow cytometry and fluorescencerascopy.

Encapsulation of active component was successfallitypes of particles. Liposome showed a very
good long-term stability mainly in water conditiow#h neutral pH and polysaccharide particles were
stable in acidic conditions. Prepared particleewsdtd a very good stability in model stomach
environment, while in model intestines environmemarticles were disintegrated and active
component were released.

Prepared particles with encapsulated caffeine disaseother tested antioxidants and vitamins could
be used to modern types of energy drinks, food Isupgnts and also for some cosmetics applications.
Encapsulated antimicrobial components could be @isedbod application as well as for cosmetics
and pharmaceutical application like antimicrobialund formulation. Encapsulated enzymes can be
used for controlled release of proteases in wowadirhg, as delivery systems in digestive tract and

a part of pharmaceutical preparative and food supehts for enzyme therapy. The study revealed
that encapsulation of probiotics and also co-endapien of probiotics with prebiotics exhibited
longer stability of particles and survival bactegells. So, prepared particles are suitable far tos
food product with beneficial effects on the humanayo

KEYWORDS: caffeine, antioxidants, nisin, lysozyna@timicrobial activity, enzymes, encapsulation,
immobilization, liposomes, polysaccharide partichisv cytometry, probiotic bacteria, dynamic light
scattering, analytical centrifugation.
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1 UVOD

Produkce potravin je jednim ze =z&kladnichunpyslovych odetvi ve vSech zemich,
kvalita a bezpgnost potravin jsou prioritou sgebiteli, jakoz i potravingského pimyshi. Primysl
proto stale hleda nové technologie, aby mohl nabigeobky s lepsi chuti, Hchuti, texturou, delsi
trvanlivost a vysSi bezprosti. Jsou hledany také novéigpby, jak sniZit mnozstvi soli, cukru, tuku,
umeélych barviv a konzervmich latek v produktech, geSit tim souvisejici onemoémi, jako je
obezita, vysoky krevni tlak, cukrovka, kardiovaskol onemoceni, zazivaci poruchy,ékteré druhy
rakoviny (nap. rakovina tlustého #&tva) a potravinové alergie. Potravisié technologie, materidly a
systémy zawiené na zlepSeni kvality, vyZivové hodnoty, bé&posti a trvanlivosti potravin se tak
stdle intenzivh rozviji. Mezi tyto technologie pidti enkapsuléni techniky (zejména mikro- a
nana@astice).

Hlavnim cilem jsou fedevSim¢astice gizenym uvohovanim zapouz@nych biologicky aktivnich
molekul (nap. antioxidanty, stabilizatory, vitaminy, enzymyjnatlatory atd.), které mohou byt
pouZity pro obohacovani potravin, napej potravinovych dogki. Ziskame tak vyrobky sipodnim
sloZzenim, ale vysokou kvalitou, stabilitou &danou hodnotou. Proto ma trend nanotechnologii
obrovsky potencial, avSak i mnoho otazek, jakoggiklad vhodna technologi&i bezpé&nost tchto
C¢astic.

Enkapsulace se v potravis@ém piimyslu pouziva jiz mnoho let. Nanoenkapsulace viatapi dalSi
vyhody. VyS3i biologicka dostupnost otevira rozeatdblast pouZiti v dalSich potravinachikfadem
jsou nanoenkapsulace vitarijrantioxidant, barviv, gichuti ¢i konzerva&nich latek. LepSi optické
vlastnosti nanéastic také umailiji pouZiti v celéfad vyrobki, jako jsou nafiklad i ¢iré napoje.
Nanoenkapsulace Ize tak pouzit k zachovani sloZzgbtisad Khem zpracovani a skladovani,
maskovani nefjemné chut a pichug, tizenému uvalovani latek, lepSimu rozptylu ve wod
nerozpustné potravinovychfipad a aditii piipraw inteligentnich obadl.

Nové trendy se rozviji i v kosmetickych a farmaagich aplikacich. S pouZitim nové generace
aktivnich latek pichazi i problémy s udrZzenim stability vyrobkii komplikace pi pouZiti vice
acinnych latek. To vede technology k vyvoji novyclansportnich systém Hlavnim cilem &chto
novych technologii je ndfklad doruieni aktivni sloZky fipravku na cilové misto.

V kosmetickém pimyslu se tak narddstice vyuZivaji jako no& aktivnich latek, které umtdji
fizené uvatovani a pomahaji lepSimu ¥sbani aktivnich latek do pokoZzky, viagi nehti. Mezi
nejcastji pouzivané noge pati liposomy. V medicid je enkapsulace vyuZivanarggevsim k
cilenému transportu ¢& do organismu, k vyvoji novych dezinf&kich a ochrannych prastki, k
urychleni hojeni ran,ffpadré zefektivréni diagnostickych metod.

Cilem této prace je vyvijet a testovat vhodné @§gstic ripravenych z firodnich materid, pripravit

je ve stabilni forry a owfit jejich pouZzitelnost do potravin i kosmetickychogukti. A tim ziskat
moderni funkni potraviny a napoje s lepSimi vyzivovymi a seidgmi vlastnostmi a vysokou
piidanou hodnotou.padreé kosmetické a farmaceutickéipravky s vysokou furdnosti.
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2 TEORETICKA CAST

Enkapsulace je definovana jako technologie balemnych latek, kapalin nebo plynnych materido
uzawenych kapsli, které mohou uviolvat swij obsah za definovanych a kontrolovanych podminek.
Pripravenécéastice mohou mit gmér nekolika nm az gkolik mm. V potravindském ptimyslu se
enkapsulace Zienych divoda vyuziva jiz vice nez 60 let, ndklad chrani materialipd nepiznivym
vlivem okolniho prosedi (jako je teplota, vihkost, vzduch, éde), ushaduje také manipulaci

s enkapsulovanym materialem [1, 2, 3].

Déle umokuje pozvolné nebo cilené uviolvani, ¢imz lze snizit pdebné mnoZstvi aditiv a
konzervénich latek.Rizené uvailovani Ize definovat jako metodu, ve které je jedmdo vice
acinnych latek k dispozici v poZzadovaném mgjstase, koncentraci a davkovana s pozadovanou
rychlosti. K uvohovani enkapsulovanych sloZek, v zavislosti n@&sppu pouZiti, Ize vyuzit néilad
zmeny pH, mechanického nagp, teploty, enzymatické aktivitygasu, osmotické sily, atd. [1].
Napriklad pi enkapsulaci aktivnich latek do polymernich gdsiochazi k uvalovani hydrofilnich
latek difuzi, zatimco lipofilni slaieniny jsou uvalovany gFevaz@ enzymatickou degradaci
proteinového nose v zaZivacim traktu [4].

Enkapsulaci lze také pouzit k maskovani ifjepné chuti (nafiklad hakd a svirava chu
polyfenoki), zabragni odpaovani gkavych latek, jako je aromdj oddleni slozek srsi, které by
spolu jinak reagovaly. Kro#&nvySe uvedeného tie byt enkapsulace pouZita také k ueav burk
nebo enzym, u kterych se rowt vyuziva dalSich technik imobilizace[1, 2].

obalovy materidl O
ONRGO)
jadro &) O O
O O
typ kapsule, rezervoar typ matrix

Obrézek 1. Dva z&kladni typgstic[5]
Vlastnosti kapsli jako je velikost, sloZeni, foriamechanismus uvabvani Ize jednodu3e dnit
vybérem vhodné metodyi materidlu [1]. Existuje celéada technik pro enkapsulaci potraysid/ch
latek. Vzhledem k tomu, Ze enkapsulované &ainy jsou velmicasto v kapalné for#h mnoho
technologii je zaloZzeno na su3eni (sprejové sushlddové/mrazoveé suseni, fluidni vrstva, extruze).
a to zejména diky své flexibiit moZnosti kontinualni fipravy a ekonomickému provozu. DalSimi
enkapsulanimi technikami jsou sprejové chlazeni, lyofilizacextruze, emulgace, koacervace,
piiprava liposom a dalSi [2]. Mezi metody imobilizace pazmirgna enkapsulace, dale adsorpce,
iontova, kovalentnéi afinitni vazba a mnohé dalsi [2]. Blize se metodéobilizace a enkapsulace
vénuji nasledujici kapitoly.

2.1 Metody imobilizace

2.1.1 Vazba na povrch noste

Tato technika je n&asgjSi formou imobilizace a bylafejme prvnim gikladem bugcné imobilizace.
Buniky jsou vazany na porézni material pomoci fyziké&iniebo chemickych sil, Rigjsgji adsorpcici
kovalentni vazbou na nd@siktery pIni funkci podfirného materialu [6, 7]. Vyhody této techniky jsou
jednoducha a rychla imobilizace, minimalni chemiegké&ny imobilizovanych latek nebo poskozeni
burgk a moZznost reverzibilniho procesu, ktery umgé opakované pouZiti. Mezi nevyhody ifat
nespecifické vazby, nizkd ochranare¢p nepiznivym vlivem okolniho progedi a vySSi
pravdEpodobnost uvokni imobilizovanych sloZek [2, 6, 8].
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2.1.1.1Adsorpce

Pri adsorpci jsou aktivni slozky fgdevSim enzymy) zachyceny na povrch g®giomoci fyzikalnich
sil (van der Waalsovy sily), ale upiaji se i dalSi interakce, jako iontové nebo vodé&kmazby a
hydrofobni interakce. Jako nosise nejastji pouzivaji sklo, kemiitany a silikagel. Vyhodou této
metody je jednoduchost, nevyhodou mala pevnostake zavisla na pH, tepktiontové sile,
koncentraci substratu a pouzitém rozpsdit Usgsne byla touto metodou imobilizovana lipasa na
praskovy oxid kemkity a enkapsulovana do silikagelu, kde bylo dosazarySené teplotni stability
[6, 9, 10, 11]. V pipadt imobilizace butk se pouZzivaji jako nast devni piliny, porézni sklo,
keramika, aktivni uhli, Zelatina a ionexové ®edb, 7]. Hlavni vyhodou této metody jéipy kontakt
mezi Zivinami, nosiem a bukou. DileZita je volba vhodné velikosti pgrnagiklad @i pouZiti malé
velikosti dochazi k limitaci difuze [6, 7, 8].

2.1.1.2lontova vazba

AR

vazbu zapor& nabitych skupin enzymu se jako nogyuziva anex, pro vazbu klaginabitych skupin
enzymu se jako nasivyuziva katex. Velkou vyhodou této imobilizd metody je snadnost navazani
enzymu a velice snadna regenerace [6, 9].

2.1.1.3Kovalentni vazba na nerozpustny nési

Imobilizace pouZitim kovalentni vazby je jednou efrazsfergjSich technik zachyceni enzymu.
NejvétSi vyhodou tohoto postupu je vysoka stabilita yaaiezi enzymem a nagm. Biokatalyzator

je stabilgjSi, je lokalizovan na povrchu nési a tudiz v neomezeném kontaktu se substratem [12].
Jako nosie mohou byt pouZity organické latkyiinmzené nebo syntetické polymery, musi vSak byt
nerozpustné a mit hydrofob&iihydrofilni povrch. K vazb dochazi pes aminoskupiny, karboxylové,
sulfhydrylové, hydroxylové, imidazolové a fenolog&upiny bilkoviny. Je vzdy nutné uskoimet
vazbu pes ty skupiny, které nejsouildZité pro samotnou reakci, aby nebyla owiva aktivita
enzymu [6, 9]. Mechanismus kovalentni vazby se maZrovrez kimobilizaci pfimyslow
vyuzivanych mikroorganisin Ke vzniku kovalentni vazby dochazi mezi aktivnémorganickym
nositem a buikou v gitomnosti sfujiciho reagentu. Vhodnym ndésim je gedevsSim oxid
kremiity [8].

2.1.1.4Afinitni vazba

Imobilizace afinitni vazbou jeskdy zahrnovana mezi techniky adsorpce. Jedna s¢voreni pevné
afinitni vazby mezi biokatalyzatorem a n@si vybavenym komplementarnimi afinitnimi ligandy.
Diky existenci nespitu druhi afinitnich paf nabizi tato metoda rozsahlé moZznosti vyuZziti 113,

2.1.1.5Vazba pomoci kovu

Chelatace je vzhledem k relatévpevné vazb noste a biokatalyzatoru a zaravenadné regeneraci
pouZivana neépstji jako chromatografickd metoda. lontygehodnych kofr jsou vdzany na povrch
organického noge koordin&ni vazbou. Nosgi vSak neni schopny vazat vSechna kooritihanista
kovu a proto jsou &ktera volna pro vazbu s ligandyéleré postranniettzce aminokyselin (histidin,
tryptofan, tyrosin, cystein, fenylalanin) maji sphost substituovat slabs/dzané ligandy kovovych
iontd a umoznit tak vazbu enzymu na kov. Pro chelataciviuzit velké mnoZstvitechodnych kot

a vyhoda metody tak spivd v jeji Siroké pouZzitelnosti [12].

2.1.1.6Disulfidicky mistek

Zachyceni pes disulfidicky nistek byva tkdy zaazovano mezi imobilizace pomoci kovalentni
vazby. Vznikla vazba mezi thiolovou skupinou cystea aktivovanym no$m je velmi pevna, avSak
uz za pordrné mirnych podminek lze tuto vazbu ragst [12].
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2.1.2 Cross-linking (zesitni)

Tvorba gi¢nych vazeb (cross-linking; zesii) je ireverzibilni technikou imobilizaceigdevsim
enzymi, kterd nevyZzaduje ndsiMetoda vyuziva govacicinidlo, kterym je nejasgji glutaraldehyd.
Glutaraldehyd je levny a Siroce dostupny prdinpyslové vyuZiti, avSak pro zedif nekterych
enzymi nevhodny; v takovychifpadech se vyuZiva jinyctinidel, nag. dextranuci diazoniovych
soli [12].

2.1.3 Entrapment - zachyceni v porovitém materialu
Entrapment (zachyceni) je ireverzibilni metodou lkifizace, kde jsou biokatalyzatory zachyceny

matrice, pedevsim z hlediska mnoZstvi a velikosti jejichtpare dilezité zabezp#t inkorporaci
dostaténého mnoZstvi biokatalyzatoru do matrice. Imobdeaachycenim v pérovitém materialu je
nejbszngji pouzivana metoda imobilizace mikrobialnich BknVhodnymi organickymi nogi jsou
agar, alginat, chitosar;karagenan, kolagen polyvinylalkohol a ZelatinazMmouZivané anorganické
nosite v této metod pati polystyren, polyuretan @zné silikatové gely [6, 12].

2.1.4 Enkapsulace

Enkapsulace je dalSi ze zékladnich forem imobiézatprocesu enkapsulace je enkapsulovana slozka
obalenacésté&né propustnou membranou, tagtji ve form¢ kapsule. Membrana umadje vstup
okolniho prostedi do nitra¢astice, avSak zamezuje Uniku aktivni latky do peast Velikost pai
membrény je tedy hlavnim determinujicim faktoreto r@etody. Membrana musi unim¥/at Fistup
substratu a nutrietit ale zaroveé biokatalyzator ochranitipd nepiznivymi podminkami v#jSiho
prostedi [12]. Princip metody je n&jsgji zaloZzen na polymerace gelu pro¢ad v prostedi
enkapsulované aktivni slozky. Pro tentelliimobilizace se pouZiva rejstji agar, agarosa Zelatina,
alginét, karagenan a dal§inpdni polymery [6, 9, 14].

2.2 Metody enkapsulace

2.2.1 Sprejové suSeni

Sprejové suseni je nejroEsRjSi a nejstarSi enkapsudtd metodou pouZivanou v potravigkém
primyslu. Touto metodou jefipravovano 80-90%4stic v potravingstvi, ¢astice jsou Ppravovany

v dobré kvali¢ a jejich velikost je mensi nez 40 um. Velik®astic vSak zavisi na povrchovém #ip

a viskozit kapaliny, na rychlosti sprejovani a jeho tepl@tastice pipravené touto metodou i
Zadouci senzorické a texturni vlastnosti [1,2] oTtathnika se pouziva Kipraw suchych a stabilnich
potravin&skych gfidatnych latek aifichuti. Proces je Usporny a flexibilni [1].

Jedinym omezenim této metody je vhodny obalovy ridtektery musi byt rozpustny ve vad
Typickym obalovym materialem jsou arabska guma,tadaixtriny, modifikovany Skrob a jejich
smesi. Ostatni polysacharidy (alginat, karboxymethlyllessa, guarova guma) a proteiny (syrovatkove,
sojové proteiny, kasein) mohou byt také pouzityojabalovy material, ale jejich pouziti je drazsi a
enkapsulované aktivni latky s obalovym material&mes je poté pomoci vysokotlakych trysek nebo
rotaniho rozpraSou# sprejovana do prostoru susarngh&m tohoto procesu dochazi k tvéfidmu

na povrchu kapek. Diky horkému vzduchu pak, dock&ripaeni vody a ke shromdbvanicastic na
dre suSéarny. Dleziti je volba spravné teploty suSiciho vzduchyy aedochazelo kiphrati ¢astic a
degradaci teplothsenzitivnich aktivnich latek [1, 15].

Sprejové suSeni se vipnyslovém ndtitku pouziva roviéZ pii enkapsulaci probiotickych kultur.
Bunky v polymernim roztoku jsou unasSeny do horkéhdcshd vzduchu a zde jsou prudce vysuSeny.
Mikrokapsle jsou pakifpraveny ve formd suchého prasku [16, 17].
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NejdalezitéjSim bodem je volba vhodné teplotiivddéného vzduchu. Nizka teplota vzduchu sniZuje
rychlost odp#ovani vody, coZz vede k tvofbagregai. Naopak pilis vysokd teplota vzduchu ke
negiznivé ovlivnit Zivotaschopnost bek. Mikrokapsle v podob suchého prasku lze dlouhou dobu
skladovat a manipulace s nimi je velmi jednodud@ [L7].

2.2.2 Sprejoveé chlazeni

Sprejové chlazeni je obdoba technologie sprejovéleni. Jednd se o nejléj@ metodu pro
enkapsulace organickych i anorganickych latek.esSraktivni latky a obalového materialu je
vstiikovana do chlazeného prostoriipadré jsou drobné kapky chlazeny i proudem vzduchu. Tato
technika tedy neni zaloZzena na principu d@dpani vody. Kapsle se vytkiaztuhnutim obalového
materidlu kolem jadra t¥eného enkapsulovanou latkouti Péto metod se jako nose hojre
vyuzivaji lipidy, zejména oleje nebo jeho derivalyicmére lze pouzit Sirokou Skalu material
Mikrokapsle pipravené technologii sprejového chlazeni, jsou zpustné vod v disledku své
lipidové vrstvy a ¥tSinou jsou pouzivany k enkapsulaci ve &oazpustnych latek (mineraly,
vitaminy, enzymy, fichug...), které tvdi jadro [1, 15].

2.2.3 Extruze

Tavenina sloZzen& ze sacharosy, Skrobu, maltodaxtglukosového sirupu nebo z dalSich mono- a
disacharid ¢i jejich snEsi je emulgovana s enkapsulovanym materialem dapeoia ges otvorci
otvory trysek. Poté jsou proudy odkapavajictéstic zchlazeny chladnym préetim a dehydrataci
rozpoudtdlem, gicemzZ k enkapsulaci aktivni latky dochazi ztvrdnutitmalového materialu ip
kontaktu s timto rozpougtlem. Nefastji se pouZiva isopropanol a tekuty dusilastice pipravené
touto metodou jsou ve veédozpustné a jejich velikost se pohybuje v roznmeezi 200-2000um

[1, 15. Diky elektrostatické extruzi Ize touto metodatippavit i malécéastice, a taastice okolo 50
um. Alternativni metodou mohou byt takéippavovany nagiklad sférické kapsle s hydrofobnim
jadrem a hydrofilnim obalem [2]. Vyhodou technokgixtruze je, Ze enkapsulovany materiél je zcela
obklopen materidlem twicim stny kapsle.Castice jsou tak velmi odolné a stabilni, velfasto se
pouzivaji k enkapsulaci latek podléhajicich oxidaiciatek s pozvolnym uvdbvanim [1]. Extruze je
také @Zn¢ vyuzivana metoda pro enkapsulace mikrobialnichekuRri této metod se polymerni
roztok nejprve smicha s mikrobialni kulturou a poteytlatuje tryskou jako kapky do roztoku
zestovacihocinidla. Mezi faktory, které ovliiuji velikost ipravovanych kuliek, je ptimér trysky,
viskozita, teploty, rychlost gtoku polymerniho roztoku a vzdalenost otvoru trysig sfujiciho
roztoku. Mezi hlavni vyhody metody extruze je jeduchost vyroby, niz8i naklady a vysoka
Zivotaschopnost bwk. Vhodnymi polymery jsou ap chitosan, alginat a dalSkippdni polymery.

| kdyZ ma metoda vySe uvedené vyhody, ve velkétmpslovém n¥fitku nedosahuje poZadované
efektivity z divodu vysSich naroku na gt trysek a jejich udrzeni sterilitycgstoty [16, 17].

2.2.4 Tvorba polymernich kapsli

Metoda pracuje na principufigapavani roztoku nebo taveniny do Zelirujigi vytvrzujici
lazre [2, 15]. Napiklad alginat je touto formou U&pns pouzivan k enkapsulatady aktivnich sloZzek
véetng mikrobidlnich buwk, které si udrzi svou Zivotaschopnostti plouhodobych kultivacich
[18].V piipadt enkapsulace béh je velmi dileZité zajiséni snadnou difuze pro substraty i produkty
[6]. Alginat jako materiél ziskavany Zippdnich zdra} miZe obsahovat zbytkové &istoty (proteiny

a polyfenoly, lipopolysacharidy), které mohou Zistostaténou vyZzivu pro enkapsulovaneé itky,
rovnéz vSak mohou omezovat jeho biokompabilitu a tiehig pouZziti ve farmacii [6, 18].

Alginatové kapsle se obvyklgipravuji kapanim buftné suspenze v roztoku alginatu déugtiho
roztoku dvojmocného iontu. Vestging pripadi je pouzivan C4, jsou znamy i studie za pouZiti Ba
kde bylo dosaZzenct8i pevnosti, avdak barium nevynika biokompabilimko vapnik [18].
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Podobnym zfisobem jako alginat Ize také pouiikaragenan, ktery se zégjeme pomoci vapniku,
nebo drasliku [6, 16, 19]. Kapajicim nastrojeniZzm byt jednodude pipeta,iigatka, tryska,di
rozpraSova. Vlastnosti¢astic, jako je nafklad velikost, Ize it pouZitim fizné teploty, tlaku ib
enkapsulaci, koncentraci nésjéi tvaru a velikosti trysky [2, 15].
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Obrazek 2. Imobilizace buk do alginatovych kapsli [20]

Prvni kulicky z alginatu vapenatého byly poprvéippaveny v roce 1980. Alginatovéastice byly
ptipraveny i pouZzitim opmého postupu, kdy bylafipravena sris enkapsulované slozky v roztoku
chloridu vapenatého a@igavana do roztoku alginatu[20].

Mezi pouzivané no&e pati tedy alginat, dale modifikovany Skrob, celuloagar, agarosa, karagenan,
kolagen, chitosan, celulosa a dalfquni polymery [1, 20].

2.2.5 Emulgace

DalSi hojré vyuzivanou metodou je metoda emulzifikace. Vyudg&eiastji v pripad enkapsulace
ve vo& rozpustné aktivni latky. Existuji dwkombinace, emulze voda/olej nebo emulze olej/voda.
Emulze nejasgji vznikaji mechanickym zjsobem: pomoci homogeni#érmixéri, michadel, v
koloidnich mlynech. Je moZnéigat i emulgéatory a stabilizatory pro zvySeni jejstability [2, 21].
Emulze je poté mozno suSitiznymi zmsoby, jako je sprejové susSeni, nebo lyofilizacetak
produkovattastice ve forrma prasku. Tyto suSené emulze mohou byt pouZitytado potravingkych
vyrobkii [2]. Technika emulgace je Siroce pouzivanou enkiapsi metodou i #iznych mikrobialnich
burgk. Rozptylené vodné kaflly monomeru a buik, michané v organické ssi vytvai emulzi.
Ptidavkem polymerizeniho ¢inidla, dochazi ke vzniku kapsli. Kapsle jsou ndsde ziskany
odstednim. Vhodnym netoxickym na&m v této metoglje nagiklad chitosan [20]. Velikost kapsli
Ize ovliviiovat rychlosti michanéi koncentraci pouzité povrchéwktivni latky. Metoda emulgace
vSak vede ve &Sir¢ pripadi ke vzniku kapsli s Sirokou distribuci velikostilaMni nevyhodou této
metody je potencialni toxicita pouZitych organickyozpoudtdel. K gripraw emulzi lze tak vyuzit
oleju, avSak odstrami oleje ze swsi je sloZi€jSi a ekonomicky natmejsi ve srovnani s organickymi
rozpoustdly [16, 17].

2.2.6 Fluidni vrstva

Fluidni vrstva je technika enkapsulace, kde se meamsulovanou latku nanési ochranny povlak.
Nanéseni je kontinudini proces, kde je na aktiétkul v proudu vzduchufiipkonkrétni teplot
nanaden atomizovany material, itod s€nu kapsle. Mezi nejpouzivg8i materialy tveici s&énu
¢éastic paiti roztoky celuldzy, Skrobu,diterych bilkoviny a jejich derivaty [2].
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V poslednich letech se objevuiji takéstice z lipid, hydrogenovanych rostlinnych aiejmastnych
kyselin, emulgatar, voski a jejich snisi. Rivodré byla tato metoda vyvinuta pro farmaceuticky
primysl, stalecastji se vSak pouZiva i v potravirgkém pfimyslu. Mezi hlavni vyhody této metody
pati vznik mikrokapsli, které vynikaji stabilitou, Ztaschopnosti, texturou a dobrou
manipulovatelnosti. Technologie fluidni vrstvy smupiva k enkapsulaci Siroké palety potravahgch
aditiv. Fluidni technologii ovlituje fada faktoé jako je poloha trysky, pouZiti chladnébiohorkého
vzduch, koncentrace obalové latky, rychlost atopnezatd. Fluidni vrstva se pouziva tiafad

k ochrar Zeleza, k enkapsulaci kyseliny &, kyseliny sorbové, kyseliny octové, vitaiia jejich
smesi, hydrogenuhtitanu sodného a dalSich soli s uptatim zejména v pekarenském a masném
pramyslu [1, 15].

2.2.7 Koacervace

Koacervace je metodafifkteré dochazi k rozdeni polymerniho roztoku na dwnemisitelné kapalné
faze, z nichz jedna bohata na makromolekularni mdtee oznéuje jako koacervai faze, a druha,
zredna, se nazyva koacetrd médium. Koacervmi médium pak tvid jadro castice a koaceréai
faze jeho obal. Koacervace sélidpodle mechanismu na jednoduchou a komplexnindeucha
koacervace je &, kdy separace nastava wWitpmnosti jednoho typu makromolekularni latky,
komplexni koacervace probiha ¥tpmnosti dvou a vice opa nabitych polymet. Béhem procesu
koacervace se tedy vyttiadrobné kapky, které se usazuji nebo spojuji avéytoddilenou
koacervovanou fazi. Pokud jsou v roztokitgmna jadra, kapky koacervatu se kolem nich hrdraad
po @idani vhodného govacihocinidla vytv&i s&nu koacervdt. Michanim roztoku se fie gedejit
shlukovani a sedimentaci kapek koacervatuéktarych fipadech je nezbytnytglavek stabilizatoru,
aby nedochéazelo ke koagulaci vyslednych milsbic. Tvorba mikréastic koacervaci obvykle
vyZaduje dalSi kroky pro jejich zpesmi. Témi mohou byt relativéh jednoduché procesy vedouci
k odstragni zbytkového rozpou&dla, nap. snizenim teploty a proplachnuti srazecim roztokebo
stabilizace siovacimi ¢inidly [1]. Kapsle se obvykle odtl filtraci nebo odstdinim, promyji
vhodnym rozpousgtllem a nasledh vysuSi. Nejasgji pouzZivanymi materidly v této metéde
kombinace Zelatiny a arabské gumy. DalSimi moZnostjgou napiklad Zelatina-
karboxymethylcelulosa, Zelatina-gliadin, polyviniahol, karagenan,chitosan, sojovy protein,
dextran atd. Jednou z moZnosti je také vyuZitinigy vicevrstvé koacervace. Tento postup zahrnuje
vytvoreni vicevrstvych kapsli, tak Ze narst kapsle je aplikovana dalSi vrstiagmych koacervénich
fazi. Metoda koacervace ma takékteré nevyhody. Tento proces je velmi nakladny anfsog
slozity. DalSim problémem klasické koacervace jmoinost enkapsulace za laboratorni teploty, tedy
enkapsulaceskavych latek a latek citlivych na teplReSenim raze byt oddleni koacervénich fazi
pomoci Upravy pH, faze se adid vodna faze se nahradi velkym mnoZstvim enkapsumé aktivni
slozky, které mé laboratorni teplotu. Dochézi tédsgychlému sniZeni teploty v celém systému.
Vysokda teplota fisobi jen velmi kratce a nedochazi tak k degradairaam aktivnich latek [15].
Koacervace je velmidinnou metodou imobilizace i pro imobilizace mikralsich bugk, ale jedna se

o nakladny proces [16, 20].

2.2.8 Lyofilizace

Lyofilizace je také jednou z enkapstéch technik. PouZiva se k enkapsulaci veévarkpustnych
piirodnich aromatickych latek, esenci a matérdtlivych na teplo. Hlavnimi nevyhodami lyofilizac

je v8ak vysoka vstupni energie a dlouh& dotiprgvy. Krong toho, v ptibéhu zpracovanéastic s
otewenou porézni strukturou dochazi mezinaou latkou a okolim k nedostate® ochras [1, 2].
Nosié a aktivni latka se nejprve rozpousti ve ¥adnasledné zmrazuji. Za sniZzeného tlaku (vakua) je
odstragna voda pomoci sublimaceékdly se uZivaji tzv. kryoprotektanty, které majitd@| chranit a
stabilizovat citlivé sloZky ¥ mrazeni [21].
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Lyofilizace se vyuZiva i vifipadt enkapsulace bék. Zivotaschopnost bwk v piipad pouZiti
lyofilizace je v mnoha fipadech vysSi neZippouZziti nagiklad sprejového suseni. Nicnépotrebné
zmraZeni ped samotnou lyofilizaci row zpisobujecasté&nou ztratu viability bugk[16, 17].

2.2.9 Kokrystalizace

Kokrystalizace je enkapsulai technika vyuZivajici jako zakladni material ifietho stnu céstic
sacharézu. Cukrovy sirup se koncentruje despceného stavu a udrZujéi peplo€ dostaténé
vysoké, aby se zabranilo krystalizaci. Enkapsulgvamateridl se poté fmd do tohoto
koncentrovaného sirupu a za mechanického michadhadd k postupné krystalizaci a gaané
enkapsulaci aktivnich sloZek. Enkapsulovany prodekpoté susi na poZzadovanou vihkost (pokud je
to nutné) atidi dle velikosti. Dilezitym faktorem jefizeni krystalizace pomoci teploty a rychlosti
michani. Vyhodou metody je jeji jednoduchost, ziskéstic v suchém stavu (snazSi manipulace),
vysoka dostupnost zakladniho materialu a Sirokdlaskdoznosti aplikace v potravifském a
farmaceutickém gmyslu [1].

2.2.10 Enkapsulace do liposoni

Mechanismus pro vyt¥eni liposond je v podstat hydrofilni a hydrofobni interakce mezi fosfolipidy
a molekulami vody [2]. Liposomy jsou definovany gaalé sférické vezikuly, které jsou vyteny z
jedné nebo vice lipidovych dvojvrstev, které jsdevazrié tvareny fosfolipidy. Do liposorin maze byt
enkapsulovanaada aktivnich latek, figemz hydrofobni latky jsou enkapsulovany do lipidové
dvojvrstvy a hydrofilni latky do vnihiho vodného prostdi [22].

2.2.10.1Déleni liposomi

Liposomy mohou byt ifipraveny s#iznym povrchovym nabojem v zavislosti na pouzitésfdbpidu,

0 rizné velikosti i pétu lamel (unilamelérni, multilamelarni). VSechnyrgraetry jsou zavislé na
zvolené metod pripravy a chemickém slozZeni liposémNaboj je nezbytny pro zajiti stability.
Liposomy sloZené z neutralnich fosfolipidsou nachylné k agregaci a nasledné sedimentaci.
Unilamelarni liposomy jsou ohrafny pouze jednou dvojvrstvou membranou, velikifsttic se
pohybuje v rozmezich od 25 do 1 000 nm. Oproti itamitelarnim liposoram maji vyhodu ve vysoké
enkapsuléni &innosti ve vod rozpustnych aktivnich latek. Multilamelarni liposy maji nejméa
dw¢ dvojvrstvé membrany, jejich velikost se pohybujes® do 10 000 nm [22, 23].

U téchto liposond Ize vSak opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanimaldwut zstSeni
uzaweného objemu a tim také dosahnout vy3Si enkafmsukéinnosti [22, 23].

Pro gipravu liposom razné fosfolipidy. V pipadt potravindskych aplikaci se né&stji pouziva
lecithin a cholesterol. Lecithin neboli fosfatidgldin je ziskavan neéasgji z piirodnich zdraj
(vajeiny Zloutek, sojové boby), ale Ize ho v3akpmvovat i synteticky. Cholesterol je pouZivan pro
zlepSeni stability lipidové dvojvrstvy. Stabilitpdsomi Ize také zvySit potazenim povrchwitym
polymerem, jako je nd&fklad polyethylenglykol nebo chitosan [24, 25].

2.2.10.2Techniky gFipravy liposoni

Z&kladni metodou proifpravu liposom je metoda hydratace fosfolipidového filmu, kde i
odpdaenim roztoku fosfolipidu v organickém rozpatdie ke vzniku tenkého filmu nagstach baky.
Po gevrstveni tohoto filmu vodou dojde spont&nke vzniku liposom. Liposomy lze roviz
piipravit pridanim vodného roztoku k roztoku fosfolipidu v ongekém rozpougtle a odpgenim
tohoto rozpougdla. V tomto fipadct po gidani vodné faze vzniknou nejprve reverzni micely.

Pfi odpaovani rozpoustla dochazi postugrk jejich kolapsu za vzniku liposamV pripads obou
metod jsou postSinou gipraveny multilamelarni liposomy. Unilamelarni lgmmy Ize porérné
shadno fipravit (&inkem ultrazvuku na vodnou disperzi fosfolipif22, 23, 24, 25].
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Alternativni metodou proffpravu unilamelarnich liposairje taktéz tzv. injeéni metoda, p které se
injekéni stikackou s Uzkou jehlou vikuje alkoholicky roztok fosfolipid do vodné faze. Liposomy
lze dale upravovat nebd@imo pipravovat pomoci extruze, kdy jsou liposomgtecovany fges pory
filtru. Lze tak ziskat unilamelarni liposomy o st@jvelikosti. Na z&r Ize u v3ech ty liposomi
pouZzit metodu lyofilizace kifpraw stabilnich preparéatpro dlouhodobé skladovani [22, 23, 24, 25].

2.2.10.3Aplikace liposond

Liposomy Ize pouzit k enkapsulaci hydrofilnich idngfobnich latek, jsou vyuzZivany k aplikacim do
potravin&ského, kosmetického i farmaceutickéhémyslu. Jsou vhodnym kandidatem k enkapsulaci
peptidi, nizkomolekularnich latek jako jsou vitaminy aiexitanty, ale i enzyiin Velky potencial
ma aplikace antimikrobialnich latek, égad lysozymu. Winnost enkapsulace do liposémize byt
ovlivnéna rekolika parametry, jako je koncentrace fosfolipid jejich sloZeni, pH, koncentrace a
velikost enkapsulované slozky, velikost liposoma hlavi interakce mezi fosfolipidy a
enkapsulovanou aktivni latkou [24, 26, 27].

Za (telem gipravy liposoni pro potravinégké &ely, je nutné splnit zakonné pozadavky, tykajici se
pouZzitych rozpougtel. Liposomy pipravené metodou za pouZiti toxickych rozpedét tedy neni
mozné aplikovat do potravin [25].

%% iofiln latky

nh W ok
nE

hydrofilni latky

2.3 Nejcéastéji pouzivané noste pii enkapsulacich

V piedchozich kapitolach byla u vybranych aplikaci wredcel&ada latek, které Ize pouzit kznym
typim enkapsulace. Nasledujici podkapitolieldedrg shrnuji nosie pouZivané v potravibstvi.
PrestoZe existuje velké mnozZstvi latek, které mohpupouzivany k enkapsulacim, mnohé desi
které jsou vyuzivany pro enkapsulaci v jinyclirpyslovych od¥tvi, nelze pouZzit v potravitigkém
pramyslu.

Latky pouzivané k enkapsulacim v potravek@m ptimyslu musi byt certifikovany pro pouZziti
v potravindstvi a musi byt zazeny mezi aditiva, které patlo skupiny “vSeobeenpovazovanych za
bezpené “ (GRAS - Generally Recognised As Safe). MalgrigouZité k enkapsulaci musi byt
poZivatelné, biologicky odbouratelné a schopné&itvoariéru mezi vnini fazi a okolim. ¥tSina
pouzitych materid pro enkapsulace v potravisgém ptimyslu jsou biomolekuly, které musi
sphiovat ugité zakladni podminky. Musi byt schopné zadrZzehimit aktivni latku v kapsli dhem
zpracovani a skladovani zaznych podminek a po &¢enou dobu. Rprava kapsli by #a byt
jednoducha a umabvat snazsi manipulaci s enkapsulovanym materialéastice by mili mit
vhodné reologické a vlastnosti a pouzity matenjahbngl reagovat s enkapsulovanou aktivni latkou.
Nejéastji pouzivané materidly pro enkapsulace v potraskygch aplikacich jsou zejména
polysacharidy, hlawh Skrob a celul6za a jejich derivaty, dale rostlirmédrakty jako je nafklad
arabskd guma, extrakty z msychtas, jako jsou karagenany a alginat, dale mikrobidlgivaisné
polysacharidy, jako je dextran, chitosan, xantgeléan. Vhodnymi materialy jsou vSak i bilkoviny a
tuky. Rrikladem nejBzrgji pouzivanych jsou miié a syrovatkoveé proteiny, kasein, Zelatina, gluten
mastné kyseliny, vosky, glyceridy a fosfolipidy. C@roces enkapsulace musi byt navrZzen tak, aby
byly spirény bezpénostni poZzadavky Evropskéheadu pro bezpmost potravin (EFSA) [2].
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2.3.1 Agar

Agar je linearni polysacharid tieny pB-D-galaktopyranosou a 3,6-anhydid--galaktopyranosou
sttidav spojenymi glykosidickymi vazbami. Agar je zékladstrukturoufady drulii ¢ervenych
moiskych fas. Zelirujici vlastnosti agaru jsou Siroce vyuidivare farmaceutickém, kosmetickém
a potravinéském péimyslu. Napiklad kombinace agar-Zelatina je h&jipouzivané metoda k
imobilizaci burgk [6, 28, 29].

2.3.2 Agarosa

Agarosa je neutralni ifgodni polysacharid izolovany ¢ervenych méskych ras [30]. Zakladni
stavebni jednotkou je agarobiosésbenim tepla dochéazi k tverbelu, pro zesthi je nutné agarosu
roztavit @i teplo& vy3Si nez 85°C. Agarosové kapsle jsou makroporézmiaji uplateni viad
praktickych aplikaci. Mohou byt vhodné& phromatografické separaci, v Iéktvi a farmacii, hojeise
vSak vyuZzivaji fi enkapsulaci busk a v potravingském péimysl jako Zelirujici a stabilizai ¢inidlo
[6, 30].

2.3.3 Celulosa

Celulosa je nejroz&rejSi organickou sloteninou. Vyskytuje se jako zakladni strukturni pabtsarid
bung¢nych sén vysSich rostlin. Celulosa je vysokomolekularmieérni polymer D-glukosovych
jednotek, je nerozpustna ve wdiednych kyselinach, zasadach &3in¢ rozpoustdel, rozpousti se
v koncentrovanych kyselinachimz dochéazi k rozkladu celulosy na rozpustné fraggneellobiosu,
ptipadré i na D-glukosu. Nativni celulosa se hgjivyuziva v potravingkém ptmyslu. EtSi
uplatreni méa ovSem modifikovana celulosa [6, 31].

2.3.4 Skrob

VétSina nativnich Skrab se sklada z amylosy a amylopektinu, dvou homopalyaridi sloZenych
z molekula-D-glukopyranosy. V dnesni délse nativni Skrobyiznym zmisobem modifikuji, aby se
nevhodné vlastnosti omezily nebo aby se viityoskroby s jinymi vlastnostmi. Skrob je jednou

z nejdilezitsjSich slozek v potravirtékém, textilnim, lékském a chemickém fmyslu. Skrob je
stéle vice vyuzivany jako nést divodu jeho nizké ceny, Siroké dostupnosti a neSkstilfgy 32].

2.3.5 k-karagenan

k-karagenan je ffrozert se vyskytujici polysacharid izolovany z fské cervenétasy. Je snadno
dostupny, netoxicky a o vysoké molekulové hmotnd&tilymer je sloZeny z opakujicich se jednotek
B-D-galaktosy sulfatu a 3,6 anhydeeb-galaktosy. k-karagenan lze snadnoiepést na gel

v piitomnosti kovovych iorit, amini, aminokyselinovych derivata ve vod rozpustnych organickych
rozpoustdel. k-karagenan byl Uggre pouzit k enkapsulacim aktivnich sloZek potravigetw
probiotickych busk [33, 34].

2.3.6 Polyvinylalkohol

Jedna se o bily krystalicky praSek. Polyvinylalkdojgodostupny, netoxicky, odolnytwi organickym
rozpoustdlim a rozpustny ve vaéd Ve vodt nerozpustnym se e stat pouzitim gdvacichéinidel,
svym chovanim tedy fjpomina Zelatinu [7, 20,35, 36]. Samotny neiiili$ pevny, ale kapsle
Z polyvinylalkoholu siované s roztokem kyseliny borité jsou velmi pevné/lkeazuji dobré elastické
vlastnosti, PVA Ize pouzit také ve fokmladken nebo folii. PouZiti polyvinylalkoholu jalgelového
nosite ziskava pozornost v poslednich letech. Znamémyslovou aplikaci polyvinylalkoholu jsou
kapsle ve tvardocky s imobilizovanymi biikami vyrak&né pod nazvem LentiKat [20, 35, 36].
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2.3.7 Chitosan

Chitosan je firodni polysacharid, ktery se ziskava deacetylddfine. Chitin je to pirodni
polysacharid, ktery se hajivyskytuje u hmyzu a hub. Chitosan se pouzivanlik@mné biochemii a
mediciré jako nost jiz nekolik let. Je biokompatibilni, malo toxicky, biodeglabilni a mé& schopnost
vytvéret vlakna i filmy. Velikostastic, hustota, viskozita, molekulovd hmotnostupat deacetylace
jsou velmi dilezité vlastnosti chitosanu. Chitosan je nerozpustre vod a v organickych
rozpou&tdlech. Rozpustny je veedtném vodném kyselém roztoki pH pod 6,5 [14, 37].

2.3.8 Zelatina

Zelatina je rozpustny protein ziskamgasténou hydrolyzou kolagenu, ktery je hlavni slozkou
chrupavek, kosti, ®&i a kozek. Vzhledem ke své vynikajici biokompditibi biologické
odbouratelnosti a mechanické pevnosti jsou hydyogel bazi Zelatiny povaZzovany za idealni
biomateriél. Jsou znamé dva druhy Zelatiny v zésisha jeji pipraw: Zelatina typu A (isoelektricky
bod @i pH 8-9), Zelatina typu B (isoelektricky bodi pH 4-5), které byly ziskany v ramci kyselych a
zasaditych podminek. Zejména v potravik&m pamyslu se zvySuje vyuZiti Zelatiny jako néssipi
enkapsulaci. Zelatinové kapsule s imobilizovanyktivaimi slozkami vytvéené pomoci sprejového
suseni jsou pouZzivany jfadu let [38, 39].

2.3.9 Alginat

Alginat je nerozetveny girodni polysacharid sloZzeny z mannuronové a gulweérkyseliny. Tento
kopolymer je dleZitou sodéastitas. Alginat je také produkovd&adou bakterii, komé&né dostupny je
vSak pouze alginat izolovany z istaych fas ve formd sodné soli. Diky své schopnosti zésita
tvorbé hydroget se alginat hoj& vyuziva k enkapsulaci celého spektra latéetrt samotnych
mikrobialnich bugk [20, 40].

Alginat je extrahovany zefit druni hnédych fas a obvykle prodavan jako sodnd. sAlginat je
rozpustny ve vod a tvai si€ v pritomnosti dvojmocnych katidn(negasgji Ca, Ba, Sr). Obeen
plati, Ze polysacharidy jako jsou alginaty, se &mji polydisperzitou molekulové hmotnosti a z
tohoto divodu se pouziva jako molekularni hmotnost jejicin@rna hodnota. Molekularni hmotnost
piitom udava fyzikalni vlastnosti polymeruj ptilis nizké hmotnosti se sniZuji mechanické vliaginos
Distribuce molekulové hmotnosti ma tak vliv na ahkpabilitu, stabilitu, mechanickou odolnost,
prodysnost, biologickou rozlozitelnost a tvorbuwgeAlginat se hoj& pouziva v potravingtvi jako
zahugovadlo, emulzifikadtor a stabilizator, naSel takdatggni ve farmaceutickém pmyslu jako
pomocna latka s mukoadhezivnimi vlastnostmi. Pratiidie popisujici pouZziti alginatu na
mikroenkapsulace byla publikovana vroce 1980. &aené dob je tento polymer népstji
pouzivanym materialem pro btimé enkapsulace [18].

2.3.10 Pullulan

Jedna se o extracelularni polysacharid produkaMa@ireobasidium pullulansv sokasné dob stale
vice vyuzivan diky svym vlastnostem. Pullulan rtemicky, imunogenni, karcinogenni a mutagenni.
Suchy pullulan je bily pradSek, bez zapachu. Polyaad pullulan je doke rozpustny ve vada ve
zired®nych zasadach, nerozpustny v alkoholech a orgaciickyzpoustdlech. V poslednich letech je
zkouman pro biomedicinskéely, pro cilené terapiefighojeni ran a jako nosiéciv [41, 42].

2.3.11 Syrovatkoveé proteiny

Hlavnim syrovatkovym proteinem felaktoglobulin. Vyrobaéstic pomoci syrovatkovych protéife
¢asto provagha v kombinaci s dalSimi polysacharidy, jako jetaddn nebo alginat. V posledni dob
se syrovatkové proteiny pouZzivaji k potahowéstic z alginatu nebo pektinu pro zvySeni stabpity
enkapsulaci mikroorganidin ale také pro ipravu samostatnychastic napiklad pro imobilizace
probiotik [43, 44].
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2.3.12 Lecithin a cholesterol

Lecithin je vyznamna chemikdlie profipravu liposoni. Pati mezi fosfolipidy. Z chemického
hlediska se jedna o fosfatidylcholin. V potravinésdh nachazi fiepdevsim ve vnihostech, v sadle,
masle, obili, zelentha rostlinnych olejich. Hlavni obsah lecitinu je wage:ném Zloutku, ktery je
celkow bohaty na fosfolipidy. Rmyslovy lecithin, vznikly pi rafinaci rostlinného oleje, obsahuje
acylglyceroly, steroly, volné mastné kyseliny, tfideoly, barviva a dalSi strzené latky. V potravinac
se pouziva ip piipraw tésta, jako emulgatoripvyrob¢ majonéz nebo ke snizeni viskozits yyrob¢
¢okolady. Cholesterol je vyznamnou slozkou #8aych plazmatickych membran a v mensferse
vyskytuje také v membrérvnitroburé¢nych organel [45].

Cholesterol je metabolickym prekurzorem steroidriiolmorii, vyskytuje se fedevsim ve vaj@mém
Zloutku, mozku, svaloviyy mléku, syru¢i sadlu. Zdravotni problémy jsou spojeny #ermqmsem
cholesterolu v lipoproteinech s nizkou hustotou () [xe steva do krevniho athu. Dochazi k
vylu¢ovani lipidi a ucpani tepnyi Zily. Pri enkapsulaci je diky své amfifiini povaze chopeienit
se do fosfolipidové dvojvrstvy a stabilizovat tédsomy, jeho pouZiti v potravitgkém ptimyslu je
v3ak omezené [45].

2.4 Vyuziti enkapsulace v potravind&ském, kosmetickém a farmaceutickém
pramyslu
V posledni dob se potravingsky pimysl zangtfuje na navrhovani potravin, které maji pozitivii vl
na lidské &lo. Tyto vyrobky jsou ozngvany jako funkni potraviny. Princip funénich potravin je
zaloZzen na obsahu aktivnich latek, které mohouveywyrobku obsazeny ifpozerg, ale jejich
prosgsné vlastnosti jsou limitované. Tyto potraviny syt zandiuji na zachovani maximalni
biologické aktivity &chto latek Bhem procesu zpracovani a skladovani. DalSi furkggskytnuti
aktivni latky do cilového mista ¥le. Funkini potraviny musi také sfvat pozadavky spibitele,
CO0Z je zejména cena a organoleptické vlastnostineposlednfads Ucinnost &chto vyrobki musi byt
prokdzana a zdokumentovana. Hlavni cimdosti funiinich potravin jsou za#leny na prevenci
obezity, osteoporoézy, if®vnich poruch a srdeich chorob, dale sniZzeni hladiny cholesterolu a
krevniho tlaku, zlepSeni psychickych a fyzickychkesti, nebo prevence rakoviny a cukrovky.
Vymezeni mezi potravinami a Iéky se stava vtomigpauE velmi obtiznd. V Evrof proto
formuloval v roce 1998 International Life Scienesstitute (ILSI), definici o fun&nich potravinach:
potravina nize byt povazovana za "futki", je-li dostatén¢ prokazano, Ze ovliwji pozitivrg jeden
nebo vice cilovych funkci v lidskénslé, mimo fFirozené vyzivové &inky, a to zfisobem, ktery je
relevantni pro lep3i zdravotni stav a pohdidsniZzeni rizika onemoeni. Podle této definice, fudki
potraviny musi #stat potravinami a prokazat své&inky v mnozstvi, které Izecekavat, Zze budegtne
konzumovano ve stravTo znamena, Ze futki potraviny nemohou byt podavany ve férgilulky
nebo kapsle, ale pouze jako &ast hormalni stravy [46, 47].
Evropska unie vydala v roce 1997 takéémmti o tzv. "Novel Foods". Za Nové potraviny jsou
povaZzovany: (i) potraviny, které byly vyrobeny svoo technologii, ktera nebylafide pouZita
v potravindském ptimyslu, nebo (ii) potraviny, které obsahuji fyzididgy aktivni slozky, které
nejsou pirozere se vyskytujici v dané potrawinnebo koncentrace aktivni slozky je podstamgSsi
nez v mivodnim produktu. Tyto potraviny musi projitgs fisné hodnoceni bezfreosti. Také fun&ni
potraviny Ize klasifikovat jako nové potraviny, dyZ zdravi pros§sné tvrzeni nelze do této kategorie
zakadit [46].
Zavedenim novych technologii jako je enkapsulaeetély l1épe zachovatipzere se vyskytujici
aktivni latky v potravinach nebo zlepsit celkovaahtu surovin, jejich fyzikals-chemické vlastnosti,
vyZivoveé vlastnosti a bezpeost vyrobku. Nové potraviny jsou v prviad zangreny na udrzeni
piirozenych vlastnosti potraviny, zvySeni skladovadsti vyroku, sniZzeni naklada zachovani
bezpeénosti produktu [46, 48].
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Nové technologie jsou zavéay téZ v procesu baleni, jako je pouZziti modifiko&aatmosfée, zpisob
baleni, aktivni obalové systémy, minimalizace obabh materiai a naklad. Stejré jako pouZiti
jedlych obat na bazi Skrobu a miéych proteiri, zejména  baleni ovoce, zeleniny a pekych
vyrobki. Krom mi&nych proteii jsou jako bariéra proti mikrobialni kontaminaci dalSimu
mikrobidlnimu kaZeni potravin testovany tak&né dalsi rostlinné bilkoviny, sacharidy a vosky, s
koneinym cilem prodlouZit trvanlivost a bezjmost potravin. Tyto bariéry vyuZivaji imobilizované
aktivni latky, enzymy, Zivé mikroorganismy, pro #epi jejich dinnosti. DalSi inovéni technologii
je také samotna enkapsulace specifickych slozékreop aplikaci do potravin [46, 48].

bylo zmirgno poskytnout lepsi stabilitu dané enkapsulovatiéy & kon&ném vyroku a v pibéhu
jeho zpracovéani, zabrém odpdovani a rozkladuékavych &innych latek, jako jsou aromatické
slozky, dale k maskovani ngemné chuti, zvySeni stability a biologickou dgstasti aktivnich latek,
zabrarni reakce mezi aktivni sloZkou a ostatnimi sloZzkawptraviny aiizené uvaiovani aktivnich
slozek [2].

Enkapsulace ma mnohostranné upglaimejen v potravingdkém ptimyslu @i aplikaci ve funknich
potravinach, ale i ve farmaceutickém a kosmetickéimyslu. Ve farmacii slouzitznacastice jako
nosie I&iv, v kosmetickych fipravcich se vyuziva zejména lipospmjejich schopnosti prostupovat
| pfes neporuSené povrchové struktury a vnaset akétki do hlubSich vrsteviiZe. Diky své povaze
jsou liposomy navic schopny hydratace, napomahbgjike sniZeni suchostiike, coz pedstavuje
hlavni @i¢inu jejiho starnuti. Liposomy se v kosmetice poafivjako nosie hydrofilnich i
hydrofobnich latek. Do vriihiho vodného prostoru tak Ize enkapsulovatiifégr vitamin C,¢i
vitaminy skupiny B. Do lipidové dvojvrstvy mohou tbgldle zabudovany n#églad vitaminy A, E,
kyselinay-linolenova, koenzym Q1051zné esencialni oleje a dalSi¢tSina vyrobk s liposomy jsou
pletové krémy proti starnuti. Opalovaci krémy, parféngsové kondicionéry,ifpravky po holeni a
dalsi, mnoZstviéchto vyrobki na trhu se neustédle zvySuje. Liposomy vSak v posbh letech
nachazeji své uplatni hlavre v pripad cileného transportudés a diagnostice [49].

2.4.1 Enkapsulace vitamini a antioxidanti

V potravindském ptimyslu je hlavnim cilem enkapsulace ochrana viténanaktivnich latek fed
negiznivym vlivem okolniho prosédi i skladovani a zejménaigprichodu travicim traktengimz

je umozrno jejich fizené uvaiovani a tim i zvySeni jejich biologické dostupnostipripack
polyfenoli Ize také pouzit k maskovani jejich mnohdy ifiemné sviravé chuti [2, 5, 50, 51].
Rostouci zajem ip tvorb¢ nostt k ochrag a fizenému uvalovani biologicky aktivnich slaienin,
jako jsou nafiklad mastné kyseliny, fytosteroly, flavonoidy, &noidy, vitaminy apod., se rozviji
nejen v oblasti potravin ale i v kosmetickéntipyslu a v biomedici [48]. Hlavnim cilem je tedy
zabranit fyzikalni nebo chemické degradaci wbghu skladovani, a dokit je na vhodné misto
pasobeni, zarove by ¢astice pro potraviridké a zejména napojové produkty rgmnepriznive
ovlivnit jejich vzhled, stabilitu, texturu, nebo wh([48, 52, 53]. Vzhledem k rostouci poptavce po
vyrobcich s vysokou nutmi hodnotou se potravitgky primysl snazi rozvijet furthi potraviny
obohacené o vitaminy a dalSi aktivni slozky. Veljiztnamnou skupinou v rdmaiahto funkinich
potravin, jsou produkty obsahujiai - 3 a® -6 mastné kyseliny, vitaminy a dalSi antioxidanty.
Vitaminy maji dilezité funkce v #kterych metabolickych procesech v lidskéshet Vitamin E
nagiklad chrani bu&né membrany a dalSi lipidyiexd oxid&nim poSkozenim. Dalsi antioxidant -
vitamin C udrZuje hodnoty oxide¢ - redukniho potencialu, inhibuje tvorbu nitrosamjnicastni se
syntézy kolagenu, je enzymaticky kofaktor atd. Ndom pridat vitaminy do vodné potraviny a
zachovat §i tom jejich &innost neni jednoduchy problémgtg€ina vitamiri na vzduchwi swétle
snadno oxiduje a svojicinnost ztraci i i zvySené tepl@é VhodnymieSenim je enkapsulac&hto
vitamini do liposont. Liposomy podporuji ochranu a aktivitu vitaminugvic umo#uji fizené a
cilené uvahovani aktivnich sloZzek [54].
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Také polynenasycené mastné kyseliny, jako je kyadiholenova @ - 3) a kyselina linolova ¢ -6),
byly enkapsulovany do liposomovych struktur. Vyzkumposlednich let ukazuji, Ze mastné kyseliny
jsou prospsSné mimo jiné v prevenci kardiovaskularnich chosaizofrenie a rakoviny [54].

2.4.1.1Hydrofilni latky

Jednou z hlavnich skupin aktivnich latek s mozneekapsulace do potravin jsotizné hydrofilni
antioxidanty a provitaminyi vitaminy. Antioxidanty jsou latky branici oxidaatimZ prodluzuji
trvanlivost potravin. Typickym zéstupcem je kysealigallova, ktera je pouZivana jako model pro
enkapsulaci fenolickych latek [55]. Enkapsulovanglabkyseliny gallové najklad metodou
lyofilizace, jako nosie byly pouZity chitosan, xantan a cyklodextriti. @hkapsulaci nedochazelo ke
ztrd® antioxid&ni aktivity, pricemz nejvySSi enkapsuéla innosti bylo dosazeno tip pouZiti
chitosanu [55]. Pro enkapsulace polyféndiavonoidi, katechii a dalSich ve vadrozpustnych
aktivnich slozek (nap kofein, vitaminy) s aplikaci do potravitského pimyslu se hoja vyuziva
metoda sprejového suSeni. Jako &®Se nejastji pouziva Skrob, maltodextrin a chitosan. DalSi
metodou je koacervace, kde se pouZziva Zelatindhskda guma, gluten, dextran, karagenan,
karboxymethylcelulosa, polyvinylalkohol a sojovéofminy. Nekteré druhy liposoiin a metoda
kokrystalizace jsou taktéz vyuzivany k enkapsulatichto aktivnich slozek. Kifpraw praskovych
forem s imobilizovanou aktivni sloZkou byl pouzké pullulan v metaglyofilizace [5]. Nan@éstice

s enkapsulovanymi vitaminy maji slibny potenci& pvySeni trvanlivost vyrolika jejich dostupnosti

v biologickych systémech [56]. Vhodnym materialerarkapsulaci vitaminu C jeripodni polymer
chitosan, ktery byl pouZit k ochr&nitaminu ged nepiznivym vlivem okolniho progedi zejménaip
praichodu travicim traktem [57]. Své uplai nalézd vitamin C i v kosmetickém dpmyslu.

V kosmetice se n&astji vyuziva jako Elici ¢inidlo. Kyselina L-askorbova je vSak velmi nestabik
proto secastji pouzivaji jeji derivaty, nap askorbyl-2-fosfat h@tnaty nebo askorbyl-6-palmitét.
Diky svym antioxid&nim &inkam se vitamin C row¥ vyuZiva k ochran tkdné a burk pied
oxidatnim poskozenim [58]. Vitamin C a jeho derivaty takdéiviuji syntézu kolagenu, pomahaji tak
udrZovat pruznost pokozky a napomahaji rozjasmprvit poSkozenouZi [59]. Stejny aplikani
potencidl nalezneme i wipad® raznych polyfenal, které se pouzivaji s cilem ochranyz& ged
oxidatnim stresem, fedasnym starnutim nebarqul koZnimi nemocemi[60]. Diky polyferioh se
navic lépe absorbuje a udrzuje vihkost, pokoZkedg dostatén¢ hydratovana a zpomaluje se proces
jejiho starnuti. Navic ji chrani ifed slunénim z&enim [61]. No¥ se navic rozvijeji trendy
koenkapsulace s cilem dosaZeni synergickych tefgkt 5]. DalSi mozZnost fortifikace potravin je
napiklad Zelezo. Nedostatek Zeleza je v dnesni 8pokti velmi roz&en. Problém byvéa kratkoddb
feSen suplementaci tabletami. @&ddu technologickych probléim jako jsou organoleptické
vlastnosti a reaktivita Zeleza, nebyla tato fdtdifie mozna. Tyto problémy vSak nalerggeni ve
form¢ enkapsulace sléenin Zeleza ndgklad do liposon [62].

2.4.1.2Hydrofobni latky

Vybér vhodné techniky wuje charakteristikucastic jako je morfologie, naboj, prodySnost
enkapsulani (Cinnost. V potravingském ptimyslu se pro enkapsulace vitarhirozpustnych v tucich
vymezily dva hlavni technologické gny - vyuZiti i)lipidovych a ii)polymernichéastic (chitosan,
dextran, kasein, polymiéa kyselina, polyetylenglykol, polyvinylalkohol,da} [50, 51].

Lipidické castice Ize fipravit nekolika postupy. AvSak pouze &wvékladni techniky majirpdpoklady

k produkci ve velkém gfitku s aplikaci do potravin. Jedna se homogenizatiorka nebo za chladu.
V horkém homogenizai metod je lipidicky nost roztaven [ teplo& priblizné o 5 az 10°C vysSi
nez je bod tani. Bioaktivni hydrofobni sloZzka jepostna v roztaveném lipidu a nasledje snés
dispergovana ve vodném roztoku a za vyuziti vydakého homogenizatoru a homogenizovana za
vzniku O/W emulze [63].
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Pro slozZky citlivé na teplo se vyuZiva chlazené bgemizace, i které dochazi k rekrystalizaci gsi
lipidia a aktivnich sloZzek za vzniku pevnych lipidovycmaogstic. Takto vznikl&astice se posléze
homogenizuji za laboratorni teploty [63]. Jak jigld zmirgno, lipidové ¢astice jsou népstji
piipravovany pomoci homogenizace. Proces homogeniréag charakteristikgastic, ktera je sik
ovlivnéna jeho parametry (tlak, teplota, doba homogenizadg. Nevyhodou této metody je vyssi
teplota oftevu, kter4 podporuje degradaci labilni aktivni yatkako je napiklad b- karoten. #
homogenizaci za niZsi teploty nedochazi k degradastice viak jsou oéno wtSi. SloZzeni noge je
také jednim z kliovych paramefr pii kontrole vlastnosti a struktugiastic [64].

Jednim z népstji pramyslow pouzivanych procésk enkapsulaci hydrofobnich vitantim aktivnich
latek je enkapsulace do Zelatinovych kapsli. Pi@apsulaci zejména lipofilnich vitaminvyhovuji i
liposomovécastice. Maji totiz schopnost vyraznymutgpbem zvysit biodostupnost aktivnich latek
oproti jejich volné forns [2, 5]. Nicmére nekteré metody fipravy liposoni vyZaduji pomocné latky,
jako jsou rozpoustla, kterd neumaitiji pouZiti v potravinach. Enkapsulace vitaminu lgmsonmi
jsou v8ak velmi vhodnéipaplikaci do kosmetického a farmaceutickéhénpyslu. Naopak fiprava
¢astic pomoci emulze je vhodnou metodou pro aplikétignich latek do potravin, vyhodou je nejen
jeji pouzitelnost pro &Sinu pamyslovych od¥tvi, ale také snadna a levnéava. PouZiva se nejen
k enkapsulaci hydrofobnich latek (vitaminy, karatgly), ale také hydrofilnich (n&p polyfenoti).
Pripravenécastice Ize pouzitifmo v kapalném stavu, nebo je Ize dale suSit &aymit v praSkové
formé. Také mechanické metodytipravy ¢astic, jako sprejové susSerdi extruze, jsou hojh
vyuZivany. Nicméa tyto metody jsou omezené fvbdu pouZziti vysokého tlaku nebo teplotyi P
enkapsulaci vitaminu pomoci sprejového suSeni mato vyuzivany materidly jako jsouipdni
vosky, nebo lipidy, které umaaji praci (i nizsi teplo¥ (70 °C vstupni teplota, 40 °C vystupni
teplota). Pro enkapsulace hydrofobnich latek jsbodnym nosiem i cyklodextriny. Z dvodu
nutného pouziti organickych rozpotdel je tato metoda vhodna pouze pro aplikace mimo
potravindstvi. Castice vznikaji emulgaci rozp&&tho polymeru a vitaminu v organickém
rozpoudtdle s vodou, nasledne rozpoudtdlo odpdeno [5, 50, 51].

Vitaminy A, D, E, K a karotenoidy jsou sléeniny rozpustné v tucich, které sérgzert vyskytuji v
potravinach nebo jsou pouZzivany jako pomocné latk§znych pfimyslovych od¥tvich, jako je
kosmetika, farmacie nebo potravistvi. Vitaminy jsou velmi citlivé molekuly k négnivému
okolnimu prosiedi. Enkapsulaceiedstavuje slibny postup k jejich ochéaa zachovéani tak jejich
piirozenych vlastnosti v fibéhu ¢asu. V potravingkém pamyslu, jsou karotenoidy, ale i kurkumin,
pouzivany i jako barviva, a enkapsuladén@Si vhodnéreSeni pro zvySeni jejich stability a tim
stabilizaci barvy v potravin[50, 51].

Karotenoidy jsou firodni pigmenty firozerg syntetizovanéiadou mikroorganisin a rostlin.
NejrozsfergjSim ze vSech karotendige b-karoten, ktery je nerozpustny ve @ mirré rozpustny

v oleji pri laboratorni teplat Proto je jeho zden¢ni do potravingskych matric obtizné. Karotenoidy
jsou také nestabilni viffomnosti s¥tla, kysliku a tepla. Stabilita, manipulace a bgiéé& dostupnost
téchto slodenin miZze byt v3ak vySena pomoci enkapsulace. K enkapskdaotenoidi je vhodna
napgiklad metoda nanoemulsifikace, vysokotlaké homamperd, koacervace a pouZitiznych
lipidovych ¢astic, napiklad liposoni [52].

Vitamin E je hojg vyuZivany v potravingkém, farmaceutickém, i kosmetickéminqyslu. Nekteré
studie uvadji, Ze biologicka dostupnost vitaminu Eibe byt zvySena, pokud je dodavan v koloidni
formé. Vitamin E je nestabilniigi oxidaci v mnoha potravirakych vyrobcich a ke ztiaym ztratam
dochazi Bhem zpracovani i skladovani. Pro jeho enkapsulacinsfasgji vyuziva metoda
homogenizace pracujici na principu vzniku emulzgi(nolej ve vod), pro zmenseni velikostéstic

je vhodné pouZziti povrchéwaktivnich latek [52].

Vitamin D byl Usgsrg enkapsulovan do polymernich nfisi nagiklad kombinace chitosanu a
sojovych proteifi. Ale také do liposofin pii aplikaci v mlékarenském fmyslu kde byla takto
zvySena jeho stabilita v mléce [25, 65]. Enkapdulatamind tak miZzeme ziskat preparéty, které
vykazuji vySsi stabilitu ve fortifikovanych potranvich a tim podporuiji jejich dostatsy prijem [5].
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2.4.2 Enkapsulace kofeinu

Kofein je girodni alkaloid pitomny v fiznych mnoZstvich v semenech, listech a plodech véze
63 druhii rostlin rostoucich na celém &¥. Nejznamdjsi vyskyt je v kadvovych zrnech, kakaovych
bobech, guaramn ¢aji, lidnach a kole [66].

Kofein je Zejm¢ nejvice konzumovana psychoaktivni latka nétswNejcastji je kofein gijiman do
organismu ve form extrakfi ze semen kdvovniku a lstaje, ale také ziznych potravin a napoj
obsahujicich produkty ziskané z kolgechu [67]. U lidi kofein zvySuje fyzicky vykon a tryalost
tim, Ze gimo podporuje centralni nervovy systém. Kofein zygshdtlost, schopnost soustit se,
reSit problémy, a dodava pocit"energie", pozved&adala zmifuje Uzkost [68]. Proto se napoje
obsahuijici kofein jako kavaaj, nealkoholické napoje a energetické napégé velké oblils [66].
Kofein je hojré pouZivan i sportovci ke zvySeni vykonu. Je vyutitaké jako lék, a tona zakkageho
Gcinku na respiréni, kardiovaskularni a centralni nervovy systémpidad kofein spoléné s
aspirinem je satasti rekterych gipravka k 1écbé bolesti hlavy [69].

Kofein v dostatén¢ vysokych davkach je toxicky, al&ina spaieba nepedstavuje Zadna zdravotni
rizika. Naopak #kolikaleté studie €inku kofeinu prokédzaly mirny ochranngidgek proti rekterym
chorobam, vetns n¢kterych tym rakoviny [68, 69]. U dkterych lidi mize také kofein zjsobovat
poruchy spanku, pokud je konzumovan zejména ¥eméch hodinéach, ale tytatiinky jsou vyrazg
individualni [66].

NejnowjSi trendy ve vyvoji napdj jsou zamiieny na dosazeni pozvolného uwmlani kofeinu
znapofi do lidského organismu. Jednim éelto zgisohi je enkapsulace do poZivatelnych
organickych mikro-a namdstic sfizenym uvahovanim. Vhodnou metodou enkapsulace kofeinu,
stejre jako v gipadt enkapsulace vitamin je piprava liposomd. DalSi vhodné metody jsou
emulzifikace, koacervace, extruze a tvorba polynerrkapsli, nevyhodasthto metod je fiprava
castic &tSi velikosti, coZz neumaiije jejich aplikaci datirych napofi. Enkapsulovany kofein vSak
nachazi své uplani nejen v potravindtvi, ale i vkosmetickém a farmaceutickém
pramyslu [5, 54, 70].

V kosmetickém pimyslu je kofein pouzivan diky své biologické aktha schopnosti proniknoutgs
koZni bariéru. Mezi nejvice pouzivané kosmeticladpkty s obsahem kofeinu patlenni nebo nmi
krémy, zeStihlujici krémy, krémy proti celulifidnebo starnuti e a také vlasové Sampony.
Koncentrace proniknuti kofeinu do lidskéktatvsak zalezi na dékabsorpce, tedyipmého fisobeni
kosmetického produktu na lidskéd. Ziejme¢ negastji se (Einku kofeinu v kosmetice vyuziva v
produktech zabrajjici vznik celulitidy, tzv. pomeratveé kize, protoZze zamezuje hronsad tuki v
bunkédch. Vyuziva se nejedista forma kofeinu, ale i jeho enkapsulovana vasian Napiklad

v kosmetice proti celulitiél je pouzivan kofein v alginatovychiasticich. Kofein méa také silné
antioxid&ni &inky, které pomahaji chranit blay proti UV z&eni a které navic zpomaluji starnuti
pokozky. Také podporujeist vlasi a inhibuje aktivitu enzymu G-reduktasy, ktery zodpovida za
vypadavani vlas[71, 72].

2.4.3 Enkapsulace antibakterialnich latek

Mnoh& z dostupnych antimikrobialnich latek wddu zvySujici se rezistence patogennich
mikroorganisni ztraceji svou &innost. Vzhledem k tomu, Ze bezpest potravin je vyzhamnym
smérem potravingského pimyslu, ziskdva aplikace dalSich antimikrobialnidéb?ek a pedevsim
peptidi stéle ¥tSi pozornost. Antimikrobialni peptidy jsou produkaytadou mikroorganisinz frad
prokaryontnich i eukaryotnich organignpiicemz jejich antimikrobialni &inky souvisi s #kolika
raznymi mechanismy, jako je ndklad naruseni butné sény nebo membrany [73].

Také bakterie miného kvaSeni, které jsou Siroce pouzivany pro wyr@omentovanych potravin a
do zn&né miry gispivaji k chuti, textte a celkové charakteristicéchto vyrobki, jsou producenty
antibakterialnich latek, tzv. bakterioginProto tyto organismy zlepSuji bezpest a trvanlivost
potravin [73, 74].
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Bakteriociny jsou tedy peptidy produkované bakteijevykazujici antimikrobialni vlastnosti. Jde
obvykle o kratSi peptidy, napnisin se sklada z 34 aminokyselin. VSechny badd¢ary jsou aktivni
zejména uci grampozitivnim bakteriim, jelikoZz gramnegativnakberie maji odolgSi buré¢nou
sténu, ktera jim poskytuje dostét®ou ochranu [75]. Antimikrobialni latky jsou héjaplikovany do
potravin pro zvySeni jejich bezfmosti v gipad, Ze nemohou byt standakdsterilizovany. Trading
jsou antimikrobiélni fisady pro kontroluistu mikroorganisrin a prodlouzeni trvanlivosti vyrolik
piidavany pimo do potravin. Nicméntento postup neni vZzdyimny, interakci s potravinou dochazi
¢asto k neutralizacidinku antimikrobialni slozky [76].

Bylo prokdzano Ze enkapsulace antimikrobidlnictekae &inny nastroj k inhibici kontaminace
potravin a rozvoji patogennich organisnNagiklad enkapsulaci nisinu byla zvySena jeho stabilit
acinnost, doba fisobeni a distribuce v potravinové matrici [27, 7, 77], gicemZ nejvice
prostudovanou technikou j&iprava liposom [25, 27, 78].

Nisin je antimikrobialni peptid produkovany baké&nim kmenenlactococus lactis subsp. lactie
povaZzovan za bezpey a z divodu netoxicity pradlovéka je schvalen WHO jiz od roku 1967 jako
konzervani latka vhodna pro potravireké aplikace [71, 78, 79].

Dal8i znamou antimikrobialni latkou je lysozym, ymzpatici do skupiny hydrolas, znamy pro své
vyznamné antibakterialni¢iinky piedevsim na gram-pozitivni bakterie. Jde o enzymkytygici
piedevSim v ékterych €lesnych sekretech, velky obsah lysozymu ma také&mgjbilek. Diky své
bezpenosti je také schvélen jako aditivum vhodné pragponaské aplikace [80].

V poslednich letech byla pozornost zdema pedevSim na imobilizaci antimikrobialnich latek
v pozivatelnych obalech. Bylyfipraveny nafiklad jedlé povlaky z celulosy, chitosanu a syrko&aé
bilkoviny s imobilizovanym lysozymem, nebo povlakg kyseliny polymléné a pektinu
s enkapsulovanym nisinem, kde byla prokadzana dgstatantimikrobialni aktivita pro dlouhodobé
skladovani potravin. Také enkapsulace antimikrotichl latek ve form liposomi a za vyuZiti
polymernich nosia (Zelatina, karboxymethylcelulosa, chitosan, sytke#é proteiny, Skrob, alginat,
polyvinylalkohol) jsou vhodnymi metodamifkzenému uvalovani &chto latek a zabezpeni stalého
pusobeni dinné hladiny antimikrobialni latky po poZadovanabd [76, 81, 82, 83, 84]. Lysozym byl
nagiklad Usgsne enkapsulovan ddastic na bazi Skrobu, kdy bylo pomoci amylas dasafieeného
uvoliovani. Systém je tak pinfunkéni k patogennim gram-pozitivnim bakteriim produ&imi
amylasy. Zapor& nabity Skrob Ize snadno pouZzit k enkapsulgily dalSich kladh nabitych
antimikrobialnich latek [80].

V poslednim desetileti se objevuje rostoucim zajmevnez o @irodnich antioxidanty, igdevsim na
bazi fenolickych slotenin[85]. Polyfenoly, sekundarni metabolity vSechSSich rostlin, hraji
dialezitou roli @i obrarg proti rostlinnym patogamm a dalSich nefznivych podminkach. Mohly by
tedy gredstavovat zdroj antimikrobidlnich latek proti sentnim patogem [86].

Extrakty zrostlin byly z hlediska jejich antibak#éni aktivity testovany mnoha vyzkumnymi
skupinami[87, 88]. Mkteré studie navic uvéf, Ze byl prokadzan synergicky efekt proti rezistem
kmenim v pripac pouziti girodnich flavonoid a jinych antibakterialnich latek [89].

Mezi biologické vlastnosti polyfendbl mimo antimikrobiélni aktivity pat antioxid&ni aktivita a
protizareétlivé €inky. Proto v poslednich letech dat4 zajem o pouzitiéthto rostlinnych sloZzek
nejen v potravingkém ptimyslu, ale rova&Z pro hojeni ran. Hojeni ran je sloZity proces,nkte
zahrnuje i hlavni geekryvajicich etap; z&ty, rast burgk a tvorba kolagenové ifizky. Zarét je
zakladni fyziologicky proces, spdl® u vSech ran. Zétiiva faze niize byt zkracena zabré&mm
kolonizovani ran bakteriemi [90, 91].

Antimikrobiélni latky a antibiotika se proto tr&dé pouZzivaji k&mto hojeni ran a ¢ raznych
koZnich onemocmi [90].

Mnohé z antimikrobialnich latek dostupnych na trimaji vSak potize ip transportu pes buwéné
membrany a vykazuji nizkou intracelularni aktivitoZ vede ke sniZeni jejicitiinosti. Enkapsulace
piedevsim do liposotnv3ak zlep3uje dostupnosichto aktivnich latek a rowd prinaSi moznost
fizeného uvalovani,¢i transport latek mo do busk [90].
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Antimikrobialni latky nalézaji bohaté pouZit i varfacii a ve forr raiznych vyZzivovych dopika a
terapeutickych aplikaci. Ngijlad u antimikrobialnich dopka 1ze enkapsulaci dosdhnout zvy3eni
jejich biologické dostupnosti acimnosti. RoviZz diky pozvolnému uvolmi Ize dosahnou déle
trvajiciho &inku ve srovnani s neenkapsulovanou variantou.ngitkeansport aizené uvaiovani
antimikrobialnich latek nafklad pomoci liposorin je perspektivni v ke raznych infekci.
Enkapsulované antimikrobidlni slozky Ize tak vyufdko alternativni vyrobky k pouzivanym
antibiotikim. Enkapsulace nejen antimikrobialnich sloZek tadgtavuje novy systém podavani léku,
ktery miZe nabidnout vyznamné terapeutické vyhody oprofivagicim metodam dodavani
léciva [90, 92].

2.4.4 Enkapsulace a imobilizace enzytin

Enzymy jsou bioaktivni latky, které katalyzuji stéZza specifické chemické reakce. Krogchto
nespornych vyhod maji enzymy taksdu nevyhod. Jsou tagrevsim vysoké naklady na izolaci a
purifikaci enzynti, jejich vysoka nestabilita a nizka aktivita v joinynez optimalnich podminkach.
Proto byly navrZzeny postupy kochtarenzynii pred nepiznivym vlivem okolniho progedi,
popxipack pro opakované pouzitéchto enzym. NejvhodrjSi technikou je imobilizace enzymkdy

je dosazeno fixace&thto enzymi na povrch nebo uviinoste. Vyzkumy ukazuji, Ze imobilizované
enzymy jsou odokjSi nez enzymy volné. DalSi jejich vyhodouize byt jednoduché separace od
produktu, vicendsobné pouZiti a moznost vyuZzitbmtikaualnim procesu [14].

Enzymy mohou byt imobilizovanyiznymi fyzikdlnimi a chemickymi Zisoby. Mezi fyzikalni
metody pati enkapsulace, adsorpce, zachycenim v gelu, mikegsulace s pevnou nebo kapalnou
membréanou. Mezi chemické metody ip&bvalentni vazba na nerozpustnou matrici a seisifadna
metoda neni nejlepSi a vhodna pro vSechny enzyieyich vyuZziti, a to z dvodu velmi odliSnych
chemickych vlastnosti a sloZeni jednotlivych enityidromé toho vSechny metody maji své vlastni
vyhody a nevyhody. Adsorpce je jednoduchd, levitd,éasto malo @inna. Kovalentni vazba a
zesitni ma naopak vySSicinnost, ale jejich nevyhodou je cendi Rikroenkapsulaci zase dochazi
k probléntim s difuzi [14].

Aplikace enkapsulovanych enzyndo potravindského pimyslu nachazi své uplam zejména
v mlékarenstvi, kde byly néilad navrzeny postupy k urychleni zranitsyga vyuZiti lipolytickych a
proteolytickych enzyrin enkapsulovanych do liposdmbez negativniho vlivu na organoleptické
vlastnosti produktu [93, 94].

Enzymy lze Usgsre enkapsulovat nejen do liposGnele také do polymernich nésijako je agar,
agarosa, alginat, Skrob, pektin, karagenan, xaméagoma a chitosan[9, 25, 94, 95]. Na rozdil od
syntetickych polymet, jako je polyakrylamid, jsou tyto matrice biokontipdni, netoxické a
poskytuji girozené mikroprogedi pro ¥tSinu enzyni [10, 95, 96].

Imobilizacni a enkapsutai techniky maji dlezity vyznam pro udrZeni jejich stabilityfigejich
ochrar pred nepiznivym okolnim prostedim. Pro vysSi stabilitu a delSi dobu uchovu sgého
pouziva také lyofilizace [10, 95, 96]. Lipasy spwoke s proteolytickymi enzymy p#t mezi
nejatraktivigjSi a perspektivni enzymy pro potravisiéy a farmaceuticky gmysl [10].

V dalSich studii byla vSak pozornost zgena také na lignolytické enzymy s aplikaci do n&poj
k ¢iteni ovocnych v. K &mto enkapsulacim byly jako nési pouZity Zelatina, pektin a
karboxymethylcelulosa [97]. Alginatovéastice byly roviiZz pouZity k enkapsulaci enzym tyto
¢astice jsou vSak velmi porézni a jejich stabilagtSinou nizka, mize tedy dochazet k vyplavovani
enzymi. Této vlastnosti Ize vSak vyuZittkzenému uvalovani [9].

Ne¢které proteolytické enzymy se rain vyuZzivaji v kosmetickém pmyslu napiklad jako jedna

z forem peelingu, diky jejich schopnosti hydrolyabpeptidické vazby kolagenu a keratinu v rohové
vrstw kiaze. Odstrauji tedy oduntelé kozni biiky a napomahaji takijpozenému procesu obnovy
lidské pokozky [98].
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Ve srovnani s mechanickymi (abraze pevnyasticemi) a chemickymi (kyselina glykolova) peeling
jsou enzymove ifpravky vyraze SetrrgjSi. NejrozSfenrgjSimi enzymy v peelingovychiipravcich
jsou rostlinné proteasy papain a bromelain [98].

Pouzitim kosmetickych prastdki obsahujicich enzymy jako je superoxiddismutaseraxidasu je
mozné posilit ochranu pokoZkygu oxidativnim stresem a zab&antak jejimu posSkozeni a tedy i
jejimu starnuti. Superoxiddismutasa a peroxidas@ wy@namny podil na vychytdvani volnych
radikali. Presrji superoxiddismutasaipvadi nebezgmy superoxidovy anion na peroxid vodiku,
ktery je nasled® neutralizovan peroxidasou. Kozniiby piirozere disponuji timto obrannych
mechanism, avSak s ¥kem tyto ochranné mechanisn®et slabnou [99].

Dalsim enzymem, ktery e zpomalit proces starnuti pleti, je hagdkalickd fosfatasa. Tento enzym
stimuluje bugény metabolismus aist fibroblast, ¢imZ zabr#éuje pedtasnému Ubytku kolagenu
dermis definuje stav a vzhled pleti. Ztrata kolagepisobuje starnuti pleti, které se projevuje ztratou
pevnosti a vznikem jemnych linek a vrasek [101].

Obecrt jsou kosmetické vyrobky zabmajici starnuti kZe oznaovany jako,Anti-wrinkle* a ,anti-
ageing“ kosmetika. Enzymy nalezneme r@énv pripravnich proti celulitid. Tyto pipravky
nejcastji obsahuji enzymaticky komplex lipasy a hyalurasy. (inek lipolytického enzymu se
projevuje rychlejSi hydrolyzou tdk uloZzenych v biikdch tukové tk&h Hyaluronidasa navic
hydrolyzuje fibroblasty, které jsou zodgané za zadrZzovani nadmého mnoZstvi vody [98].
Enzymy se stvaji ro¥éd souasti zubnich past, Ustnich va@il Zvykatek predevsim za delem
odstrarni patogenni mikroflory Zsobujici zubni plak a kazy. ¢Mteré zubni pasty obsahuji
amyloglukosidasu a glukosaoxidasu. Amyloglukosidagai Skrob na glukosu a glukosaoxidasa
utilizuje glukosu na glukonolakton a peroxid vodiReroxid je dale peroxidasou ve slina¢brEnén
na hypothiokyanat, coz je velmi silné antibakteriéinidlo. Sowasti takovych vyrobk nékdy byva i
enzym lysozym. Lysozym hydrolyzuje bismé s&ny nekterych patogennich bakterii, které
zpasobujicich plak a zé&ty dasni [98].

Proteolytické enzymy jsou vSakguevsim diky svym vlastnostem Siroce vyuzivanyocesu hojeni
ran. Enzymy maji schopnost odsinaat nekrotickou tk& pouZivaji se i lé¢bé popalenin apod.
Enzymatick&isteni ran je ve srovnani s mechanickym a chemickymhanosetrgjsi a neposkozuje
zdravou tké. Gelové kryti obsahujici proteolytické enzymy r&¥rvyrazré zkracuje dobu hojeni a
zarove snizuji riziko infekce. N&asgji pouzivanymi enzymy @enymi k hojeni ran jsou bromelain a
kolagenasa [102].

Enzymy nalézaji bohaté pouZzit i ve farmacii. &esjSi aplikaci je enzymova substini terapie.
Principem enzymové substini terapie je intraven6zni dodani enzynjichz je v organismu Kili
genetické poruSe nedostatek. Enzymu se tak vyugifvgpodpde traveni, kdy se pankreatické
enzymové fipravky podavaji jako suplementy deficitnich trdeftenzyni. Tyto produkty obsahuji
smes travicich enzyiin amylas, lipas a proteas. PouZivaji se pro zlep&&@vieni upacierit s
nedostatkem vlastnich travicich enZynDale napiklad @i potizich s laktosovou intoleranci jsou
podavany suplementy obsahujici laktasdipgdré podanim suplemeint obsahujicich &které
peptidasy se sniZzuje zavaznost imunitni reakceroteip gliadin pi celiakii. Enzymy se podavaji
rovnéZz jako trombolytika. Trombolytika jsou Iéky pouzié k rozpou&ni krevnich sraZenin a
obnoveni piichodnosti cév. Enzymy obsaZené v takovyiipravcich jsou streptokinasa, urokinasa a
nattokinasa (serinova proteasa). Enzymy lze wyjaito antimikrobialni sloZzky. Najklad lysozym,
ktery se vyznéuje silnymi antibakterialnimi dinky, hydrolyzuje polysacharidov@tzce bugénych
sttn bakterii. Pouziva seipécbé nekterych infeknich onemoc#ni podob# jako i chitinasy, které
Stepi chitin ktery je sotasti buéné sény mnoha patogennich mikroorganig02].
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2.4.5 Enkapsulace a imobilizace buik

Dle definice je imobilizace bwk technika pouzZivana k fyzikalni nebo chemické dixaurgk na
pevny povrch nebo jejich zadrzeni membranou &dein zvySeni jejich stability a umasi jejich
opakovaného nebo kontinuélniho pouzivani. Imohilizaintk miZzeme podle typu imobilizovanych
bungk rozcklit na imobilizace Zivych butk, mrtvych bugk a spor [6].

Pri imobilizaci mrtvych busk dochazi ke stabilizaci viiiti struktury bugk, takZe sotiasré dochazi

k usmrceni bugk, ale napiklad aktivita jejich enzyr je zachovana. Nevyhodéchto imobilizaci je
jejich zna&ng obtizna piprava.Castji se pouziva imobilizace Zivych békina nejfizngjSich pevnych
noskich, jednak na jejich povrch, ale i do jejich ¥nit struktury. Zejména pak dorippdnich
polymernich materiéla membran [6, 103], jejichZ vyhodou je biokompiditdba nizka cena [2].
Imobilizace buik se pouziva v fimyslu jiz fadu let. K vyhodam imobilizace bé ve srovnani
s volnymi buikami pati vy3Si hustota buk, mensi velikost reaktoru, kratSi doba kultivaseazsi
separace produkt lepSi vyuZziti substratu, éfwvné pouZiti bugk, kontinualni vyroba, nizsi riziko
kontaminace a niz8i naklady. DalSimi vyhodami jsooznost vytvéeni giznivého prosedi pro
buiky, zvy3eni jejich stability a ochranyigd mechanickym poskozenim a fiepivym vlivem
okolniho progtedi jako je nagklad pH, teplota, fitomnost organickym rozpoustel, ¢i toxickych
latek [6, 104, 105].

Naopak problémem imobilizace htknmiaze byt narénéjsi difuze jak Zivin, tak i produit nebo
naruseni imobilizénich matric éstem bugk. Difuzi u wtSiny organickych nog&i Ize ovSem rnit
modifikaci tiznych polymelt nebo jejich zkombinovanim. N#glad fosforénan vapenaty pouZzity
v kombinaci s-karagenanem lépe udrzuje pH v kapslich, udrZujgSivyivotaschopnost bék
usnaduje prostup produlita také pispiva k &tSi hustat a pevnosti kapsli [8, 20, 106, 107]. Pro
zvyseni stability naruSenéstem bugk se pak pouZiva potazeni kapsli dalSim polymerghodnymi
vlastnostmi. Nafiklad alginatové kapsle, u kterych dochazi k vyssimokiovani bugk, se potahuji
vrstvou chitosanu, nebo polyvinylalkoholu. Dochék k zvySeni mechanické odolnosti a sniZzeni
poctu uvolrenych burk [7, 16].

Imobilizované biiky jsou nefasgji piipravovany ve forr sférickych kapsli, které Ize rodd na dw
skupiny na zaklatljejich velikosti na makro-enkapsulace a mikro-grskdace. Makro-enkapsulace je
technika zachyceni bgk v polymernich kapslich o velikosti v rozsahu atkalika milimetri az
centimetfi. Na druhé stra mikro-enkapsulaci jsou fipraveny ¢astice v rozmezi velikosti

streducastice, vzhledem k wgrpéni Zivin z dvodu nizsi dinnosti difuze. Proto se nachazitky u

v celém objemuéstice, kromi toho také maji tytéastice vySSi mechanickou stabilitu [108].

V poslednich letech byla testovana ré&¥rfada dalSich metod jako extruze, koacervace, sgejov
suseni, emulgace a dalSi [108].amyslow se vyuzZiva zejména chemické imobilizace adsorpci
piedevSim v fipact produkce #iznych metabolit [2, 6, 8, 109].

V sowasnosti se vyzkumy zaffuji na optimalizaci metod pro zmenSeéstic, zvySeni jejich
stability, usnadéni fizeného uvailovani a udrZzeni adekvatni biologické dostupnosti a
Zivotaschopnosti enkapsulovanych Bkifil10].

V potravindském ptimyslu je imobilizace butk vyuzivana pedevSim v mlékarenském a masném
pramyslu, a to zejménaipochraré probiotickych kultur. Dale se technologie imoldiiz buwk
pouziva nafiklad pi vyrob¢ piva, vina a alkoholu [2].

Technologie imobilizace bk je wtSinou zamitena na monokulturu, postupemsu se vSak z&naji
zkoumat i vyhody imobilizace sfanych kultur. Vybrané mikroorganismy tak mohou vyak svych
doplikovych metabolickych drah a navzajem se podpordvt].
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2.4.5.1Enkapsulace probiotickych bakterii
Probiotika jsou definovany $tovou zdravotnickou organizaci (WHO) jako Zivé no@rganismy,

které maji pi podani v piméreném mnozstviinos pro lidské zdravi [112, 113]. NéjdzitjSimi
probiotickymi mikroorganismy jsou rodyactobacillusa Bifidobacter[114].

NejznangjSimi probiotiky z roduBifidobacterjsou zejménd. adolescentisB. longum B. infantisa

B. breve zLactobacillusje to gedevSimLactobacillus acidophilusNicmérg, mezi probiotika pat
také bakterie migého kvaSeni, zejména rodyactococcus Enterococcus, Lactobacillusa
Streptococcug115]. Vycet probiotickych mikroorganisinje vSak daleko bohatSi a obsahuje dalSi
bakterialni rody a druhy, jako je rd@acillus Propionibacterium ¢i Clostridium butyricumale také
kvasinky, napiklad Saccharomyces cerevisifEL5].

U probiotickych butk je nesmirg dilezita gedevSim jejich Zivotaschopnost, protoZe probiotika
mohou poskytnout blahodarn&iriky na lidsky organismus, jako je zachovani zdrai@vni
mikroflory, zamezenitstu patogennich bakterii, stimulace imunitniho &yst, zlepSeni visbavani
vapniku, ¢i syntézy vitamih a antimikrobiélnich latek, pouze pokudstavani v dostateé mie
nazivu az do mista jejichipobeni ve gew [113, 116].

V sowasné dob jsou probiotika zasadni sloZkou fumkch potravin, a to zejména v rafg/ch
vyrobcich. Tyto biikky je nutné ochranit nejentipprichodu travicim traktem ale ro¥h pred
negiznivym vlivem okolniho prosedi i zpracovavani a skladovani potravin[2,3, 113, 111A3].
Dulezitym faktorem je vytr vhodné enkapsuiai techniky, aby bylo dosazené vysoké efektivity,
snadné fipravy, vhodné textury a chuti. Mezi ta$tjSi enkapsulované mikroby gakmeny rod
Lactobacillusa Bifidobactef2, 3, 119]. Materialy pro zapouighi probiotickych buk jsou alginét,
gellan, albumin, pektin, Zelatina, kolagenu, kase@nthan, chitosan, Skrob, celul6za, karagenan,
Zelatina, mléné proteiny a dalSi [33, 113, 118, 120, 110].

Probiotické bakterie jsou Zienény do Sirokého sortimentu potravingetré mléka a milénych
vyrobki (nag. jogurt, syr, zmrzlina, mié dezerty), ale také do nemigch vyrobki (nag.
cokolada, cerealie, dzusy) [3, 115, 120]. DalSi nosiinje podavani probiotik ve fotmkapsli,
lyofilizovanych, pop. suSenych prepafat Ve vSech produktech je vZdyeba ieSit problematiku
zachovani p&tu Zivych burk az do konce expitai doby [3, 17, 43, 121, 122, 123].

2.4.5.2Rod Lactobacillus

Bakterie roduLactobacillus jsou grampozitivni nesporulujici dyy. Rod obsahuje fakultatien
anaerobni nebo mikroaerofilni nepohyblivé baktarié&ného kvaseni fermentujici glukézu a laktézu,
piicemZ hlavnim vychozim vyrobkem této fermentace jeekpa mléna, octova, ethanol a €0
Nachazeji se ve fermentovanych materidlech a vyctbbdeplotni rozsah praist tohoto rodu je
Siroky, pohybuje se mezi 15°C — 45°C, zavisi nddroakterii, optimakmezi 30-40 °CRada z nich

je soukasti frirozené mikrofloryéloveka. Optimalni pH pro rod je 4,5 aZz 6,4. Rod je tajona
ptitomnost Ziviny v médiu, krotn laktézy a glukozy také pimbuje aminokyseliny, nukleotidy
a rekteré vitaminy. V potravingtvi se pouZivaji zidbodu produkce kyseliny mi@é, ktera snizuje
pH v daném progedi a tim brani mnoZeni hnilobnych a patogennidtiebid Rod Lactobacillusje
schopny produkcéady latek ¢etre latek s antimikrobialnim dinkem. V pfimyslu se pouZzivaji
nejvice rodyLactobacillus delbrueckii ssp. bulgarigusactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L.
reuteri, L. plantarum,Lactobacillus lactesLactobacillus casei.

Obecrt rod Lactobacillus délime do ti zékladnich skupin: prvni skupinou jsou obligatn
homofermentativni laktobacily, u kterych je kéngm produktem fermentace hex6z kyselinadméé
mezi zastupce této skupiny Hahag. L. acidophilusa L. helveticus.Do druhé skupiny péit
fakultativre heterofermentativni bakterie, kamym produktem fermentace hexéz je zde kyselina
mlécn& nebo s kyselina ml&nd, mravedi, octova a ethanol, a kofreym produktem fermentace
pentdz je pak kyselina nidBa a octova. Mezi zastupce této skupinyipaag. L. fermentum[115,
124, 125, 126].
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Posledni skupinou jsou kmeny obligatheterofermentativni, u kterych je ka@ngm produktem
fermentace hexdz kyselina raté, octova, ethanol a GCa konénym produktem fermentace pent6z
kyselina mlén& a octova. Mezi zastupce této skupinyipa. L. caseiaL. plantarum[125, 126].

2.4.5.3Rod Bifidobacter

Bifidobakterie jsou satésti girozené mikroflory traviciho traktdlovéka. Radi se do skupiny bakterii
ozna&ovanych jako GRAS. Jsou sg@sti fady fermentovanych mié@ych vyrobki. Bakterie rodu
Bifidobacterium jsou chemoorganotrofni, tvamwiznorodé, nesporulujici, nepohyblivécdityky.
Objevuji se jak jednotliy, tak i v fetizcich nebo hzdicovitéem usptadani. Bifidobakterie jsou
grampozitivni anaerobni bakterieéoliv se da rod povazovat za striktanaerobni, vyskytuji se
druhy, které jsou zafffomnosti utittho mnozZstvi C@nebo bifidogennich faktérschopny snaset
piitomnost Q v prostedi. Teplotni optimum pro tento rod je v rozmezf@&z 41°C, minimum
je okolo 28°C, maximum okolo 43°C. Optimalni hodngtH jsou v rozmezi mezi 6,5 a 7. Rod
Bifidobacteriumsgpi fermentovatelné sacharidy na kyselinu gn#&u a octovou. V s@asnosti je v
ramci rodu Bifidobacterium urceno 38 bakterialnich drah z nichZ je Sest vyuZivano pro sveé
probiotické vlastnosti. Jako probiotické kulturymmuzivaji pedevsim rodyBifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longumBifidobacterium breveBifidobacterium theromphiluna Bifidobacterium
infantis[115, 124, 125, 126].

2.4.6 Vyuziti anorganickych nanatastic

V kosmetickém a farmaceutickémipmyslu mimo organické€astice nalézaji své upla&imi i ¢astice
anorganické. Anorganické natéstice mohou bytifpraveny pouzitimiznych metod. MZeme tedy
pripravit ¢astice o pozZadované velikosti a tvaru a tim takildopoZadovanych chemickych a
fyzikalnich vlastnosti. Mezi nejroZgiejSi typy anorganickych nagdstic pati nan@éastice zlata a
sttibra. Nefasgji pouzZivand metoda profipravu €chto ¢astic je chemicka metoda. Princip této
metody je zaloZen na nukleaci na@@nim pevném bodu a naslednéistu kovovychtastic. Tento
proces jefizen chemickou redukci soli kinvKe kontrole #istu nangastic a k ochrah pied jejich
agregaci se pouzivazanych stabilizatar [127].

Kovové nanoastice se spontasrobaluji proteiny. Dochéazi ke vzniku slabych vazettminterakci
mezi ¢astici a —SH skupinami cysteinu, -NH(3)+ skupindyzinu. Adsorpce probiha ve vodném
koloidu, ke kterému jeffdan pati¢cny protein rozpughy v odpovidajicim pufru. Stabilizai anionty
¢i polymery jsou nahrazovany molekulami proteinutBinovy obal pak sféricky stabilizujgstice
proti shlukovani. Nedostates obalenétastice se srazi roztokem solieBytky proteinu mohou byt
odstragny pomoci centrifugace modifikovaného koloiduiégtoZe je sila vazebné interakagstici
velmi slabd, proteinovy obal je pémeg stabilni. Bylo zjis&¥no, Ze pi adsorpci enzyiinmiZze dochézet
k mirnému poklesu aktivity vliivem drobnych konforkméch zngn, ovSem enzym si stale zachovava
dostaténou aktivitu. Na kovové nawiastice lze vSak vazat nejen proteiny, ale &ivoeloutradu
dalSich aktivnich latek jako jsou nukleové kyselimpyotilatky, fluorescetni sondy atd. Kovové
nandastice a pedevsim pak nardstice zlata jsou tak Siroce vyuzivany jako éed&iv[127, 128,
129].

2.4.6.17laté nana®astice

Zlaté nanoéstice jsou zndmé hla¥pro své biomedicinské a kosmetické aplikace. Zlatggastice
jsou nejdéle zndmé a vyuzivané ngastice. Maji Siroké uplatni a gedstavuji relativé levny a
netoxicky material. Nar@stice se ndjklad pouzivaji v krémech na podporu tvorby kolagen
zlepSeni regenerace kitkn Koloidni nangastice zlata vSak nachazi své uptatrpredevsim v oblasti
nanomediciny, ndfklad @i pouZiti k cilenému transportucie ¢i diagnostice. Déle pak v oblasti
biosenzot, analytickych testech, mikroskopii a mnoha dal$i&9].

32



Syntéza nantastic zlata se v fibéhu ¢asu neustale zdokonaluje. Jedna sézaé druhy fipravy az
po snahu o co nejlepsi stabilizaci ve vodném raetd@nes jiZz existuje velké mozZnosti metod, jak
ptipravit a modifikovat nangastice zlata, coZ poukazuje na velké pokroky v ¢omboru. V
poslednich letech se nejvySSi pozornost obracinblavékaskym aplikacim. Naifklad protilatkou
znaené zlaté nandstice mohou nalézt upla&m v medicig pri 1écbé nadoti [127, 129].Nangastice
zlata Ize vyuZzit také kifpraw hybridnich¢éstic, kdy jsou anorganick&stice enkapsulovango
organickych. Jednou z moZnosti je fiklad jejich enkapsulace do liposém Liposomy s
enkapsulovanymi zlatymi nati@sticemi pak nachazeji své upkathpii fizeném uvalovani aktivnich
sloZzek v mnoha oblastech. Vipact aplikace ve forr noste I&iv se stavaji tyto hybridntastice

v s

2.4.6.2Stibrné nanafastice

Nanga:astice dtibra jsou znaméipdevsim pro své antimikrobialni vlastnosti. Vlastndoloidniho
stiibra a jeho &nek jsou v3ak pevwnspjaty s velikostiastic. Cim je velikostéastic mensi, tim se
antibakterialni vlastnosti ibra stavaji vice efektivni. Rov¥h nand@astice gtbra mohou byt
syntetizovany mnohaiznymi technikami, diky kterym vznikaji nat@stice fiznych tvafi a velikosti.
V medicire nan@éstice stibra mnohdy nahrazuji antibiotika, pouZivaji sefifldad i jako sodast
obvazi a miznych antibakterialnich povliakNanostibro je takéasto obsazeno v desintelich gelech.
Stejre jako zlaté nangastice se rowE nanddstice gtibra vyuZivaji k transportu d& a
diagnostice[132, 133].

2.5 Testy ke stanoveni antimikrobialni aktivity

K testovani dinnosti antimikrobialni latky jsou uzivany difuzmi diluini metody. Testovani je
provad¢no pomoci mikroorganisinve vhodnych kultivénich médiich a za optimalnich podminek
[134, 135].

2.5.1 Diluéni metody
Dilu¢ni metody jsou metody vhodné pro kvantifikaci anetgeni hladiny MIC, tzv. minimalni

v s

inhibicni  koncentrace, coz je nejnizSi koncentrace, kterditeln¢ inhibuje 1st daného
mikroorganismu. V &kterych studiich se pouZziva i termin minimalni lesikidni koncentrace MBC -

e

e

Podstatou metody je ridani gesného mnoZstvi testované latky do kulthido média.
Antimikrobiélni latky Ize pidavat do pevnych i tekutych médii. Po demvani a kultivaci se hodnoti
rust, respektive absencéstu mikroorganismu [76, 84, 134, 135].

2.5.1.1Agarova dilw’ni metoda

MIC se zji¥uje v agarovém médiu obsahujicim zvolené konceataatimikrobialni latky. Standardni
inokulum vySetovanych bakterii je nanaSeno na povrch agarovyctiimBo inkubaci hledame

e

je metodou referaémi slouZici k hodnoceni novych antimikrobidlnichelkd je vSak pracna a
ekonomicky naréna [134, 135].

2.5.1.2Bujonova diluéni metoda

Do fady zkumaveké¢i do mikrotitragni desttky s kultivainim médiem obsahujicim sestupnou
koncentraci antimikrobiélni latky s&kuje inokulum testovaného kmene. Po dané&dnkubace se

s s

nevznikl zakal nebo sediment vyjagici mist mikroorganismu [76, 84, 134, 135].
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Hodnoceni |ze provést vizu&ndaldi moznosti je turbidimetrické stanovenéfeni absorbance nebo
piimé stanoveni pou burék nagiklad pomoci pditacich kondrek ¢i priatokové cytometrie [134,
135].

2.5.2 Difuzni metody

Difuzni metody jsowasto pouzivany diky jejich jednoduchosti a rychld3tincipem &chto metod je
difdze antimikrobiélni latky ze zdroje do okoli.ntib vznika klesajici koncentmi gradient, ktery
zabrani #istu mikroorganismu do vzdalenostéininé inhib&éni koncentrace (tzv. inhidmi zona).
Difuzni metoda se provadi na pevnychad@éch, na jejich povrchu jsou r&ovany
mikroorganismy[134, 135].

2.5.2.1DifGzni diskova metoda

Tato jednoducha metoda je zaloZzena na diflzi aktohialni latky z papirového disku do agarové
pudy. Agar je nadkovan stanovenou koncentraci testovaného mikroesgan Absorpci vody zily
dochézi k rozpouéni latky a jeji nasledné difuzi do média. Kolemkdisznika koncentrani gradient
acinné latky inhibujici st mikroorganismu. Vznika tzv. zona inhibice, jepfimér a namdrena
hodnota se srovnava. Diskovou difuzni metodou jstitz Gcinné koncentrace antimikrobialni latky.
V tomto gipads jsou disky napushy riznymi koncentracemi testované latky[76, 84, 134]13

2.5.2.2Agarova difuzni metoda

Princip metody je obdobny jako u diskové difuznitoay. Rozdil spéiva v aplikaci antimikrobialni
latky. Latka se imo pipetuje do hloubenych jamek v agarovém méagiy135].

2.5.3 Epsilon test (E-test)

Metoda kombinujici difuzni i dikni metodu je podobné diskové difuzni metoale |ze s ni stanovit i
hodnotu MIC. Metoda je vSak prag$i a finagné nara@na. Na agar, naémz je naskovan testovany
mikroorganismus, jsou aplikovany E-testové prouZzkieré na svych krajich obsahuji gradient
antimikrobialni latky. Latka pronikda do média a igiuje mst. Po uplynuti inkubani doby je
vytvorena elipsoidni inhildni zéna. Hodnota MIC je odna v mist kde se prolind okraj prouzku
s hranici @istu bakterii[136].

2.6 Stanoveni viability bunék

Viabilita je vyraz pouzivany k vyj&dni schopnosti bk rast, reprodukovat se a interagovat se svym
bezprostednim okolim. Obecehje chapana jako ,po&n‘ mezi Zivymi a mrtvymi biikami. Tradéng
se Zivotaschopnost békmeéii na zaklad schopnosti tviit kolonie na pevnémistovém meédiu, tato
metoda vSak neiize poskytnout zcelargsné vysledky. Biky se mohou vyskytovatietizcich nebo
shlucich, coz vede k podhodnoceni skoého pétu Zivych burk. Velmi vyznamnym omezenim této
metody je tak&asova narénost, kterA neumaije dostaténé rychlou odezvu. Kroktoho si niize
posSkozena nebo naruSenanka nadale udrzet svou metabolickou aktivitu, av§gk ristové a
rozmnoZzovaci schopnosti mohou byt omezené [137].

Proto byly vyvinuty alternativni postupy stanovetrdbility, mezi r&Z mimo jiné pat fluorescerini
analyza. Stanoveni viability b&k je zaloZeno na detekci Zivetrdulezitych funkci, které jsou
sledovany pomoci selektivnino zeai fluorescednimi sondami. Fluorescéni sondy jsou nevlastni
fluorofory, které se ke sledované strultwazou nekovalentra casto pitom méni své fluorescaemi
vlastnosti. Volba fluorescéni sondy je kidovou sodasti experimentu ve fluoresaem spektroskopii,
neba praw jeji vlastnosti umoiuji ziskat patebné informace. Ke sledovani #eaych bugk je
tradicné vyuzivan fluorescemmi mikroskop, ktery poskytuje néahled na jednotlibéinky, poiet
analyzovanychiastic za utitou dobu je vSak omezeny a i s vyuZitim analyZéataorazu mnohdy
pracny [137, 138, 139, 140, 141].
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Fluorimetry naopak mohou dfit velky paiet burgk, ale neumaiuji pohled na vlastnosti konkrétni
buiky. K velkému rozvoji fluoresce&miho zngeni tak vedlo fedevSim roz&éni piatokové
cytometrie [137, 138, 139, 140, 141]. Technologiggkové cytometrie je kvantitativni analyza, ktera
charakterizuje buftné populace na drovni jedné jedindiky Klicovym rysem pitokové cytometrie
je jeji schopnost #fit velké mnozstvicastic (100 000 butk za sekundu) i{p soutasném reni vice
bung¢nych paramefr v kazdé biice sodasré. Pritokova cytometrie je tak metoda s vyhodami
objektivity, vysoké rychlosti analyzyi@snosti a citlivosti [138].

2.6.1 Pruatokova cytometrie

Pratokova cytometrie je metoda, ktera umioje neieni a analyzu fyzikalfichemickych vlastnosti
buiiky nebo jinych biologickycltastic Bhem jejich pachodu laserovym paprskem. Ve chvili, kdy
buika tento paprsekiki, dochazi k lomu a rozptylu &la, ktery podle sgru a uhlu lomu byva
ozn&ovan jako pimy rozptyl - tzv. ,forward scatter* (FSC) a &@d rozptyl — tzv. ,side scatter”
(SSC). FSC je charakterizovan lomendtevo malém Ghlu (213) a je ungrny velikosti buiky. Uhel
boniho rozptylu (SSC) je 90a je indikatorem vnihi burgené struktury resp. granularity. Krém
parametit lomu a rozptylu sitla je detekovana ro¥ fluorescence prochazejicich Blumebocastic.
Fluorescetni barviva (fluorochromy) navazané na analyzovamgky nebocastice absorbuji gtlo
urcité vinové délky vyzgované laserem a nasleédvyzaruji (emituji) ¢ast takto absorbovanéhoca,
avSak jiz o odlisné vinové délce. Vipokové cytometrii se pouzivaji fluorochromy, ktemdaji
vétSinou stejné spektrum absonp, ale jiné emisni. Vlastni analytickéiizeeni se nazyvaji ptokové
cytometry a skladaji se ze systému fluidniho, d&@étio a elektronického. Pomoci fluidniho systému
jsou buiky obaleny pla$m nosné tekutiny a pod tlakem hnany do speciélpfostoru, kde dochazi
ke KiZeni drahy paprsku monochromatického laseru pasjitaho bukou. Opticky systém sestava
z ¢asti excit&ni tvorené laserem a soustavéotek a hranal usngriujicich sételny paprsek &asti
skérné. Skrné cast optiky se sestava z optickych zrcadel adfilimoziujicich detekci sitelnych
kvant specifické vinové délkyiislusSnymi optickymi detektory. Systém pak elektobwi prevadi
opticky signal na elektricky a zaraveej digitalizuje pro péitacovou analyzu [139, 142].

Detektory
fhorescence

<s Zreadla Signily do poditate
. T = % ..
Laser |8 W

Dataktor b .>\

Side Scatterm

Filtr

Detektar
Forewrard Scattem

Obrazek 4. Schémaifiokoveého cytometru [143]

K detekci viability burk se vyuzZivaji tzv. fluorescéni sondy, které lze roZtt do rékolika skupin.
NejéastjSimi jsou n&feni intracelularni esterasové aktivity, sledovargmbranové integrity a
existence transmembranového potencialu, v men& jmipak u mikroorganisimvyuzivana detekce
respird&ni aktivity ¢i méieni intracelularniho pH.
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Pri stanoveni viability pomoci membranové integrigyzaloZzeno na aplikaci latek, které zgrych
podminek neprochazeji neporusenymidémymi membranami, pdfpac jsou ihned vyldovany do
extracelularniho prostdi. Naopak, je-li cytoplazmatickd membrana poraSestolik, Ze mohou do
burgk projit, dojde k vaz¥ na bugcnou hmotu a k zesileni a/nebo k posunu spektrachoence.
Tyto buiky se nepovaZzuji za Zivotaschopné.

VyuZivaji se pedevSim latky, které se vilee vadZou na nukleové kyseliny, kterych je vikAch
dostaténé mnoZstvi. Do této skupiny sadi gredevSim fluoresceéni sonda propidiumjodid, ktera je
vyuZivana pro detekci viability kvasinek a baktefialSi moznosti stanoveni viability kiknje
sledovani intracelularni enzymové aktivity. Vyugivee nefluorescemi sondy schopné prochazet do
burgk a poté jsou v hikdch pomoci enzytnpiremenény na fluorescetni latky nesouci naboj, které
jsou v buice zadrZovany a koncentrovany.

Pokud je naruSena integrita Bnjsou tyto latky vyplavovany ven a tytoitky nejsou vyhodnoceny
jako Zivotaschopné. Indikatorem kdné viability je roveZ transmembranovy potencial udrzovany
na cytoplazmatické membraginnosti iontovych pump. K #ieni tohoto potencidlu se pouzivaji tzv.
distribwni sondy. Jde o lipofilni barviva, ktera mohou voprochazet cytoplazmatickou membranou
do burgk a hromadi se v nich zavisle na jejich naboji [1B20, 142]. Ritokova cytometrie se hajn
vyuZiva rovigZz ke stanoveni viability probiotickych b&k[113].

2.6.2 Fluorescertni mikroskopie

Fluorescetinich sond Ize také wvyuZitfip fluoresceni mikroskopii. Technika fluoresceéni
mikroskopie umoiiuje specifikovat biiky ¢i buné¢né komponenty s vysokym stufn rozliSitelnosti
uprosted nefluoreskujiciho materialu. Diky tomu je flusrerdni mikroskop schopen odhalit
ptitomnost i jedné molekuly. S pouZzitim vice fluomgmich zng&eni je mozné saasre identifikovat
nékolik cilovych molekul sotasre [141].

Zakladnimi sovastmi fluorescetniho mikroskopu jsou zdroj &tfa, ze kterého vychazi &lo s
raznymi vinovymi délkami od ultrafialového az po iafervené, dale excitai filtry, coZ jsou filtry
propous¥jici pouze swtlo, které patebujeme k fluorescenci vzorku, obvykle s kratSoviou délkou.
Ostatni s¥tlo je pohlceno.

Dale je dilezity samotny fluoresceéni preparat, ktery musi reagovat na dopadajitisfluorescenci.
Vzorky samotné hdl mohou byt fluorofory a nebo mohou poskytovat feswenci po fdani
fluorescerini sondy. Posledniasti je bariérovy filtr, ktery pohlcuje vSechno ia@ni swtlo, které
nebylo pouZito k excitaci a propousti pouze fluoessni swtlo [141].

2.7 Metody charakterizacedastic

V poslednich letech zaZiva oblast nanotechnologlieywozvoj, je ovSem nutné systematickyragm

definovat vlastnostiastic, aby bylo mozné pochopit a stanovit potenciébxicitu nandastic na
biologické systémy [145, 146]. Mezi hlavni &y tak pati stanoveni fyzikal&chemickych a
mechanickych vlastnostéstic \tetrg jejich biokompability, dale stanoveni ndboje, ciek@ stability
¢i propustnosti [146]. Pro sledovani velikosti, g€loiCi porovitosticastic 1ze vyuZzit ndjklad metod
jako je s¥telnd, elektronovéi fluorescerini mikroskopii.

2.7.1 Stanoveni velikosti¢astic — dynamicky rozptyl swtla

Pro charakterizaci velikos#iéstic v roztoku, se dastji pouzZivaji fFistroje (nap. Malvern Zetasizer
Nano-ZS) provagjici meeni velikosti na principu dynamického rozptyluéda (Dynamic Light
Scattering (DLS) (také znamy jako PCS - Photon &afion Spectroscopy - Fotonova kotela
spektroskopie), &t Browniv pohyb a uvadi jej do vztahu s velikosdstic. To se provadi osenim

castic laserem a analyzovanim fluktuaci intenzityogptyleném sgtle. Jedn& se nejuniverzjsi

techniku, které zajisti reprodukovatelnost vysieflld5, 147, 148, 149].
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Typicky systém riici na principu DLS se sklada z Sesti hlavnich kongmt (viz obr.5). fedevsim

je to laser pro zaji8hi zdroje se¥tla pro os¥tleni ¢astic vzorku uvnit cely. VeétSina laserovych
paprski prochazi pimo skrz vzorek, ale &které jsou rozptylenéasticemi ve vzorku. Detektor se
pouZiva pro réfeni intenzity rozptyleného &ta. U vzorki, které mnoho sitla nerozptyluji, jako
velmi malécastice nebo vzorky o nizké koncentraci, se mnozeptyleného sitla musi zvysit. V
takové situaci se propusti do vzorku vicétkevlaseru. U vzork, které rozptyluji vice sila, jako
velké ¢astice nebo vzorky o vysSi koncentraci, se mnozeptyleného sitla musi zmensit. Toho se
dosahne pouzitim zeslab@eapro snizeni mnoZzstvi &la laseru, které prochazi do vzorku. Zeta-sizer
béhem nEfeni automaticky stanovitigluSnou polohu zeslabat@ Signal intenzity rozptylu pro
detektor projde na desku digitalniho zpracovanhdig nazvanou korelator. Korelator srovnava
intenzitu rozptylu v po sabjdouciché¢asovych intervalech, aby odvodil rychlost, ktereuirgenzita
meéni [150].

Laser Zetasizer Optické uspordadani
Nanoc S 173" o
Nano Z5 173" LA
Nano 590 g0 B
Nano Z590 g0° (5]
Zeslabovad . @
O_L I 0
(3] @em ktor
s Detebdor
B : i BN | o s 19 K3
e {E (B Koreldtor  } o
Cela

Obrazek 5. Schémaiptroje Zetasizef150]

Tato informace korelatoru pakegyde do péitace, kde software data zanalyzuje, odvodi a vitaae
Stokes-Einsteinovy rovnice informaci o distribuelikosti ¢astic ve vzorku [150].

Distribuce valixoeli podle intanzity
108

- J
. 1’
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1] 1 1 ] et 1004
Fildmarnmy

Obrazek 6. Typicky graf distribuce velikagistic[150]

Arapinady

v 2

Vyhodnoceny graf distribuce velikosthstic pak na ose x ukazuje distribudd tvelikosticastic, osa y
ukazuje relativni intenzitu rozptylenéhoéta. Proto se toto rozlozZzeni velikogtistic oznauje jako
distribuce intenzity a je zakladnim rozloZenim kediti generované pomoc DLS. Distribuce intenzity
lze ovSem pevést na distribuci objerti distribuci patu [150].
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Distribuce pdétu, piipadré objemu se pouZivaji wipads nutnosti posouzeni zastoupenritsich a
mensich ¢astic v roztoku. Na obrazku 7 je velmi jednoduchypisobem znazogm rozdil
jednotlivych distribuci. Ve vSechripadech se jedna o vzorek obsahujici jen dva &ggyic (5 nm a
50 nm). U grafu distribuce intenzity je patrna \gma plocha piku pro 50 nifdstice v porovnani s 5
nm ¢asticemi. Tento jev je Zigoben tim, Ze velkéastice rozptyluji mnohem vice &la, nez malé
castice. V pipadt distribuce objemu je plocha maxima pro 50 &hstice roviZz wtSi, nez u 5 nm
(objem 50 nntastice je 1000-krat&tsi, neZz 5 nntastice). V pipac grafu distribuce p&iu maji ok&
maxima stejnou velikost, élvelikosti maji tedy stejny pet ¢astic [150].

Pocet Ohjem Intenzita
= 1 1 = 1000 = 1,000,000
= g z
2 ® =
£ = E
= = =
1 ) 1
E 2 :
5 10 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100
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Obrazek 7. Distribuceéastic dle pdtu, objemu a intenzitj 50]

2.7.2 Stanoveni stability a nabojetastic — zeta potencial

V dusledku sfového ndboje na povrclidstice sedsrg u povrchu hromadi iofits op&nym nabojem
nez macéastice. Kolem kazdéastice tak existuje elektricka dvojvrstva. Vrstwaplliny obklopujici
céastici existuje jako dvc¢asti; vnitni oblast, nazyvana Sternova vrstva, kde jsou igiltg¢ vazané,
a vrgjsi, difazni oblast, kde jsou ionty m&pevre pripojené [150].
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Obrézek 8. Schématické znazorneni elektrostaticgétemcialu[150]

Uvniti difazni vrstvy existuje teoreticka hranice, uyrkteré ionty acastice tvéi stabilni jednotku.
Kdyz secastice pohybuje (ndpkvili gravitaci), ionty uvnif hranice se pohybuji s ni, ale vSechny
ionty za hranici gastici neputuji. Tato hranice se nazyva povrch dgginamického smyku nebo
rovina skluzu. Potencidl, ktery existuje na tétarfici, je pak ozngvan jako potencial zeta.

Velikost zeta potencidlu nazfiige potencialni stabilitu koloidniho systému. Kdloi systém vznika
tehdy, kdyz jedno zetitskupenstvi (kapalné, plynné, pevné) je dispengévajednom skupenstvi.
Pristroje ngtici zeta potencial nejprve stanovi elektroforetickmhyblivostéastic a poté pouzitim
Henryovy rovnice je zeta potencial vyfitan [150].

38



Jestlize vSechnyastice v suspenzi maji velky zaporny nebo kladnjemmal zeta, pak budou
inklinovat k odpuzovani se navzajem a suspenze latdeilni. Jestlize vSakastice maji nizké
hodnoty potencialu zeta, pak neexistuje Zadnalksitamu, aby zabranilgasticim se shlukovat a
flokulovat. Obecna d&ici ¢ara mezi stabilni a nestabilni suspenzi se zpvidte bd’ pii +30 mV
nebo -30 mV [150].

NejdalezitejSi faktor, ktery ovliviuje potencial zeta, je pH. Hodnota potencialu saraa o saf) bez
uvedeni pH, je praktick¢islo nemajici Zzadny smysl. Pokud matidestice v suspenzi se zapornym
potencidlem zeta a k této suspenzi Bdgvice alkalie, pakastice budou inklinovat k tomu, aby
ziskaly zapor§si ndboj. Jestlize se pak k této suspertmigvd kyselina, doséahne se bod, kde se
zaporny naboj neutralizuje. Jakékoliv dal§idavani kyseliny mze zpisobit vytv&eni kladného
naboje. Proto #vka potencialu zeta proti pH bude kladnié pizkém pH, a niz8i nebo z4porna p
vysokém pH. Bod, kde vyneseni prochazi nulovym moédem zeta, se nazyvé izoelektricky bod a z
praktickych divoda je velmi dilezity. Normalg je to bod, kde je koloidni systém nejmién
stabilni [151].
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Obrazek 9. Znazoemi zavislosti zeta potencialu na pH [151]

2.7.3 Sedimenta&ni stabilita ¢astic — analyticka centrifugace

Sedimenté&ni analyza je nastroj pro charakterizaci a kontr&lwlity disperzi. Charakterizace
rozptyleného stavu susperiziemulze mé zasadni vyznam v oblasti nanomateal# i pro technické
aplikace v mnoha dalSich oblastech.

Jednou z hlavnichiigin koloidni nestability emulzi je separace fazilpatkérnych hmotnosti, obeén
ozn&ovana jako usazovani neboli sedimentace. Jedna peoaes, fi kterém dochazi vlivem
ptisobeni hmotnostni (objemové) sily vyvolané grawitan zrychlenim k odéleni dispergovanych
¢astic od disperzniho praetli. Smér usazovani zavisi na rozdilu hustGéstice s vy3si hustotou nez
disperzni prosedi se pohybuji ve sfru gravit&niho zrychlenigastice s nizsi hustotou protmu.
Rychlost pohybuwastic fi pomalém usazovani (Reynoldsovo kriterium usazbiREx 0,2), které je
obvyklé pro mal&astice, vyjatlije Stokesv vztah. JelikoZ je usazovani v gravitém poli obvykle
relativre pomalé, je vhodné protély hodnoceni sedimera stability proces separace fazi urychlit
nahrazenim gravitaiho zrychleni zrychlenim odstivym [152, 153].

Ze zAavislosti rychlosti usazovani na dddivém zrychleni (ot&ek odstedivky) Ize pak extrapolaci
odhadnout rychlost separace fagigkladovani v normalnim gravitaim poli [152, 153].
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Obrazek 10. Schéma analytické centrifugace [152]

Za predpokladu linearni zavislosti pak k tomuto odhadistauje pouze jeden Udaj o rychlosti
sedimentace ip pisobeni zvoleného odstivého zrychleni. K gfeni sedimentmi stability se tak
pouzivaji centrifugy, které umiji fotometrické sledovani zin koncentrace dispergovanych latek
ve vzorku vlivem fisobeni odsgedivé sily. Vzorky jsou umisty v kyvetach, kde je sledovan profil
transmitance NIR zénim. Sedimentace dispergovanystic se projevi jednak wgenim casti
vzorku, tzn. zvySenim transmitance, a jednak tvertsedimentu, tzn. sniZzenim transmitance
[152, 153].

Ze sedimenténich dat Ize pak ziskat odhad velikosti a tvaéstic, Udaje o distribuci jednotlivych
typi sedimentujicichtastic ve vzorku a v neposledidd® studovat rovnovaznost systémuetns
uréeni @islusnych rovnovaznych konstant [154].

2.8 Bezpe&nost a genotoxicitatastic

Enkapsulace pro potravifské pouZziti by rly sphiovat podminky nejen, co secty vhodnosti
materiali, které musi byt netoxické a biologicky odbouraéelale roviz vSechny pomocné latky
pouzité @i procesu enkapsulace musi byt bérge Také samotn#stice se musi podrobit fému
posouzeni toxikologické bezfeosti, neZ mohou byt pouzity k lidské sfdt [64]. Proto musi byt
¢astice pro aplikace do potravin a ndpeyrobeny vyhradé z materiah obecr povaZzované za
bezpéné (GRAS) [52, 53]. Cely proces enkapsulace mugi riavrzen tak, aby byly spiny
bezpeénostni poZzadavky Evropskéhdadu pro bezpmost potravin (EFSA) [2]. Nejn&jsi snery
navrzené EFSA dopotuje pro testovantastic provést také in vitro testy genotoxicity &teré testy
in vivo [64].
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3 CILE DIZERTA CNi PRACE

Cilem préace bylo vyvijet a testovat vhodné ty@agtic ipravenych z firodnich materid, pripravit
je ve stabilni forrd a oWfit jejich pouZzitelnost do potraviiigkych a kosmetickych vyrolik Hlavnim
zanmtrem bylo ziskat moderni futki potraviny a napoje s lepSimi vyZivovymi a serdgmi
vlastnostmi a vysokouff@anou hodnotou, ffpadré kosmetickési farmaceutické vyrobky s vysokou
funkénosti.

V pribe¢hu dizerténi prace bylyeSeny nasleduijici dilcile:

zavedeni postup pro enkapsulace nizkomolekularnich latek a jepoigsi (nag. kofein,
polyfenoly, vitaminy, antioxidanty, stabilizatorgntimikrobialni latky), vysokomolekularnich
sloZzek (nap enzymy) a probiotickych mikroorganigm

zavedeni metod stanoveni enkapsulovanych aktivsli@bek (spektrofotometrické metody,
HPLC/UV-VIS/PDA/MS, stanoveni viability b, antimikrobiélni testy atd.)

zavedeni metod charakteriza@destic — analyza velikosti, tvaru, distribuce a nébo
enkapsulace vybranych molekul aé&siy stanoveni efektivity enkapsulace, charakteezac
vzniklych ¢astic

testy dlouhodobé stability a biologické aktivitastic i razném pH, tepl@, v raznych
typech modelovych a realnych prasti i v simulovanych fyziologickych podminkach

navrh vhodnych transportnich systéprotizené uvaiovani aktivnich latek v novych typech
potravin&skych a kosmetickych produkt

senzoricka analyza futkich potravin

vyhodnoceni kvality a stability novych potraviaaych a kosmetickych produkt pri
dlouhodobém skladovani
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a chemikalie

4.1.1 Pouzité chemikalie

2,2—azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoovasetina)-(ABTS), Sigma-Aldrich (DEU); 2,6-
dichlorindofenol, Sigma-Aldrich (DEU); Acetonitripro HPLC, Gradient Grade, Sigma-Aldrich
(DEUV); Agar Powder, Himedia (IND); Alginat sodnél,sSigma-Aldrich (DEU); Agarosa, Serva
(DEUV), B-karoten 95% typ I: synteticky, Sigma-Aldrich (DEWBile salts — si&s kyseliny cholové a
deoxycholové, Sigma-Aldrich (DEU); Carbomer 980,n&iLion (USA); Diethylether, VWR
Chemicals BDH PROLABO (USA); Dla-tokoferol acetat, MERCK (DEU); Dusitan sodny, Mitn—
LachNer (CZE); Epikatechin, Sigma-Aldrich (DEU); Hhanol,Vitrtum—LachNer (CZE);
Ethylacetat, Vitrum-LachNer (CZE); Folin-Ciocalteso ¢inidlo, Penta (CZE); Glukéza, Vitrum—
LachNer (CZE); Howzi extrakt, Difco laboratories (USA); Hydroxid sggditrum—LachNer(CZE);
Hydrogenuhkitan sodny,Vitrum—LachNer (CZE); Chitosan, Sigmatid¢h (DEU); Chloroform,
VWR Chemicals BDH PROLABO (USA); Chlorid hlinity, ium—LachNer (CZE); Chlorid sodny,
Vitrum—LachNer (CZE); Chlorid vapenaty, Vitrum-Ladér (CZE); Cholesterol Sigma-Aldrich
(DEV); Ibuprofen, Sigma-Aldrich (DEU); Katechin,gdna-Aldrich (DEU); Karboxymethylcelul6za,
sodnd 8l, Sigma-Aldrich (DEU); Klotrimazol, Sigma-Aldric(DEU); Kofein, Sigma-Aldrich (DEU);
Kyselina L-askorbovd, Sigma-Aldrich (DEU); Kyseliodronova, Vitrum—LachNer (CZE); Kyselina
gallova, Sigma-Aldrich (DEU); Kyselina chlorovodikb 35%, Lach:Ner (CZE); Kyselina
chlorogenovd, Sigma-Aldrich (DEU); Kyselina réé 80%, Vitrum-LachNer (CZE); Kyselina
metafosforéna, Lachema (CZE); Kyselina octova 98%, Vitrum-Lldeh (CZE); Kyselina
trichloroctovd, Serva (DEU); LB médium (Luria-Beatii), Sigma-Aldrich (DEU); Lecithin ze
sojovych bold, Serva (DEU); Lecithin vajey, Serva (DEU); Luteolin, Sigma-Aldrich (DEU);
Lysozym from chicken egg white, Serva (DEU); Metblapro HPLC, VWR Chemicals BDH
PROLABO (UK); Mcatovina p.a., Penta (CZE); Morin, Sigma-Aldrich (DEWlyricetin, Sigma-
Aldrich (DEU); n-hexan pro HPLC, VWR (USA); Panktimaz vegoveé slinivky, Sigma-Aldrich
(DEUV); Pepsin z prasé Zalude€ni sliznice, Sigma-Aldrich (DEU); Pepton, HimedidND);
Peroxodisiranem draselnym, Sigma-Aldrich (DEU); ddzin, Sigma-Aldrich (DEU); Pullulan
Sigma-Aldrich (DEU); Quercetin, Sigma-Aldrich (DEURutin, Sigma-Aldrich (DEU); Siran
méd’naty, pentahydrat,Vitrum—LachNer (CZE); Siran maragg, hydrat, Vitrum—-LachNer (CZE);
Skrob rozpustny p.a., Lach-Ner(CZE); Tripolyfosf&igma-Aldrich (DEU); Trolox—6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylova kyselin&igma-Aldrich (DEU); Uhkiitan sodny
bezvody, Lach:Ner (CZE); Vinan sodno-draselny, Mitr-LachNer (CZE)

4.1.2 Pouzité pristroje a pomiacky

Analytické vahy, Boeco (DEU);iBdvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (DEUYe&vazky
Scout Pro, OHAUS (USA); ELISA Reader BioTek ELx8@otek (DEU); Mikrocentrifuga Mikro
200, Hettich Zentrifugen (DEU); Mikrocentrifuga &aus, Sigma (DEU); Centrifuga Boeco U-32R,
Hettich Zentrifugen (DEU); Koloidni DLS analyzatdetaSizer Nano ZS, Malvern (GBR); Sestava
HPLC/PDA/MS, Thermo Finnigan SURVEYOR, Thermo FeciUSA): Pumpa - MS Pump Plus,
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Hmotnostni detektCQ Advantage Max; Termostat - LCO
101, Column Oven (ECOM, CZE); Davkovaci analytislentil smykovy C R54157 (ECOM, CZE);
Vyhodnocovaci systém Xcalibur Thermo Fischer (USBgstava HPLC/PDA/RI ThermoFisher
Scientific (USA): Programéator gradientu UltiMateOBOFotometricky detektor: UltiMate 3000 DAD,
Refraktometricky detektor: RefractoMax 520, Pumpd#G-3400SD, Vyhodnocovaci software:
Chromeleon 7; Sestava HPLC, Ecom spol. s.r.o. (C¥K3¥okotlakécerpadlo LCP 4020 (Pumpa -
Beta 10), Davkovaci analyticky ventil stkpvy C R54157, Termostat kolon LCO 101
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(LCO 102 LONG), Spektrofotometricky detektor LCD 84) Kolona Zorbax Eclipse plus C18
(4,6 x 150 mm), Kolona Kinetex 5u C18, 4,6 x 150 nkulona: Luna 10u NH2 100A 250 x 4,6 mm,
Kolona Eclipse plus XDB-C18, 1n, 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies — USA), Kadon
SupelcosilTM LC-NH2, bm, 4,6 x 250 mm; Ultrazvukovy homogenizator / digggor - Bandelin
Sonoplus HS3200, SonorexTechnik (DEU); Ultrazvukddaei PS02000 (CZE); Membranovy
extrudér — LiposoFast, Avestin (DEU); Vortex: GenRy IKA Vortex (DEU); Vortex, TK3S, Kartell
spa (USA); Vortex REax Top, Heidolph (DEU); Vodiizéh TW2, Julabo (DEU); Vodni laze
W620E, LaboPlay (POL); Opticky mikroskop Intracodwi LM 666 PVé LED (CZE); Software
Dino-Capture 2.0 (CZE); Fluoresaam mikroskop Olympus IX71, Microtime 200 (DEU); Bi@rova
komarka Marienfeld (DEU), Spektrofotometr Thermo Spenic Heliosé (GBR); Spektrofotometr
Unicam Heliosa (GBR); Spektrofotometr — Heliog, Unicam (GBR); Vakuova odparka Werke
RV06-ML: IKA (DEU); Pratokovy cytometr - Apogee A50, Apogee Flow Systen@BR);
Magneticka mich&a: Lavat (CZE); LUMiSizer — Dispersion analyzelLem (USA); Automatické
pipety v izném rozsahu objemu — Discovery (DEU) a Biohit (DEMMPLEN Nanophotometer UV-
VIS (DEU); Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruemts (USA); Temperovan&epaka Heidolph
Unimax 1010, Labicom (CZE); Termostat Raven 2 Iratab (USA); Termostat Memmert GmbH Co.
KG (DEU); Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL J$BBOF (USA); Enkapsulator BUCHI B-392
Pro (CHE); Lyofilizator — BenchTop 4K ZL, VirTis @A)

4.2 Latky pouzité k enkapsulaci

V této préci byly k enkapsulaci pouzity tyto stardid chemikalie: kofein, nisin, lysozym katechin,
B-karoten, ergosterol, bromelain, pepsin, pankneatipain, kolagenasa, alkalasa, lipasa, morim, rut
kvercetin, kyselina gallova, vitamin C. Dale byluZd rovreZ lyofilizovany bilek, vzorky zazvoru
lékaiského, bebicku, acesneku Bzrn¢ dostupné v obchodech.

Enkapsulovany byly i nasledujici bylinné extrakadny/ethanolovy extrakt z kéigy dvoudomé
rozmarynu |ékiského, hamanku pravého, levandule |ékké, cerného bezu, 3alje lékaskeé,
pelyiku pravého, maté&ousky, echinacey, lékoe, nesicku leékaského, rakytnikureSetlakového,
tymianu obecného, jitrocele kopinatého, majoranlghradni a itzalky té€kované, které byly
zakoupeny v Lé&vé rostliny, Brno.

Dale byly pouzity vzorkgerného, bilého a zelenébaje (sypanygernyéaj, Gunpowder Black{ina);
sypany zelenytaj, Formosa Gunpowder (Tchaj-wan); sypany k#§, Pai Mu Tan (ina), kavy
(praZzena zrnkové plantazni kava (100% arabicagilBréSantos (Brazilie)), guarana - drcena semena
guarany, EXOTIC HERBS (Brazilie), goji - kustovni¢tnska, WOLFBERRY (EU) a ZenSenu -
drceny kden ZenSenu, EXOTIC HERBS (Asie)fi Poraci byly pouzity rovez vzorky mrkve,
cervenych jablek, citronu, pomexka kiwi a sndsi lesnich plod (maliny, jahody, batvky; mrazené)
bézrg dostupné v obchodech, zelengrjen -&erstvy a doplék stravy Mladik JEMEN (Ceska
republika), propolis- Velastvi Petr Vydra (Brno) a inulin — rozpustna viakminFAN Ceska
republika).

4.3 Pouzité realné potraviny

Vybranécastice byly aplikovany dathto vybranych potravin: polatoé cerstvé mléko pasterované,
Albert (Moravia Lacto a.s.): na 100 ml: 4,6 g saaha 3,2 g bilkovin, 1,5 g tuk 190 kJ / 45 kcal,
Actimel, (Danone) na 100 g: 10,5 g sachayid,8 g bilkovin, 1,6 g tuk 301 kJ / 71 kcal, selsky
jogurt bily (Hollandia) na 100 g: 4,3 g saché&ric,5 g bilkovin, 3,9 g tuk 277 kj / 66 kcal,
chocaisky smetanovy jogurt (Chotigka mlékarna) na 100 g: 2,8 g sacharid,2 g bilkovin, 10,3 g
tukd, 500 kJ / 120 kcal.

Dale byly pouzity vzorky koménich napaj:pravy cernycaj (Jenda) -piiprava: 1 s&k byl louhovan
ve 100 ml vrouci vody po dobu 20 minut, zel&ay (Ahmad Tea)-fiprava: 1 sé&k byl louhovan ve
100 ml vody o tepl@ °C po dobu 20 minut, citronova mineralka (Ondr&&)v-sloZeni na 100 mi:
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4,69 sacharii, méré nez 0,3 g bilkovin, mé&mnez 0,1 g tuk a 0,008 g soli, 19 kcal, Nestea zeleay
citrus (Nestea)-sloZzeni na 100 ml: 4,5 g saclam@02 g sodiku, 48 kcal, Coca Cola (Coca Cola)-
sloZeni na 100 ml: 10,5 g sacharid2 kcal, pomeratvy dZus Hello (Linea Nivnice)-sloZzeni na 100
ml: 11 g sachariilz toho 8 g cukt, mére nez 0,1 g bilkovin, m&mnez 0,1 g tuk, 0,05 g, 40 kcal.

4.4 Pouzité mikroorganismy

V této préci byly v experimentalgésti pro testovani antimikrobialni aktivity pouZzitiyii bakterialni
kultury: Micrococcus luteusCCM 1569,Bacillus subtilisCCM 2794,Escherichia coliCCM 7395 a
Serratia marcescen€CM 8587a jeden kvasinkovy kme@andida glabrataCCM 8270. VeSkeré
kmeny byly ziskany £eské sbirky mikroorganisirv Brré. K enkapsulaci byly v této praci pouZity
probiotické bakterialni kulturyactobacillus acidophilusCCM 4833 aBifidobacterium breveCCM
7825 rovnsz ziskané £eské shirky mikroorganisirv Brrg.

4.4.1 Kultivace probiotik

Pro kultivaci bakterialnich kultuLactobacillus acidophilusa Bifidobacterium brevebylo pouZito
komegni MRS médium. Zakladni slozky MRS média: peptorgdPhowzi extrakt 10 g/l, kvasiny
extrakt 5 g/l, glukéza 20 g/l. Médium bylo smichasalestilovanou vodou vd&eném pordru

v Erlenmayero¥ baice a sterilizovano v tlakovém hrnci s dewym ventilem po dobu 30 minut.
Kultury byly zagkovany ve sterilnim boxu. Kultivace probihaka $7°C po dobu 24 hodin. Poté byly
kultury pouZity na stanoveni viability natpokovém cytometru a k enkapsulaci. ¥gad piipravy
tuhého média bylo dalefidhno mnozstvi agaru o koncentraci 15 g/l. Pevndiuné bylo pouZito k
dlouhodobému uchovéavani kultuii g °C v podob kiizového roztru na agaroveé plo# U pouZzitych
mikroorganisni byla stanovenaistova Kivka. Ristova Kivka byla sestrojena pomoci série ddbs
naslednym r&¥enim zakalu i 630 nm, vZdy po 4 hodinach.
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Graf 1. Ristova Kivka - Lactobacillus acidophiluaBifidobacterium breve

4.4.2 Kaultivace mikroorganismi pro testovani antimikrobialni aktivity

Jako testovaci modelové mikroorganismy pro sérifin@krobidlnich tesi byly zvoleny dva
grampozitivni bakteridlni kmeny B. subtilis a M. luteus a dva gramnegativni bakterialni
kmeny -E. colia S. marcescen&ultury byly dlouhodob uchovavany v podabkiizového roztru na
agarové plotaé pti 4 °C v lednici. VZzdy ped samotnou kultivaci bylotipraveno z dlouhodab
uchovévané kultury inokulum z&lkovanim do sterilnihofslusného tekutého média. Pro kultivaci
mikroorganisni bylo vzdy pouZzito 50 mlifslusného médiafjpraveno do 100ml Erlenmayerovych
barek a sterilizovano v tlakovém hrnci s ofemym ventilem po dobu 30 minut. Z&kované tekuté
médium bylo poté inkubovano 24h v termostatu gptimalni teplo¥ za staléhoiepani.Bacillus
subtilis byl inkubovan pi 30 °C a ostatni bakteriéM{crococcus luteus, Escherichia cdaliSerratia
marcescendyly inkubovany pi 37 °C. Z gipraveného inokula byly po 24 hodinach demvany
(po 1 ml kultury) pevné agarové plotny a ré¥rbylo greatkovano do nového tekutého média, které
bylo pouzito na stanoveni antimikrobiélni aktivitg mikrotitr&ni destéce.
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Agarové plotny byly kultivovany 24h v termostatii pptimalni teplot a nasledé pouZity pro
stanoveni antimikrobialni aktivity studovanych vaorU pouZzitych mikroorganistnbyla stanovena
rastova Kivka. Ristova Kivka byla sestrojena pomoci série &dbs naslednym gfenim zakalu p
630 nm, vZdy po 4 h, resp. o mefeni nebylo realizovano.

4.4.2.1Pfiprava médii pro E. coli

Jako kapalné médium bylo pouZzito kogmdrLB médium pipravené podle navodu na koncentraci 25
g/l. V pripac pripravy tuhého média bylo dal¢iggno mnozstvi agaru o koncentraci 20 g/l. Zakladni
sloZzky LB média: trypton 10 g/l, kvasmy extrakt 5 g/l, NaCl 10 g/I.
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Graf 2. Ristova kivka — E. coli

4.4.2.2PFiprava medii pro B. subtilis

Pro gipravu kapalného média bylo pouZito nasledujiciokeshi: 5 g/l peptonu, 3 g/l beef extraktu,
0,01 g/l MNSQ-H,O. V piipact pripravy tuhého média bylo délefiggno mnoZstvi agaru o
koncentraci 20 gl/l.
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Graf 3. Ristova kivka — Bacillus subtilis

4.4.2.3Priprava meédia pro M. luteus a S. marcescens

Pro gipravu kapalného médium bylo pouZzito nasledujiddeni: 5 g/l peptonu, 3 g/l beef extraktu a
3 g/l NaCl. V gipad pripravy tuhého média bylo daléigéno mnoZstvi agaru o koncentraci 20 g/l.
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Graf 4. Ristova Kivka — Micrococcus luteus
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Graf 5. Ristova kivka — Serratia marcescens

4.4.3 Kultivace Candida glabrata

Candida glabratabyla kultivovana v tekutych médiich v Erlenmayegraly baikach i na pevnych
médiich na Petriho miskach. Kultivace probihatateplot 37 °C. Pro kultivacCandida glabrata
bylo piipraveno medium o nasledujicim sloZeni: peptonl1@tukoza 40g/l v fipadt pevnych médi
s pridavkem agaru 15 g/l.
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Graf 6. Ristova kivka — Candida glabrata

4.5 Priprava mikroorganismi pro enkapsulaci

Probiotické kultury K. acidophilus B. breve byly smichany s obalovym materidlem a enkapsulpva
Pro enkapsulaci bék bez média bylo médium centrifugovano (10 min08 @m, 25 °C) a peletky
burgk byla dispergovany v obalovém materialu.

4.6 Priprava vzorki k enkapsulaci a zakladni charakterizaci

4.6.1 Propolis

Byla pripravena tinktura o koncentraci 1 g propolisu n® &0 absolutniho ethanolu. $m byla
rozpoudtna za stadlého michani po dobu 48 hodiadpouzitim byl roztokigfiltrovan pro odstrami
piipadnych pevnychastic.

4.6.2 Zeleny jemen

Pro gipravu napoje z prasku byl pouZit korwer preparat. Dle dopokeni na etiket (1-2 ¢ajove
IZicky do napoje) bylaifpravena suspenzecfmene v obalovém materialu o koncentraci 0,01 ghml p
enkapsulaci za vznikgastic typu matrix. V fipac enkapsulace za vzniktastic typu kapsule byl
ptipravena suspenzecjmene ve vod o koncentraci 0,05 g/ml; suspenze byla centrifégav(2 min,
12 000 rpm, 25 °C) a pro dalsi praci byl pouzitesmatantCerstvy j&men byl vygstovan na vibené
celuléze. Po 10 dnech byly #afcca 15 cm) sklizeny a rozmixovany pomoci@nino mixéru
ve 100 ml vody¢imz byly gevedeny na suspenzi. Dle fey byla nasledhpouZita centrifugace
(2 min, 12 000 rpm, 25 °C).
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4.6.3 Priprava bylinnych extrakti

Na zakladni fipravu bylinnych extraktbylo navazeno 1 g suSené bylinky. Toto mnozZstio kwglito
a louhovano ve 100 ml vrouci vody, kyseliny citre@pgipadré 40% roztoku ethanolu, po dobu 15
minut.

4.6.4 Priprava kofeinovych extrakta

Roztoky néapaj byly pripraveny podle navodu na obalu. Sypany zekajsbyl zalit vodou o teplét
70-80 °C v poréru 1,5 dl na Xajovou IZiku (2,820 g). Bpravenyéaj byl ponechan k louhovani 2—
3 minuty. Poté byl gefiltrovan fes gazu. Sypan§erny ¢aj byl zalit vrouci vodou v poénu 1,5 dl na
1¢ajovou IZEku (2,192 g). Rpravenyc¢aj byl ponechan k louhovani 3-5 minut. Poté hfiirovan
pies gazu. Sypany bil§aj byl zalit vodou o teplét piiblizné 90 °C v pondru 1,5dl na Xajovou
IZicku (1,980 g). Bpravenycaj byl ponechan k louhovani 5 minut. Poté bigfjitrovan fes gazu.
Guarana (semeno mletéfdjova Iztka (2,476 g) byla zamichana do vrouci vody. Potébgraveny
roztok pefiltrovan gres gazu. Zrnka kavy byly pomoci mlynku rozemletg N5 dI byly pouzity 2
kavové IZEky mleté kavy (1,982 g). Kava byla zalita horkowwa o teplot 93-94 °C. HEpraveny
roztok byl ponechan chvili k louhovani a poté hgffitrovan fes gazu.

4.6.5 Priprava ovocnych a zeleninovycht&v a extrakta

Srava z testovaného ovoce a zeleniny byla ziskanzaed®im. Diky duzig byla $ava velmi husta.
Roztoky byly tedy dale od&dény pri 7 500 otékach za minutu po dobu 5 minut.

Extrakty z testovaného ovoce a zeleniny byly zigkéxtrakci z lyofilizatu. K extrakci byly pouzity
nasledujici roztoky: 1%, 5% a 10% kyselina citraole, 5% a 10% kyselina nil&, ethylacetat a
ethanol.

4.7 Metody pro stanoveni zakladnich charakteristik

4.7.1 Stanoveni kofeinu metodou HPLC/PDA/MS

K analyzovani extrakta stanoveni vSech sk®nin z potravin je @leZité nalézt dinnou a rychlou
analytickou metodu. K tomuto stanoveni se obvyklgsiva vysoce &inna kapalinova chromatografie
(HPLC) sreverzni fazi. Vzorky kofeinu byly aplikbw na kolonu pomoci davkovaci stky o
objemu 2Qul. Déleni sngsi probihalo na kolahKinetex 5u C 18 s reverzni fazii 80 °C. Eluce byla
pouZita izokraticka ¥ pratoku mobilni faze 0,6 ml-mih Mobilni fazi byla srss methanolu a vody
v poneru  60:40. Vzorky byly detekovdny na PDA detektordi winové délce 270 nm.
Z chromatograrin o riznych koncentracich kofeinu byly zgéty plochy pik a sestavena externi
kalibrasni kiivka pro kvantitativni stanoveni koncentrace kofeiy=7-10 x (mg/ml). Pro potvrzeni
sloZeni realnych vzotk byla pouZita rov&Z metoda hmotnostni spektrometrieifmym nastikem.
Hmotnostni spektrum typu ,full scan“ bylo ziskdnonmoci ESI ionizace v negativnim modu, jako
detektor byla pouZita iontova past.

4.7.2 Stanoveni celkovych polyfenal

Ke stanoveni se pouziva Folin-Ciocalteugiuudlo. Fenoly jsou oxidovany v zasaditém piedi a v
¢inidle pritomné molybdenany a wolframany jsou redukovanysmés modrych oxid wolframu a
molybdenanu. Vzniklé modré zabarveni je ¢ané celkovému mnoZstvi upodni @itomnych
fenolickych slodenin a stanovi se spektrofotometricky 60 nm. Ziskané vysledky lze interpretovat
jako mnozstvi celkovych polyfenolve vzorku, pop jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE, Gallic
Acid Equivalent), protoZe kyselina gallova je zamijita jako standard [155].

Pro sestrojeni kalibtai kiivky byla pipravena kalibréni fada kyseliny gallové od 0,1 do 0,7 mg/ml.
Z nangfenych hodnot byl nasledsestrojen graf kalibtai zavislost, A = 1,3307-c (mg/ml).
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4.7.3 Stanoveni celkovych flavonoid

Chlorid hlinity tvari stabilni kyselé komplexy s 4Cketoskupinou a s £nebo Ghydroxylovou
skupinou flavonoid, roztok tak ziskavd oranZzové zabarveni, které jeéreno
spektrofotometricky [156]. Koncentrace nezndméhoorkz je poté vypditana zrovnice
z kalibraniho grafu zavislosti absorbance na koncentracidstalu, kterym je katechin. Zavislost
absorbance na koncentraci byla fippcE katechinu pror¥ena v intervalu od 0,05-0,3 mg/ml.
Z nangfenych hodnot byl nasledsestrojen graf kalibtai zavislosti, A = 2,8729-c (mg/ml).

4.7.4 Stanoveni celkovych antokyai

5 g vzorku bylo rozéeno s 20 ml methanolu okyseleného kyselinou chimitkovou. Smis byla
extrahovana po dobu 15 minut tiedaice a poté centrifugovandi 20 000 ot./min. po dobu 15 minut.
Supernatant byl odlit a pevna faze byla znovu éxtvdna okyselenym methanolem. Supernatanty
zobou centrifugaci byly spojeny a dogly na objem 150 ml. Vzorky byly &eny
spektrofotometricky $# 528 nm. Jako blank byl pouZit okyseleny metharthzdy vzorek byl
analyzovan tikrat a ze ziskanych hodnot byl vyithn ptmér. Koncentrace byla vygftana

z kalibrasni kiivky zavislosti absorbance na koncentraci kyanimbgdloridu, A = 60,3368- ¢ (mg/ml).

4.7.5 Stanoveni jednotlivych flavonoidi metodou RP-HPLC s UV-VIS detekci

Pro stanoveni jednotlivych flavondid metodou HPLC byla extrakce vzdrk provedena
v 10% kyselig mléiné, aby doSlo k uvolmi vazanych polyfenolickych sléanin. Extrakt ze vzorku
byl protepan v ethylacetatu. Poté byla organicka faze¢ledd a odp@na na roténi odparce.
Odparek byl rozpudh v 1 ml mobilni faze. Pro stanoveni jednotlivydavbnoidi byly pouzité
standardy morinu, myricetinu a luteolinu, které ybybzpusény v ethanolu. Standard rutinu byl
rozpusén v methanolu. Takto fjpravené standardy bylyfidavany ke vzorkm a analyzovany
metodou RP-HPLC/UV-VIS na kolénZorbax Eclipse plus C18fipteplog 30° C a pfitoku
0,75 ml/min. Detekce byla provedena spektrofotoitietrpii vinové délce 370 nm. Mobilni faze je
roztok o sloZeni acetonitril : methanol : voda sélna fosforénd v pomdru 30:20:49,5:0,5.
Namgiena data byla analyzovana pomoci software CldRibynice kalibranich kivek (koncentrace v
mg/ml):Rutin: A=12,13-c; Kyselina chlorogenova: Ak44-c; Phloridzin: A=1,08-c; Myricetin:
A=424,62-c; Morin: A=57,43-c; Quercetin: A=282,156-

4.7.5.1Uprava vzorkz pro stanoveni individualnich flavonoi pomoci HPLC

Presr® zvazené mnozstvi lyofilizatu vzorku bylo smichamote® a chladu hydrolyzovano pomoci 1
M HCI. Poté byla sis odstedEna. K supernatantu bylidan ethylacetat a sfa byla vytepavana.
Vodn4 vrstva byla odstréna, ethylacetatova vrstva byléepedena do odpavaci baky. Na vakuové
odparce byl ethylacetat odea do sucha a odparek viloa byl rozpu&n v 1 ml mobilni faze. Takto
piipraveny vzorek byl naskovan na HPLC.

4.7.6 Stanoveni individualnich katechini

Jako mobilni faze byl pouZit roztok methanolu a wadpontru 45 : 55. Eluce byla izokraticka,
kolona byla v termostatu zéiiana na 30°C a prok byl nastaven na 0,75 ml za minutu. Byla pouZita
kolona Eclipse XDB-C18. Na zatek kolony byl do davkovaci siky o objemu 20Qul nastikovan
vzorek a detekce latek probihala v detektorti B80 nm. Rovnice kalibeaich Kivek
(koncentrace v mg/ml): Katechin: A=2,416.c; Epikdi@: A=3,752.c.

4.7.6.1Uprava vzorkz pro stanoveni individualnich katechihpomoci HPLC

Uprava vzorku pro stanoveni individualnich katehibyla téngt totozna s Gpravou vzaik pro
stanoveni individualnich flavonaid(4.7.5.1). Odparek v lige byl ale po odgeni rozpudn v 1 mi
methanolu a tento vzorek byl poté nadavkovan naGiPL
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4.7.7 Stanovenia-tokoferolacetatu pomoci HPLC

Stanovenio-tokoferol acetatu bylo provedeno pomoci metody BRLUV-VIS detekci. Podminky
analyzy byly nastaveny na teplotu 45 °Cjtpk 1 ml-min-1, mobilni faze byla absolutni methamo
kolona Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla protme ¥ vinové délce 289 nm. Retémi ¢as proo-
tokoferol acetat byl 4,26 min. Rovnice kalitnakiivky: Y=1,5910'R (mg/ml).

4.7.8 Stanovenip-karotenu pomoci HPLC

StanoveniB-karotenu bylo provedeno pomoci metody HPLC s U\&\detekci. Podminky analyzy
byly nastaveny na teplotu 45 °C,amk 1 ml/min, mobilni faze byla absolutni methamaokolona
Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla pro¢éd (¥ vinové délce 450 nm. Retémi ¢asp-karotenu byl
10,10 min. Rovnice kalibtai kiivky: Y=2,1310°X (mg/ml).

4.7.8.1Uprava vzorkz pro stanovenj-karotenu pomoci HPLC

Smes karotenoid byla z gesré zvaZzeného mnozstvi lyofilizatu vzorku extrahovanenpci rékolika
ml diethyletheru. Ten byl poté ze &sh odpipetovan do odpavaci baky a na vakuové odparce byl
odpdaen do sucha. Odparek byl poté rozpnst 1 ml methanolu. Taktofipraveny vzorek byl
nastikovan na HPLC.

4.7.9 Stanoveni kyseliny askorbové pomoci HPLC

Jako mobilni faze byl pouzit roztok 0,05 M octamdrsého a acetonitrilu v pafmu 95 : 5. Eluce byla
izokratickd, kolona byla v termostatu #afdna na 30°C a fptok byl nastaven na 0,6 ml za minutu.
Byla pouzita kolona Supelcosil TM LC-NH2. Detekceolpihala pi 254 nm. Rovnice kalibeai
kiivky (koncentrace v mg/l)A=273,35c.

4.7.9.1Uprava lyofilizovanych vzork pro stanoveni kyseliny askorbové pomoci HPLC

Kyselina askorbova byla Zgsré zvaZzeného mnozstvi lyofilizatu vzorku extrahovanampci
nékolika ml 2% kyseliny metafosfotaé. Smés byla odsedina a supernatant byl nékbvan na
HPLC.

4.7.10 Titra ¢éni stanoveni kyseliny L-askorbové

Nejprve byla provedena standardizace. Navazka ikysketaskorbové byla rozpudta v 2% kyselis
chlorovodikové. Rpraveny roztok byl titrovan odémnym roztokem 2,6-dichlorindofenolu o
koncentraci 0,0005 mol-dindo lososow rizového zbarveni stalého minim&la5 sekund. Vzorky
¢astic s kyselinou L-askorbovou byly centrifugovany 14 800 ot.-min. Pro stanoveni byl pouZzit
supernatant. K 1 ml taktotipraveného vzorku bylofano 10 ml 2% kyseliny chlorovodikové a
titrovano do swtle rizového zbarveni. Koncentrace vitaminu C byla pgtéostena troflenkou za
pouZziti ziskanych hodnou ze standardizace [144].

4.7.11 Stanoveni antioxid&ni aktivity pomoci ABTS

Ke stanoveni antioxidai aktivity byla v této praci pouZita metoda za paicinidla s obsahem
ABTS"[157]. Tato metoda je jednou ze zakladnich proctani antioxidani kapacity.

Kalibra¢ni kiivka byla sestavena pro standardni roztok Trologapuséném v 60% ethanolu.
Rozmezi koncentraci bylo 50-400 ng/ml. Do rovniggabdosazovana hodnot®@A (A0 - Al10).
Hodnota antioxidéni aktivity byla vyjadena jako hodnota antioxitiai aktivity vzorku ve stejné 1,
jakoby vzorek obsahoval dané mnoZstvi Troloxu. Rmekalibrani kiivky: y=1,389.10°.x (ug/ml).

4.7.12 Stanoveni koncentrace klotrimazolu a ibuprofenu poraci HPLC

K analyze koncentrace d& pomoci HPLC/PDA byla pouZita jako mobilni fazeetonitril:voda
v poreru 6:4. Pitok mobilni faze byl 1ml/min a teplota analyzy bg@°C.
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Jako stacionarni faze byla pouzita kolona 150 mmet€x 5u C18 100 A, s viitim primérem
4,6 mm. Rovnice kalibgmich Kivek: klotrimazol y=3-10 x (mg/ml), ibuprofen y=1-ox (mg/ml).

4.7.13 Spektrofotometrické stanoveni proteini - metoda dle Haetree — Lowryho

Jedna se o kolorimetrické stanoveni, zaloZzené mastozkovémcinidle [158]. Tato metoda byla
mnohokrat upravena. DneSni verze vyuziwh dinidla, namisto fivodnich @ti. Dochazi

k intenzivrgjSimu zbarveni roztoku a stanoveni pracuje v Sin§gimsahu koncentraci. Roztoky jsou
A =650 nm proti blanku [158]. Pro sestrojeni kadtli kiivky byl pouZit roztok albuminu a ro¢#
roztok lysozymu, z &hoz byla pipravena kalibréni fada o koncentraci 0,15 aZ 0,75 mg/ml respektive
0,03 -0,12 mg /ml. Rovnice kalibmaich kivek: albumin y=3,0992.x, lysozym y= 4,7104.x (m@yym

4.7.14 Bicinchoninova metoda

Metoda je zaloZzena reakci BCAnidla se vzorky i 50 °C. Zngéna absorbance je potéfana i
562 nm proti slepému vzorku [159]. Kalibrd fada nisinu byla ijpravena o koncentraci
125-200@g/ml. Rovnice kalibréni kiivky: y=1,9058.x (mg/ml).

4.7.15 Stanoveni koncentrace peptid metodou HPLC

Pro analyzu peptid pomoci HPLC/PDA byla pouzita 150 mm kolona Aerispftde XB-C18
obsahuijici 3,um ¢astice Core-Shell® vazané na silikagelu simfib pitimérem 4,6 mm. Ritok byl
zvolen na 60Qu-min™ a kolona byla temperovana na 30°C. Jako mobilré fdyla dle specifikaci
kolony pouZita srs rozpoudtdel voda a acetonitril v pofru 20:80, ob s 0,1% obsahem kyseliny
trifluoroctové. Kalibr&ni zavislost byla sestrojena pomoci koncemirdady v rozmezi u nisinu
0,625-125ug/ml a u lysozymu 7-1000g/ml.Rovnice kalibrénich Kivek: nisin y=1,7.105.x, lysozym
y=9,8.1G.x (ug/ml).

4.7.16 Stanoveni enzymovych aktivit

4.7.16.1Stanoveni proteasové aktivity

Pri stanoveni proteasové aktivity bromelainu, trypsipepsinu, alkalasy, papainu, pankreatinu a
kolagenasy byl jako substrat pouZit roztok azoaibum(5 mg/ml). Azoalbumin je chemicky
modifikovany protein s navazanou oranZovou sulémitiovou skupinou. Enzymatickou hydrolyzou
(37 °C) se uvaluji barevné peptidy rozpustné v trichloroctové kyse které jsou nasledn
detekovany p 440 nm. Jednotka aktivity je pak definovana jakmoZstvi enzymu katalyzujici
pfemEnu substratu doprovazenou istem absorbance o 0,001 za 1 minutu za podmingk [te80].
Vlastni stanoveni bylo provedeno smichanim 0,1ubssatu s 0,1 ml vzorku a inkubovano §7 °C

po dobu30 minut. Reakce byla zastaveridgvkem 0,41 ml 10% trichloroctové kyseliny, potdyb
vzorky centrifugovany. K 0,5 ml ziskaného supematebylo v kyvet piidano 0,7 ml 1M NaOH a
zmeiena absorbancdipt40 nm proti blanku.

4.7.16.2Stanoveni lipasoveé aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity s vyuZitim p-nitrafglpalmitatu je zaloZzeno na schopnosti lipolytichyc
enzymi S€pit tento substrat za vzniku Zéurbarveného produktu p-nitrofenolui Btanoveni lipasove
aktivity bylo 1,25 ml substratu (0,0135 g p-nitnofé palmitat, 0,017g SDS, 1 g triton X-100)
smichano s 1,25 ml pufru o pH = 8 a s 0,5 ml vzoflakto vznikly roztok byl inkubovanip55 °C po
dobu 5 minut. Poté byla absorbancestgna pi 410 nm proti blanku, ve kterém byl vzorek nahraze
destilovanou vodou. Kalibtai kiivka: y = 14,14.x (mmol/l).
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4.7.17 Stanoveni obsahu chlorofyi

K odebranému mnoZstvi zkoumaného roztoku byidgmo stejné mnoZstvi acetonu. Byla #jist
absorbanceip645 a 663 nm, jako blank byl pouZzit acetdadiny vodou 1:1 [158].
Obsah chlorofylu a byl zji&h pomoci rovnice;, = 1270ma,, - 2690A,, | mgrinr|

Obsah chlorofylu b byl zjih pomoci rovniceg = 2290rn, .- 46802, Imgtini*|

4.8 Priprava ¢astic

4.8.1 Priprava polysacharidovychééastic

Pripravené polysacharidovéastice byly pipraveny na principu metody zesit. Ri pripraw
alginatovych¢astic byl jako gsiujici roztok pouzit chlorid vapenaty [18, 20]. Dabgla testovana
moznost pipravy alginatovychiastic, které byly dale zpetmy potazenim vrstvou chitosanu [161].
Chitosanové&:astice byly pipraveny pomoci roztoku tripolyfosfatu sodného [[LE&krobovécastice
byly ptipraveny srazenim v ethanolu [163feBné postupy jsou uvedeny nize.

4.8.1.1Pfiprava alginatovychéastic A

6 ml 0,5% chloridu vipenatého bylsikapavano za stalého michani do 20 ml extraktukteeem
bylo rozpu&no 0,06 g alginatu (vznikl 0,3% roztok alginatu).

4.8.1.2Pfiprava chitosanovycl#astic CH

6 ml 0,5% roztoku tripolyfosfatu sodného (TTP) byta stalého michanifigapavano k 20 ml
extraktu, ve kterém byla iedem rozpugha navazka 0,06 g chitosanu fdavkem 0,2 ml
koncentrované kyseliny octové.

4.8.1.3P¥iprava Skrobovycliastic S

Byl piipraven 1% roztok Skrobu. Skrob byl rozpumsy roztoku NaOH a mmviny v ponéru 0,8:1
(hmotnostnich procent). Do taktdigraveného roztoku bylian vzorek uteny k enkapsulaci. 1 ml
tohoto roztoku byl fidavan za stalého michani na magnetické n¢mhgo malych davkach do 20
methanolu.

4.8.1.4PrFiprava alginatovych*fastic pomoci ultrazvuku A

60 mg alginatu bylo rozpudto ve 20 ml extraktu. Vznikla sfa byla sonifikovana a po malych
davkach bylo fidavano 6 ml 0,5% roztoku chloridu vapenatého.

4.8.1.5PFiprava chitosanovycl#astic pomoci ultrazvuku CH

250 mg chitosanu bylo rozpégb ve 40 ml extraktu a poté byldigano 0,5 ml koncentrované
kyseliny octové. Vznikl4 sis byla ultrazvukovdna a po malych davkach byigdvany 4 ml 2%
tripolyfosfatu sodného.

4.8.1.6Priprava chitosan-alginatovéastice pomoci ultrazvuku CHA

25 ml alginatu o koncentraci 6 mg/ml bylo smich&®5 ml enkapsulovaného vzorku, pH roztoku
bylo pomoci HCI upravenoiiplizné na 5. Poté bylo do roztokwigavanol0 ml roztoku Ca&b
koncentraci 3,35 mg/ml s pH upravenym na 5 pomo€l. H/ pribéhu gidavani byl roztok
ultrazvukovan. Déle bylo k takto vzniklému roztokiidavano 20 ml roztoku chitosanu. Ten byl
piipraven rozpughim chitosanu v 1% kysebroctové tak, aby vznikl roztok o koncentraci 0,8/mig

pH tohoto roztoku bylo aft upraveno fiblizné na 5pomoci NaOH. Takto vznikly roztok byl po
malych davkachifdavan do pedchoziho roztoku a cely roztok bykipézné homogenizovan.
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4.8.2 Priprava polysacharidovychéastic pomoci enkapsulatoru

Pro enkapsulaci byl ro¥# pouZzit istroj Enkapsulator Buchi B-395 Pro. Jedn& se oqagbmaticky
piistroj slouzici k polymernimu zapoueti chemickych latek, biologickych molekul, drogini a
aromat, pigmerit, extrakfi, burgk a mikroorganism za sterilnich i nesterilnich podminek. Tvorba
kapsuli je zaloZena na faktu, Ze pokud regulovaaminarni kapalny proud vibruje s optimalni
frekvenci, rozbije se na kapky stejné velikostiailimi sodastmi jsou regukani jednotka se
stiikackovym cerpadlem, elektricky a pneumaticky systém a ¢ehlknadoba. VSechny s&dsti
pristroje, které jsou v kontaktu s kapsulemi, je néogterilizovat autoklavovanim.

Enkapsulovany produkt (kky, mikroorganismy nebo jiné biologické latky a ofikalie) se smicha
se zapouz@vacim polymerem a s je z tlakové lahve vzduchem ddma do pulzéni komory.
Kapalina pak prochaziigs gesreé definovanou trysku a na vystupu ztrysky se &gd do
jednotlivych kapiek stejné velikosti. Tyto kapky prochazeji elelyicn polem mezi tryskou a
elektrodou, kde ziskaji povrchovy naboj. Elektrosk® odpudivé sily zjsobi rozptyleni pertek
dopadajicich do vytvrzovaciho roztoku. Velikostlig#y reguluje gkolik parameti véetre frekvence
vibraci, amplitudy, velikosti trysky, rychlosti fioku a fyzikalnich vlastnosti sfsi produktu
s polymerem. Obe¢rplati, Ze pimer perlicky je dvojnasobkem gmeru trysky, ale zrénou rychlosti
toku a frekvence vibraci iide byt rozsah zsmén piblizné o + 15% [164]. V praci byly fpraveny
dva zakladni typyastic. V prvnim pipac (typ matrix) byla enkapsulovana slozky do obalavéh
materidlu dispergovan atiprava probihala vySe popsanymugpbem. V druhém ifpadt (typ
kapsule) byla enkapsulované slozka zapterza do obalového matridlu ve fafjadra.

V tomto pgipadt byla enkapsulovana slozky pomodiilsickovéhodéerpadla vytldovana pes vnitni
trysku do pulzni komory, do které byl s@asré pres vrgjSi trysku z tlakové lahve vzduchem déavkovan
zapouzdovaci polymer. Po vhodném nastaveni podminek tskariietizek kapiek, u kterych byl
vhitini prostor tvéen enkapsulovanou slozkou agjgi ¢ast byla tvdenacistym polymerem. Tyto
kulicky byly zachytavany v polymerizaim roztoku, kde doSlo k jejich vytvrzeni.

4.8.2.1Algintovécastice s jddrem — EA2%, EA4%

Byl ptipraven 2%roztok alginatu pro vytkeni obalu kolem aktivni latky. Jako sréZeci rozhyk
pouzit 50 ml 2% roztok Ca€&l20 ml vzorku uwfeného k enkapsulaci bylo &eno tryskou o gimméru
150um. Velikost trysky pro obalovou latku byla 3(.

Mikroc¢astice z alginatu byly daletipraveny ze 4% roztoku alginatu pouZzitého pro vigwvd obalu
kolem aktivni latky. Jako srdzeci roztok bylo peaZ0 ml 2% roztok CaGl 20 ml vzorku bylo
tlaceno tryskou o gméru 200 um rychlosti 10,4 mt min-1. Velikost trysky pro obalovou latku
byla 400um.

4.8.2.2Pfiprava alginatovych®astic

Vzorek, gipadré roztok vzorku uteny k enkapsulaci byl smichan s roztokem 2% (49%jnatu.
Vznikla smés byla pgevedena do zasobni lahve a pomoci enkapsulatorohiBbyla tryskou o
definovaném piméru rozpraSovana do 50 ml 2% chloridu vapenatéterykbyl nepetrzitt michan.
Velikosti pouzitych trysek byly 300 a 450n.

4.8.2.3PFiprava alginat-Skrobovycl#astic

Roztok Skrobu o koncentraci 2 % bylipraven rozpu&nim odpovidajici navazky Skrobu v roztoku
obsahujicim hydroxid sodny a ®avinu v jejich porgru 0,8:1,0 (hmotnostni procenta vztaZzena k
roztoku). Nasledh byl algindtovy a Skrobovy roztok smichan ve zvélanpongru; enkapsulace
probihala pikapavanim do vodného, resp. ethanolového rozt@@LC Velikost trysky byla 30@m.
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4.8.2.4Pfiprava alginat-CMC¢astic
Postup je shodny <ipravou algindtovych, jen obalovy material pro epsdaci byl vytvéen
smichanim 2% alginatu a 2% CMCdznych pondrech (4:1; 2:1; 1:1). Velikost trysky byla 3@f.

4.8.2.5Priprava chitosanovyclééstic

Byl pripraven 2% roztok chitosanu s obsahem enkapsulogtoiky, pH bylo upraveno pomoci
kyseliny octové na hodnotu pH 5. Enkapsulace padhifiikapavanim do 2% roztoku tripolyfosfatu
sodného.

4.8.2.6PFiprava chitosan-agarovychastic

V uréeném porru byl smichan 2% chitosanovy roztok, enkapsulovaaorek a 2% roztok horkého
agaru; naslednbyly c¢astice pipraveny pikapavanim do vychlazeného roztoku 2% tripolyfasfat

N e

dokud byl agar diky vy3Si teptotlostaténé tekuty.

4.8.2.7PFiprava chitosan-Skrobovyctastic

Roztok chitosan byl smichan s 1% roztokem Skrobwpoweéru 1:3 a 1:5, déle byl fjgan

enkapsulovany vzorek a smbyla evedena do zasobni lahve enkapsulatoru. Jako srézeak byl

pouZzit 2% tripolyfosfat sodny. Velikost trysky byRB0OO um. Fi piipraw byl pouZzit 2% roztok
chitosanu u kterého bylo pH upraveno kyselinouwtoa hodnotu 5.

Roztok 1% Skrobu bylijpraven tak, Ze byl Skrob rozpestv roztoku NaOH a ni@viné v pongru

0,8:1 (hmotnostnich procent).

4.8.2.8Pfiprava chitosan-alginatovyckfastic

Nejprve byly gipraveny z 2%alginatu Sfglavkem enkapsulovanych mikroorganis@a snés byla
piikapavana za stalého michani do 2%chloridu vapboatoté bylyastice odfiltrovany aifdany za
stédlého michani do 0,6% roztoku chitosanu okyselpognoci kyseliny octové. Po vytkeni
chitosanové vrstvy bylyastice vytvrzeny v 2% tripolyfosfatu sodném.

4.8.2.9PFiprava agarosovyclkiastic

Agarosoveésastice byly pipraveny rozpughim agarosy ve vadza vzniku 2% roztoku agarosy, ktery
byl za teplého stavu (40 °C) pipetovan do studexty vkterd nila okolo 4 °C.

4.8.2.10PFiprava agarovychfastic
Pro gipravu agarovychiastic byl pouZit 2% roztok agaru, ktery byl za & stavu (40 °C)
pipetovan do studené vody s teplotou okolo 4 °C.

4.8.2.11Pfiprava alginat-agarosovyckastic

Pri pripraw alginat-agarosovychidstic byla pipravena 4% agarosa a 2% alginat. Tyto dva roztoky
byly smichany v pogru 1:1. Ve smsi roztokKi byly suspendovany liky a poté byl roztok
piikapavan do studeného 2% roztoku chloridu vapeoatéh

4.8.2.12PFiprava alginat-agarovychfastic

Alginat-agarovécastice byly pipraveny smichanim 2% agaru a 2% alginatu v gani:1.V tomto
roztoku byla suspendovana kultura mikroorgarisanpoté byl roztok ikapavan do studeného 2%
roztoku chloridu vapenatého.
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4.8.2.13P¥iprava alginat-pullulanovychéastic

Pri ptipraw alginat-pullulanovychtastic byl smichan 4% roztok pullulanu a 4% roztédiregitu v
poneru 1:1. V tomto roztoku byly suspendovanyiky a roztok byl pikapavan do 2 % roztoku
chloridu vapenatého.

4.8.3 Priprava lipidovych ¢astic

4.8.3.1Pfiprava liposomovycléastic pomoci ultrazvuku U

Lecitin a cholesterol viznych navazkach ip zachovani powrru 9:1 (lecitin:cholesterol) byly
testovany pro fipravu liposom pomoci ultrasonifikace. Jako nejh@#i byla zvolena koncentrace
450 mg lecitinu a 50 mg cholesterolu ptidavku do 20 ml vodného roztokti extraktu vzorku
urceného k enkapsulacifiprava liposom byla provedena pomoci ultrazvuku, kdy byippvena
smés homogenizovana po dobgkolika minut @ pouZiti chladici 14z&[165]. Liposomy byly roviz
ptipraveny (zejménaipenkapsulaci ve vadnerozpustnych slozek) gigavkem organickeé faze (U2).
Smes séjovéhol/vajného lecitinu a cholesterolu v chloroformu bylaisena s vodou v pafru 1:10
(chloroform:voda). Taktoifpravena srs byla ultrazvukovana za vzniku emulze. Kadinkazakem
byla @i ultrazvukovani poni@na do studené vodni l&nNa za¥¢r byl z emulze na magnetické
michace @i 50 °C odpé&en chloroform.

4.8.3.20dpa‘ovani na tenké vrs#&— TLE

80 mg séjovéhol/vagmého lecitinu a 10 mg cholesterolu bylo rozpndtv 10 ml smisi chloroformu
a methanolu v posnu 80:20. Roztok byl ielit do odp&ovaci baky a na vakuové odparce byl
odpden do sucha. K vytéenému lipidovému filmu byloipdano 10 ml enkapsulovano vzorku agsm
byla stidaw michana na vortexu a ultrazvuku do Uplného roZpiidipidového filmu ze i baiky.

V ptipact enkapsulace hydrofobni slozky, byla dana aktigtikd gidana spolén¢ s lecitinem jiz do
smesi chloroformu a methanolu. Vznikly lipidovy filmybpoté rozpudn v 10 micisté vody [166].

4 .8.3.3Metoda reverznich fazi — RP-TLE

50 mg soéjového/vagméholecitinu a 12,5 mg cholesterolu bylo rozgindtve smisi chloroformu

a methanolu v po#nu 80:20. Roztok bylilit do odp#ovaci baky a na vakuové odparce odpa do
sucha. Vytveeny lipidovy film byl rozpudtn v 8 ml etheru. K tomuto roztoku bylyigany 2 mi
enkapsulovaného vzorku. 8sbyla dale sigstavkami ultrazvukovana po dobhitilgtizné 1 minuty do
vytvoreni emulze. Poté byl ether odea na vakuové odparce a vznikla vodna suspenzedbplasna
destilovanou vodou na ko¥y objem 10 ml. V fipad enkapsulace hydrofobni slozky, byla dana
aktivni latka pidana spoléné s lecitinem jiz do sesi chloroformu a methanolu, 2 ml
enkapsulovaného vzorku pak byly nahrazeny 2 ml Jaay].

4 .8.3.4Ethanolové vstikovani EV

Nejdrive byl podle nasledujiciho postupu izolovan leciti vajéného Zloutku, ktery byl nasledn
pouzit k nadiku. Fi izolaci lecitinu byl vajény Zloutek smichan s 25 ml acetonu a z&ashého
michani ponechan stat 10 minut. Poté byl&ssufiltrovana a ze sraZeniny na filtru byla izolace
acetonem opakovana. Vznikla &rbyla ogt zfiltrovana. SraZzenina byla rozp&da v 10 ml ethanolu,
smes byla zfiltrovdna a sraZenina byla znovu rozgngtv ethanolu a s¥a poté zfiltrovdna. Oba
Ethanolové filtraty byly spojeny dohromady a oifgey do sucha [160]. Odparek (izolovany lecithin)
byl rozpudtn v 15 ml ethanolu. Taktotipraveny roztok lecitinu (o koncentraci 100 mg-jmbyl
pomoci injekni stikacky s tenkou jehlou velmi pomalu n&kbvan do enkapsulovanych vzaérk
v raiznych pondrech [168].
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4.8.3.5Liposomy s pidavkem lipidového extraktu z lososa — marinosorly,

Pro gipravu liposom s giidavku lipidového extraktu z lososa byly vybranyupe metody TLE a
upravena metodafipravy pomoci ultrazvuku. Jejich sloZeni bylo 10 robolesterolu, obsah
lipidového extraktu z lososa bylo 2,5; 5; 10; 26; 80 a 100%, jako zbytek do 100% (90 mg) byl
pridan lecithin.

4.9 lzolace lipidového extraktu z lososa

K izolaci lipida ze vzorku lososa byla pouZita extrakce hipidle Folche. Vzorek byl homogenizovan
rucnim mixerem, poté byl 1g takto upraveného vzorkichdn s 20 ml extraki snesi
(chloroform:methanol v poénu 2:1) @i laboratorni teplat po dobu 60 minut. Poté byl extrakt
piefiltrovan. Vzorek z filtru byl peveden do kadinky a smichan s 10 ml extnakn¥si a ot michan
pii laboratorni teplat 30 minut. Filtrdty z obou krdk byly smichany, bylo k nim fidano 36 ml
destilované vody (1,2 nasobek).

Takto pipravena s byla centrifugovana 5 minutigl 000 ot/min. Spodni chloroformovéa faze byla
pieciSténa res bezvody siran sodny. Na atbyl chloroform odpgen na vakuové rotai odparce

40 °C.

4.9.1 Stanoveni obsahu mastnych kyselin u lipidového extktu z lososa

SloZeni lipidového extraktu z lososa bylo charakee&no plynova chromatografie s plame#iov
ionizatnim detektorem.

Podminky analyzy zahrnovaly nasledujici teplotnogoam: 60 °C 10 min, vzestupny gradient
10 °C-min' do 200 °C s vydrzi 10 min, poté vzestupny gradietC- min' do 220 °C s vydrzi 15 min
a vzestupny gradient 10 °C-rfilo 240 °C s vydrzi 10 min. Celkova doba analyzia 82,67 min.
Teplota injektoru byla nastavena na 250 °C, spbtléme byl 5 min a davkovani bylo zaji$o
pomoci autosampleru beglide toku (objem davkovaného vzorkyl). Nosnym plynem byl dusik o
pratoku 0,5 ml-miff.Jako detektor byl pouZit plameriovonizaini detektor. Jeho teplota byla
nastavena na 250 °C,ipok vzduchu na 350 ml-miin pritok vodiku 35 ml-mift a make-up dusiku
na 30 ml-mif.

4.10 Stanoveni enkapsuléni u¢innosti

Vzorek po enkapsulaci danymi metodami byl centofedn @i 14 800 otdkdch za minutu,
supernatant byl slit, feddn v ukitétm pon&ru a byla v &m stanovovana pomoci HPLGI
spektrofotometrickych metod (popsanych v kapitol&) &oncentrace zbylé volné enkapsulované
slozky. V gFipads ¢astic gipravenych z enkapsulatoru byla misto centrifugarogedena filtrace.
Vzorku byly analyzovany iigd enkapsulaci. £Z¢hto dvou hodnot byla poté vygithna enkapsutai
acinnost dané metody. Vypet enkapsukni iinnost byl proveden dle nésledujici rovnice:

EU% — akctivni latka calkove mnozemvi—aktivni lathka wvolné mnozsovi % 100,

aketivni latka cel kové mnoZsoei

4.11 Stanoveni velikosti¢astic pomoci DLS a stability pomoci zeta-potencialu

Velikost ¢astic fizre¢ pripravenych vzork byla stanovena natigtroji Zetasizer Nanoseries, ktery
vyuzivd dynamického rozptylu &la. Tento pistroj meii casovou zavislost kolisani intenzity
rozptyleného sitla dané Brownovym pohybendastic. Analyza intenzity rozptyleného étha
umo#iuje ukit difdzni koeficient¢astic a vypeitat distribuci velikosticastic v daném vzorku [150].
Pripravenécastice byly vhod#é ziedtny Mili-Q vodou a analyzovany.

Méieni zeta potencialu bylo provedeno ré¥ma fFistroji Zetasizer Nanoseries.&kni je zaloZeno na
technice ,Laser Doppler Velocimetry“, tedy na tojak rychle se pohybujéastice v kapali& za
pusobeni elektrického pole.
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Zeta potencial je rozdil potendidaha pohybovém rozhrani, ktery se ustavujer@lativnim pohybu
tuhé faze s elektrickou dvojvrstvouity roztoku. Znaménko je opaé nez znaménko iaintvngjsi
vrstvy elektrické dvojvrstvyCim wt3i nabojcastice nese, tim je stakijii [150]. Vzorky byly opt
vhodrg ztedny a prordreny.

4.12 Stanoveni vlastnosti systému pomoci analytické ceifiigace

Pro analytickou centrifugaci byly pouZity vzorkgstic po enkapsulaci bez jakychkoliv dalSich Gprav.
Vzorky byly napipetovany do kyvet ¢gnych pro analytickou centrifugaci, byly nastavetwpdné
ot&ky v kombinaci s dobou centrifugace a spoétneieni. Ri centrifugaci byla snimanadmici se
transmitance vzorku v kyvetVysledky byly zobrazeny v grafech zavislosti smitance na pozici v
kyvet, coz vypovida o rychlosti sedimentace dan§astic[152, 153].

4.13 Stanoveni stabilityéastic v travicich #avach

Pro simulaci fyziologického prastdi ke sledovani stabilityastic v gastrointestindlnim traktu byly
ptipraveny ti modelové travici vy dleCeskoslovenského Iékopisu [169fifRavenésastice byly k
roztoku travici 8avy pidavany vzdy v porru 1:1. Inkubace probihalaip37°C po dobu 20 min,
v piipact Zaludeéni a pankreatickétavy a 40 min v fipad Zlucové §4avy. Po ukoteni inkubace
byla pomoci HPLC a spektrofotometrickych metodétana koncentrace uvainych sloZzek zastic
ptisobenim travicich tav. V piipadt enkapsulace probiotickych btkn bylo stanoveno uvotmé
mnozstvi pomoci fitokové cytometrie, iipadré pcoitdnim bukk v Burkerové korirce. Sodasre
byla sledovana viabilita uvotnych bugk a také porr Zivych a mrtvych mikroorganisimuvnit
castice.

4.14 Stanoveni stabilityéastic v modelovych potravinach

Simulantem potraviny je zkuSebni roztok, ktery niésg definované sloZeni argsré definované
vlastnosti. Tato potravina nahrazuj€itou potravinu nebo skupinu potravin. Pro potrayikiera ma
pH vy3Si nez 4,5 byla pouZita destilovana voda.d@toavinu s pH niz§im nez 4,5 byligraven 3%
roztok kyseliny octové. Pro potraviny a napojekohblem byl pipraven 10% roztok ethanolu [170].
Pro tukové potraviny byl pouZit jako modelovy rdztmlej smichany svodou v peénu 1:4
(olej:destilovana voda) [170]. Vzorek byl vZdiigraven v pordru 1: 3 ¢astice:modelova potravina).
Castice byly v&chto 4 modelovych potravinach uchovang teplog 5°C/25°C. V pravidelnych
intervalech byla sledovana koncentrace usjich enkapsulovanych slozek obdobnyniisgbem
jako v gripack stability ¢astic v travicich vach.

4.15 Stanoveni stability v realnych potravinach

4.15.1 Stanoveni stability¢astic v realnych napojich

Jako realné napoje byly pouzity: Nestea zekajyzelenyaj, cernycaj, pomeradovy dZus, citronova
minerélka, Coca Cola a voda s medem (50 ml vodybg Bedu). Stabilit&astic v redlné potravén
byla sledovana Wase nula, jeden tyden @yii tydny. U riné vyrobenychdastic (alginatove,
chitosanové, chitosan-alginatové a liposomové) bpluzito fedni v porgru 1,3:0,2 realna
potravinatastice. V pipad ¢astic z enkapsulatoru bylo pouzitedni 1 ml realné potraviny a 0,2 g
¢astic. V pfibéhu skladovani byla sledovana &mna koncentrace kofeinu, vitaminu C a celkovych
polyfenoli.

4.15.2 Stanoveni stabilityéastic v ml&nych produktech

Pro testovani stability vybranyatastic s obsahem probiotickych kultur byly zvolegyot mié&né
vyrobky (v zavorce uvedend zkratka): poloté cerstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj
Actimel (A), selsky jogurt bily (S), a chaggky smetanovy jogurt (CH).
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Castice byly pidany do realnych potravin v koncentraci 0,33 ganpo celou dobu uchovanyip
teplog 5°C. Ve stanovenych intervalech {&se nula, jeden tydenctyii tydny) byl proveden odip
roztoku pro stanoveni obsahu uv@igich sloZzek a probiotickych béik Sowasre byl s mnozstvim a
viabilitou uvolrenych burk sledovan rovéZ nanst burgk a jejich viabilita wasticich.

4.16 Antimikrobialni testy

Ke stanoveni antimikrobidlni aktivity testovanychowki bylo vyuZzZito standardnich dimich a
difuznich testu[134, 135]. Testovani bylo provedepomoci mikroorganisin na vhodnych
kultivacnich médiich a za optiméalnich podminek viz. kag. 4.

4.16.1 Bujonova diluéni metoda

Pri této metod byl mgienim zakalu sledovariist mikroorganismu na mikrotittai destéce. VZdy k
150 ul burk v médiu (byly pouzity vZdgerst pieatkované biiky a pro porovnani byla testovana i
24 hodinova kultura) bylo pipetovano 50 pl antimialni latkyci extraktu. Jako blank byla pouZita
kultura s pidavkem 50 pl vody,ifipadrg jiného pouzitého rozpou&tla. Rist byl sledovan ¥ase 0, 3
a 24 hod.

4.16.2 Agarové difuzni metoda

Nejprve byly gipraveny agarové plotny, na které bylo demvano z 24 hod. kultury vybranych MO.
Po dalSich 24 hodinach, kdy doSlo kisiu burk na povrchu tuhého média, byl zah4jen test. Do
tuhého média byly vytweny jamky. Do jamek dle jejich velikosti bylo pipgano 3-80 pl
ptipraveného antimikrobialniho vzorku. Jako blankjalyyouZzita voda, ifjpadré rozpoustdlo.

Po 24 hodinach byla sledovana velikost intnbizony vytvgené okolo jamek. Druhou metodou byla
aplikace vzork pomoci filtra&nich papirk o priméru 5 mm. Tyto disky obsahujici 10 pul vzorku byly
sterilre aplikovany na agarové plotny s narostlou kultumurovréZ byly sledovany velikosti
inhibi¢nich zon.

4.16.3 Testy antimikrobialni aktivity - zkumavkovy test

V této metod byl sledovan st mikroorganismu pomoci zakalu. Pro testovani Ipilaravena série
barek/zkumavek obsahujiciffslusna sterilni média, které byly z&ovany 2% suspenze htln
z inokula. Souasré byl piidan testovany roztoki c¢astice s antimikrobiélni sloZkou.ripravené
kultiva¢ni nddoby byly inkubovanyipoptimalni teplog a byl sledovan zpomalerty zastaveny néist
burgk v porovnani s blankem, ktery v médiu neobsahawdimikrobialni slozku. Ndist burgk byl
sledovan nrenim zakalu $ 630 nm wase 0, 24 a 48 hod. \tipad testovani vlivu rozruSeni
liposomi na antimikrobialni/antimykotickydinek byl k rozruSeni liposofinpouZit oleje. Jako blanky
pak slouZzily zkumavky stfdavkem vody i oleje.

4.16.4 Testy antimikrobiélni aktivity monitorujici kinetik u lyze bungk G+ bakterii

Princip tohoto stanoveni vychazi z podstatinku antibakterialniho lysozymu, kterou je schognos
katalyzovat hydrolyzy-1,4 glykosidickych vazeb peptidoglykamachazejicich se v b&mé séne
grampozitivnich bakterii. Ze suspenze #ynresp. z kazdé lilky se po enzymovém rozruseni
buns¢né stny uvolreni jejich obsah do roztoku, coZz bude mit za na&lederetické zvySeni zakalu.
Pro tuto variantu antimikrobialniho testu byl&ppavena suspenze biknz inokula *edtna 1:10
destilovanou vodou. Vlastni antimikrobialni test pyoveden fidanim 100ul pfislusného roztoku
testovaného vzotkv destilované vog primo do kyvety s 1,5 ml 10kratextné kultury. Véase t=0
byla od€tena hodnota absorbanc# $30 nm. Poté byla po 5 minutach ¢tma kon&na hodnota
zékalu. Odé&tenim hodnot p&gateni a koneéné absorbance vznikla relativni porovnatelna
antimikrobialni @innost reprezentovana rychlosti lyze 8kin
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4.17 Analyza ¢astic -opticky mikroskop

Mikroskopie byla pouzita ke sledovani velikosti aorfologie gipravenych ¢astic. V gipacdt
enkapsulace probiotickych bgkn byla vyuZita roviz ke stanoveni @u a viability bugk uvnit
céstice. V gkterych gipadech, kde nebylo mozné pouziitpkového cytometru, byl sledovan r@m
pocet a viabilita uvolinych burgk.

Pri stanoveni viability byl\astice suspendovany v roztoku methylenovéimasd 5 minutach bylo
pozorovano modré zabarveni mrtvych 8unV pripadt sledovani pé&tu a viability bugk byla na
uréend mista Burkerovy koirky nanesena kapka vhatdaediné suspenze bk, resp. modelovéi
realné potraviny. Byla jdana kapka methylenové miidobarvena suspenze byldikpyta krytym
sklickem, které bylo uchyceno pomoci kiipsPo g@ti minutach, kdy byly biiky obarveny a
sedimentovaly, byl sgten vyskyt Zivych a mrtvych bgk.

4.18 Analyza ¢astic - elektronovy mikroskop

Mikroskopie byla pouzita ke sledovani velikosti arfologie @ipravenychc¢astic. Meieni byla
provedena pomoci skenovaciho elektronového mikmskiEOL JSM-7600F (USA) ve spolupraci
s Ustavem chemie material

4.19 Analyza ¢astic - fluorescerkni mikroskop

Fluorescetini mikroskopie bylo vyuZito f@devSim ke stanoveni viability enkapsulovanych
probiotickych busk. Pro zobrazentastic a budk na fluorescetnim mikroskopu bylo pouZito
barveni pomoci fluoresceinu (FDA) a propidiumjod{en).

Castice byly suspendovany v 1 ml destilované vodparveny 5ul FDA a 5ul Pl. Po 20minutové
inkubaci ve tmd byly pozorovany ve fluorescémim mikroskopu pomoci excitaceéem o vinovych
délkach 470 a 552 nndjmz byly rozlideny zivé a mrtvé hky. Zivé buiky pomoci svych enzyin
premeni fluorescein diacetat (FDA) na zetefiuoreskujici fluorescein, naopak \ipadt mrtvych
doslo k vazb propidiumjodidu na DNA.

Prvni snimek $ nizsi vinové délce zobrazil fluorescenci Zivychitvych burk, vySSi vinova délka
zvyraznila fluorescenci pouzerverg sviticich mrtvych bugk.

4.20 Priatokova cytometrie

Pratokova cytometrie byla vyuZivana ke stanovenitpa viability bugk pred jejich pouzitim na
testovani antimikrobidlni aktivity. Pro testovaekterialni kmeny byly saiasré stanoveny kalibrai
krivky zavislosti absorbance dgfené @i 630 nm na p&tu burgk v médiu. Cytometrie byla rovi
pouZita ke stanoveni it a viability probiotickych bukk pied a po enkapsulaci a téz ke sledovani
mnozstvi uvolinych burkk scéastic @i dlouhodobém uchovavani v modelovych i realnych
potravinach a iy simulovanych podminkach zazivaciho traktu. Vzoobkahujici biikky byl vhodrg
zitedn a umistn do sampleru fitokového cytometru. Byl zji8h patet burk a po vizualizaci
propidiumjodidem (5ul-ml™20 minut ve tni), bylo stanoveno procentuélni zastoupeni mrtvych a
Zivych burgk.

4.21 Lyofilizace

Proces lyofilizace byl vyuZzit kifpraw lyofilizovaného vajéného bilku a vybraného ovoce,
k piipraw liposomovych preparétpro pozorovani na elektronovém mikroskopu a &d\jako jedna z
moznosti uchovavani vybranych polysacharidowsasdtic.
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4.22 Syntéza zlatych nanéastic

Zlaté naneéastice byly pipraveny pomoci velmi rychlé a jednoduché metodpdbemické syntézy
[171]. Cerstw pripravené roztoky HAUCI4 a Irg aiznych koncentraci v deionizované wobyly
smiseny viiznych pondrech a ozéeny ve fotoreaktoru s 1Q8//m2 UVA swtlem (365 nm) po dobu
15-60 minut, za vzniku zlatych natéstic.

4.23 Imobilizace zlatych nandastic

Zlaté nangastice byly imobilizovany spontaémpo gidani imobilizované latky v odpovidajicim pufru
k ptipravenym ¢asticim. Pebytek imobilizované sloZzky byl odstram pomoci centrifugace [172].
K imobilizaci byly pouzity kratké peptidy a sekven®NA. MozZnost imobilizace byla testovana na
volné nandastice a rove¢Z na nandastice, které byly nejprve pomoci polyelektroly@cgsti-vrstvy
(PEI,PSS,PAH,PSS,PAH)imobilizovany na skiepn povrch (poly(iminoethylen) (PEI), polystyren,
polysulfonat sodny (PSS) a poly(allylamin-hydrocidd (PAH).

4.24 Postup pripravy zlatych nanotastic uvniti liposomi

Pro syntézu malych naddstic s konstantni velikosti byla optimalizovarigpmva nandéstic zlata
uvnité liposomi. K pripraw zlatych nanséstic bylo opt vyuZito fotochemické syntézyCerstws
ptipravené roztoky HAuCI4 (0,1 mg/ml) a Irg (1 mM)deionizované vo# byly enkapsulovany do
POPC (palmitoyloleoylfosfocholin, 2 mg/ml) liposémpripravenych pomoci techniky hydratace na
tenké vrst¥. Nasled® byl vzorek liposom upraven pomoci membranového extrudéru za pouZiti
polykarbonatového filtru o velikosti pibr100 nm. Po odstré&ni neenkapsulovaného mnoZstvi
HAuCI4 a Irg oddlenim ges kolonu Sephadexu G-25, byly vzorky ierd ve fotoreaktoru s
108uW/m2 UVA swtlem (365 nm) po dobu 15 minut, za vzniku stabhnitatych nan®éstic uvnit
liposomi.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

PredloZena prace je z&bhena na vyvoj aifpravu vybranych typ mikro- a nandastic obsahujicich
aktivni sloZky stizenou dobou uvébvani. Cilem prace bylo zavedeni a srovné@ahych technik
enkapsulace. Datastic byly enkapsulovany jak nizkomolekularni lathy jejich smisi, tak i
vysokomolekularni slozky a mikrobiélni itky. U piipravenych ¢astic byla studovana efektivita
enkapsulace, dlouhodoba stabilitanfizném pH, tepla, v riznych typech prostdi i v simulovanych
fyziologickych podminkach. Vystupem prace byglryt ndvrh vhodnych transportnich systépro
fizené uvalovani aktivnich latek v novych typech fumich potravirgi v kosmetickych produktech.

5.1 Enkapsulace kofeinu a jeho pirodnich extrakti

Tatocast prace byla zaffena na studii enkapsulace vybranyéimqanich extrakt s obsahem kofeinu
pro aplikaci v potravingkém pémyslu a v kosmetice. Byly testovany moZnosti enkégre
standardu kofeinu a extrakz kavy,cernéhctaje, zelenéhdaje, biléhataje a guarany. Dale byly tyto
extrakty kombinovany s ovocnymi extrakty. Byly payZextrakty pomerafe, citronu, kiwi a
kustovnicecinské (goji). VSechnyifrodni extrakty byly nejprve charakterizovany aledss pouZzity

k enkapsulaci. Na problematice enkapsulace kofbirla no¥ zavedena, optimalizovdna aétena
prevazna ¥tsina metod fipravy a charakterizace mikro- a naastic, které dosud nebyly na Ustavu
chemie potravin a biotechnologii provag.

5.1.1 Charakterizace vybranych prirodnich extrakti

Prirodni rostlinné extrakty byly charakterizovanyat@sah kofeinu dale na celkovy obsah polyfénol
V ptipact ovocnych extrakt byl sledovan celkovy obsah polyfefich obsah vitaminu C. Podrobné
postupy stanoveni jsou uvedeny v kapitole 4ifprBva jednotlivych extraktu probihala dle postupu
uvedeného v kapitole 4.6.

Tabulka 1. Charakterizace pouzitych extrakt

Cerny¢aj Zelenycaj Bily ¢aj Guarana Kava
Obsah kofeinu [mg/mi] 74,8+1,7 83,4121 73,5+1,2 21239 | 104,1+25
Obsah celkovych polyfenidb[mg/mi] 38,0+0,8 87,5+1,3 99,0+1,8 81,1+1,2 55,&t(
Citron Kiwi Pomerat goji
Obsah celkovych polyfenib[mg/ml] | 0,050+0,003 0,022+0,002 0,014+0,0p1 0,13065
Obsah vitaminu C [mg/ml] 1,003+0,012 0,390+0,025320t0,016| 0,481+0,035

Obsah kofeinu, testovanychiipdnich extrakt, stejré jako celkové obsahy polyferioh vitaminu C
jsou uvedeny v Tabulce 1. Nejvy3Si obsah kofeinustgnoven u extraktu z guarany (122 mg/ml),

sy s

s

mél nejvysSi obsah polyfenblextrakt z goji (0,13 mg/ml). NejvySSi obsah vitamiC byl nansien u
Stavy z citronu.

5.1.2 Stanoveni enkapsul#éni U¢innosti

K enkapsulaci byly pouZityuzné koncentrace standardu kofeinu a extraktyirpgnich zdraj
kofeinu. Na zagr byly extrakty z pirodnich zdraj kofeini koenkapsulovany stfgavkem ovocnych
sloZek. Vzorky po enkapsulaci danymi metodami ldntrifugovany fi 14 800 otédkach za minutu,
supernatanty byly slity, fiedény ve vhodném po#nu a byla v nich stanovovana pomoci HPLC
koncentrace zbylého volného kofeinu, stgpko ve vzorcich ifed enkapsulaci. £¢hto dvou hodnot
byla poté vypséitana enkapsuéai (¢innost dané metody. Ufjpodnich extrakt bylo navic pomoci
spektrofotometrické metody stejnymigobem sledovano mnoZstvi enkapsulovanych polyfieaol
vitaminu C. Metody proifipravu jednotlivych typ ¢astic jsou uvedeny v kapitole 4.8.
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5.1.2.1Enkapsula’ni a¢innost standardniho kofeinu

Do liposomovych a polysacharidovyaiastic byl nejprve enkapsulovan standard kofeinumqgu
kterého byla provedena optimalizace jednotlivychadgxipravy ¢astic.
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Graf 7. Enkapsuléni iéinnost standardu kofeinu

1 EV kofein 0,05 mg/ml 1:10 (lecitin:kofein) 8 Ul leh 1 mg/ml—9 lec. 1 chol. (mg/ml) 1%ofein (0,1 mg/ml) RP-TLE
2 EV kofein 0,1 mg/ml 1:10(lecitin:kofein) 9 U1 kofeD,1 mg/ml — 18 lec. 2 chol. (mg/mIL6 kofein (0,2 mg/ml) RP-TLE
3 EV kofein 1 mg/ml 1:10(lecitin:kofein) 10U1 kofein 0,1 mg/ml—9 lec. 1 chol. (mg/ml)  1Rofein CH

4 EV kofein 0,1 mg/ml 1:1(lecitin:kofein) 11U2 kofein 0,1 mg/ml — 18 lec. 2 chol. (mg/ml18 kofein CHA

5 EV kofein 1 mg/ml 1:1(lecitin:kofein) 12U2 kofein 0,1 mg/ml -9 lec. 1 chol. (mg/ml)  18ofein A

6 U kofein 1 mg/ml — 22,5 lec. 2,5 chol. (mg/ml}3 kofein (0,1 mg/ml) TLE 20 kofein 2%EA

7 U1l kofein 1 mg/ml — 18 lec. 2 chol. (mg/ml)  1kofein (1 mg/ml) TLE 21 kofein 4%EA

Kofein se velmi dote enkapsuloval do liposomovych i polysacharidov§éhtic. V gipad pouZziti
metody gipravy liposoni vyuZitim ethanolového vskovani byl jako nejéinngjsi zvolen postup, kdy
byl pouZit roztok kofeinu o koncentraci 1 mg/mlau&asre byl ethanolovy roztok lecithinu nagtnut
v mnozstvi 1:1 k tomuto kofeinovému roztoku. U nigtqiipravy liposoni pomoci ultrasonifikace
byla nejvhodgjsi opst koncentrace kofeinu 1 mg/ml, za pouZiti lecithimkoncentraci 45mg/ml a
cholesterolu 5 mg/ml. U metod TLE a RP-TLE bylo ditodosazeno vy3Si enkapstia (cinnosti
v piipad pouZiti niz8i koncentrace kofeinu. Do polysachangh c¢astic se obeen kofein
enkapsuloval velmi ddk (EU nad 80%). NejlepSich vyslédkylo dosaZzenoip piipraw ¢astic na
enkapsulatoru, kde byla enkapsmalinnost u 2% alginatovycéstic vice nez 97%.

5.1.2.2Enkapsula’ni a¢innost kofeinu ve forng extrakti piFirodnich zdroji

Enkapsulace kofeinu z jehdimdnich zdrao} byla rovreéZz velmi (Einna. Enkapsukai &innost se
pohybovala v pfméru okolo 55%.

I U1 o
iﬁu » = = @
k4 1 uy a =+ [Ta] —
I - - ° 5 B 2 R
£ 60 | K R 2 .
3 3 = 2
£ -
340 ~
3 G‘ =
g I 8 . I o
=
- 0 : . .
1 2 9 12 1 15 16 17 18 1= 0 M
ngaram %} i‘:p.l ny faj ¥} mlen-,- m] B Lily Eaj M lcAva

Graf 8.Enkapsuléni (cinnost kofeinu z jehofsodnich zdraj

1 guarana CH 8 guarana U2 -9 lec. 1 chol. (mg/ml) Zdenycaj TLE

2 guarana CHA 9 guarana TLE 1Bily ¢aj U1 -18 lec. 2 chol. (mg/ml)
3 guarana A 10¢erny¢aj Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)  17bily ¢aj U2- 9 lec. 1 chol. (mg/ml)
4 guarana U 11¢ernyéaj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml)  1&vily ¢aj TLE

5 guarana 2%EA 12¢ernycaj TLE 19 kéva Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)
6 guarana 4%EA 13zeleny¢aj Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)20 kava U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml)
7 guarana Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/mi}4 zelenyéaj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 21kava TLE
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Pouze u enkapsulace guaranyeanéhocaje do liposom piipravenych metodou TLE bylaginnost
enkapsulace kofeinu nizsi (vionéru okolo 10%), u kdvy byla u této metody enkap&uilaginnost

dokonce nulova. NejvySSi enkapsuda (innost byla opt nangfena u alginatovychéastic

v v s

piipravenych na enkapsulatoru. U liposomovydstic bylo nejvyssi enkapsudfd innosti kofeinu
dosazeno pouzitim metody ultrasonifikace.

Enkapsul&ni &€innost polyfenolickych sloZekipravenych kofeinovych extrakbyla o poznani nizsi
nez v ipact enkapsulace kofeinu. Polyfenoly se nejlépe enkapaly do polysacharidovyctastic
(Graf 9). Z liposomovychiastic se polyfenolické sloZzky nejvyhaginenkapsulovaly f pouZiti

~

metody TLE, kde naopak bylo dosazeno u kofeinuibp&jrenkapsukani (cinnosti.
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Graf 9. Enkapsuleni iinnost polyfenal prirodnich zdrog kofeinu

guarana CH 8 guarana U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) Zdenycaj TLE
2 guarana CHA 9 guarana TLE 16ily ¢aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)
3 guarana A 10¢ernycaj Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)  17ily ¢aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml)
4 guarana U 11¢ernyéaj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml)  18&vily ¢aj TLE
5 guarana 2%EA 12¢ernycaj TLE 19 kava Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)
6 guarana 4%EA 13zeleny¢aj Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)20 kava U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml)
7 guarana Ul 18 lec. 2 chol. (mg/mB4 zelenygaj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 2lk&va TLE

5.1.2.3Enkapsula’ni u¢innost extraki: kofeinu koenkapsulovanych s ovocnou slozkou
Dale byla testovdna moZnost koenkapsulace kofeofoextrakii s vybranou ovocnou slozkou.
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Graf 10. Enkapsukni tinnost kofeinu — koenkapsulace jehi@rgdnich zdrof s ovocnou slozkou

1 U1l -18lec.20chol. mg/ml) 2 U2-90lec.10chol.(mg/mI3  TLE- 80lec.10chol.(mg/ml) 4 CH 5 CHA
6 A 7 U-450lec.50chol.(mg/ml) 8 2%EA 9 4%EA
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Koenkapsulace extrakkofeinu a ovocnych slozek byla @éSpéa ve vSech typech testovanydstic a
u v8ech pouzitych kombinacich. Vipnéru se enkapsuiai innost pohybovala okolo 60%.
Enkapsulani &innost kofeinu p koenkapsulaci byla tak srovnatelna anebo vys&i \ngxipadt
enkapsulace samotnych kofeinovych extiiakt

Pri koenkapsulaci guarany a goji byla sledovan&inmnpst enkapsulace polyferioh vitaminu C.
Z vysledk je patrné (Graf 11) Ze polyfenolické sloZzky se apdulovaly obdobhjako vitamin C.
Enkapsulace tedy probihala kompl&xez preference polyfenolickévitaminoveé slozky.

Rozdily jsou patrné pouze ve srovnani s enkapslti#einu. Ucastic s niz8i enkapsulai (€innosti

kofeinu bylo vZzdy dosaZeno vy3Si enkap&oiakinnosti polyfenolickych a vitaminovych slozZek.
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Graf 11. Enkapsukni teinnost polyfenal a vitaminu C — guarana a goji

5.1.3 Stanoveni velikosti a stability¢astic s obsahem kofeinu

Velikost ¢astic a jejich distribuce velikosti jsou &tbivé parametry pouzivané pro hodnoceni fyzikalni
stability nan@astic. Zejména dynamicky rozptyl&la (DLS) je nejlZngji pouzivanou technikou pro
meteni velikosticastic. DLS je Siroce pouzivanou metodou Kemi distribuce velikosti, zejména
malych¢astic suspendovanych v kapalném médiu. DalSilezdym sledovanym parametrem, krém
praimérné velikosti a distribuce velikos#astic, je index polydisperzity (PDI). Hodnoty PDL0az
0,25 indikuji Uzké roz&eni velikosti, zatimco PDI &Si nez 0,5 poukazuji na Siroké retehi
velikostic¢astic [148, 149, 175].

V této préci byly pipravenécastice analyzovany na koloidnim analyzatoru MalvBetasizer Nano
ZS, ktery poskytl zadkladni datacdsticich jako distribuce velikostastic, pimérna velikost¢astic a
index polydisperzity.

Pomoci nastavce s elektrodou bylétem rovieZz zeta potenciél, ze kterého byl&impo odhadnuta
piiblizna stabilita castic. Zeta potencidl (ZP) vyhodnocuje elektroficketu pohyblivost
suspendovanyckidstic v médiu. Dle obecného pravidla, absolutninota ZP nad 60 mV zda
vynikajici stabilitu ¢astic, hodnota 30 mV obetmudava dobrou stabilitou, 20 mV jdijptelnych
v piipadt kratkodobé stability, mé&nnez 5 mV zn& jiZ velmi rychlou agregaci a nestabilitéstic
[150, 175].

Tabulka 2. Stanoveni velikosti (hm) a stability Jr#étic

L U1 LU2 LU LTLE L RP-TLE L EV
nm 166,9 2123 1111 257,8 283,7 293,1
mV | -33,4 -43,8 -40,6 -47,5 -39,9 -46,0

L TLE kofein L RP-TLE kofein| L Uguarana| L Ul guamsm L Ul kava L UXernycaj
nm 210 351 157,5 187,8 118,0 171,1
mV | -54,5 -52,5 -51,7 -37,0 -40,2 -49,0

L U1 zelenyéaj | L U1 bilyéaj L U kofein L EV kofein L U guarana-goji
nm 189,5 174,5 94,9 320,0 118,9
mV | -51,8 -47,5 -47,9 -45,1 -41,8

CHA CHA kofein CHA guarandg CHA guarana-goji CH CH kofein
nm 995,9 672,6 403,8 358,4 182,5 200
mV_ | 29,6 25,1 21,7 20,9 46,2 42,5

CH guarana CH guarana-goji A A kofein A guarana Argna-goji
nm 3775 534,9 3148,5 623,35 260,1 1169,9
mV | -53 -0,8 -12,6 -17 -12,9 -7,5

Zkratky: A-Alginatové castice, CH-chitosanovéastice, CHA-chitosan-alginatové&astice, L-liposomy, U-metoda
ultrasonifikace  (U-22,5mg/ml lecithinu, U1-18mg/rtécithinu, U2-18mg/ml lecithinu v chloroformu, TkEmetoda
odpdovani na tenké vrsty RP-TLE-metoda odpavani na tenké vrsts reverzni fazi, EV-etanolové figovani
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Dle hodnoty zeta potenciélu (Tabulka 2) vykazowalyipravenych¢éstic gedevsim liposomy velmi
dobrou stabilitu, v piméru okolo -50 mV. Z polysacharidovyctastic byly stabilni chitosanové
castice s obsahem standardu kofeinu (42,5). Algihébsanovécastice se pohybovaly na hranici
stability (okolo -25mV). Alginatovécastice byly nejmén stabilni, hodnoty zeta potencialu se
pohybovaly od -7,5 do - 17 mV.

Pramérnd velikost liposortn byla 200 nm, liposomy ijpravené metodou ultrasonifikace byly
v porovnani s ostatnimi metodami mensi am@rna velikost se u nich pohybovalo okolo 150 nm.
Naopak nejutSi liposomové ¢astice byly pipraven pomoci metod RP-TLE a ethanolového
vstiikovani, zde byla gimeérna velikost dvakrat vyssi (nad 300 nm).

Praimérn& velikost polysacharidovyatastic byla ve srovnani s liposomytsi, v peiméru 300 nm u
chitosanovychtastic, u alginatovyckiastic a chitosan-alginatovycasticich byla pimérna velikost

600 aZz 900 nm. Row# indexy polydisperzity polysacharidovy¢hstic byly vyssi a pohybovaly se v
rozmezi od 0,2 do 0,6figemz nejnizsi indexy polydisperzity byly nafeny u chitosanovyctastic.

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0+
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (r.nm)

Obrazek 11. Ukazka DLS dat stanoveni distribudkosi -liposomy metoda ultrazvuk

| kdyZz DLS technika, poskytuji rychlé afeni velikosti¢astic a distribuci jejich velikosti, nemaji
schopnost hodnoceni morfologdiéstic [175]. Proto byly v praci pouZity i technikyikroskopie a byla

tak sledovana i morfologie testovany¢hstic. Morfologie pipravenych ¢astic byla pozorovana
pomoci s¥telné a elektronové mikroskopie.

U(640x) EV (640x) CH (640x)

RP-TLE (640%) TLE (640x) A (640x)

TLE (300x) TLE (2000x) TLE (10000x)
Obrazek 12. Rpravenécastice — snimky z optického a elektronového mikmsk
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5.1.4 Stanoveni sedimenténi stability

Vlivem gravitasniho zrychleni dochazi k odléni dispergovanyckiastic v systémuCastice s nizsi
hustotou neZ okolni prastdi sndiuji proti gravit&énimu zrychlenigastice s #Si hustotou putuji se
zrychlenim. Ze zavislosti rychlosti usazovani vttetivem zrychleni Ize odhadnout rychlost
usazovani v tihovém poli. Sedimenta@stic se projevi Werenim ¢asti vzorku a zarovetvorbou
sedimentu [152, 153].

Stanoveni sedimentmich vlastnosti pomoci analytické centrifugace bytovedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 4.12. Tabulka 3 porovnavaahdgt jednotlivych vzork. Index nestability
udava smirnici kiivky v prvnich fazich centrifugaceCim je hodnota vy3si, tim je systém raén
stabilni [153, 154]. NejvySSi hodnota &mice byla dosaZzena u liposé@nptipravenych metodou
RP-TLE. Tytocéstice jsou tedy nejmérstabilni z testovanychiastic a nejrychleji u nich dochazi
k sedimentaci. Nasleduji liposomyigravené pomoci ethanolovéhoiVlebvani a liposomy fipravené
metodou TLE. Sedimentai stability u liposori tedy gimo un&rné souvisi s pimérnou velikosti
céstic.

Tabulka 3. Porovnani indexu nestability jednotlivizorlé (K-kofein)

¢astice | Index nestability (1/h) éastice Index nestability (1/h)
TLE 2,1071 + 0,0327 TLE - K 2,7284 + 0,0527
RP-TLE | 4,143 + 0,0926 RP-TLE - K 5,1821 + 00,2634
EV 3,0386 + 0,1279 EV-K 3,2432 +0,1760
CHA 0,1914 + 0,0468 CHA-K 0,2537 + 0,0434
CH 0,1676 + 0,0315 CH-K 0,1973 + 0,0350

C D :
Graf 12. Rychlost usazovandastic A) ethanolové vskovani; B) TLE; C) RP-TLE, D)
polysacharidoveéstice

V piipads polysacharidovycliastic bylo dosaZzeno naopak lepSich vysiedihledem k sedimentai
stabilit. U chitosanovychiastic navic nedochazelo k vyraznému pozorovaninssdace, vzorky
byly velmi ¢iré jiz na p@atku centrifugace, nedochazelo tedy keémntransmitance vlivem
odstedivého pole, a proto nemohly byt tyto vzorky vyhodeny pomoci indexu nestability.
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U polysacharidovycltastic Zejmé doSlo k tvorks gelové struktury (hydrogé), kterd tak cely systém
stabilizovala a doSlo u nich ke zvySeni sedim@nitatability. Vlivem enkapsulace kofeinu nedoslo u
vSech testovanyctastic z pohledu jejich sedimetita stability k Zadnym vyraznym zimam. Hlavni
vliv na sedimentaci #fa tedy hlaveé pouZitd metodaifpravy ¢astic. V Grafu 12 jsou tyto rozdily
porovnany. K nejrychlejsi sedimentaci dochazeloipodomi pfi pouZiti metody ethanolového
vstiikovani a RP-TLE, kde na patku centrifugace doslo k rychlému usazett8ich ¢astic, pozdi
dochézelo k homogenni sedimentaci dejich liposoni. U pripravenych liposorin metodou TLE
doslo z poatku k rychlejSimu usazenitgich ¢astic, vtomto fipad vSak dochazelo k vyragjsi
homogenni sedimentaci nez tegchozich dvou metod. \fipact polysacharidovycleéstic nebyla
zaznamenana téa Zadna sedimentace. Vzorky mohly byt pro staniowgitis ciré, nebo doSlo
k zminované tvorh gelové struktury a nasledné sediméntastabilizaci celého vzorku. Diky vysoké
sedimenténi stabili€ jsou polysacharidovéstice vhodné néjklad i pro aplikace deéirych napoj.

5.1.5 Stanoveni dlouhodobé stability — modelové potraviny

Castice s enkapsulovanym standardem kofeinu bylyrgibmhy analyze dlouhodobé stability
v prostedich modelovych potravin. Ve stanovenych intecialdyly provedeny odiy vzorka
pro stanoveni obsahu uvetreho kofeinu. Jako modelové potraviny byly zvoléhyi zakladni typy
modelovych podminek dle popisu v kapitole 4.14.

Tabulka 4. Srovnani stabili§astic v rzznych podminkach - kofein standard

UVOIMENe 1\ tein/EV | kofein/TLE| kofein/U| kofein/RP-LE  kofein/A kofein/CH | kofein/CHA
mnozstvi %
1 den ND ND ND ND ND ND ND
3 dny ND ND ND ND 7,5 ND 10,2
S | tyden 5,5 ND ND ND 19,8 5,5 25,4
S | 2tydny| 11,9 ND ND ND 29,0 13,1 35,2
3tydny| 23,4 8,6 3,5 7.9 425 21,6 51,6
mésic 31,7 11,2 9,5 12,3 44,8 35,0 54,2
1 den ND ND ND ND ND ND ND
T 31,0 15,2 ND 18,6 ND ND ND
S | tyden 36,2 23,1 20,6 35,1 6,3 ND 11,1
T | 2tydny| 433 33,1 27,9 52,3 15,2 8,6 19,7
3tydny| 50,9 45,0 39,1 65,9 24,6 15,5 34,8
mesic 67,5 49,1 44.4 72,2 26,9 18,1 51,2
1 den ND ND ND ND ND ND ND
s | 3dny 5,7 ND ND ND ND ND ND
= | tyden 17,9 9,9 11,0 10,5 ND ND ND
2 |2wdny| 255 13,1 15,6 16,3 4,5 ND 12,4
3tydny| 33,2 29,7 35,1 32,1 7.0 9,5 19,8
mésic 68,2 422 61,9 53,3 19,5 12,3 29,1
1 den ND ND ND ND ND ND ND
3 dny 15,9 ND ND ND ND ND ND
T | tyden 25,3 31,2 28,9 19,7 ND ND 13,2
© | 2tydny 49,0 34,8 33,2 41,1 15,5 5,6 15,4
3tydny| 52,9 44,5 32,2 50,2 18,5 8,9 22,4
mesic 69,9 48,3 38,1 68,0 35,0 11,8 31,2

Zkratky: EV-metoda etanolové vikovani, U-metoda ultrasonifikace, TLE-metoda a@pé na tenké vrs&y RP-TLE-
metoda odp#ni na tenké vrstvs reverzni fazi, A-alginatovéastice, CH-chitosanovéastice, CHA-chitosan-alginatové
gastice, ND-nedetekovano.
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Liposomovécastice s obsahem kofeinu byly stabiltiégevsim v modelovém vodném piesti, kde
nebylo z kratkodobého hlediska pozorovano Zadnéséné mnozstvi.

Po ngsici bylo uvolgné mnozZstvi u metody ethanolovéhotikstvani 31,7%, u ostatnich metod
piipravy liposoni bylo uvolréno pouze do 12,3% enkapsulovaného mnozstvi kofeinu.

V piipad polysacharidovychtastic bylo ve vodném prdasdi uvolrgno vysSi mnozZstvi kofeinu,
v praiméru okolo 40% po rsici skladovani. Polysacharidow&stice byly stabilni jfe@devSim
v kyselych modelovych podminkach, kde bylo u¢olm u alginatovych a u chitosanovyéastic po
mesici piimérné 15% enkapsulovaného mnoZstvi kofeinu. Polysachegidastice vSak vykazovaly
dobrou stabilitu i v ethanolovém préestli a v tédném prostedi, uvol@éné mnozstvi se zde pogsici
skladovani pohybovalo od 20 do 50%. Naopak liposampkazovaly v kyselém, alkoholovém i
tucném progtedi vy3Si uvoltné mnoZstvi enkapsulovaného kofeinu. Pé&sigi se toto uvoliné
mnoZstvi pohybovalo v rozmezi od 40 do 70%.

Obecré nejstabilijsi liposomovécastice bylycastice pipravené metodou ultrasonifikaceéastice
piipravené metodou TLE. Z polysacharidovy@stic byly nejstabilgjSi chitosanové&astice. Roviz
alginatové castice nily dobrou stabilitu. Pouze wipadt pripravy dvouvrstvych alginat-
chitosanovycltastic byla pozorovana nizZsi stabilita.

VétSina testovanyclastic s obsahem kofeinu je tedy vhodnd pro aplikdmepotravin. Liposomy
piedevSim do vodnych potravin s neutralnim pH. Palyaddovécastice do ostatnich testovanych
prostedi, zejména pak do potravin s kyselym pH.

5.1.6 Stanoveni dlouhodobé stability — modelové kosmetiékprostredi

Castice s enkapsulovanym standardem kofeinu, sgghadnimi extrakty a s kombinaci kofeinovych
extrakti a ovocnych slozek byly podrobeny analyze dlouhédstability. Velikost liposomovych
gastic byla upravena pomoci membranového extrudéntimérnou hodnotu 100 nnCéastice byly
poté gidany do modelového vodného roztiok uchovavanyip laboratorni teplat a [i teplog 5°C.
Ve stanovenych intervalech byly provedeny &gtbpro stanoveni obsahu uvehych slozek. Bylo
meéfeno mnoZzstvi uvoklni kofeinu, celkovych polyfenala vitaminu C.

Tabulka 5. Srovnani stability lipos@amdrZzovanych f rizné teplat - kofein standard3-tydny [%)]

Metody giprav liposond | Ultrazvuk 1 Ultrazvuk 2 TLE RP-TLE
Laboratorni teplota 12,11 31,06 ND ND
Snizena teplota ND 17,50 ND ND

Po tydnu nebylo uifpravenychéastic detekovano zadné mnozstvi u¥altho kofeinu. Po uplynuti
3 tydni bylo jiz zaznamenano malé mnoZstvi uéokdho kofeinu, icemz k vy3Simu uvdbvani
kofeinu dochézeloipvyssi teplok (Tabulka 5).

Pti laboratorni teplat nebylo ani po 3 tydnech u metod TLE a RP-TLE detéko zZadné uvoémé
mnozstvi kofeinu. Kofeinu se nejvice uvolnil@astic gipravenych pomoci metody Ultrazvuk 2, a to
31,06 %. B sledovani dlouhodobé stabilitipteplot 5°C nebylo po 3 tydnech stanoveno zadné
uvolnéné mnoZzstvi enkapsulovaného kofeinu u metod Ultlady TLE a RP-TLE. Kofein se tedy
uvolnil pouze wéstic fipravenych pomoci metody Ultrazvuk 2, ato 17,5 %.

U céstic s enkapsulovanymi extrakty kofeinu nebylotpdnu, steji jako v gipadt enkapsulace
standardu, detekovano zadné u¥akh mnoZzstvi kofeinu. Po 3 tydnech bylo jizskterych gipadech
zaznamenandaste&né uvolréni kofeinu. Nejvice kofeinu se uvolnilo¢astic s extraktem zeleného
caje, pesrgji 30,95 %. Naopak uvolmi kofeinu nebylo detekovano &astic s enkapsulovanym
extraktemcernéhocaje a kavy (Tabulka 6).

Takeé ucastic ffipravenych koenkapsulaci extrakt prirodnich zdraj kofeinu a ovocné slozky nebyla
po tydnu detekovana Zadna &m koncentrace kofeinu. Uva@imé mnoZstvi kofeinu nebylo
detekovano ani po 3 tydnech skladovanéastic s extrakty Zerného, zeleného a bilébaje.
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Nejvice kofeinu ziastic gipravenych metodou TLE se uvolnildi gnkapsulaci guarany, okolo 3 %.
Touto metodou v3ak bylo zaravenkapsulovano nejmensi mnoZstvi kofeinu, protolmdbchéazet
k tak malému uvalovani (Tabulka 7).

Tabulka 6. Srovnani dlouhodobé stability — mnoisteireného kofeinu — pro&di voda

Cerny¢aj | Zelenytaj | Bily ¢aj | Guarana Kava
ltyden kofein ND ND ND ND ND
polyfenoly 20,38 18,74 18,07 28,17 28,4
3 tydny kofein ND 30,95 ND 18,77 ND
polyfenoly 30 54,25 36,09 39,3 42,27

K vyrazrgjSimu uvolrni kofeinu dochazelo w@éastic gipravenych pomoci ultrazvuku, kde byla

s

caje, 7,8 % a nejvyssi u extraktu z guarany, kdafimgalo 45 %.

Tabulka 7. Srovnani dlouhodobé stability koenkapgsanychcastic — mnozstvi uvainého kofeinu a
polyfenaoli — prostedi voda

metoda ultravuk metoda ultrazvuk 2 metoda TLE

kofein polyfenoly | kofein polyfenoly | kofein polyfiely
3 tydny| 1tyden| 3 tydny| 3 tydny| 1tyden| 3 tydny| 3 tydny| 1tyden| 3 tydny
Cerny¢aj citron | 32,76| 22,02 26,45 3,08 452 11,64 ND 2,135,21
Zeleny¢aj citron | 27,39| 8,69 19,9 ND| 14,07 15,12 ND  25]831,13
D
6

Bily &aj kiwi 7,75 1,88| 20,020 14,62 14,04 16,93 NI 0,81 8,78
Guarana pomergn 44,96 | 6,87 9,66 ND 56 13,37 35 0,35 6,85
Kéva pomerath | 25,25 | 5,71| 24,84 43,14 49,48 56,87 2,97 6/02 21,37

Pti sledovani celkovych polyfeniblse po tydnu 2astic s extrakty kofeinu uvolnilo nejmensi mnozstvi
v pripac enkapsulace extraktu z biléheaje, 18,1 %. Naopak nejvice se uvolnilotastic

s enkapsulovanym extraktem z kavy, a to az 28,R#tnérné se uvolgné mnozstvi kofeinu po tydnu
skladovani pohybovalo okolo 20%.

Po 3 tydnech doslo épk namistu uvolgnych celkovych polyfendl Nejmensi mnoZstvi celkovych
polyfenoli se uvolnilo Zastic s enkapsulovanym extrakterdeznéhocaje (30 %). Naopak nejvice se
uvolnilo z¢astic s enkapsulovanym extraktem ze zelers@m a to az 54,3 %. V iméru se poitech
tydnech skladovani v modelovém vodném premdit uvolnilo ze vSecliastic 40% enkapsulovaného
mnoZstvi polyfendi.

U koenkapsulovanych extrakise mnoZstvi uvolinych polyfenoh po tydnu navysilo u vSechit
metod. Nejvice polyfenélse uvolnilo Z4stic ipravenych metodou Ultrazvuk 2 s enkapsulovanym
extraktem z kavy (49,5 %). Nejm&polyfenofi se uvolnilo po tydnu Zastic gipravenych metodou
TLE s enkapsulovanym extraktem z bilélage (pouhych 0,31 %), a guarany (0,35 %).

Velmi nizké mnoZstvi uvokmych polyfenol bylo stanoveno u vSedtastic ffipravenych metodou
TLE. Vyjimkou byly pouzecéastice s koenkapsulovanou &hzelenycaj a citron, kde se uvolnilo
25,8% enkapsulovaného mnoZstvi polyfénol

Po 3 tydnech doslo épk naristu uvolrgnych polyfenol. Nejvyssi uvoldné mnozstvi bylo stanoveno
u ¢astic gipravenych metodou Ultrazvuk 2 s enkapsulovanymagiem z kavy, a to az 56,37 %. U
ostatnich¢astic gipravenych metodou pomoci ultrazvuku se vSak wr@mmnozstvi pohybovalo do
27%. Nejmén se po 3 tydnech uvolnilo obetz ¢astic s koenkapsulovanym extraktem z guarany.
Z vysledki je tedy *ejmé, Ze ucéastic dochazelo dmem skladovani k postupnému usavani
polyfenoli. | po tech tydnech bylo vSak zachovan@asticich vysoké mnoZstvi enkapsulovanych
polyfenola.
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Déle byla sledovana stabilig@stic z pohledu vitaminu C. Po 3 tydnech skladowéylo detekovano
Zadné uvolané mnozstvi enkapsulovaného vitaminu C. SniZenitcéwatnace volného vitaminu C
mohlo byt zfisobeno i jeho degradaci a mohlo tak zamaskovatyebliovani.

Celkow jako nejvhodwnjsi castice pro kosmetické ¢aly byly zvoleny liposomy fipravené
ultrazvukovou metodou. Jejich dlouhodoba stabliyavyhovovala aplikénim poZadavikm. Stejr
tak mely tyto ¢astice dobrou stabilitu a vynikaly i vysokou enkapsni (ginnosti. Nejvhod§Si
aplikaéni formou obsahuijici tytéastice by byla nagklad ple’ova voda nebo gel. Navic s delSi dobou
ptisobeni na pokoZce by moHhipravek dosahovat vysokéhaimku.

Mezi hlavni kosmetickédinky kofeinu pati antioxid&ni inek, ktery chrani kiky proti UV z&eni,
kofein dale zpomaluje starnuti pokozky a vyhlazjij§72]. Diky kofeinu tak docilime igvazrig
vyhlazeni pleti. B kombinaci s dalSimi aktivnimi latkami jako jsoolyfenoly a vitaminy, mizeme
dale navySovat pozitivni¢inky ptipravki pro spotebitele.

5.1.7 Stanoveni stabilityéastic v realnych podminkach

Dlouhodoba stabilita byla také sledovanaiznych realnych napojich igdevsim vliv na mnozstvi
uvolnénych polyfenol a kofeinu. Cilem bylo aiit potenciélni aplikaci fipravenyché¢asti do tzv.
.energy drink“. Pro tyto aplikace byly vybran¥astice, do kterych byl enkapsulovan {agty kofein,
tak i komplexni zdroj kofeinu s nejvy$Sim obsaheofelkiu z testovanych tfsodnich zdraj —
guarana. Dale byla testovana koenkapsulovangs gguarany a goji, kde extrakt z goji poslouZil
predevsim jako zdroj vitaminu C, ktery podporu§gnék kofeinu.

Tabulka 8. Dlouhodoba stabilitagastic v tiznych napojich hodnocena jako mnoZstvi wraiho
kofeinu v %

kofein tyden | tyden | tyde | tyden | tyden | tyden meésic | mési | mési | mésic | mésic | mésic
CHA |CH |nA | 2%EA | 4%EA | Lip. CHA |cCH |cA | 2%EA | 4%EA | Lip.
g:jmy 10 |ND | ND | 274 | 250 | 01 128| 36| 21l6 276 360 630,
é;.'e”y ND |[ND |ND | 146 | 312 | ND 119 | 68| 237 161| 541 100
ggf;a' ND |ND | ND | 146 | 129 | 50 251 | 54| 248 349| 246 138
nestea IND |ND |ND | 146 | 153 | ND 4,2 135/ 10,6 ND ND 4,2
Q'IEZ' ND |ND | ND | 146 | 80 ND ND | 82 | 43| ND 136 | 43
+
‘r’;)ed(? ND |ND |ND | 146 | ND | ND ND | 67 | ND| ND ND ND
dZus
pomera| ND |[ND |ND | 146 | 182 | ND ND | 30 | 38| 133 63 ND
ne.

Stabilitacastic byla hodnocena jako mnoZstvi aktivni latkglogné z¢astic v pfibéhu dlouhodobého
uchovavani. Brastek koncentrace v roztokigupoklada rozpadastice a uvoléni obsahu.
Dlouhodoba stabilita testovanydastic byla testovana z pohledu uvsidho mnozstvi kofeinu. V
piipadt ¢astic s enkapsulovanou guaranou a koenkapsulovguenanou s goji i z pohledu mnozstvi
uvolnénych polyfenaoi.

U kofeinovych ¢astic nebylo po tydnu zaznamenano Zzadné mnoZsbtlhaného kofeinu. Pouze
v piipact polysacharidovychtastic gipravenych pomoci enkapsulatoru bylo detekovanolndmd
kofeinu v paméru okolo 10%. Po #sici doslo k uvolani kofeinu i ostatnich testovanyciastic,
detekované uvolné mnoZstvi se pohybovalo od 0 do 54% gt$imy ¢astic vSak bylo stanoveno do
10% uvolkného mnozstvi kofeinu.

Pri enkapsulaci guarany a koenkapsulaci guaranyidglg po tydnu skladovani wisiny typi ¢astic
stanoveno vysSi uvainé mnozstvi kofeinu neipenkapsulaci standardu kofeinu. P@&siei bylo u
vétSiny testovanychéastic detekovano v fméru okolo 30% uvoldného mnoZstvi kofeinu.
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NejstabilrgjSi byly liposomovécastice. Celko¥ bylo u ¢astic po misici skladovani v reélnych
podminkach stanoveno nejvyssi uvmié mnozZstvi kofeinu vifpadt koenkapsulace guarany a goji.
Enkapsulované polyfenolické latky vykazovalyasticich mensi stabilitu nez kofein. Po tydnu doSlo
k uvolréni polyfenofi z chitosanovycltastic, chitosan-alginatovyactastic a 4% alginatovycbastic
piipravenych na enkapsulatoru a to wSirg sledovanych podminek.

Obecrt nejvice stabilni byly liposomougastice, zde nedoslo po tydnu k uvwihzadného mnoZzstvi
enkapsulovanych polyfenol

Po nesici doslo jiz k uvoldni polyfenoh i z liposomovychéastic, a to v piméru okolo 10%.
U ostatnich ¢astic byly zaznamenany jen nepétrzvySené hodnoty uvoinych polyfenol

v porovnani s hodnotami po tydnu. Stejako v gipads uvoliovani kofeinu i u stanoveni polyferiol
byl zaznamenan trend vy3Siho uveiého mnoZstvi v ifipad koenkapsulace guarany a goji ve
srovnani s fipadem enkapsulagesté guarany.

Na za¥r byla u koenkapsulované varianty guarany a gajinoecena dlouhodoba stability i z pohledu
mnoZstvi uvoliného vitaminu C. Koncentrace volného vitaminu seyglennim skladovani zvysila,
pouze v coca-cole¢erném caji a pomeratovém dzusu vifipac chitosan-alginatovycteastic. U
tydenni stability vitaminu C v alginatovyctasticich pipravenych na enkapsulatoru bylo zjisb
uvolnéné mnozstvi vitaminu C kolem 10 % ¥pad® uchovavani v coca-cole, nestea, mineralce a
vok s medem. U ostatnich typcéstic byl zaznamenan pouze pokles koncentracisobeny s
nejwtsi pravépodobnosti degradaci volného vitaminu C. Konceptraaminu C poklesla row u
vSech testovanycbastic po misici skladovani. SniZzeni koncentrace volného vitan@ zgisobené
jeho degradaci vS8ak mohlo zamaskovat jeho daldhavéni.

5.1.8 Stanoveni stabilityéastic obsahujicich kofein v modelovych travicicht&avach

Stabilita ¢astic v modelovych travicicht&vach byla sledovana pomoci &g zeta potencialu a
mnoZstvi uvoliného enkapsulovaného mnozstvi kofeinu.

Ze studia stabilitycastic pomoci zeta potenciadlu v modelovych podmink&éviciho systému
(Tabulka 9) vyplyva, Ze bylyastice nejménstabilni v kyselém pro&tdi Zaludénich $av. Kde doslo

k nejvyrazijSimu poklesu hodnot zeta potenciélu.

Tabulka 9. Stabilitarastic v modelovych travicich&/ach — mnozstvi uvaeiného kofeinu % a zna
zeta potencialu

kofein/ kofein/ | kofein/ | kofein/ | kofein/ | kofein/ kofein/
EV TLE U RP-TLE A CH CHA
ZP pivodni hodnota (mV) -45,1 -54,5 -43,5 -52 .5 -12)6 ,542 -29,2
saludent ZP ¢as O (mV) -1,2 -21,3 -25,3 -21,9 -14,2 38,8 -28,2
sava ZP 15 min (’mV) -0,6 -22,5 -23,9 -22,5 -14,8 35,7 ,9-1
uvolrene 76,4 %64 | 181| 384 35 0 49,7
mnozstvi %
pankreati | ZP¢as 0 (mV) -41,2 -43,0 -42,6 -48,8 -9,0 41,8 -7,8
cka ava | ZP 15 min (mV) -7,1 -45,4 -41,1 -50,7 -8,8 25,1 6-4,
uvolnéne 71,8 333 | 351 0 559| 47,7 37,9
mnozstvi %
Zlucova ZP ¢as 0 (mV) -45,0 -52,9 -44 1 -53,2 -9,3 44.0 -28,4
Stava ZP 15 min (mV) -34,9 -51,4 -40,9 -52,0 -8,7 43,8 4,12
uvolrene 30,6 0 11,2 0 14,5 0 36,6
mnozstvi %

Naopak nejvice stabilni bylastice pi zdsaditém pH zkové $avy, kdy se hodnota zeta potencialu
meénila pouze minimalé V pankreatické tw byl rovneZz zaznamenan vyragsi vliv na stabilitu
¢astice zejména ifpact chitosan-alginatovychastic a liposorh pripravenych pomoci ethanolového
vstiikovani.
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U téchto dvou castic byl roviZz zaznamenan pokles jejich stability vilpthu celého fisobeni
travicich gav. U ostatnich tyfp ¢astic se stabilita odijgani do méfeni po 15 minutach jiz vyraZn
nentnila, coz nize poukazovat naffpomnost velmi pozvolného uvgdvani.

Co se ty¢e vysledk uvolnéného mnozstvi (Tabulka 9), ve Zavych $avach se v tomto kratkétase
neuvolnilo u ¥tSiny ¢astic Zadné vyznamné mnozstvi, pouze uaeabilnich chitosan-alginatovych
¢éastic a u liposorin pripravenych metodou ethanolovéhotilgivani byl zaznamenan uveiny kofein

i pasobenim této travicitavy.

Naopak v pankreatick&&g se u ¥tSiny ¢astic uvolnilo nej¥tsi mnoZstvi enkapsulovanych slozek.
potencial.

Trend pozvolného uvabvani i prachodu travicim traktem byl pozorovan u vSech osthtriypi
¢astic. Tabulka 10 srovnava stabilitu liposomovyd@stic, polysacharidovychiastic gipravenych
pomoci ultrazvuku a polysacharidovyidstic ripravenych na enkapsulatoru.

Obecr se nejvice kofeinu i polyfeniluvolnilo vliivem modelové pankreatické a &wé §avy, tedy
v modelovém progedi tenkého séva. V Zaludéni ¥aw bylo vySSi uvoliné mnoZstvi kofeinu
stanoveno pouze vipac chitosan-alginatovyctastic.

Tabulka 10. Stanoveni stabilifgstic - modelové traveni, mnozZstvi uvakho kofeinu a polyfenbPo

. guarana | guarana a goji | guarana guarana a goji
kofein . .
kofein kofein polyfenoly | polyfenoly

CHA 40,5 64,3 38,3 12,2 40,0

CH 22,3 2,0 16,6 26,6 50,5
_ A 12,0 23,7 11,7 325 10,6
® 2% A 3,2 0,5 1,5 0,0 34,6
S 2 [a%a 0.0 34,1 05 0,0 05
N OB | | iposomy | 11,8 16,9 6,0 3,2 54

CHA 39,8 84,8 36,3 92,7 21,4
\m CH 52,6 55,1 46,9 20,3 23,4
S A 9,0 49,8 17,7 8,3 54,0
5 2%EA 34,8 18,2 33,0 39,6 68,0
E S | a%EA 10,9 225 50,0 6.8 2,9
S B | Liposomy | 30,0 405 7.1 11,0 30,0

CHA 37,2 42,4 25,2 53,2 33,2

CH 67,1 8,7 22,2 9,5 46,6

A 46,3 12,0 9,8 226 53,4
‘g . 2%EA 32,0 6,3 18,8 9,0 35,6
2 Z | A%EA 13,9 17,5 51,7 42,7 7,6
N B | |iposomy | 27,8 9,8 26,2 14,9 384

Pti porovnani enkapsulované a koenkapsulované vgriant v pripad kofeinu dosazeno obdobnych
vysledki. V pripad polyfenoli bylo vyrazrjSi mnozstvi uvolénych polyfenol viivem modelového
traveni detekovanodastic s koenkapsulovanymi extrakty.

Stabilita ¢astic v modelovém traveni byla sledovéana také pohjenésicnim skladovani v realnych
napojich. Dlouhodoba stabilita v realnych napojé&cphopsana v kapitole 5.1.7.

| vtomto gipac byl zaznamenan shodny trend vyrg#io uvolgného mnozstvi enkapsulovanych
sloZzek v progedi tenkého gtva. Vlivem dlouhodobého skladovani vsak dkterych ¢astic doslo

k uvolréni vétSiho mnozstvi enkapsulovanych slozek.

Pri porovnani jednotlivych typ realnych prosgedi se nejvice kofeinu i polyferiolvlivem traveni
uvoliovalo ucéastic skladovanych &erném a zelenégaji, coca-cole i pomergovém dzusu.
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Diky zachovani vyrazného trendu pozvolného nweéni vtenkém #&w a diky velmi dobré
dlouhodobé stabikit predevsim manuaénpripravenych chitosanovycastic, alginatovycktastic a
liposomi v realnych prosedich lze vyuZzit testovanéastice pro aplikaci do ,energy driiitk
s pozvolnym uvalovanim kofeinu v zazZivacim traktu. Zejména pou#thého a zelenéhtaje ale i
coca-coly a pomerg&onvého dZusu jako nda vybranychiastic je pro tyto aplikace velmi vhodnym
reSenim.

5.2 Enkapsulace ovocnych, zeleninovych a rostlinnych takta a %av

s vysokym obsahem polyfendl a vitamina
V této diki ¢asti prace byly testovany moznostigsavy mikro- a nangéstic a postupy enkapsulace
vybranych pirodnich $4v a fiznych extraki s vysokym obsahem antioxidént
K enkapsulaci byly pouzity:t&va z citronu, pomeréa a kiwi, dale byly pouZzity vzorky mrkve,
¢ervenych jablek a s#s lesnich plotl (maliny, jahody, baivky). RovrgZz byly enkapsulovany
standardy vitaminu Cf-karotenu, vitaminu E, kvercetinu, morinu, rutinyskliny gallové a
katechinu. Dale byly enkapsulovany i extrakty gagraoji a Zensenu.

5.2.1 Charakterizace

Stava z citronu, pomerda a kiwi byla ziskana oddvninim pislusného ovoce.iPravena gva
byla dale odsedna @ 7500 ot/min po dobu 5 minut. Taktofigravené roztoky byly
charakterizovany na obsah polyfehal vitaminu C a pouZity k enkapsulaci (vysledkyrelkterizace
jsou uvedeny v kapitole 5.1.1). Vzorky byly r@¥npouZity v pipac koenkapsulace spdia

s kofeinem a jeho extrakty (viz kap.5.1).

Razné extrakty z mrkve¢ervenych jablek a sési lesnich plod byla charakterizovany na obsah
polyfenoki, flavonoidi, antokyafi a antioxid&ni aktivity. Dale bylo pomoci HPLC sledovano
mnozstvi individudlnich flavonoid katechirli, obsah3-karotenu a vitaminu C.

V ptipact extrakti z guarany, goji a ZenSenu byl spektrofotometriskgdovan obsah celkovych
polyfenoli a flavonoidi a pomoci HPLC i obsah individualnich flavoniid

Nejprve byly porovhavany hodnoty celkovych polyfena celkovych flavonoidl v jednotlivych
extraktech. Vysledky jsou uvedeny vmg na g suclgadilu jedlécasti plodi (Tabulka 11).
Jednotlivé metody pro stanoveni charakteristik jseedeny v kapitole 4.7.

Tabulka 11. Charakterizace — spektrofotometrickéonhe(jablka, mrkev, lesni plody)

celkové polyfenoly (mg/g) celkové flavonoidy (my/g
typ extraktu Jablko Mrkev lesni plody Jablkg Mrkey lesni plody
Srava 0,57+0,02 1,59+1,5D 0,12+0,00 0,43+0,01 X
voda 2,00+0,11 0,85+0,6D X 0,41+0,01 ND X
ethylacetéat 2,37+0,50 0,81+0,09 X 0,5040/01 ND X
ethanol 1,88+0,30 0,77+0,09 X 0,76+0,01 0,31+0,01 X
1% kys. citronovg 2,81+0,18 2,12+0,12 X 0,84+0{0201&0,00 X
5% kys. citronova 3,270,200 2,36+0,23 14,68+1/239580,02| 0,22+0,01 3,09+0,1%
1% kys. mlénéd | 2,78+0,08 2,34+0,56 X 0,62+0,01 0,02+0/00 X

5% kys. miénd | 3,65+0,18 3,03+0,80 13,60+1,09 1,02+0,02 0,433:0, 3,08+0,12
10% kys. mléna | 4,25+0,20 2,57+0,95 11,08+1,16 1,40+0[02 0,380, 3,26+0,10
antioxid&ni aktivity (mg/g) celkové antokyany (mg/g)
Jablko Mrkev | lesni plody Jablko Mrkev lesni plogdy
5% kys. citronovd 3,62+0,22 1,29+0,21 12,54+0,362140,01| 0,06+0,01 33,98+0,50
5% kys. mléna | 2,94+0,18 1,44+0,38 12,27+0,29 0,11+0,00 0,0830,25,25+0,16
10% kys. mléna | 2,41+0,12 1,29+0,15 8,51+0,21 0,10+0/00 0,05k0,24,94+0,18
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U cerstvych plod byla pouzita firodni §ava, vodny, ethanolovy a ethylacetatovy extrakt. U
lyofilizovanych vzorki byly owtrovany extrakce do 1% a 5% kyseliny citrbnové a 5%, a 10%
kyseliny ml€né. Jak Ize vi&t z vysledk uvedenych v Tabulce 11, nejvh@gBi extrakni ¢inidla se
ukazaly 5% kyselina citronova, 5% kyselina énlé a 10% kyselina miéa. Proto byly tytoit typy
extrakce pouZity ke stanoveni ostatnich charakiteris
Nejvyssi obsah polyfenl flavonoidi, antokyafi byl nangéten u vSech typ extrakfi u lesnich plod.

Tyto hodnoty korespondovaly ro¥h s nejvySSi nagiienou antioxidéni aktivitou, ktera byla
v pripac lesnich plodu &kolikanasob#g vySSi v porovnani s extrakty z jablka a mrkve.

Z Tabulky 12 je patrné, Ze nejvySSi obsah kazdé@hstanovovanych individuélnich flavonaid
katechirhi, stejreé tak nejvysSi obsah vitaminu C, byl n&en u extraktu z lesnich plad Obsah
B-karotenu v mrkvi byl stanoven na 296,3 ug/g. Oldsabbtenu u ostatnich extrékbyl dle cekavani

minimalni.

Tabulka 12. Charakterizace pomoci HPLC (jablka, ewkesni plody)

«Q

Rutin [pug/g] k.chlorogenova [ug/g]  quercetin [ujg/g
Jablko 46,91+2,13 146,60+7,11 2,35+0,29
Mrkev 10,58+0,55 116,05+6,23 ND
Lesni plody 288,25+4,89 889,04+19,10 4,34+0,55
myricetin [ug/g] phloridzin [ug/g] B karoten [ug/g]
Jablko ND 4285,86+51,03 4,97+0,90
Mrkev ND 629,13+29,45 296,28+8,12
Lesni plody 5,66+1,23 17314,11+182,30 4,43+0,85
vitamin C [ug/g] katechin [pg/g] epikatechin [pp
Jablko 21,73+2,33 10,91+1,02 3,86+0,95
Mrkev 175,84+5,25 5,20+0,85 3,25+0,15
Lesni plody 708,26+8,12 17,33+1,45 6,11+1,36

Na zawr byly rovrez charakterizovany pouzité extrakty guarany, gdeaSenu. Gft byl vys3i obsah
fenolickych sloZek stanoven v kyselych extraktd@ivemz nejvySSi mnoZzstvi polyferiostejre jako
ostatnich testovanych sloZek obsahoval extrakezamy.

Tabulka 13. Charakterizace- guarana, goji, Zensen

polyfenoly [mg/g] flavonoidy [mg/g] antokyany [pal/
Voda 10% kys. mkéna Voda 10% kys. méda
Guarana| 63,38 £1,26 111,84 + 2,58 30,94 +5,12 6733,2,87 1,45+ 0,26
Goji 2,78+ 0,09 2,96 + 0,04 0,19 + 0,06 0,26 #0,0 0,21 + 0,07
Zensen 4,33+£0,15 4,75+£0,11 0,43 + 0,03 0,449020 0,12+ 0,01
Rutin [ug/g] Morin [ug/g] Myricetin [ug/g]  Lutedli[ug/g]
Guarana 112,60 + 3,58 2,52+0,72 2,20+0,12 ND
Goji 8,12 + 0,09 ND ND ND
Zensen 15,1+1,56 ND 0,22 + 0,02 1,19 + 0,28

Pro gipravu marinosoiin byl pouzit extrakt lipid z lososa. Tento extrakt bytipraven a analyzovan

dle postupu uvedeného v kapitole 4.9.

Zastoupeni jednotlivych dridhmastnych kyselin v extraktu lipidz lososa: SFA 21,05%, MUFA

6,55%, PUFA 74,82%, n3 6,85%. Extrakt obsahoval @i1DHA a 0,16 % EPA (Obrazek 13).
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Sislo 1 2 5 6 7
mastna kyselina  C14:0 C16:0 C16:1 n9c C18:0 C18cl n C18:2 n6c C18:3n3
zastoupeni % 3,55 13,12 3,50 3,18 48,81 15,67 6,18
Sislo 8 9 10 11 12 13
mastna kyselina  C20:1 C20:3n3 C20:5n3 C22:0 CR2:6 C24:1
zastoupeni % 2,42 0,38 0,16 1,95 0,14 0,96

Obrazek 13. Chromatogram plynové chromatografiempnoy ioniza’nim detektorem — zastoupeni
mastnych kyselin u extraktu z lososa

5.2.2 Stanoveni enkapsul#éni U¢innosti

Metody pro pipravu jednotlivych typ ¢astic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Vzorky po enkdgs

danymi metodami byly centrifugovanyifd4 800 ot./min.

Supernatant byl slit, a byla ¥m stanovovana pomoci spektrofotometrické metodgraqei HPLC
koncentrace zbylych volnych sloZek, stefak jako ve vzorkuigd enkapsulaci. £Z¢hto dvou hodnot
byla poté vypoitana enkapsuéai (€innost dané metody. Pro kazdy vzorek byléreni opakovano
tiikrat a ze ziskanych hodnot byl ziskérimpér. Rozptyl hodnot r¥eni jednotlivych vzork nebyl

VétSi nez 5 %.
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Graf 13. Enkapsukni tcinnost — polyfenoly a vitamin C z ovoce

Enkapsul&ni ¢innost ovocnycht&v do liposon byla sledovana spektrofotometrickym stanovenim
celkovych polyfenal a rovréZz stanovenim enkapsulovaného mnoZstvi vitaminu @yskdk je
patrné, Ze polyfenolické sloZky se enkapsulovghg lgeZ vitamin C.

Polyfenolické latky se nejlépe enkapsulovaly z kimaopak vitamin C se nejlépe enkapsuloval ze
stavy z pomerate. Ri porovnani metod byla vhodj§i metoda vyuZivajici ultrasonifikace (Graf 13).
Z vysledki enkapsulace ovocnych extralkdo riznych typi ¢astic je patrné, Ze polyfenoly se lépe
enkapsulovaly do liposoim

Zde bylo dosaZzeno enkapstia (kinnosti od 10 do 30%. Vyjimkou byl pouze extrakahlka, kde
byla &innost enkapsulace u metody RP-TLE 75,6%. Obexmn polyfenoly 1épe enkapsulovaly z
extrakti nez ze &v.
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Po srovnani enkapsula &innosti jednotlivych¢astic @i enkapsulaci guarany, goji a ZenSenu
(Graf 14) bylo nejlepSich vysledky dosaZzeno u metadipravy ¢astic na enkapsulatorurdelevsim

u 2% alginatovychtastic s jadrem, dinnost enkapsulace u guarany a goji zde dosahc\@ds, u
ZensSenu az 89,9%. Enkapsulator tedy ump pripravu éastic o definované velikosti, které jsou
piipraveny optimalizovanou technologiifipniz je eliminovan fipadny negativni efekt sloZzek
ptirodnich extrakt na proces enkapsulace [164ii porovnani vysledk u polysacharidovychéstic je
patrné Ze makro- a mikgéstice jsou z hlediska enkapsulované mnoZstvi eobli vhodrgjsi
aplikaéni forma neZ nari@stice. Dobrou enkapsulaci extraltiylo vSak roveZz mozné pozorovat u
obou tym liposomi, kde se nejlépe enkapsulovala guarana ¢gnasti kolem 40%. Do
polysacharidovychtastic se nejlépe enkapsuloval Zen3en, nasledovedkexguarany a nejmensi
enkapsulaci polyfenolickych latek vykazovala goiji.

89,9
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Graf 14. Enkapsukni teinnost polyfenoly
1 manuély Algindtovécastice 5 naultrazvuku liposomovyehstic 9 2%alginat 300 pm
2  manuals Chitosanové&astice 6 TLE liposomovyckéstic 10 1%alginat S jadrem
3 naultrazvuku Alginatovéastice 7  1%alginat 300 um 11 2%alginat s jadrem
4 naultrazvuku Chitosanowvéstice 8 1%alginat 450 pm 12 alginat+CMC s jadrem

Z vysledki enkapsulace ovocnych extralkdo riznych typi ¢astic je patrné, Ze polyfenoly se lépe
enkapsulovaly do liposoim Zde bylo dosazeno enkapstiainnosti od 10 do 30%. Vyjimkou byl
pouze extrakt z jablka, kde bylaidnost enkapsulace u metody RP-TLE 75,6%. Obserpolyfenoly
Iépe enkapsulovaly z extrakinez ze Bv.

Vitamin C se velmi dote enkapsuloval do liposomovych i polysacharidovyéistic, nejlépe se
enkapsuloval zetavy z lesnich ploil naopak nejménse vitamin C enkapsuloval z jabhe Favy.
Flavonoidy se row¥ velmi dolte enkapsulovaly do liposair polysacharidovycliastic, gicemz u
individualnich flavonoid byla zaznamenana vySs&tiinost enkapsulace u liposémpii stanoveni
celkového mnozstvi se flavonoidy enkapsulovaly agiji do polysacharidovyckiastic. Z vysledk
srovnani enkapsulace extrald §av se obechlépe enkapsulovaly flavonoidy z€a¥, rozdily viak
byly minimalni.

Katechiny se date enkapsulovaly do liposomovych i polysacharidovy@stic s pimérnou
enkapsulani &innosti 50%. Antokyany se velmi di#b enkapsulovaly figdevsim do liposofy u
ethanolového viikovani zde byla enkapsulai (Ginnost takka 90%.

Karoten se nejlépe enkapsuloval do alginat-chitoggaeh c¢astic (92,5%). RowE do liposoni se
beta-karoten enkapsuloval velmi debs &innosti okolo 50%, nejvysSi enkapsina innosti u
liposomi bylo dosaZzeno u metody ethanolovéhdiksvani.

Pfi srovnani enkapsulace jednotlivych standafldvonoidi a polyfenol bylo dosazeno obdobnych
vysledki jako @i enkapsulaci jejichifrodnich snasi (Tabulka 14). Bylo potvrzeno, Ze se tyto aktivni
slozky lépe enkapsuluji do liposomovyéhstic. U jednotlivych standakdvSak roviZz zaleZzelo na
pouZzité metod pripravy liposond.

Déle byla srovhana moZnost enkapsulace vybranyidatd do liposond a liposont s gidavkem
lipidového extraktu z lososa (Graf 15).
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Tabulka 14. Srovnani enkapsémd (cinnosti vybranych standafid %

kvercetin| morin| rutin katechip kys. Galloya
EV 29,4 18,9 77,2 50,9 72,5
TLE 93,1 54,7 | 13,8 68,0 89,9
RP-TLE | 88,2 44,9 254 5477 93,2
U 53,2 69,0 | 48,9 48,6 66,5
CH 35,2 25,5 149 225 41,9
A 29,6 343 | 37,1 49,9 53,7
CHA 11,1 16,5 9,5 2,9 21,1
and: | d 114
standard a-tokoferol 4 201
standard katechin ~ 48,6‘ 33
standard p-karoten J 68‘6‘ 753
standard vit.C d 67,6 4 826
0 10 20 30 40 50 70 30 90 100
H marinosomy H liposomy enkapulacniiéinnost (%)

Graf 15. Enkapsulani (einnosti

s v Z

Nejvyssi enkapsuéai (€innost nély liposomovécastice s vitaminem C 82,6 %iigavek lipidového
extraktu enkapsutai innost snizil o 15 %. Velice dobrou enkapsgulalkinnost vykazoval tak@-

e

enkapsuléni &innosti byla stanovena prai-tokoferol v liposomech 29,1 %. Celkbvbyla
enkapsuléni &innost vyssi v liposomech p-karotenu a vitaminu C a v liposomech s lipidovym
extraktem w-tokoferolu a katechinu.

5.2.3 Stanoveni velikosti a stability¢astic s obsahem antioxidani
Velikost ¢astic a jejich distribuce velikosti spoie s indexem polydisperzity byly sledované p
meérenim na koloidnim analyzatoru Malvern ZetasizerNa8. RoviZ byl znmeéten zeta potencial pro
posouzeni stabilityifpravenychiastic.
Dle hodnoty zeta potencial (Tabulka 15) vykazovedSina gipravenych ¢astic velmi dobrou
stabilitu. U liposoni byly stabilni vSechnyastice ¥etrg marinosoni. Pouze liposomy ifjpravené
metodou ethanolového vistovani vykazovaly vysSi nestabilitu a rychlou agrei. Hodnota zeta
potencialu se u nich pohybovala v rozmezi od -37-10,8 mV. Z polysacharidovyatastic byly
stabilni Fedevsim chitosanov&astice, pouze vifpak enkapsulace ZenSenu u nich doslo
k vyraznému sniZeni hodnoty zeta potencialu. Algadtosanové a alginatov&stice byly méé
stabilni hodnoty jejich zeta potencialu se pohybpwd -20 do -25 mV.
Pramernd velikost liposor byla 200 nm, u &Siny ¢astic doslo k mirnému Zt8eni jejich velikosti
vlivem enkapsulované slozky. Néjgi liposomov&astice byly pipraveny pomoci metod RP-TLE a
ethanolového viikovani, zde byla grmeérna velikost nad 300 nm. Indexy polydisperzity seSech
piipravenych liposorin pohybovaly do hodnoty 0,2, pouze iigads ethanolového vikovani se
hodnoty polydisperzity pohybovaly od 0,2 do 0,3drRerna velikost polysacharidovyatastic byla,
ve srovnani s liposomyétsi, pohybovala se od 300 do 600 nmiipad chitosanovychiastic a
alginatovychc¢astic. U chitosan-alginatovyatastic byla pimérna velikost 600 az 900 nm. Rain
indexy polydisperzity polysacharidovyéstic byly vy3si a pohybovaly se v rozmezi od @20¢b,
pticemz nejnizsi indexy polydisperzity byly n&fanu u chitosanovych a alginatovystic.
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Tabulka 15. Stanoveni velikosti a stabilityppavenychcastic

[ o zeta @ @ zeta
velikost | potencial velikos | potencial
[nm] [mV] t[nm] | [mV]
L TLE jablko ¥ava 188,2 -35,9 CH jablka’dva 382,9 | 35,0
L TLE jablko extrakt 540,7 -30,5 CH jablko extrakt 741,7 37,6
L TLE mrkev $ava 116,6 -44,1 CH mrkev&va 303,9 | 355
L TLE mrkev extrakt 355,7 -30,1 CH mrkev extrakt 23 | 30,7
L TLE lesni plody 8ava 213,6 -25,1 CH lesni plodygya 457,0 | 25,5
L TLE lesni plody extrakt 380,8 -28,5 CH lesni ptazktrakt 2375 | 36,9
L RP-TLE jablko $ava 206,7 -42,1 CHA jablka’dva 588,5 | -26,3
L RP-TLE jablko extrakt 222,6 -42,7 CHA jablko endtt 867,4 | -22,1
L RP-TLE mrkev 8ava 203,6 -37,3 CHA mrkevdva 527,5 | -25,5
L RP-TLE mrkev extrakt 307,8 -41,9 CHA mrkev extrak 851,9 -22,2
L RP-TLE lesni plody&va 282,7 -30,6 CHA lesni plodyaa 650,1 -19,7
L RP-TLE lesni plody extrakt 138,9 -33,6 CHA lepiddy extrakt 1187,0f -17,6
L EV jablko ¥ava 524,0 -8,0 CH U - prazdné 1001,0 47,1
L EV jablko extrakt 226,3 -9,9 CH U - goji 697,9 .89
L EV mrkev $ava 258,8 -10,8 CH U - guarana 1156,0 44,4
L EV mrkev extrakt 676,1 -3,7 CH U - ZenSen 526,0 4,51
L EV lesni plody 8ava 362,8 -3,0 CH - prazdné 326,4 25,3
L EV lesni plody extrakt 403,0 -8,2 CH - goji 314,9 23,8
L TLE 158,7 -55,4 CH - guarana 426,4 215
L RP-TLE 154,7 -53,8 CH - zenSen 279,4 0,49
LEV 308,6 -24,3 A U - goji 785,1| -19,1
CH 396,6 33,8 A U - guarana 336,0 -18,5
CHA 467.,4 -39,3 AU - ZenSen 361,8 -19,2
U - goji 192,1 -35.0 M TLE 10% lip. extrakty  505,§ -37,1
U - guarana 121,6 -43,3 M TLE 20% lip. extrakiu 408 -34,5
U - ZenSen 119,3 -42,2 M U 2,5% lip. extraktu 232/4-30,7
L TLE 382,6 -29,6 M U 5% lip. extraktu 178,5 -29,9
LU 2417 -26,9 M U 10% lip. extraktu 170,9 -35,0
M TLE 2,5% lip. extraktu 563,4 -33,9 M U 20% lipcteaktu 110,5 | -36,3

Zkratky: A-Alginatovécastice, CH-chitosanovéastice, CHA-chitosan-alginatow@stice, L-liposomy, M-marinosomy U-
metoda ultrasonifikace (U-22,5mg/ml lecithinu, W8mg/ml lecithinu, U2-18mg/ml lecithinu v chlorofou, TLE- metoda
odpdovani na tenké vrsty RP-TLE-metoda odpavani na tenké vrsts reverzni fazi, EV-etanolové figovani

5.2.4 Stabilita éastic — modelové traveni

s 2

Pripravenécastice s obsahem goji, guarany a ZenSenu bylyaydliky do modelovych travicicliay,
kde bylo sledovdno uvainé mnozZstvi enkapsulovanych sloZzek. Stgpko v mnohych studiich
byla testovdna mozZnost pozvolného wesiani a zajini vysSi biologické dostupnosti aktivnich

latek [5, 54].

~7 vz

Z dosazenych vysledkvypliva, Ze v Zaludmi ¥aw (Graf 16) byly nejstabikjsi ¢astice s obsahem
goji, naopak nejvice dochazelo k uwovani enkapsulovanych polyfenolickych slozekiippd

N1 s

enkapsulovaného ZenSenu, u kterého byla vSak staamejvySsi enkapsdfd (Einnosti.
Nejmensdi stabilita byla naffena u 1% alginatovychtastic gipravenych na enkapsulatoru
(tryska 450 pm) se zapouerthym ZenSenem.
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Zde se vlivem kyselého praedi Zaludeéni ¥avy uvolnilo skoro veSkeré mnoZstvi polyfeinolJ
stejného typwdstic, i enkapsulaci guarany bylo také uvého vyznamné mnoZstvi polyferiol
(76,7%). U alginatovychcastic s pidavkem CMC bylo zaznamenano re¥nvyssi mnoZzZstvi
uvolnénych polyfenal, v pfipac enkapsulace Zensenu 72,7%, u enkapsulace gued&®p 4
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Graf 16. Stabilitacdstic v modelovém traveni-uveiré polyfenoly

na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovyehastic 3  1%alginat 450 um 5
na ultrazvuku  Chitosanovéstice 2  1%alginat 300 pm 4  1%algindt sjadrem 6

Ostatni polysacharidovéastice byly obech v Zaludéni 4w stabilni a uvoldné mnoZstvi se
v praméru pohybovalo okolo 20%.

Liposomovécéstice byly v Zaludmi aw stabilni gedevsim v fipad enkapsulace goji a guarany,
kde nebylo zaznamenano uv&h@ mnozZstvi do 9,4% enkapsulovaného mnozstvi pudide U

N s

liposomi s enkapsulovanym extraktem Zen3enu bylo detekoxgi$ uvoligné mnozstvi okolo 50%.
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graf 17. Stabilitacdstic v modelovém traveni-uveh@ polyfenoly
na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovyehastic 3  1%alginat 450 um 5

na ultrazvuku  Chitosanovéstice 2  1%alginat 300 pm 4  1%algindt sjadrem 6
Pasobenim pankreatickétd@y doSlo k vyrazgSimu uvolréni enkapsulovanych polyferiolnez
v pripad modelové Zaludmi Favy. Trend stability/nestability jednotlivyatastic byl vdak zachovan.
Nejlépe se vSak polyfenoly v prostli tenkého séva (48 az 83%) uvdbvaly z 1% alginatovych
¢éastic gipravenych na enkapsulatoru , kde bylo v Zatnd&'aw zaznamenano minimalni uveime
mnozstvi. Polyfenoly se v prdetli pankreatické tavy rovrez velmi dolie uvohovaly
z chitosanovychastic (26,5 az 90%). U ostatnitastic se uvolené mnoZstvi pohybovalo vignéru
okolo 20%. Doché&zelo u nich tedy pouze k pozvolnéwaliovani.

Vlivem unelé Zlwwove tekutik doslo k nejmensimu rozpaddigravenychéastic, v porovnani se
Zaludeni a pankreatickoutavou. Pravépodobrt zde dochazelo velmi pozvolnému usaVani.
Nejlépe se polyfenoly uvddvaly u 1% a 2% alginatovyatastic gipravenych na enkapsulatoru, dale

mnoZzstvi bylo narteno u liposom a 1% alginatovycliastic s tryskou 300 p (wipadt alginatovych
¢éastic doslo k uvoléni vyznamného mnozstvi v pankreaticka\g).
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graf 18. Stabilitatastic v modelovém traveni-uvehg polyfenoly

na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovyeastic 3 1%alginat 450 um 5
na ultrazvuku  Chitosanovéstice 2 1%alginat 300 pm 4  1%algindt sjadrem 6

Ze ziskanych vysledkje patrné, Ze enkapsulace polyfenolickych sloZggjieh extrakt Ize vyuzit k
cilenému transportu travicim traktem. Kd§ praichodu Zaludkem dojde k zachovéni stabitigtic,
a ktizenému uvaiovani aktivnich sloZzek pak dochazi v predf stev.

5.2.5 Stanoveni dlouhodobé stability¢astic — modelové potraviny

U ¢astic s enkapsulovanymi extrakty goji, guaranyr@2au byla dale sledovana dlouhodoba stabilita
v modelovych potravinach. SloZeni jednotlivych moggch podminek je uvedeno v kapitole 4.14.

V modelové vodné potravin(Graf 19) dochazelo k ngjisimu uvohovani polyfenal u extraktu

Z goji v alginatovychgéasticich pipravenych na ultrazvuku i enkapsulatoru, dale nsSgeovych
extrakii v liposomech fipravenych odpanim reversni faze a ro¥h u 1% alginatovychtastic

s jadrem. Naopak k nejmenSimu uwvginh polyfenoti doslo u 1% alginatovyclkiastic typu matrix
rovréz s enkapsulovanym zensenem.
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Graf 19. Dlouhodoba stabilitaastic — uvol@né polyfenoly — progtdi voda
na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovyehstic 3  2%alginat 300pum 5
na ultrazvuku  Chitosanovéstice 2 1%alginat 300 pm 4  2%algindt sjadrem 6
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V modelovém prosgedi kyselé potraviny (Graf 20) bylo nejvice uvich polyfenolickych latek u
alginatovych ¢astic gipravenych na ultrazvuku s extraktem z goji, kddobyvolnéno 93,34 %
polyfenoli. Velkd nestabilita byla rowi pozorovatelnd u 1% alginatovyctéstic s jadrem
piipravenych na enkapsulatoru s extraktem goji i éenskde byl rozpad stanoven na vice nez 80 %.
Naopak nejutsi stabilitu vykazovaly ZenSenouastice typu matrix ffjpravené na enkapsulatoru, kde
se uvolnilo pouze 25 %. Co secéyporovnani stability jednotlivych extraktu (Gra)2 nejwtsi
uvoliovani polyfenolickych latek dochdzi u extraktu fi.gblejstabilrgjSim extraktem v kyselém

prostedi je naopak ZenSen, kde v#Sing ¢astic nepesahlo uvoléné mnozstvi po #sici skladovani
50 % enkapsulovaného mnoZstvi.
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Graf 20. Dlouhodobé stabilitéastic — uvoléné polyfenoly — progtdi3% kyselina octova
na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovyehstic 3 2%alginat 300 pum 5
na ultrazvuku  Chitosanovéstice 2  1%alginat 300 um 4  2%alginat sjadrem 6

V modelové alkoholové potrawndochazelo k nepSimu uvohovani polyfenal u alginatovych
¢éastic gipravenych na ultrazvuku a u 1% alginatovydstic gipravenych na enkapsulatoru s tryskou
450 um, kde sedhem nEsice skladovani uvolnilo v méru 80 %enkapsulovanych polyfenolickych
sloZek. U ostatnicBiastic bylo po mssicnim skladovani uvolmé mnozstvi v giméru 40%.

K nejwtSimu rozpadgastic v modelové tiné potravig dochazelo u ZenSenu u 1% alginatu s jadrem,
liposomi pripravenych na ultrazvuku a alginatovy¢hstic gfipravenych na ultrazvuku, kde doslo
k uvolreéni vice nez 70 % polyfeninl Naopak nejstabilfjSi ¢astice byly s enkapsulovanym extraktem
z guarany a alginatovéastice s enkapsulovanym ZenSenem, kde se &niojmolyfenoli z ¢astic
pohybovalo kolem 20 %.

Zawrem lze tici, Zze g stanoveni stability v modelovych potravindch byko nejvhodjsi
modelové prosedi pro dlouhodobé uchovavani stanoveno vodné ipdbst pro ¥tSinu
polysacharidovychiastic pak i kyselé pragtdi. Jako velmi vhodnou aplikai forma pro pidani
studovanych firodnich extrakt do realnych potravin by mohly byt alginatodéstice pipravené na
enkapsulatoru. Bylo u nich dosaZzeno nejvySSi enlfaps (Kinnosti a roviZz vykazovaly dobrou
stabilitu v modelovychétnich tekutinach a modelovych potravinach. Lzedeayt vyuZzit k cilenému
transportu a uvdbvani enkapsulovanych aktivnich latek v traviciraktu a tim dosahnout vyssi
biologické dostupnosti afimosnosti pro zdravi spebitele.
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5.2.6 Stanoveni dlouhodobé stability ¢astic s antioxidanty — modelové kosmetické
prostiredi

Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi aktivnimi latkami byla ¢edéina ve étyrech modelovych
kosmetickych prosédich - voda, 2%, 10% a 30% emulze olej vesvadposomy i marinosomy byly

ptipraveny metodou pomoci ultrazvuku (kap. 4.8.3Marinosomy byly pipraveny s pidavkem 10%
lipidového extraktu (kap 4.8.3.5).
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Graf 21. Dlouhodoba stabilita — vitamin C
Ozna&eni: L- liposomy; M-marinosomy

W vitamin C 10% olej i vitamin C 30% olej

Vitamin C vykazoval v liposomech postupné uaani do 8. dne ve vSech modelovych pextich.
Déle jiz dochazelo ksniZzeni obsahu vitaminu C w#ném prosiedi pravdpodobr vlivem

degradace. Vitamin C v marinosomech vykazoval (@dgfvyssi stabilitu, a do vodného ptesti se
uvolioval jen minimalg.
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Graf 22. Dlouhodoba stabilita — katechin
Ozna&eni: L- liposomy; M-marinosomy

M katechin 10% olej i katechin 30% olej

U liposomi s obsahem katechinu (Graf 22) bylo dosaZzenidpagt ¢isté vodného progedi nejlepSich
vysledki, kdy po mnésici skladovani nebylo zaznamenano Zzadné gwmélnmnoZstvi. Naopak
v prostedi 30% emulze se jiz 4. den uvolnilo 100 % enklpsmého mnoZstvi katechinufiP
sledovani uvalovani katechinu u marinosdénmebylo ogt pozorovano zadné vyrazné ukavani do
vodného prosedi. Naopak vipadt emulzi se jiz wase 0 uvolnilo vyznamné mnoZstviéligm
skladovani dochazelo k ridtu uvolného mnozstvi, po &sici skladovani jiz bylo u vSech emulzi
uvolnéno veskeré enkapsulované mnoZstvi katechinu.

Z vysledki v Grafu 23 je patrné, Ze vitamin E se z lipogonjrazré uvoliuje jiz bshem prvnichsty
dnia. Uvolnéné mnozZstvi navic roste se #majici koncentraci oleje v modelovych predich.
Naopak z marinosofn se vitaminu E z8n4 uvohovat do vyhradé vodného prosedi az shem 8.
dne. Po masici skladovani se pak do vodného prxdt uvolnilo jen 38 % enkapsulované mnoZzZstvi
vitaminu E. V 2 % a 10% emulzi se jiz vden 0 uvlolrtast&éné mnoZzstvi vitaminu E, které bylo
detekovano i po 4 dnech.
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Nasled® béhem dalSiho skladovanifeggmeé viivem degradace, vSak dochazelo ke snizeni obsahu
volného vitaminu E v testovanych priegtich. V 30% emulzi do3lo k okamzitému uvinvesSkerého
enkapsulovaného mnozstvi ihned po aplikaci vzorktothoto prosedi. Uvolréné mnoZstvi fetrvalo

v prostedi do 4. dne. Poté é&pdoslo ke snizeni koncentrace volného vitaminur&gipodobré
vlivem degradace.
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Graf 23. Dlouhodob4 stabilitac-tokoferol

Ozna&eni: L- liposomy; M-marinosomy

Pti sledovéani stability liposoths obsahenf-karotenu (Graf 24) bylo ¥ase 0 pouhymipdani ¢astic

do emulze uvoléno vyznamné mnozstvi karotenu. ¥pgac 2% emulze se uvolnilo 42 % mnoZstvi,

v piipadt 10% emulze tést 85 %. U volnéh@-karotenu, ktery je na stte nestély, dochéazelo poté
béhem skladovani k jeho vyrazné degradaci. Naopagt¥ vodném prosed nebylo v pibéhu celého
testu stanoveno Zadné uvéhé mnoZstviB-karotenu.U marinosoinnedochazelo k tégn Zadnému
uvoliovani p-karotenu v pkbéhu celého résicniho skladovani a ve vSech sledovanych podminkéch,
coz bylo patrné i ze zachovani zbarvéastic.
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Graf 24. Dlouhodobé stabilita-karoten
Oznaeni: L- liposomy; M-marinosomy

Tabulkal6. Hodnoty uvbvani karotenu z liposahpro rizné koncentrace ve 4. den
1 pg-mt | 3ug-mt | 6 pg-mt
uvoliovani [%]

voda 17,40 ND ND
2% emulze 43,44 ND 18,34
10% emulze) 45,94 7,71 23,81
30% emulze 50,46 37,03 31,63

Stabilita liposond s B-karotenem byla porovnavana i prézné koncentrace, jak je zobrazeno
v tabulce 19. Ve vatise u niz&i koncentrace 1 pg-mlolnilo ténei 20 %. U vySSich koncentraci
byly ¢astice jiz stabilni a nebylo detekovano Zadni wménmnoZstvi. Podobna data byla ziskana
v pripac 2% emulze.
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Z vyslediki je patné, Ze u vSech koncentrgtkarotenu je uvalovani nejvyrazési v pipadce
skladovani ve 30% emulzi, vzdy okolo 20-40 % ddrke. Nejvhod§Sim prostedim pro dlouhodobé
skladovani testovanyatéstic bylo vyhodnoceno vodné pristi.

U pripravenych emulzi byla ro¥#t sledovana sedimeritd stabilita po fidani testovanyckastic.

Z dosazenych vysledklze konstatovat, Ze vliverdastic nedochazi ke zmé sedimenténi stability
emulzi. Ripravenécastice jsou tedy z hlediska sedimeniestability vhodnou formou pro kosmetické
aplikace ve form riznych kréni. Vzhledem k dosazenym vyslaak dle uvolgného mnozstvi
aktivni latek Bhem skladovani by vSak tyto kosmeticképpavky nendly obsahovat vice nez 2%
lipidickych slozZek.

U jednotlivych komponent byly dale, pro potencialaplikace ¢astic v opalovacich krémech,
proméieny hodnoty SPF pomoci metody in vitro [173]. Jamstny lecithin vykazoval SPF 17.
Z aktivnich latek byl nejvySsi SPF 5 z§iStu -karotenu, vitamin E vykazoval SPF 3,8, srovnateln
SPF 1,5 ndli vitamin C a katechin. Dale byly praffeny i oleje pouZité proffpravu kosmetickych
emulzi (palmovy, olivovy a kokosovy), u v8ech byisdZzen SPF faktor 5-6. Celkotedy miZzeme
fici, Ze i samotnééstice, vykazovaly dity protektivni efekt wéi UV zé&reni a vSechny enkapsulované
slozky tento SPF faktor zvySovaly. Enkapsulovanévak sloZky jsou tedy vhodné daianych
kosmetickych fipravki véetns opalovacich.
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Graf 25. Rehled hodnot SPF fakt@ipro jednotlivé slozkyastic, aktivni latky a rostlinné oleje
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Vitaminu E obohacuje ffpravky o antioxidéni &inky, zvi&nuje dehydratovanou pokozku a
prodluZzuje roviz trvanlivost vysledného produktu.tifavek p-karotenu je velmi vhodné pro
opalovaci krémy diky vy$Simu SPF a schopnosti zngrd opaleni. Vitamin C ifp aplikaci

s vitaminem E zajiflje jeho regeneraci. Dale by samotny vitamin Cjn&tgako katechin, mohl

v cilovém vyrobku fisobit antioxid&ng, v piipadt opalovacich fipraviki maze vitamin C napomaoci i
pti redukci pigmentovych skvrn.

5.2.7 Stanoveni sedimenténi stability ¢astic s antioxidanty

Stanoveni sedimentiai stability ¢astic s antioxidanty bylo provedeno pomoci anaktgicentrifugace
dle postupu uvedeného v kapitole 4.12.

Tabulka 17. Analyticka centrifugace — indexy nefitgb

TLE RP-TLE EV CH CHA
jablko- ¥ava 1,3589+0,0860 0,1160+0,0325 1,0106+0,850 1.60896320| 2,4294+0,9528
mrkev - $ava 0,1872+0,0318 4,0149+0,2356 0,7070+0,0p62 1H23526| 0,4464+0,236H

lesni plody - 84dva | 1,9613+0,0256 1,8987+0,0856 1,0748+0,9500 P:815689| 1,0796+0326%
jablko - extrakt 0,1183+0,0155 0,9855+0,0230 0,5%)@652| 0,7127+0,0569 3,1061+0,87p7
mrkev - extrakt 0,8740+0,0475 2,3222+0,8652 0,6436453| 0,3690+0,0236 2,991+0,7692
lesni plody- extrak{ 1,7752+0,0652 1,4887+0,09520830+0,0236/ 0,7063+0,0784 2,1905+0,8093
prazdné 0,9280+0,0356 4,1029+0,7550 3,1580+0,939¥780+0,0158 0,9566+0,6523
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C D
Graf 26. Stanoveni sedinétd stability - vybrané vzorky; liposomy metoda RHEETA) mrkev
(extrakt), B) mrkev{&va);chitosanovéastice G) jablka(extrakt), H) jablkas@va)

Z Tabulky 17 vyplyva, Ze nejménstabilni liposomy, fipravené metodou TLE, byly¥astice

s obsahem extraktu td&vy z lesniho ovoce. Relatigrmérg stabilni byly ¢astice i @i enkapsulaci
jablezné §avy, naopak vfipad enkapulace jabtmého exktraktu byly tyt@astice nejstabiksi. U
metody RP-TLE byly nejménstabilni vzorkycastic bez enkapsulovanych latek, gond malo
stabilni byla také mrkvovatdva. Ostatni vzorky u této metody vykazovaly dobsedimentani
stabilitu. RoviZz u ethanolového uskovani byly prazdné liposomy nejmgrstabiliini, viivem
enkaspulace tak u ostanich vzorkloSlo ke zvySeni jejich sedimedmd stability. V gipad
chitosanovych¢astic doslo ke sniZzeni stability vlivem enkaspuldtav, v gipad extrakfi byla
sedimenténi stability naopak vy3Si, v porovnanéasticemi bez enkapuslovné slozky. U chitosan-
alginatovycheastic doslo vlivem enkapulacéd¥ i extrakt k destabilizaci systému. Nejvyragnpak

v pripadct enkapsulace jabiaych vzork.

Obecrt u liposoni pripravenych metodou ethanolovéhoftilgivani dochézelo k rychle sedimentaci
velkych ¢éastic (Graf 26). U liposofpiipravych metodami TLE a RP-TLE dochazelo k homogenn
sedimentaci, pouze Ekterych ffipadech, fevazre viivem enkapsulace’dv doslo k sniZzeni stability
a zvySeni rychlosti sedimentace. Polysacharid@stice byly z hlediska sedimetité stability velmi
stabilni, u alginat-chitosanovy@astic vSak vlivel enkapulace doslo ke sniZeni Btakgiastic.

Jako nejvhodBi z testovanychastic byly z hlediska sedimegitd stability, napiklad pro aplikace do
napoji, vyhodnoceny chitosanov#stice. U &chto ¢astic byla jejich vysokéd sedimenia stabilita
zachovana i vifipadt enkaspulace aktivnich sloZzek. Z enkapsulovanyotiegl pak byly vhodné
piedevsim ovocné extrakty.

5.3 Enkapsulace antimikrobialnich latek, jejich piirodnich extrakta a
vybranych lé¢iv

DalSi cast prace byla zaftena na studium enkapsulace vybranyéhrognich antimikrobialnich
extrakfi z rostlinnych a ZivéiSnych zdroj. K enkapsulaci byl pouZzit propolis, nisin, daledgym a
ovotransferin a jejich firodni zdroj - vajény bilek. Z rostlinnych zdrdj byly testovany moZnosti
enkapsulace bylinnych a #enénych extraki z Sal&je, rozmarynu, kofivy, hiebicku, levandule,
hefmanku, cerného bezu, peiku, matéidousky, echinacey, lékice, nesicku, rakytniku, tymianu,
jitrocele, majoranky,iezalky, zazvoru desneku.
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Tyto vzorky byly nejprve charakterizovany a naskegouzity k enkapsulaci. Ro¥h byla testovana
moznost enkapsulacetlé klotrimazolu a ibuprofenu a jejich koenkapsulaceybranymi rostlinnymi
antimikrobialnimi extrakty.

U v8ech pouzitych antimikrobidlnich slozek byladsieana jejich antimikrobialni/antimykoticka
aktivita pred a po enkapsulaci dézanych typ ¢astic.

5.3.1 Charakterizace pouzitych antimikrobiélnich slozek

Prirodni rostlinné extrakty a propolis byly charaktevany na obsah polyfeno& flavonoidi. Rovrez
byla sledovéna jejich antioxidai aktivity pomoci ABTS radikalu. U propolisu byftevic sledovana
celkova koncentrace bilkovin. Podrobné postupy atani jsou uvedeny v kapitole 4.7tifrava
extraktu probihala dle postupu uvedeného v kapitdie

Antioxidacni aktivity testovanych bylinnych extrakt stejré jako celkové obsahy polyferiola
flavonoidi jsou uvedeny v Tabulce 18. Nejvy3Si antiogitiaaktivita byla narfena u extraktu z
htebicku (46,7 mg/g) a extraktu Zapatky (45,6 mg/g). Extrakty z tymianu, Ss5é& ¢erného bezu,
jitrocele, majorankaj¢zalky, zazvor &esneku rély velmi podobnou antioxidai aktivitu pohybujici
se v ptiméru kolem 30 mg/g. Ostatni testované bylinné exyraitly antioxidani aktivitu pfimérné
10 mg/g. Nejnizsi antioxidai aktivita byla n§fena u extrakt z hémanku a kofivy.

Tabulka 18. Charakterizace vodnych bylinnych extrak

pelyrek | tymian echinacea I|ékioe | nesicek | rakytnik
Antioxidacni aktivita mg/g| 10,3+1,3] 30,4+18 456+1,3 7,8+0,89,7+0,5 | 10,3+0,6
celkové polyfenoly mg/g 11,2+0,1 31,1+0{3  31,1+0,28,7+0,1 23+0,2 3,310,1
celkové flavonoidy mg/g 14,3+0,2 29+0,2 23,60{1 1491 | 15,5+0,1] 1,2+0,0
Salgj rozmaryn| kopiva | htebitek | levandule] henanek

Antioxidatni aktivita mg/g| 34,8+1,6/ 11,9+0,8 9,5+0,2  46,7+1,9,6+0,5 3,8+0,3
celkové polyfenoly mg/g| 34,3+0,3 11,5+0{1 16,3+0,50,8+0,2| 19,2+0,1] 5,7+0,1
celkové flavonoidy mg/g 17,2+0,] 9,5+0,1 13,8401 6,2#0,1| 10,8+0,1| 0,6+0,0

Cerny bez| jitrocel | majoranka tezalka zazvor | c&esnek
Antioxidatni aktivita mg/g| 24+0,9 27,9+1,83 37,7#1,8 30,3+1,28,9+1,1| 31,2+1,3
celkové polyfenoly mg/g| 38,8+0,2 4340,3 48,7+0)5 ,140.6| 1,4+0,1 1,5+0,0
celkové flavonoidy mg/g| 32,9+0,2 24,7+0j2 31,3+0,389,3+0,3| 0,2+0,0 0,1+0,0

Nejvyssi obsah celkovych polyfeiidbyl nangren u ttebicku (60,8 mg/g) dale u majoranky, tymianu

a trezalky (okolo 45 mg/g XCerny bez a 3aty méli obsah polyfendl v praméru 36 mg/g. Nejnizsi
hodnota obsahu celkovych polyfeadlyla znéfrena u extraktdesneku a zazvoru. Je zajimavé, Ze tyto
extrakty né€ly sowasreé vynikajici antioxidani aktivitu. Vysledky mohou nazdaevat, Ze
polyfenolické sloZzky nejsou jedinym ukazatelem axitiatniho charakteru rostlinnych extrakt
Vysledky obsahu celkovych flavondid ve WwtSing pripadi, kopiruji stejny trend jako wifpadc
obsahu celkovych polyfeninl Pouze extraktiebicek, ktery vykazoval nejvyssi n&enou hodnotu
celkovych polyfenal, mél obsah flavonoid vyrazré nizSi. NejvySSi celkovy obsah flavonoidbyl
zaznamenan urdzalky (39,3 mg/g), nasledovaly extraktgezného bezu, majoranky, tymianu a
jitrocele, jejichZ obsah celkovych flavondide pohyboval okolo hodnoty 30 mg/g.

Tabulka 19. Charakterizace propolisu - ethanoloxtyakt
obsah aktivnich slozek mg/g
flavonoidy| antioxidéni aktivita
81,8+1, 302,2+24

bilkoviny
54817,%

polyfenoly
273,9 + 2,0

propolis

Z dosazenych vysledkpii charakterizaci bylin a propolisu je patrné, Zelacnejvice bio-aktivnim
extraktem je pr&y propolis, kde obsah sledovanych aktivnich latele vieZz desetinasobprevySuje
ostatni extrakty.
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5.3.2 Stanoveni enkapsul#éni t¢innosti

Metody pro pipravu jednotlivych typ ¢astic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Pro kazdy vzdoglo
meéreni opakovanoiikrat a ze ziskanych hodnot byl ziskanirpér. Rozptyl hodnot rfeni

jednotlivych vzork nebyl &tSi nez 5 %.

5.3.2.1Enkapsulace bylinnych extraki
Bylinny extrakt po enkapsulaci danymi metodami byldy centrifugovan i 14 800 ot./min.
Supernatant byl slit, a byla ¥m stanovovana pomoci spektrofotometrické metodycé&otrace
zbylych volnych polyfenal, stejré tak jako ve vzorku ied enkapsulaci. £¢hto dvou hodnot byla

poté vypditdna enkapsutai (innost dané metody.

V préaci byly pouzity ti zakladni typy extrakt vodné, ethanolové a kyselé viz kap. 4.©BecrE I1ze
fici, Ze polyfenolické slozky rostlinnych extréakse nejvyhodgji enkapsulovaly z vodnych
extrakti (Tabulka 20). Naopak, nejmensSi enkap&uilakinnost byla stanovena vetgine
piipadi pii pouziti extrakce pomoci kyseliny citronové.

Tabulka 20. Enkapsufai Ucinnost polyfenal — riizné typy extrakce — enkapsulace do lipasom

EU% tymian jitrocel majorénkzli razalka zazvor | cesnek
vodné extrakty 45,2 27,9 37,7 39,5 28,9 93,2
ethanolové extrakty 33,6 15,4 42,5 35,6 11,4 D
extrakty kyseliny citronové 17,2 22,7 33,9 28,9 8,0 9,6
pelyrek | echinacegd |ékice mesicek | rakytnik Salyj
vodné extrakty 3,7 26,6 60,2 37,5 20,5 69,7
ethanolové extrakty 25,6 25,5 54,3 34,4 12,9 32,0
extrakty kyseliny citronové 2,8 91 18,3 26,9 13,1 424
rozmaryn| kofiva heebitek | levandulel henanek| Cerny bez
vodné extrakty 35,3 48,5 2,5 71,9 77,0 51,7
ethanolové extrakty 46,5 33,5 55,3 11,2 4,5 6,8
extrakty kyseliny citronové 32,1 61,2 51,1 31,9 2,0 42 .4

Enkapsulace polyfendldo liposomovyclheastic byla tedy usgEna ve vSech typech vodnych

v v s

extrakfi. NejvysSi dinnost enkapsulace byla stanovena&asnekového extraktu (93,2%).

e

s

Naopak nejnizsi enkapsudtd innost nély extrakty z pelyiku a Kebicku (v priméru okolo
3,5%). Velmi dobra enkapsulai kinnost (nad 50%) byla stanovena u exthakikaorice,
Salwje, levandule aerného bezu. Ostatni extraktyelyn enkapsuléni innost v péiméru

okolo 30%.
Tabulka 21. Enkapsufai (cinnost polyfenal — liposomy a polysacharidov@stice
EU% tymian jitrocel majorénk:li rdzalka zazvor | c&esnek
liposomy 45,2 27,9 37,7 39,5 28,9 93,2
alginatové&éastice 36,5 41,6 11,7 20,5 68,4 62,6
chitosanové&astice 43,8 37 17,8 36,0 81,3 44,7
pelyrek | echinacead Iékice mesicek | rakytnik Salyj
liposomy 3,7 26,6 60,2 37,5 20,5 69,7
alginatové&tastice 28,9 19,0 38,2 32,0 46,5 41,9
chitosanové&astice 35,5 28,4 47,3 35,7 39,5 50,3
rozmaryn| kofiva hebiek | levandule| henanek| Cerny bez
liposomy 35,3 48,5 2,5 71,9 77,0 51,7
alginatové&téastice 13,9 18,1 29,6 31,8 22,5 31,5
chitosanové&astice 8,1 16,5 42,1 23,0 23,9 24,4
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Pfi porovnani enkapsulace polyfenolickych slozek ryich extraki do liposoni a
polysacharidovyckiastic (Tabulka 21), bylo lepSich vysléd#tosaZzendastji v piipads liposomi.

U nekterych extraki, nagiklad u extraktu zazvoru bylo avSak vyraarySsi enkapsuéami (ginnosti
dosazeno u polysacharidovyeastic, zejména pak wipadt pouZiti chitosanu, kde byla enkapsulia
G¢innost stanovena na 81,3%. To je zhruba 3x vy&i§indst nez byla u stejného vzorku dosazena
v piipadt pouZiti liposomovychiastic. VysSi enkapsulai &innosti v polysacharidovyckiasticich
bylo dosaZzeno rowz u extrakh z pelyiku a hebicku. Obeck lze fici, Ze enkapsutai (&Kinnost
alginatovych i chitosanovycéastic byla dosti podobnd, rozdily jejich enkap&nieh &innosti byly

v priméru okolo 10% a kopirovaly podobny trend v zavisimstenkapsulované bylinné slozZce.

5.3.2.2Enkapsulace antimikrobialnich peptii a bilkovin

Roztoky peptid a bilkovin byly po enkapsulaci danymi metodamitdéugovany g 14 800 ot./min,
supernatant byl slit, a byla ¥m pomoci spektrofotometrické metody stanovena edlkmncentrace
bilkovin. Toto stanovovani mnozstvi volnych pepta bilkovin bylo provedeno ste&jri ve vzorku
pied enkapsulaci. £thto dvou hodnot byla poté vyfithna enkapsutai (€innost dané metody.
Enkapsul&ni &innost v gipadt nisinu a lysozymu bylo rowi sledovana pomoci vysok&idné

kapalinové chromatografie (HPLC/PDA).
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Graf 27. Enkapsulai tcinnost lysozymu

Enkapsul&ni &innost byla sledovana u roztoku lysozymu o koneemtd 000ug/ml (Graf 27).
Nejlepsi enkapsutai (innost (takka 100%) bylo dosazendipenkapsulaci do chitosanovy¢hstic
ptipravenych na enkapsulatoru. Je zajimave, Zgpag chitosanovyclEastic gipravenych manuatn
pomoci ultrazvuku bylo dosaZzeno enkap&oialginnosti pouze 21,8%. Vysokou enkapsuia
acinnost vykazovaly i manuanpripravené alginatové a Skrobowdéstice (okolo 90%). Naopak
enkapsuléni &innost alginatovych ¢astic gipravenych pomoci enkapsulatoru se tmpru
pohybovala pouze lehce nad 40%. Roztok lysozymdase velmi dobe enkapsuloval do liposam
piipravenych pomoci ultrazvuku za pouZiti 450 mgtieai10ml roztoku (okolo 91 %), arippouZiti
ptipravenych metodou ethanolovéhorikgivani, kdy hodnoty enkapsula (cinnosti dosahovaly i
poneru lecitinivzorek 1:2 a 1:4 minimalnich hodnot (tkoi%). Ri pouziti pongru 1:1 ¢inila
acinnost enkapsulace lysozymu 17,2 %. Metoda TLE ytostala enkapsutami (¢innosti v pameru

okolo 30 %.
Enkapsulani innost byla dale sledovana u enkapsulace roztogimwnio koncentraci 2pg/ml do

liposomi. Enkapsuléni (€innost nisinu se u&siny ¢astic pohybovala v iméru okolo 25%. Nejnizsi
enkapsuléni &innost bylo dosaZeno fip pouZiti metody ethanolového vi&bvani. Hodnoty
enkapsulani innosti [ pomeéru lecitin:vzorek 1:2 a 1:4 se rovnaly t&mule. Ri pouZiti pongru

yawar

1:1¢inila enkapsuléni (Einnost nisinu 11,9 %.
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5.3.2.3Enkapsulace antimikrobialnich lév

Roztoky I&iv (antimykotikum klotrimazol a protizé&tlivy |€k ibuprofen), pipadré smEsné vzorky
léciv a bylinnych extrakt po enkapsulaci danymi metodami byly centrifugov@ryl4 800 otékach

za minutu. Supernatant byl slit, a byladmmstanovovana pomoci HPLC/PDA, koncentrace zbylych
volnych I&€iv stejré tak jako ve vzorku ifed enkapsulaci. Z¢hto dvou hodnot byla poté vyfitana

enkapsuléni innost dané metody. \fipadt koenkapsulace s bylinnymi extrakty byla régn
sledovana obdobnym #gobem enkapsutai innost polyfenak pomoci spektrofotometrickych

metod.
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Graf 28. Enkapsukni Ucinnost - klotrimazol, ibuproferiesnek, zazvor, tymian

Pfi enkapsulaci vybranych d& bylo v piipact klotrimazolu dosazeno velmi vysoké enkapsnia
Gcinnosti. V gipad alginatovychéastic byla dinnost takka 100%, u chitosanovych a liposomovych
¢éastic dosahovalatinnost shodnych 94%.

V ptipact enkapsulace ibuprofenu bylo dosaZzeno &ivmelmi dobré enkapsulai (innosti, u
polysacharidovyckastic okolo 70%, u liposoirbyla (Einnost enkapsulace 60%.

Dale byla sledovana moznost koenkapsulace &eiepSim v liposomovyctasticich. U klotrimazolu
zde bylo opt dosazeno vysoké enkapstra (€innosti. V kombinaci s extraktem ¢esneku f
koenkapsulaci do chitosanovyéastic byla jeho enkapsuai (innost 71%. V fipack liposomovych
castic a koenkapsulace klotrimazolu se zazvorenmg gako v kombinaci klotrimazolu &snekem,
ibuprofenem a tymianem bylaciinost enkapsulace klotrimazolu dokonce az 93%.su&/nani
s klotrimazolem se ibuprofen fip koenkapsulacich enkapsuloval podstathire. U liposoni
sc¢esnekem bylo dosaZenciitinosti pouze 28%, a ukombinacetesnekem, klotrimazolem a
tymianem nebylo detekovano zadné enkapsulovanéstuiatiuprofenu.

5.3.3 Stanoveni stability a velikosti¢astic

Velikost ¢astic a jejich distribuce velikosti spot@ s indexem polydisperzity byla sledovana p
mérenim na koloidnim analyzatoru Malvern ZetasizerdN&is. Pomoci nastavce s elektrodou byl
zmefen rovréZ zeta potencidl.

Zeta potencial fipravenych liposorin byl témét ve vSech fipadech v rozmezi od -30 mV do -60 mV.
Obecr Ize fici, Ze nejstabilgsi ¢astice byly liposomy ifpraveny fisobenim ultrazvuku, péipac
metodou odp@vani na tenké vrsty a to bez ohledu na zapotedou @&innou slozku. Jako nejmé&n
stabilni byly stanovenyastice Skrobu (-12,4 mV). Polysacharido¥éstice mdly obecrg mensi
stabilitu nez liposomovéastice, absolutni hodnoty jejich zeta potenci@upshybovaly nepst;ji
od 20 do 30 mV. Vlivem enkapsulaceskterych sloZzek doSlo k destabilizacickterych ¢astic
(nagiklad chitosanovéastice s extraktem&sneku, 2,4 mV). Obeérbyly v3ak vSechnyijpravené
castice dostatme stabilni.

Velikost liposonii byla v pfiméru okolo 180 nm a hodnoty ind&polydisperzity nebyly &S3i nez
0,25. Pimérna velikost polysacharidovydlastic byla, ve srovnani s liposomyt$i, v pfimeéru 300
az 600nm. RowE indexy polydisperzity polysacharidovyctastic byly vy3Si a pohybovaly se v
rozmezi od 0,2 do 0,6.
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Obecr se u ¥tSiny @ripravenychéastic v porovnani s prazdnygasticemi vlivem enkapsulace jejich
velikost mir zwtSila. Nejlepsi rozloZeni velikostédstic bylo stanoveno Wipad liposomi

ptipravenych pomoci ultrazvukové enkapsulace. Pr&idgllikace byla vSak i u ostatnich liposom
ziskana jednotna velikogastic (100 nm) pomoci membranového extrudéru.

Tabulka 22. Stanoveni velikosti a stabilifyppaven

ychastic- bylinné extrakty

pelyngk tymién echinacea |ékme mésicek | rakytnik
L g velikost (nm) 215,9 219,1 167,0 185,6 204,38 ,362
L g zeta potencial (mV) -31,4 -28,3 -42.5 -37,1 447 -47,0
A g velikost (nm) 456,3 523,9 423,6 489,2 502,38 ,801
A g zeta potencial (mV) -23,1 -17,5 -25,0 -22,2 427 -23,9
CH g velikost (nm) 348,9 356,2 295,5 326, 289,09 ,301
CH g zeta potencial (mV 35,3 18,9 31,9 28,5 21,0 ,626
rozmaryn kopiva hrebiéek | levandule| hendnek| cerny bez
L g velikost (nm) 186,0 192,0 121,0 183,0 202,0 ,204
L g zeta potencial (mV) -37,4 -36,2 -44 .9 -42 .5 ,135 -38,2
A g velikost (nm) 457,5 483,6 325,0 529,7 489,8 ,601
A g zeta potencial (mV) -18,9 25,8 -27,1 -19,9 724, -20,9
CH g velikost (nm) 368,5 352,0 299,1 415,2 409,6 821
CH g zeta potencial (mV 16,8 24,2 30,8 27,0 24.% ,2 30
jitrocel | majoranka] fezalka Salyj zazvor prazdné
L g velikost (nm) 187,1 199,5 211 188,0 175,9 166/9
L g zeta potencial (mV) -42,2 -39,1 -45,7 -38,0 -31] -334
A g velikost (nm) 452,3 482,6 436,9 521,3 375,2 ,425
A g zeta potencial (mV) -23,9 -19,3 -21,9 -24,( ,325 -22,6
CH g velikost (nm) 452,3 397,4 423,3 407,71 362,8 ,289
CH g zeta potencial (mV 27,6 19,5 28,1 25,0 32,1 942
Tabulka 23. Stanoveni velikosti a stabilityppavenychcdstic- nisin, lysozym
o liposomy | liposomy | liposomy liposomy liposomy liposomy liposomy
typ éastice/metoda
U U U TLE TLE TLE EV
koncentrace lecitinu 9 mg/m 18mg/ml  45mg/ml 9 mg/m| 11,25 mg/ml 13,5 mg/ml|  10mg/m
nisin g velikost (nm) 125,3 122,0 156,9 178,1 192,0 178,5 248,2
nisin g ZP (mV) -54,8 -53,8 -56,5 -55,3 -62,1 -59,4 -38,5
lysozym g velikost (nm), 183,7 198,2 280,84 166,0 Q74 190,6 312,0
lysozym g ZP (mV) -43,3 -63,5 -56,7 -49,0 -48,3 ,049 -28,9
castice alginat chitosar Skrob castice alginat chitosan Skrob
. prazdné g
lysozym g velikost (nm), 533,8 297,9 311,8 . 458,7 289,2 303,1
velikost (nm)
prazdné g ZP|
lysozym g ZP (mV) -23,4 39,4 -12,4 -21,3 43,6 -13,4
(mV)
Tabulka 24. Stanoveni velikosti a stabilityppavenychcastic- klotrimazol,ibuprofen
typ . liposomy | liposomy | liposomy | liposomy . )
_ liposomy/U liposomy/U liposomy/U
¢astice/metoda /U /U /U /U
enkapsulovana | ibuprofen<es | klotrimaz | kombina o klotrimazol+zaz
. ibuprofen| ¢esnek tymian
sloZzka nek ol ce vor
g velikost (nm) 209,5 227,7 358,3 159,6 156,38 195,3 252,5
@ zeta potencial
-49,9 -49 -47,3 -43,2 -43 -37,3 -33,5
(mV)

89



castice alginat alginat alginat chitosgn chitospn itoshn chitosan

enkapsulovana klotrimaz 3 . | klotrimaz klotrimazol+es B B
. cesnek prazdné cesnek prazdné

sloZzka ol ol nek
@ velikost (nm) 639,8 4479 521,5 729,2 473,75 845, 194,9
@ zeta potencial

-34,4 -22,6 -26,8 23,4 2,4 8,2 26,2
(mV)

5.3.4 Dlouhodoba stabilita éastic s antimikrobialnimi latkami — zakladni modelvoda

Castice s enkapsulovanou antimikrobialni slozkouy bybvréz podrobeny analyze dlouhodobé
stability. Castice byly pidany do modelového vodného roziick uchovavanyipteplog 5°C.

Tabulka 25. Dlouhodoba stabilitéstic s obsahem bylin — uveétré polyfenoly %- progedi voda

EU% pelynsk tymién echinacea |ékime | mBsitek rakytnik Salyj rozmaryn | kopiva
L tyden ND ND 3,5 15,9 48,1 ND 6,4 ND 9,5
L mésic ND ND 21,6 39,8 80,8 21,4 12,1 12,9 25,6
A tyden 6,5 7,6 9,1 4,7 9,0 5,9 11,3 25,5 2017
A mesic 20,5 15,5 31,0 16,6 25,9 18,7 221 39,0 42,9
CH tyden 12,1 25,9 26,0 19,8 24,4 12,9 2117 129 1238
CH mesic 25,9 49,9 39,5 50,0 38,5 25,9 40,2 19,6 52,2
hiebitek | levandule| Hhenanek czrenzy jitrocel | majoranka| ftezalka zazvor | &esnek
L tyden ND ND 441 ND ND ND 74,7 ND 29
L mésic ND 38,1 ND ND 5,5 ND 90,0 ND 28,6
A tyden 3,5 19,3 12,9 15,5 4,0 12,5 14,6 6,9 19,2
A mésic 14,8 32,4 25,5 27,8 20,1 35,9 244 18,6 41,9
CH tyden 11,1 21,9 22,5 19,5 14,3 20,1 17/1 290 524
CH mesic 19,0 43,7 46,6 27,0 27,9 43,2 38,7 52,1 41,0

Ve stanovenych intervalech byly provedeny &glroztoki pro stanoveni obsahu uvehych slozek.
Pomaoci spektrofotometrickych metod byl@iteno mnoZstvi uvokni celkovych polyfend, pripadre
bilkovin a pomoci HPLC bylo sledovano mnozZstvi ualych I&iv.

U vétSiny liposont s extrakty z bylin nebyl pozorovaghem skladovani ve vodném priesti rozpad
¢astic, a rovéZz nebylo pozorovano Zadné mnozstvi ugalch polyfenolickych sloZek (Tabulka 25).
U wetSiny €chto vzorki dochazelo pouze k degradaci volnych polyféndliékteré z testovanych
extrakti vSak gipravené liposomy destabilizovaly. \fipadt enkapsulacer¢zalky bylo stanoveno jiz
po jednom tydnu velmi vyznamné uveéié mnozZstvi fenolickych slozek (74,7%). UsaVani
polyfenol z ¢astic bylo pozorovano ro¥ia v pripadc liposomi s cesnekem, henankem a jitrocelem
(pramérna tydenni hodnota uvainého mnoZzstvi ifiblizné 30%). Déle byl zaznamenan s
koncentrace uvolmych polyfenol béhem skladovani u liposairs vytaZzky z echinacey, Iékoe a
meésicku. Fiéemz nejvice polyfendlse uvolnilo pra¥ z liposonti s extraktem z gsicku, kde se po
mesici uvolnilo téndt veSkeré enkapsulované mnoZzstvi.

Z polysacharidovyclastic byly méa stabilni¢astice chitosanové. Po tydnu u nich doslo k usmin
v praméru okolo 20%, u alginatovyclkiastic se uvolnilo do 15%. Poégici bylo zaznamenano
uvolneni v priméru 30% u alginatovychéstic a 40% u chitosanovy¢hstic.

Pri sledovani dlouhodobé stabilisastic s obsahem vybranychiilé nebylo pozorovano ué&sSiny
¢astic Zzadné uvolimé mnoZzstvi. Uvoltné mnoZstvi bylo zaznamenano pouzéipart enkapsulace
ibuprofenu. B jeho enkapsulaci do lipos@dmse po tydnu uvolnilo jiz 30%, fp koenkapsulaci
s extraktengesnek do stejného tymastic doslo dokonce k uvani 66% enkapsulovaného mnoZzstvi.
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Na zaklad vysledk Ize konstatovat, Ze z hlediska dlouhodobé stgliiistic a mnozZstvi uvosmych
slozek ve vodném prasdi, byly stabilni pedevSim liposomové&astice. Nkteré z testovanych
extrakii vSak giipravené liposomy destabilizovaly.

5.3.5 Dlouhodoba stabilita¢astic s antimikrobialnimi latkami - modelové potraviny

V ptipact testovani dlouhodobé stabilitastic v modelovych potravinach byly zvolettyti zakladni
typy modelovych podminek dle popisu v kapitole 4.14

Tabulka 26. Dlouhodobé stabilitistic- mnoZstvi uvodné slozky — modelové potraviny

liposomy| héeémanek | Cerny bez| 3akj | hiebiek | lysozym
, , tyden 44,1 ND 6,4 ND 1,8
vodné prosedi —
mésic ND ND 12,1 ND 13,2
3 . tyden ND ND 8,3 ND 7,2
kyselé prosedi —
mésic ND ND 55,3 ND 32,7
3 .| tyden ND ND 12,5 ND ND
ethanolové progedi ;
mésic ND ND 41,3 ND 50,9
- . tyden 27,4 28,5 37,1 251 97,2
tuéné prostedi .
mésic 5,9 ND 7,1 ND 100,9

Ve vodné modelové potravinpo tydnu dosSlo k neftSimu uvolgni aktivnich latek z liposofn
he'méanku, kdy se uvolnilo 44 % enkapsulovanych polgfénNejstabiljSi byly naopak liposomy
s enkapsulovanym¢ernym bezem a tbBbickem, kde nedoSlo kuvaini Zadného mnoZstvi
sledovanych polyfenél (Tabulka 26). U lysozymu se po tydnu uvolnilo 248 enkapsulovaného
mnozstvi. Po rsicnim skladovani ve vodném priedi se uvolnilo nejvice aktivnich latekéastic s
lysozymem (13,2%). Nejstabij§i zistaly castice sernym bezem aibbitkem. U n&si¢ni stability
byly v nekterych gipadech zaznamenény nizsi hodnoty usoého mnoZstvi nezZipstanoveni po
tydnu. BEhem ngsicniho skladovani se pragalodobré uvolnilo wtSi mnoZzstvi, které vSak s n&fSi
pravdpodobnosti degradovalo.

V kyselé modelové potrawinbyly nejstabilgjSi liposomy s enkapsulovanymi aktivnimi latkami
he'méanku, ¢erného bezu arbbicku. Zcéstic Salgje a lysozymu se uvolnilo pouze minimalni
mnoZzstvi enkapsulovanych latek. V tomidpack 1ze fici, Zecastice uchovavany v kyselém pri@sti
po dobu 1 tydne jsou stabilni. P&siinim skladovani se z liposdns hémankemcernym bezem a
htebickem také neuvolnily enkapsulované slozkyastice astaly stabilni. Z liposoiin se Salgji se
v3ak jiz uvolnilo 55,3 % enkapsulovanych polyfenalz liposoni s lysozymem se uvolnilo 32,7 %.
V modelové potraviéi s obsahem alkoholu byly po tydenni skladové&stice stabilni. K uvokni
polyfenoli doSlo pouze vifijpadt enkapsulace Salje (12,5 %). | po rsicnim skladovani byladSina
¢astic vtomto progedi stabilni. Z liposofin s obsahem extraktu Saje se vsak jiz uvolnilo 41,3 %
polyfenoli, z liposoni s lysozymem se uvolnilo 50,9 % enkapsulovanéhgranz

V tuéné modelové potravénbyly ¢astice nejmén stabilni. K uvolgni ¢asti enkapsulovaného obsahu
doslo jiz po tydenni inkubaci u vSech testovanypbdomi. U liposomi s lysozymem doslo nhavic po
tydnu k uvolréni vétSiny enkapsulovaného mnozstvi.

Z vysledki je tedy patrné, Ze v modelovych ptestich byly liposomov&astice z dlouhodobého
hlediska nejméhstabilni v prosedi obsahujici olej, simulujicidnou potravinu. U lysozymu zde po
mesici doSlo k uvolani celého enkapsulovaného obsahu. Vhodnym jeish pro dlouhodobé
stabilitu gipravenych liposori je predevSim vodné prasdi.

Studium stability liposomovycbastic s enkapsulovanymi antimikrobialnimi peptidg dodnoty zeta
potencialu ukézalo, Ze po 7 dnech zeta potenaédl klod hranici stability (-30 mV) pouze ipact
modelu kyselé potraviny. S poklesem stabilifystic rostlo i uvoldné mnoZstvi enkapsulovanych
aktivnich latek. Uvoliné mnoZstvi antimikrobialnich sloZzek v kyselém e simulujicim kyselou
potravinu bylo tedy nejvyrazjsi.
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Naopak v destilované veédse neuvolnilo Zadné mnoZstvi enkapsulovanych tittkov ethanolové
potravirg uvolréni ovliviiovala fedevsim teplota skladovaniii R8°C se uvolnilo vyrazné mnozstvi
nisinu i lysozymu, ovSemip5 °C se nebylo detekovano Zadné ugobh mnozstvi. V fipadt tucné
potraviny vykazalyastice opt vétSi uvolrené mnozstvi. Z vysledktedy vypliva, Ze f uchovavani
pii vy3Si teplot dochazi k vyrazSimu uvohovani aktivnich slozek.

NejvhodrgjSim prostedi pro dlouhodobé uchovani liposomovyeéstic s obsahem antimikrobialnich
peptici je tedy voda. V fipadt potreby fizeného uvalovani enkapsulované slozky v potraviize
vyuZzit vlastnosti rozpadeastic fFi nizSim pH. A to nejen u kyselych potravin, alk&ar pipac kdy
vlivem mikroorganism klesa pH , tim by mohl byt Iépe regulovana bémpst a kvalita potravin.
Déle, napiklad u masnych vyrolik Ize diky vlastnosti liposoi které se i delSi dok v kontaktu

s tukem roviZ rozpadaji a uvaliji enkapsulovanou slozku, vyuZit tytéstice k regulaci mikrobialni

kontaminace.

Tabulka 27. Dlouhodoba stabilitéastic obsahujici lysozym — uveii % - manudla pripravené
castice

%] Alginatovécastice| Chitosanowéastice| Liposomy Skrobowv#stice
< | 1den 0,83 0,85 1,45 0,32
= | 3dny 1,31 0,79 5,86 1,00
S | 7 dni 1,00 4,13 43,09 2,30
28 dni 0,56 2,38 54,31 11,23
1 den 0,31 0,17 0,20 43,30
8 | 3dny 0,17 0,670 0,20 50,20
2 [ 7 dni 9,30 26,70 1,10 56,80
28 dni 22,70 34,20 11,50 63,60
1 den 2,00 1,75 25,65 11,13
‘@ | 3dny 10,50 17,01 45,80 20,00
O | 7dni 32,46 21,05 64,67 31,90
28 dni 42,65 36,78 71,80 34,42
_ | 1den 0,10 3,69 0,73 31,20
g 3dny 0,34 12,88 7,88 2,43
% | 7.dni 7,20 21,86 35,20 0,69
28 dni 27,50 34,35 60,45 0,83

Dale byla sledovana stabilita liposéra polysacharidovycbéstic s obsahem lysozymu (Tabulka 27 a
Tabulka 28). B porovnani dlouhodobé stability manuélpiipravenychéastic ve vodném prastdi

lze pozorovat rozpadéastic a uvolani lysozymu zejména ze Skrobovyc¢hstic Dale dochazelo k
vyrazrgjSimu uvohovani enkapsulovaného obsahu i u manuglipravenych chitosanovyctastic
(Tabulka 27). Ostatni manuélpripravenécastice byly ve vodném prdstdi stabilni a neuvisdvalo

se u nich vyznamné mnozZstvi enkapsulovaného lysezyhkyselém prosedi byl pozorovan rozpad

a uvolreni lysozymu zejména u liposdmV prostedi 10% ethanolu se alginatové a chitosanové
¢astice z hlediska dlouhodobé stability chovaly diojako v gipad vodného progedi. Nejvice
stabilni ¢astice v ethanolovém préeti byly castice Skrobové, naopak nejmiéstabilni byly
liposomy, kde po ®sici doSlo k uvolsni az 60,5% enkapsulovaného lysozymu. NejvySSiquioc
uvolnéni lysozymu bylo vSak zaznamenano v pedit s olejem. Nafklad z liposoni zde doslo

k uvolreéni vice nez 70% enkapsulovaného mnozstvi.

Castice pipravené pomoci enkapsulatoru (Tabulka 28) bylyonb v modelovém prosedi potravin
podstaté stabilrgjSi nez manuék pripravenééastice. Mienim uvolgného lysozymu bylo zjigho,

Ze u \tSiny ¢astic z enkapsulatoru se vipghu dlouhodobého uchovavani v modelovych potravinach
neuvolnilo v ptméru vice nez 10 % lysozymu. Na rychlost dimtani lysozymu 2astic bude mit
ziejme velky vliv velikosteastice, kdy s rostouci velikostisti roste i jejich stabilita.
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Tabulka 28. Dlouhodoba stabilitéstic obsahujici lysozym — uvai % - castice z enkapsulatoru

[%] | Cas | 1% A 1% A 2% A 2% A 1% CH | 2% CH | 1% CH 2% CH
(dny) | 300pum | 450 pm | 300pm | 450 um | 450 pm | 450 um | 750pum 750pum
1 0,74 0 0 0 4,90 6,37 0 0,94
LEG 3 2,89 5,02 3,11 3,53 5,70 14,2 1,27 0,24
2 7| o018 1,15 0,99 0,72 4,27 14,5 0 0,28
X 28 1,41 0,84 1,28 0,46 5,45 15,3 0,37 1,84
1 0,37 0 0 0 0,09 0,42 0,23 1,02
3 8,91 4,50 1,92 4,25 0,07 0,41 0 0
'c-g 7 0,68 0,58 0,2 0 0 0 0 0
> 28 3,62 0 1,82 0,05 0,74 2,24 0 0,47
1 1,11 -0,80 0 0 0 0,74 0 0
3 13,14 9,89 4,68 5,48 4,48 3,07 1,2 2,31
T 7 9,64 3,56 34 3,79 2,49 1,7 0,69 1,66
o 28 25,98 15,12 3,75 6,5 7,80 6,73 3,58 4,24
1 0 0 0 0 0 1,04 0 0,93
S 3 3,62 2,88 2,22 2,10 0,72 0 0 0
2 7 4,55 1,99 0,3 0,82 0 0 0 0
< 28 3,19 1,46 -0,97 0 0,95 0,71 4,43 0

5.3.6 Stanoveni stability antimikrobialnich ¢astic -modelové traveni

Vybrané ¢astice s enkapsulovanou antimikrobialni sloZzkouy bigké podrobeny analyze stability
v modelovém fyziologickém pragdi. Simulovano bylo modelové travefiastice byly pidany do
modelovych travicicht&v a inkubovany i teplog 37°C. Ve stanovenycbasech byly provedeny
odbsry roztoki pro stanoveni obsahu uvehych slozek. Pomoci spektrofotometrickych metodbyl
meéreno mnozZstvi uvokmi celkovych polyfendl, pripadre bilkovin.
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Graf 29. Stabilita liposothv modelovych travicichrdvach — uvolené polyfenoly

Tabulka 29. Stabilita polysacharidovyéastic v modelovych travicich&/ach — uvolené polyfenoly

[%0] A - Salwj A - rozmaryn A - liebitek | A - levandule A - hendnek | A <erny bez
Zaludeni 20,5 30 11,5 26,3 32,5 36,8
pankreaticka) 60,4 59,8 71,2 59,9 82,5 48,8
Zludova 19,1 20,3 17,9 21,2 23,1 63,0

CH —3al¥j | CH —rozmaryn| CH —iebiek | CH —levandulg CH — fmének| CH <erny bez
Zaludeni 40,5 32,6 7,9 24,0 54,2 23,8
pankreatickd 69,9 92,0 77,0 100 77,7 100
Zlutova 52,3 46,3 29,3 51,1 64,2 44,7

Pripravené liposomy obsahujici enkapsulované byliexéakty byly v Zaludéni ¥aw obecr

Y
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Nejvice bylo v modelové Zaludei 4w rozloZzeno liposotin s enkapsulovanym extraktem Kivy,
kde do3lo k rozpadiastic a uvoldni 95% enkapsulovanych polyfedolDruhym v pdadi byly
liposomy s extraktem z bmanku, zde fisobenim Zalud@i travici $avy doSlo k uvolsni 20%
polyfenolickych sloZek. Ostatni vzorky byly v Zakidim prostedi stabilni. V modelové pankreatické
a Zlwenikové 4w byl pozorovan vyrazny rozpadstic a nejvyrazf)Si mnozstvi uvoldénych slozek.
NejlepSich vysledk bylo dosaZzeno u liposams extraktem rozmarynu. Tyt®astice byly velmi
stabilni v Zaludéeni ¥aw a pisobeni sevnich $av doslo k pozvolnému uvainé celého jejich
antimikrobialniho obsahu. Ro¥h u vSech testovanych polysacharidovy¢hstic dochazelo
k pozvolnému uvalovani polyfenolickych sloZekipdevsim v modelovych prastich tenkého tva
(Tabulka 29). Ze studia stability liposdns enkapsulovanym nisinem a lysozymem, pomoci zeta
potencialu v modelovych podminkach, resp. modelowyavicich gavach (Tabulka 30) vyplyva, Ze
castice byly nejméh stabilni v kyselém progdi Zaludénich §av. Hodnoty zeta potencialu klesly
pod -5 mV, pipadré aZz do kladnych hodnot. Naopak nejvice stabilny tiplosomy i zasaditém pH
Zlucové Favy, kdy sice hodnota zeta potencialu klesla, ovS&iite nedosahovala hrani hodnoty -
30 mV. V pankreatickétaw se obect hodnoty pohybovaly pod -20 mV. Obeéclze takétici, ze
stabilita se od ffidani¢astic do modelového praeti do ndteni po 15 minutach jiz vyragmengnila,
€0z mize poukazovat naffpomnost velmi pozvolného uvivani.

Tabulka 30. Stabilitatastic v modelovych travicichh&/ach — uvolené antimikrobialni slozky a
znena zeta potencialu

Nisin/ | Nisin/ | Nisin/ | Lysozym/ | Lysozym/ | Lysozym/
EV TLE U EV TLE U
ZP pivodni hodnota (mV) -38,5 -59,4 -56,5 -30,0 -49,0 6,7
. ., ZP¢as 0 (mV) 17,7 -6,4 -5,1 17,6 -5,7 -5,56
Zaludeni :

ZP 15 min (mV) 15,8 3,0 -5,1 17,6 -3,9 -5,2

uvolnéné mnoZstvi % 33,7 13,1 9,7 12,5 4,7 1,6
o ZP¢as 0 (mV) -16,1 -18,0 -21,3 -17,0 -17,4 -22,4
pankreaticka ™ o e inmv) | 147 | 18,7 -18.2 16,5 21,4 -19,1
uvolnéné mnoZzstvi % 56,8 21,9 17,3 20,4 0,9 0,2
SILEOVA ZP¢as 0 (mV) -30,9 -35,6 -32,7 -30,2 -36,4 -33,9
ZP 15 min (mV) -28,7 -36,2 -36,9 -31,7 -40,5 -34,2

uvolnéné mnoZstvi 0 0 0 1,3 1,2 0,1

Co se tye vysledk uvolntného mnoZzstvi, ve Zbovych $avach se v tomto kratkésase neuvolnilo
Zzadné vyznamné mnozstvi, naopak v pankreatithé& $e u ¥tSiny ¢astic uvolnilo nejetSi mnozstvi
enkapsulovanych slozek. Vyrazné mnoZstvi se uwwlmdvreZz v Zaludeéni 4w, kde castice

a vznik agregdit Enkapsulované mnozstvi vSakire byt v¢asticich zachovano, tak jak bylo
stanoveno i v fipack testované Zaludai ¥avy.

Tabulka 31. Stabilit@astic v modelovych travicich&/ach — uvolany lysozym %

[%] 1% A 300um 1% A450 um| 2% A 300um 2% A 450 ym A CH
Zaludeni 0 0 0 0 38,9 103,9
pankreatickd 45,7 33,5 39,0 39,9 41,8 106,2
Zlutova 0,9 3,3 2,1 0,6 3,5 104,6

1% CH 450 pm 2% CH 450 pm 1% CH 750dm 2% CH 75Q0um S L
Zaludeni 0 0 0 0 0 47,8
pankreaticka 0 0 0 0 0 71,5
Zlucovéd 0 0 0,4 0 5,4 103,71
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Z vysledk stability ¢astic v modelovém traveni po enkapsulaci lysozympalysacharidovychastic
vyplyva (Tabulka 31), Ze lysozym seéztito ¢astic uvohoval postupd, a to zejména v simulovaném
prostedi tenkého #tva. U menSicktastic byl rovez znatelny vyrazsi vliv Zaludeni Favy.
Nejmére stabilni byly v pipact enkapsulace lysozymu manudlpripravené ¢astice chitosanu u
kterych doSlo k uvoltni 100% obsahu jiz ip pasobeni Zaludmi Favy. Tim se liSily od
chitosanovycheastic gipravenych pomoci enkapsulatoru, kde nebylo v pedstzaludéni travici
gtavy stanoveno Zzadné uvetré mnozstvi lysozymu. Po aplikagastic do modelové pankreatické
travici avy byly jako nejméaistabilni stanoveny manuélpiipravené chitosanowtastice. Relativé
velké mnoZstvi se uvolnilo i ze vSech ostatnictiotesychéastic s vyjimkou Skrobovyckastic a
chitosanovychiastic gfipravenych na enkapsulatoru. Po aplikaéstic do Zldoveé travici gavy se
uvolnilo mimo manualé pripravenych chitosanovychiastic a liposorh jen nepatrné nebo Zadné
enkapsulované mnoZstvi lysozymu.

Polysacharidov&astice pipravené pomoci enkapsulatoru byly tedy v travidhaktu o poznani
naopak nejmén stabilni byly manuakh pripravenécastice ze stejného materiélu. Velikasgtstic

s enkapsulovanym lysozymem zde tedy hrala vyznamolousS rostouci velikositastic rostla i jejich
stabilita, tedy mnozZstvi uvainych sloZzek je vifipac€ mikro- a makroastic pozvolijsi. Jako
nejvhodrjSi material k enkapsulaci lysozymu byl stanovegirdgit. Tytocastice nily dobrou stabilitu
v Zaludeéni ¥aw a dochazelo u nich k Zadoucimu pozvolnémuiomdni v prostedi tenkého #tva.
Zawrem lzerici, Ze v modelovém fyziologickém préstli dochazelo u testovanyeéhstic s obsahem
antimikrobialnich sloZzek k pozvolnému uiiol/ani polyfenolickych latek a antimikrobiélnich piep
piedevsim v podminkach simulujicich tenkiegd. Diky tomuto cilenému a pozvolnému walani
spolé&né s velmi dobrou dlouhodobou stabilitou jsotippavené polysacharidow&stice i liposomy
vhodné i k aplikaci dotiznych potravinovych dopki, nebo pimo do potravin, a to néjklad s cilem
vyuZiti ¢astic k fizenému uvalovani antioxidarit a antimikrobialnich sloZzek v prdsetli steva, coz
by mohlo byt vyhodné pro zvySeni biologickéhéinku. Zejména pak polysacharidowéstice
vynikaly svou stabilitou v Zaludei ¥aw atizenym uvahovanim antimikrobialnich a antioxiéiaich
obsati v cilovém progedi tenkého #tva. Rizené uvatovani antimikrobialnich sloZzek v prosti
streva, mize dale napomoci n#&glad k regulaci sevni mikrofléry, nebo vfipac aplikace do
potravin gispét k antimikrobiélni ochrafpii jejich skladovani.

5.3.7 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobiélni aktivita je testovdna pomoci stardfdch antimikrobiélnich test Testovani je
provadno na mikroorganismech ve vhodnych kultiwech médiich a ip optimalnich podminkach.
Antimikrobiélni testy se &i na difazni a dilani [134, 135].

V préaci byly pouZity oba uvedené typy tiestestovany byly tedytizné metody stanoveni inhéiniich
vlastnosti zahrnujici jak vizualni detekci inKivich zén na tuhych agarovych plotnach, takeni
zmeny koncentrace kultury v pibéhu kultivace v tekutych médiich. U vybranych vzbitkyla také
sledovana antimikrobialnicinnost pomoci zeny zakalu Bhem lyze buik.

Antimikrobialni @&innost testovanych latek a extrékiyla sledovana 0&i étyfem drulim
bakterialnich kmein a wic¢i jednomu kmenu kvasinek. Z bakterialnich krineloyli vybrani dva
zastupci gram pozitivnich kmén- Bacillus subtilisa Micrococcus luteusA dva zastupci gram
negativnich kmein - Escherichia colia Serratia marcescenZ kvasinkovych kmeinbyl pouZzit kmen
Candida glabrata

5.3.7.1Diskové a agarova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je velmi jednoducha metodansveni antimikrobidlni aktivity, jejim
principem je difuze antimikrobialni latky z papigho disku do agarového média. Médium je
naatkovano stanovenou koncentraci testovaného mikrosgel. Z agarového média se uuge
voda a rozpousti antimikrobialni latku, kterd jiidi vpravovana do média.
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Kolem papirového disku vznika koncerina gradient dginné latky inhibujici #ist mikroorganismu.
Touto metodou je mozné zjistit Eiiné koncentrace antimikrobialnich latek. V tomifppc byvaji
papirové disky napu&té tiznymi koncentracemi dnnych latek. U agarové difazni metody se
antimikrobialni aktivita utuje na stejném principu jako u diftzni diskova ndetoRozdil mezigmito
metodami je v aplikaci antimikrobiélnich latek. \damové metody se antimikrobialni latky pipetuji
ptimo do vyhloubenych jamek v pevném médiu [135].

Priprava jednotlivych vzork a extraktu byla provedena dle postupu uvedenédtapitole4.6. Fesny
postup celého antimikrobialniho testu je uvedeapitole 4.16.2.

Nejprve bylo u hodnocenych bylin provedeno testow@atimikrobialnich vlastnosti jejichiznych
typt extrakfi. Srovnani bylo provedeno mezi extrakty vody, etthana kyseliny citronové.
U jednotlivych extraki doSlo i méreni jejich antibakterialni aktivity k vyraznym rdtiom.

Tabulka 32: stanoveni antimikrobiélni aktivity lyliych extraki — velikost inhibinich zén (mm)-

vodné extrakty

pelyrék | tymian | echinacea Iékge | nesicek | rakytnik Salyj | rozmaryn
Bacillus subtilis 4,25 2,5 3,25 3,5 6 15 3,75 1,5
Micrococcus luteus 6,5 5 7 7,5 6,5 6,5 8,25 6,5
Serratia marcescens 5,5 3,5 5 5 1,5 2,5 3,25 5,5
Escherichia coli 35 7 8,5 5 6 3 5,25 55

hrebitek | levandule] henanek| cerny bez| jitrocel| majoranka rezalka| zazvor
Bacillus subtilis 6,5 2 1,5 4,25 7 1,25 45 1,5
Micrococcus luteus 2,5 15 5,5 55 4 7 4
Serratia marcescens 1,5 1,5 4 3,5 2,5 2,5 2,5
Escherichia coli 10 8,5 7,5 5 4,25 5,5 2,5

Vyznamré vy3Si celkovou inhildni (innost vi¢i vdem ¢tyiem testovanym bakteriim v porovnani
s ostatnimi vykazovaly vodné extrakty. af®rné hodnoty inhikinich zon vSech testovanych
bylinnych vodnych extraktjsou uvedeny v Tabulce 32.

Antimikrobialni aktivita vybranych rostlinnych eakt byla tedy testovana nayiech bakterialnich
kmenech. VSechny vodné extrakty vykazovaly alésfEsténou antimikrobialni aktivitu proti vSem
testovanych kmen Je zajimave, ZeétSina z bylinného extraktu ¢ta velmi dobry antimikrobialni
Gcinek i proti testovanym gram-negativnim bakteri@rfimeraim. Na kmenE. Coli mély nejvy3si
antimikrobialni @&inek extrakty z levandule iébicku, echinacey, Kenanku,éerného bezu, tymianu,
meésicku a kogfivy. Na druhy testovany gram-negativni km8erratia marcescensily extrakty
mensi inhibini inek, nez v pipad E. Coli. Nicmérg, dobrou antimikrobiélni aktivitu &y extrakty

z pelyiku, rozmarynu, kofivy, hiebicku, Iékdice a echinacey.

Extrakty z iebicku, mesicku a jitrocele nily velmi dobrou inhibini (€innost proti gram-pozitivnimu
kmenu Bacillus subtilis Na druhém gram pozitivni kmeMicrococcus luteusmely nejvy3si
antimikrobialni @inek extrakty z Salje, Iékdice, echinaceyfézalky, pelyiku, rozmarynu, @sicku,
rakytniku, jitrocelegcerného bezu a tymianu. Wtginy z extraki byl zaznamenan linearni vztah mezi
antioxida&ni aktivity a antibakterialni aktivitu. Nicménv nekterych gipadech u byliny s nizsi
antioxid&ni aktivitou (napiklad |ékdice, rakytnik, kopiva a hémanek) byla pozorovana vysoky
antibakterialni aktivita. Tento jev, kdy i nefenefoslozky rostlinnych extraktu maji schopnossqbit
jako antimikrobialni latky, potvrzuji igkteré dalSi studie [87].

Pri testovani antimikrobialni aktivity lysozymu byh@mikrobiélni &inek zaznamenanuwi vsem
testovanym kmeim (Tabulka 33). Vfipad kmenu E. coli byl v8ak tento inhildini inek

v porovnani s ostatnimi kmeny minimalni. Navié pizSich koncentracich nebyl u tohoto kmene
zaznamenan Zzadny inhibi Cinek. Na ostatni kmeny lysozymigobil s vysokym inhikinim
acinkem.
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Predev3im na gram-pozitivni kmeny (z testovan®dcillus subtilis a Micrococcus luteus byl
zaznamenan nejvysséinek, coz odpovida i literarnim Gdap [80]. Zajimavé je, Ze vifpads gram

negativniho kmenuSerratia marcescensbylo dosazeno ip vysSich koncentraci vysokého
antimikrobialniho dinku.

Tabulka 33. Stanoveni antimikrobidlni aktivity Iggmu — velikost inhibihich zon (mm)

lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
1000ug/mi 750ug/ml 500pg/ml 250ug/ml 100ug/mi
Bacillus subtilis(disky) 11 9 6 4 3
Bacillus subtilis(jamky) 17 15 12 10 7
Micrococcus luteugamky) 19 15 11 9 7
Serratia marcescens (jamky 17 14 9 6 4
Escherichia coli(jamky) 5 3 1,6 0 0
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
50ug/ml 2,50pg/ml 10pg/ml 0,50ug/ml 0,25ug/ml
Bacillus subtilis(disky) 2 1 0 0 0
Bacillus subtilis(jamky) 5 4 3,5 1,5 0,5
Micrococcus luteugamky) 4 3 2,5 1 0
Serratia marcescens (jamky 1 0 0 0 0
Escherichia coli(jamky) 0 0 0 0 0
Tabulka 34. Stanoveni antimikrobialni aktivity nisi- velikost inhikinich zo6n (mm)
nisin nisin nisin nisin nisin nisin nisin
30pg/ml| 10pg/ml| 5pg/ml| 2,5 pug/ml| 1pg/ml| 0,3ug/ml| 0,03ug/mi
Bacillus subtilis 18 15 12 9 5 3 1
Escherichia coli 75 6 5 3 1 0 0

Vysledky stanoveni antimikrobialni aktivity lysozynsrovnavaji metody za pouZiti disla jamek
(Tabulky 33). Vysledky ukazuji, Ze jamkova metodporovnani s metodou diskovou je vyr&zn
citlivgjsi. Dale byla tetovana antimikrobidlni aktivitaptidu nisinu. Nisin stej jako lysozym
vykazoval vyrazjSi antimikrobialni dinek proti gram-pozitivnim bakteriim (Tabulka 34).

Tabulka 35. Stanoveni antimikrobiélni aktivitgstic s enkapsulovanym lysozymem(L)/nisinem(N)—
velikost inhibénich zon (mm)

Pramér inhibi¢ni alginatover. chitosanové. Skrobovés. liposomy liposomy
z6ény (mm) L(1mg/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (2,5mg/ml)
B. subtilis 3 4 2 3 6,5
E. coli 0 1 0 0 1
liposomy liposomy A 1% 300 um A 1% 450 um A 2% 300 um
N (3 pg/ml) N (0,3 pg/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml)
B. subtilis 2,5 3 4 5
E. coli 0 0 0 1 1
A 2% 450 um| CH 1% 450 um| CH 1% 750 pm | CH 2% 450 um| CH 2% 750 pm
L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml)
B. subtilis 4 0 0 0 0
E. coli 1 0 0 0 0

Testovani na tuhych médiich bylo pouZito pro srownantimikrobialniho &inku volnych ale i
enkapsulovanych sloZzek (Tabulka 35). Bylo #jigt, Zecastice, nezavisle na druhu enkapsulovaného
peptidu vykazovaly men3i antimikrobialni aktivitazgista antimikrobialni latka. Uvolimé mnoZstvi
antimikrobialni latky Zastic je tedy pozvolné &gippiva k inhibici postuph
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U v8echc¢astic byla detekovana antimikrobidlni aktivita zéjra na gram-pozitivhi kmeny, na gram-
negativnich bakterialnich kmenech byla antimikrbbidaktivita lysozymu i nisinu minimalni nebo
Gcinnost enkapsulace. Tyto vysledky potvrzuji &&v nékterych studii, o moZném pouZiti
antimikrobialni aktivity chitosanu. Chitosan je talelmi vhodnym kandidatem k enkapsulaci
antimikrobialnich slozek. Vzhledem k jehéirpzerg kladnému naboji, fife interagovat s negati&n
nabitymi mikrobialnimi bu&nymi s€nami a cytoplazmatickou membranou, caZmvést ke snizeni
osmotické stability, naruSeni membranyigpadrg k lyzim burgk. Kromé toho, chitosan je schopny
inhibovat MRNA a syntézu bilkovin vazbou na mikéhi DNA. Navic nangastice chitosanu, maji
vySSi pordr povrchu k objemu, coZ vede k vySSi husimdvrchového naboje. Tim zvySu;ji tytéstice

N4

svou afinitu wici bakteriim, coZ zfisobuji vyrazg vySsi antimikrobialni aktivitu [174].

Tabulka 36. Zachovani antimikrobidlnihctiiku lysozymu acastic s jeho obsahem wvitehu
skladovani— B. subtilis

Sny (mm) pavodni | kyselé | kyselé pH| EtOH EtOH olej/lvoda | olej/voda | voda | voda
zony (mm
y hodnota | pH 7 dni| 28 dni 7dni | 28dni 7 dni 28 dni 7 dni | 28dni
Céastice 35 0 0 0 0 0 0 3 0
1%A
roztok 5 0 0 0 0 2 0 4 0
céastice 4,5 0 0 0 0 3 0 3 0
2%A
roztok 55 0 0 0 0 2 0 3 0
Séastice 0 3 0 4 2 0 0 3 0
1%CH
roztok 0 3 0 0 4 0 0 3 0
Séastice 0 3 3 0 0 0 0 0 0
2%CH
roztok 0 0 0 0 1 0 0 0 0
A Séastice 3 5 3 3 3 4 3 5 3
roztok 0 0 1 0 0 0 0 0 0
CH Castice 4 3 0 3 0 0 0 0 0
roztok 3 0 0 3 0 0 0 0 3
L Castice 2 4 3 0 4 3 3 0 0
roztok 0 3 3 0 0 0 0 0 0
& Céastice 2 0 3 0 0 0 0 0 0
roztok 2 0 0 0 0 0 0 0 0
lysozym | volny 4 4 4 3 0 3 0 4 3

U v8ech¢astic s obsahem lysozymu i u jejich supernétansoubzné u volného lysozymu byla po
tydnu a nasledhpo 4 tydnech osftena antimikrobiélni aktivita v gb¢hu jejich skladovani viznych
modelovych podminkach (Tabulka 36). Na zaklaikanych vysledkje patrné, Ze po aplikaci do
modelovych potravin ztracejéstice¢ast&né svou fivodni antimikrobialni aktivitu. Antimikrobialni
testy rovez potvrdily pedpoklad, Ze volny lysozym védhto iiznych prosedich v case
degraduje/denaturuje a ztraci svou aktivitu. Dos@zeysledky tedy potvrzuji, Ze volny lysozym je
ponerné nestabilni a zapoukehi miZze vyznama ovlivnit jeho pouZitelnost a zvysit jeho stabilitu
Obecr jako nejvhodijSim prostedim pro skladovanietSiny ¢astic bylo stanoveno vodné priesti.
AvSak u polysacharidovychastic gfipravenych na enkapsulatoru ovlivnilo antimikrobialkinek
¢astic nejméa kyselé prosedi. Poctyiech tydnech byl viak jiz antimikrobialndiiek u vSechéchto
¢astic zanedbatelny. Naopak antimikrobiélni aktivitanual@ pripravenych alginatovycltastic a
liposomi zistava zachovana velmi dlouhou dobuiagorovnani erst pripravenymicéasticemi
byla jejich &innost srovnatelna vékterych gFipadech i ¥tSi (Zejmeé z divody klesajici stability
¢astic a tedy rychlejSimu uvavani lysozymu zastic). U chitosanovych a Skrobovyehstic byly
dosaZzené obdobné vysledky jako dastic z enkapsulatoru. Postupetiasu se tedy jejich

antimikrobialni @&inek snizuje.
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Na zaklad vysledki Ize konstatovat, Zefipravenécastice, jsou vhodné pro skladovamneégevsim ve
vodném progedi s neutralnim,ifpadré kyselym pH. Vybranéastice jsou zde stabilni, a také si zde
zachovavaji svoji antimikrobialni aktivituiiBravenécastice jsou tak vhodné pro pouZziti fi&fad v
raznych formach gél na bazi vody, pro pouZiti v kosmetickémumyslu, gipadré pro aplikace do
potravin.

Pro potencialni aplikace v potravis&ém péimyslu byla roviZ sledovana schopno&stic zachovat
svoji antimikrobialni aktivitu i prachodu travicim traktem.

Umela Zaludéni ¥ava misobi znané destruktivig na aktivitu volného lysozymu, rovh v ¢asticich
doslo kcasteéneé ztrék jeho aktivity. Antimikrobialni dinek Zistal zachovaniedevSim u manuain
piipravenych alginatovychastic a u Skrobovycbastic. Vlivem pankreatické travict&y dochazelo
rovnéz k éast&né ztrak antimikrobialni aktivity volného lysozymu. Vysleghkovrgz potvrzuji, ze
pankreaticka travici tiwva misobi svymi enzymy na&astice velmi intenzivh a dochéazi tak k
uvoliovani enkapsulovaného lysozymu ¢astic. | Zlkova travici $ava zpisobila potl&eni
antimikrobialniho dinku volného lysozymu av3ak ne tak vyrajako u gedchozich dvou travicich
Sav. NejvySsi inhikini &inek vykazovaly vtomto prostdi edevSim manuain pripravené
chitosanov&astice a liposomy.

DosaZzené vysledky tedy potvrzuji, Zze volny lysozyen v prabéhu traveni relativé labilni a
enkapsulace fZe vyznami ovlivnit jeho vyuZitelnost v organismu, zejmén& pchrarg pred
negativnim vlivem Zaludmi ¥avy. Dobra dlouhodoba stabilita lysozymudasticich spojena s nizkou
odolnosti gkterych¢dastic v prostedi steva je tak vhodnym zakladem pro vyvoj prepaatilenym
transportem lysozymu s pozvolnym ukoVanim v prosedi tenkého seva. DileZitym faktorem pro
zachovani antimikrobialni aktivity i v tomto préstli je vSak schopnogtstic uvolnit v dostataé
kratkéméase pozadovanou minimalni inhibi koncentraci enkapsulovaného lysozymu.

Jako jedna z dalSich moznych aplikich forem byla testovana moZznost lyofilizadgmvenych
¢astic, avSak v tomtorfpact doslo k upIné ztrétjejich antimikrobialni aktivity.

Na zé&ér byla u testovanych & a rostlinnych extraki sledovana antimykoticka aktivita na
kvasinkovy kmerCandida glabrata Testovany klotrimazol #h velmi dobry antimikrobialni €&inek.

Z testovanych rostlinnych extrakptsobil antimikrobidl@ predevSim extraktesneku. U ostatnich
bylinnych extraktu bylo dosaZzeno pouze minimalrmikbo nulového dinku. Extraktéesneku i vzorek
klotrimazolu byly Uspsné enkapsulovany do liposaima chitosanovyckiastic. Antimikrobiélni dinek
takto gipravenychéastic byl srovnatelny se vzorky bez enkapsulacbor®yl jejich &inek vyssi.
V piipadt koenkapsulace klotrimazolu &sneku do chitosanovyctastic byl stanoven nejvyssi
inhibi¢ni inek (Tabulka 37).

Tabulka 37. Stanoveni antimykotické aktivity —kesli inhibinich zon (mm)

Prmer inhibicni zény (mm) klotrimazol | klotrimazol | klotrimazol klotrimazol klotrimazol
20mg/ml 10mg/mi 2mg/ml 0,2mg/ml 0,02mg/ml
Candida glabrata 3 2 1,5 1 0
L L CH CH cesnek
cesnek klotrimazol | klotrimazol | klotrimazol+tesnek 0,3g/ml
Candida glabrata 2,5 2,5 2 3,5 3

5.3.7.2Bujonova diluéni metoda

Diive se tato metoda provéid viadt zkumavek. Dnes jsou hlagwyuZzivany mikrotitréni destéky.
Testované kultury mikroorganisnse @kuji k testovanym latkdm. Po inkubaci se hodnotiimalni
inhibi¢ni koncentrace antimikrobiélni latky &ch suspenzich, kde nevznikl zdkal nebo sedimesty kt
vyjadiuje rnist mikroorganismu. Vyhodnoceni Ize provést vizaalturbidimetricky, ndfenim
absorbance nebo pomockimpého stanoveni gtu burgk v pctitacich konfrkach, ¢i pomoci
pratokové cytometrie [134, 135].
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Pomoci tohoto testu byla &ena antimikrobialni aktivita vSech testovanychlmosych i ZivadiSnych
antimikrobialnich vzork pred i po enkapsulaci ddznych typi ¢astic.

Pri stanoveni antimikrobiélni aktivity v tekutém niédylo postupovano podle postupu uvedeného
v kapitole 4.16.1. # testovani pimého @&inkda na lyzi burk byl, v pripad vZzdy 24 hodinového
inokula, po 10 minutach sledovany zakahgpbeny rozpadem bék viz. kap. 4.16.4.

Inhibice tistu mikroorganisiin v danych ¢asech byla stanovena pomoci spektrofotometrického
meétreni, Fipadré pomoci piitokové cytometrie. Vysledky stanoveni antimikrobidktivity lysozymu

a nisinu, po 24 hodinach kultivace jsou uvedenykbitice 38 a Tabulce 39.

Lysozym i nisin fsobily vyrazgji na gram-pozitivni bakterie, obdobrjak bylo prokazéno jiz u
diskovéhol/jamkového difuzniho testu. Minimalni imbini koncentrace lysozymu byla stanovena pro
kmenB. subtilisna vice nez 500 pug/ml, 1000 pg/ml pro knmdénluteusa vice nez 1000 pg/ml pro
testované gram-negativni kmeny. Minimalni inbifdikoncentrace nisinu byla stanovena na 5 pg/ml,
pro gram-pozitivhi kmeB. subtilisa vice nez 50 pg/ml pro gram-negativni kriemrcoli.

Tabulka 38. Stanoveni antimikrobidlni aktivity Iygmu — absorbance (630 nm) — 24hod.

lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
1000ug/ml | 750ug/ml | 500ug/ml | 250ug/ml | 100ug/ml
Bacillus subtilis 0 0,037 0,094 0,175 0,204
Micrococcus luteus 0,046 0,24 0,403 0,517 0,608
Serratia marcescens 0,104 0,363 0,468 0,589 0,684
Escherichia coli 0,279 0,47 0,695 0,71 0,763
lysozym lysozym lysozym lysozym blank
50pg/ml 2,50pg/ml 10pg/ml | 0,50pg/ml
Bacillus subtilis 0,394 0,507 0,654 0,705 0,794
Micrococcus luteus 0,659 0,703 0,783 0,899 0,917
Serratia marcescens 0,782 0,859 0,946 0,945 0,947
Escherichia coli 0,801 0,879 0,877 0,88 0,877
Tabulka 39. Stanoveni antimikrobialni aktivity nisi- absorbance (630 nm)
nisin 100ug/ml| nisin50pug/ml  nisin 30pug/ml  nisinddml | nisin 5ug/ml
B. subtilis24 hod 0 0 0,004 0,022 0,037
B. subtilis48 hod 0 0 0,029 0,085 0,147
E. coli24 hod 0,025 0,094 0,225 0,415 0,565
E. coli48 hod 0,256 0,389 0,654 0,811 1,004
nisin 2,5ug/ml| nisin 1ug/m| nisin 0,3ug/ml  nisif®8ug/ml blank
B. subtilis24 hod 0,084 0,112 0,389 0,694 0,805
B. subtilis48 hod 0,338 0,678 1,215 1,518 2,698
E. coli24 hod 0,678 0,711 0,844 0,871 0,870
E. coli48 hod 1,089 1,112 1,529 1,632 1,563

U nisinu byl tedy zaznamenan vy3s3i antimikrobidltinek pi pouziti nizsi koncentrace. Vysledky
rovnéZ naznauji i jeho dlouhotrvajici inhiiini efekt. Po 48 hodinach kultivace kitpmnost nisinu

v koncentraci vySSi nez 10 pg/ml nebyl stale zaaram fist gram pozitivnich butk (Tabulka 39).
Pro zachovani inhibhiho Einku po dobu 72 hodin bylddba koncentrace nisingtéi nez 50 pg/mil.
Na nizSich testovanych koncentracich byl postufaznamenan n@st mikroorganizm. V porovnani

s kontrolnim médiem, kde bylo jiZ dosaZzeno koneeisharni faze (po 48 hod), dochazelo u vizork
s nisinem (u koncentrace niZsi nez 2,5ug/mhisty bugk v exponencialni fazi. Antimikrobialni
acinek nisinu tedy #&jm¢ nespaival v usmrceni butk, ale pouze k oddaleni jejichstu.

Pro zajis¢ni komplexniho antimikrobiélnihocinky pripadného produktu by byla vhodna kombinace
lysozymu se vzorkyigsobicimi jedevsim na gram negativni bakterie,ifldpd s bylinnymi extrakty.
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Tabulka 40. Antimikrobialnidinek po 24 hod — absorbance (630 nm)
pely- | tymian echina- | |ékoarice mesi- rakytnik Salvj rozma- | koptiva
nek cea cek ryn
Bacillus subtilis 0,776 | 0,694 0,237 0,425 0,436 0,966 0,644 0,86 50,27
Micrococcus luteus | 0,522 | 0,512 0,46 0,544 0,56 0,052 0,144 1,295 0,556
Serratia marcescens| 1,015 0,901 0,772 0,925 0,678 0,661 0,947 1,419 320,/
Escherichia coli 0,283 | 0,304 0,257 0,31 0,443 0,067 0,692 1,057 40,63
htebi- | levan- ha&ma- derny jitrocel | majoran- | trezal- | zézvor blank
cek dule nek bez ka ka
Bacillus subtilis 0,694 | 1,007 0,639 1,243 0,562 0,854 0,686 0,849 770,8
Micrococcus luteus | 0,181 0,927 0,473 1,237 0,669 0,798 0,65 0,774 50,90
Serratia marcescens| 0,812 1,488 0,991 1,396 0,801 0,852 0,939 0,844 410,90
Escherichia coli 0,033 | 0,752 0,522 0,989 0,719 0,731 0,705 0,885 040,

Z vysledki stanoveni antimikrobidlni aktivity bylinnych extta (Tabulka 40), Ize pozorovat inhéii
acinek na gram-pozitivni bakterie, a r@ni na gram-negativni bakterialni kmeny.

Na kmenB. subtilis vykazoval antimikrobialni aktivitu fiedevsim extrakt z echinacey a z kKop.
Déle byla stanovena vysokd antimikrobialni aktivitapouZitych extrakt z lékdice a nésicku.
Casteny inhibieni (inek vykazovaly extrakty jitrocele, 3a&je, hiebiku, heémanku a itezalky.
Stejné extrakty jako vifpadt prvniho kmene iy antimikrobialni &inek i na druhy testovany gram-
pozitivni kmenMicrococcus luteus

Navic nejvyssi antimikrobialni aktivita u kmenevticrococcus luteudyla detekovana u extraktu z
rakytniku. Na gram-negativni kmeSerratia marcescensgly inhibi¢ni (inek extrakty z rakytniku,
meésicku, kogivy, hiebiéek, echinacey, jitrocele, majoranky, zazvoru, tymia lékdice. Na druhém
testovaném gram-negativnim kmeucoli byla zjiS&na antimikrobialni aktivita u vSech testovanych
extrakti kromg& rozmarynu aerného bezu. Vifpac extraktu kiebicku byl nangifen téngi 100%
inhibi¢ni Cinek po celych 24 hodin.

Tabulka 41. Antimikrobialnidinek liposoni - 24 hod — absorbance (630 nm)
pevly- tymidn echina- I?ko- nje3|- ralfyt- Saldj roz,ma- kopii-
nek cea fice cek nik ryn va

liposomy

Bacillus subtilis 0,513| 0,512 0,215 0,276 0,229 0,132 0,027 0,714 100,1

Micrococcus luteus| 0,507 0,489 0,325 0,388 0,199 0,020 0,004 0,189 560,2
Serratia marcescens 0 0,213 0 0,453 0,202 0,284 0,025 0,9%2 0,389
Escherichiacoli | 0,253| 0,441 0,469 0,1¢ 0,197 0,112 0,171 0,901 70,40
hiebi | levan- | hema- | ¢erny | jitro- | majo- | tiezal

-¢ek dule nek bez cel ranka -ka
Bacillus subtilis 0 0,800 0,156| 0,789 0,423 0,76 0,301 0,4{15 0,846
Micrococcus luteus| 0 0,756 0 0,815 0,393 0,652 0,285 0,325 0,917
Serratia marcescens 0 0,839 0,109, 0,906 0,516 0,72 0,408 0,583 0,997
0 0,717 0,035| 0,740 0,597 0,82 0,490 0,565 0,794

liposomy zazvor blank

OT

[02)

=

Escherichia coli

Déle byly testovany inhibhi &inky pripravenychéastic. VSechny testované liposomy obsahuijici
extrakty bylin vykazovaly i vSem testovanym kmém alespd céast&ny inhibicni &inek
(Tabulka 41). Ze vSech testovany&dstic nély vyrazny antimikrobialni éinek zejména liposomy a
chitosanov&astice (Tabulky 41, 42 a 43). Nejvyr&@i antimikrobialni dinek vykazovaly liposomy

¥ v s

s extraktem zitebicku (u extraktu z febicku byla nanifena nejvy3si antioxidai aktivita).
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Tyto castice vykazovaly 100% antimikrobialni ochranu paych 24 hodin u v3ech testovanych
kmeni. Dale ngly velmi vysoky antimikrobialni €inek, na vSechny testované kmeny, liposomy
s obsahem lysozymu, S&jg, heémanku, rakytniku, a #sicku. Na kmenSerratia marcescensxly
100% inhibtni &inek liposomy s obsahem péku a echinacey.

Tabulka 42. Antimikrobialnidinek polysacharidovéastice - 24 hod — absorbance (630 nm)- alginat

alginat pely- | tymia | echina-| lékor- | meési- | rakyt | Sal&j | rozma- | kopri-
nek n cea ice cek -nik ryn va
Bacillus subtilis 0,592 0,685 0,335 0,336 0,298 0,516 0,273 0,814 150,6
Micrococcus luteus| 0,489 0,529| 0,425/ 0,288 0,309 0,50 0,294 0,809 600,5
Serratia marcescens 0,123 0,334 0,304 0,55 0,448 0,649 0,225 0,897 960,8
Escherichia coli 0,421 0,641 0,619 0,316 0,50y 0,683 0,370 0,710 470,7
alginat kebi- | levan- | hemé&- | ¢erny | jitro- | majo- | tiezal- | zazvor | blank
cek dule nek bez cel ranka| ka
Bacillus subtilis 0,227 0,858 0,56 0,659 0,208 0,863 0,366 0,4p1 60,84
Micrococcus luteus| 0,114 0,760/ 0,367 0,755 0,295 0,692 0,350 0,359 170,9
Serratia marcescens 0,320 0,899 0,339] 0,76 0,468 0,721 0,488 0,500 970)9
Escherichia coli 0,289 0,671 0,345 0,694 0,702 0,809 O,4|60 0,526 940,7

Z alginatovychcastic (Tabulka 42) #ly céstice roveiz dobry inhibéni Cinek. Pouzecastice
s obsahem extrakt z majoranky, levandule¢erného bezu, rozmarynu a kogy vykazovaly
minimalni nebo nulovy &inek. V @ipad chitosanovycliastic (Tabulka 43) byl rowZ u rozmarynu,
levandule a majoranky pouze minimaldinek.

U ostatnich extrakt byl zaznamenan jiz vyragj$i antimikrobialni efekt, zejména pak ddstic
s obsahemilebitku, echinacey, I1ékace, rakytniku, Sakje a nésicku.

Tabulka 43. Antimikrobialnidinek polysacharidovéastice - 24 hod — absorbance (630 nm)-chitosan

chitosan pely- | tymian | echina-| 1éko- | mesi- | rakyt- | Salwj | rozma- | kopii-
nek cea fice cek nik ryn va

Bacillus subtilis 0,327 0,385 0,037 0,113 0,208 0,096 0,063 0,614 3304
Micrococcus luteus| 0,288 0,329 0,105 0,158 0,198 0,022 0,099 0,706 8004
Serratia marcescens 0,023 0,140 0,296 0,099 0,338 0,152 0,154 0,834 510,56
Escherichia coli 0,111 0,291 0,453| 0,102 0,200 0,181 0,277 0,8p1 400,17
chitosan kebi- | levan- | hema- | ¢erny | jitro- | majo- | trezal- | zéazvor blank
cek dule nek bez cel ranka ka

Bacillus subtilis 0,026 0,712 0,123 0598 0,12 0,812 0,232 0,209 460,

Serratia marcescens 0,052 0,899 0,481 0,70% 0,22 0,783 0,274 0,34 970,

n

Micrococcus luteus| 0,009 0,852 0,229 0,550 0,196 0,764 0,197 0,1p1 170,
il
n

N © © O

Escherichia coli 0,044 0,750 0,592 0,788 0,54 0,757 0,329 0,310 940,

Tabulka 44. Antimikrobialnidinek prazdnycléastic po 24 hod — absorbance (630 nm)

blank liposomy alginatovéastice chitosanovié&stice
Bacillus subtilis 0,846 0,715 0,852 0,685
Micrococcus luteus 0,917 0,861 0,912 0,829
Serratia marcescens 0,997 0,900 1,003 0,887
Escherichia coli 0,794 0,698 0,809 0,654
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Pri stanoveni antimikrobialni aktivity prazdnycbastic byl ¢ast&ény antimikrobialni dinek
zaznamenan u liposomovych a chitosanov§ahtic (tabulka 44). Oba typyastic tedy fispivaji
k antimikrobialnimu dginku enkapsulovanych slozek.

Tento jev je patrny i vifijpad enkapsulace lysozymu, kdy bylo u liposom chitosanovycliastic

¥ v s

dosazeno vyrazrvy3siho antimikrobialnihodinku nez v pipac alginatovychtastic (tabulka 45).

Tabulka 45. Antimikrobialnidinek ¢astic lysozymu po 24 hod — absorbance (630 nm)

liposomy blank| lysozym chitosanowéstice| lysozym alginatouw#stice| lysozym liposom)
Bacillus subtilis | 0,846 0 0,226 0,027
Micrococcus luteus| 0,917 0,023 0,289 0,073
Serratia marcescens 0,997 0,222 0,327 0,225
Escherichia coli | 0,794 0,315 0,399 0,175

Vyznamné zvySeni antimikrobialni aktivity po enkalggi mize podporovat vyuZiti testovanych
bylinnych extrakii a antimikrobialnich vzork pro ptimyslové aplikace, a to nejen v kosmetice, ale i
ve farmaceutickych aplikacich a v potrausi@&m pamyslu. Dilezitym faktorem pro zachovani
inhibicniho &inku je predevSim schopnostastice uvolnit antimikrobidlnich obsah v dostate
kratkéméase a v poZzadované minimalni inkitii koncentraci.

Antimykotické testy

Pri sledovani antimykotické aktivity nebyl u Zadnézzmlenych bylin zaznamenan vyrazny inkiibi
acinek. Antimikrobialni charakter ¢i kvasinkovym kmefim vykazoval pouze extralkiesneku
(Graf 30). Jeho inhibhi (€inek se navic vyrovnal éinku klotrimazolu. RovdéZz druhé testované

sy

Iécivo, ibuprofen, vykazoval drobny inhilii (&inek.
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Graf 30. Antimykotick& aktivita — inhibicéstu (Candida glabrata) — absorbance 630nm — 24 hod

Pri sledovani antimykotické aktivityigpravenych liposorih a polysacharidovychastic (Graf 30) byl
vyrazny inhibtni &inek vi¢i kvasinkovému kmeni stanoven u vSeé&hstic s obsahem extraktu
¢esneku ¢i  klotrimazolu. Vysoky antimikrobialni dinek ¢astic s klotrimazolem byl stanoven
piedevSim u polysacharidovydastic. Inhibéni (€inek cesnekovychiastic se oft vyrovnal &inku
¢astic s obsahem klotrimazolu. Ibuprofen taktéz wgkal i po enkapsulaci drobny inhibi (inek.

Po koenkapsulaci vykazovalytipravené castice ¢astény inhibicni (inek, pouze v fipadt
koenkapsulace klotrimazolu a extraktdesneku do chitosanovyaléstic, byl zaznamenan vysoky
inhibi¢ni inek. Klotrimazol i extrakt¢esneku si svoji aktivitu zachovali i po enkapsuldci
liposomi. K vétSimu &inku v3ak doSlo vzdy tisobenim rozruSenych liposdmv porovnani
s neporusenymi. DoSlo zde tedy flegpokladanému jevu, kdy se u rozruSenych lipds¢mozruSeni
liposomi bylo provedeno stykem s olejem — takto byl simélogtyk s pokoZzkou a pozvolné uwvghi
Ié¢iv) poddilo rychleji uvolnit enkapsulovanou antimikrobialsibZku.
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Lze konstatovat, Ze antimikrobialnéinek ¢astic klotrimazolu i¢astic obsahujicich extrakesneku
byly viiéi kmenuCandida glabratesrovnatelné.

Na z&¢r byl testovan inhildini (€inek pouzitim zkumavkového testu (kap.4.16.3).tbmto testu
inhibice fistu vykazovaly vysSi inhibni (inek rozruSené liposomy, v porovhani neporusenymi.
Ovsem i neporusené liposomy pozvolna teekly enkapsulovanou slozku &lytak velmi dobry
inhibi¢ni (Einek na fist kvasinkovych bugk.
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Graf 31. Antimykotick& aktivita — inhibicéstu kvasinek (Candida glabrata) — absorbance 630nm

To bylo potvrzeno v fipact vSech tyj testovanych liposofy aviak 100% inhibniho &inku po
celych 48 hodin bylo dosaZzeno pouze ippE neenkapsulovaného roztoku klotrimazolu o
koncentraci 10 mg/ml (Graf 31). U neenkapsulovanékibaktucesneku byl 100% antimikrobiélni
Gcinek zajisén po dobu 24 hod.

Pro ziskani 100% inhitmniho Einku i u ¢astic je takitba pouzit jejich vysSi koncentraci nebo vyuzit
moznosti koenkapsulace. Koenkapsulaci klotrimaziduprofenu,éesneku a tymidnu &asténym
naruSenim liposoim(simulace kontaktu s pokozkou) bylo reé¥ndosazeno 100% inhimiiho &inku

po minimalré 24hodin.

5.4 Enkapsulace enzyni, jejich smési a prirodnich zdrojta

Tato ¢ast prace byla zaffena na fipravu a testovani vhodné formy enkapsulovanyctyrafz

s potencialnim vyuZitim v potravitgkém pimyslu, stejg tak i v kosmetice a farmacii, a to zejména
pro hojeni ran a regeneraci tkani.

K enkapsulaci byly pouZity nasledujici enzymy: &ka, bromelain, kolagenasa, lipasa, lysozym,
pankreatin, papain, trypsin a jako komplexni vzore#ady zeleny jé&men. Enzymy byly
enkapsulovany iigdevsim do polysacharidovy¢lstic tvdenych alginatem, chitosanem, Skrobem a
jejich kombinacemi. Déle byla testovana moznostesklace enzyindo liposomovyclEastic.

s v

5.4.1 Stanoveni enkapsul#éni U¢innosti

Metody pro pipravu jednotlivych typ ¢astic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Vzorky po enkdegns
danymi metodami byl centrifugovanyiipl4 800 ot./min, fpadré u ¢astic gipravenych na
enkapsulatoru byla pouzita filtrace. V supernatéittidtu byla nasledé stanovovana pomoci
spektrofotometrické metody, koncentrace zbylychnyoh enzyni, stejré tak jako ve vzorku ied
enkapsulaci. zéthto dvou hodnot byla poté vyftena enkapsutai &innost dané metody.
Obdobnym zfisobem byla stanovena i enkapgnialkinnost dle stanoveni enzymovych aktivit, kde
byl rovreZz pozorovan vliv enkapsulace na aktivitu jednottivyenzynd. Pro kazdy vzorek bylo
meéreni opakovanoiikrat a ze ziskanych hodnot byl ziskanirpér. Rozptyl hodnot rfeni
jednotlivych vzork nebyl &tSi nez 5 %.

U manudlg pripravenych polysacharidovyctastic (Graf 32) byla obeé&nnejvyssi enkapsulai
G¢innost stanovena WEtSiny testovanych enzymu ¥ipads chitosanovycltastic (nad 70%).
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Pouze alkalasa se lépe enkapsulovala do algin&taastic. Do alginatovyckiastic se rovéZ velmi
dobre enkapsuloval extrakt ze zelenéhinjene.

U alginatovych¢astic zpeviinych chitosanem doSlo k vySSi nebo srovnatelnépesnitani (Cinnosti
jako u alginatovycltastic. Pouze u zelenéhd@frene bylo zaznamenano vyrazné snizeni enkajpsula
Géinnosti, a to az o 30%. Do Skrobovyehstic se velmi dale enkapsuloval iedevSim bromelain

(76,2%), u ostatnich enzynse enkapsuéai (kinnost pohybovala v gméru okolo 48%.
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Graf 32. Enkapsulani einnost enzymy — polysacharidotéstice manual pripravené — bilkoviny

Obdobnych vysledk jako v gipac stanoveni koncentrace bilkovin, bylo dosaZend isfanoveni
enzymovych aktivit (Graf 33). Pouze u alkalasya$ip a pepsinu byla enkapstiainnost v gipad
alginatovychcéstic vyrazg nizSi nez u stanoveni celkovych bilkovin. Tato lgdka mohla byt
zpasobena ndistem aktivity jednotlivych enzytnpii procesu enkapsulace. Obeécje z vysledk
patrné, Ze si enzymy zcealaalespdi ¢ast&né zachovaly svoji pvodni enzymovou aktivu.
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U polysacharidovycliastic gripravenych pomoci enkapsulatoru (Graf 34) bylo desa z hlediska
enkapsulani innosti nejlepsich vysledk Uginnost enkapsulace se pohybovala &nmpiru okolo

80%. Obects se enzymy lépe enkapsulovaly do chitosanow§éstic. Steja jako v gedchozim
piipadt u manualni Ppravy éastic. RoviZ koncentrace pouZitého polysacharidélanvliv na

enkapsulani &innost, icemz ¥tSina enzym se |épe enkapsulovala ¥ipac pouZiti 1% roztoku
polysacharidu.
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Graf 35. Enkapsukni einnost enzymy — liposomy

RovreZ liposomoveécastice jsou vhodnou formou pro enkapsulace efizyenZz potvrzuji i dalSi
studie [25]. Enkapsulace byla @Spa u vSech testovanych enZym dosahovala v pméru 50%.
Také aktivita testovanych enzyrbyla caste&ng ¢i zcela zachovana i po procesu enkapsulace.
Obecrk se enzymy velmi ddk enkapsulovaly do vSech typtestovanychéastic. NejvysSich
enkapsulani &innosti bylo dosaZzeno u polysacharidovyéitic ipravenych pomoci enkapsulatoru,
kde dosahovala pmérna enkapsubmi innost hodnot nad 80%. U manuélmpripravenych
vétsSing pripadh vysSi nez 50%. Navicchem procesu enkapsulace nedoslo u testovanych énaym
ztr4e jejich aktivity.

5.4.2 Stanoveni velikosti a stability¢astic

Velikost liposonii a manuals pripravenych polysacharidovycééstic byla stanovena dfenim na
principu DLS, stabilit&astic byla sledovana pomoci stanoveni zeta potencia

Tabulka 46. Stanoveni velikosti a stabilityppavenych liposoui

enzym o velikost| @ zeta potencial enzym @ velikost g zeta
[nm] [mV] [nm] potencial [mV]
prazdné 111,8 -57,7 pepsin 156,5 -53,9
alkalasa 173,5 -46,4 trypsin 219,3 -58,6
bromelain 178,1 -56,0 mladydeen 215,2 -33,0
kolagenasa 1257 -55,8 bromelain a lysozym 1250 2,4-5
lipasa 198,7 -61,0 koleganasa a 135,1 -67,9
lysozym
papain 178,4 -44.3 papain a lysozym 131,4 -38,4
pankreatin 180,9 -58,2

Zeta potencidl fipravenych liposorin byl ve vSech fipadech v rozmezi od -30 mV do -60 mV.
Liposomy tedy vykazovaly velmi dobrou stabilitu. jMéns stabilni byly liposomy s enkapsulovanych
obsahem zeleného¢fmenu (-33 mV). Velikost liposoinbyla v pfiméru okolo 180 nm a hodnoty
indexi polydisperzity nebyly &S5i nez 0,2. Z fipravenych polysacharidovycfastic, dle hodnoty zeta
potencialu, vykazovaly velmi dobrou stabilitu poutgtosanovééstice.
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Alginatové castice se pohybovaly na hranici stability, jejichtaz potencial byl okolo -25 mvV.
Chitosan-alginatové a Skrobowastice nily niZSi stabilitu, jejich zeta potencial se pohyalookolo -
10 mV.

Tabulka 47. Stanoveni velikosti a stabilijppavenych polysacharidovyeiastic

Skrob Chitosan-alginat Chitosan Alginat
[ @ zeta o @ zeta a @ zeta o @ zeta
velikost | potencial | velikos | potencial| velikost | potencial | velikost | potenci
[nm] [mV] t [nm] [mV] [nm] [mV] [nm] al [mV]
prazdné 266,6 -16,8 715,% -29,6 242 48,65 597,6 4519
alkalasa 956,7 -15,6 1281 -2,3 236 30,4 459|7 -25,7
bromelain 1711 -22,4 1372 -5,7 204 33,7 5427 425,
lipasa 151,8 -17.,9 1503 -10 452 39,1 5917 -21,1
pankreatin 279,5 -9,5 743,3 -12 323 36,1 615/2 2-24,
pepsin 326,1 -16,3 888,2 -8,5 167 30,2 615)9 -24,3
trypsin 558,1 -10,2 802,2 0,4 251 38,5 634,05 -23,2
mlady 251,2 -11,8 935,3 -15,2 2161 32,41 1037 -2,63
je¢men

Pramernd velikost polysacharidovydlastic byla, ve srovnani s liposomt$i, v piméru 300 nm u
chitosanovych a SkrobovycBastic, u alginatovychtastic a u chitosan-alginatovyatastic byla
praimérné velikost 600 az 900 nm. Rasiindexy polydisperzity polysacharidovy¢hstic byly vyssi
a pohybovaly se v rozmezi od 0,2 do 0,8¢éMmZ nejnizsi indexy polydisperzity byly n&fenu u
chitosanovych a u alginatovy¢hstic.

5.4.3 Stanoveni dlouhodobé stability — modelové kosmetiékprostiredi

Jako prvni modelové kosmetické ptesti pro sledovani dlouhodobé stabiliistic byla zvolena voda
(Graf 36). Stabilita byla sledovana u alginatovy@stic a chitosanovyckiastic gipravenych na
enkapsulatoru a uftipravenych liposorin Testovanécastice obsahovaly enkapsulovany papain
bromelain a kolagenasu. Tyto enzymy jsou jedagsgji pouzivych v kosmetickém pmyslu [98].
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Graf 36. Dlouhodoba stabilitaastic — prostedi voda

Z ¢astic obsahujicich bromelain byly ve ¥odejmér stabilni liposomovécastice, z nichz se
po 21 dnech uvolnil prakticky veSkery enkapsulovabgah. Naopak z alginatovych a chitosanovych
astic bylo po 28 dnech uvaino mér neZ 20 % enkapsulovaného enzyniléstice s obsahem
papainu, byly ve vodném prastli velice stabilni. Z alginatovych i chitosanovy@stic bylo po 28
dnech uvolino jen giblizné 5 % enzymu.V fipact liposormi doSlo po 28 dnech k uvalni asi 30%
enzymu.Castice s kolagenasou byly z testovanyastic g skladovani ve vodném prastli nejmén
stabilni.
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Z algindtovych a chitosanovyctastic bylo po 28 dnech uva@mo téng 30 % enkapsulovaného
mnoZstvi a z liposomovyatastic se uvolnilo vice nez 90 %.

V dalSi ¢asti experimerit byla testovana moZznost koenkapsulacéssidho preparatu obsahujiciho
dva fizné hydrolytické enzymy (jednotlivé enzymy brome)apapain i kolagenasa byly vzdy
kombinovany spokné s lysozymem) s cilem zachovani jejich aktivityombinovaném preparatu. |
v piipadt koenkapsulace jednotlivych enz§a lysozymem byla pozorovana vyssi stabilitaipaudt
polysacharidovycltastic a nizka stabilita ipads enkapsulace do liposd@n{Graf 37). B srovnani
enkapsulované a koenkapsulované formy doslo k mg&mu uvohovani enkapsulovanych enzym
v piipact jejich koenkapsulace.riPsrovnani polysacharidovyatéstic a liposorin miZze byt hlavnim
divodem odlidné stability pevnost #epdevsim velikost jednotlivyctiastic. Zatimco polysacharidové
¢astice byly pipraveny na enkapsulatoru a jejich velikost byldeko600um, piipravené liposomy
dosahovaly pimérné velikosti kolem 180 nm (viz kap. 5.4.2).

s
100 - ” -t
= 40 - o
= [ =
= g0 ~ 2
= | b
2 60 "o =
Z 50 [ S
= = o
T 40 = o
TR0 i
1= - s 2 o P
- T L .} o= B R B = B
EN 1235 e® na,~ S50 3N~ 330% S50
= =
b el ain papeain kolagenasa | bramielsin Papain kolagenasa  bramelain feapain kalazenasa
alginzitove chitosanowe lipesomoyé
BT dni H14dmi & M clni H2&dni

Graf 37. Dlouhodoba stabilitaastic — prostedi voda — koenkapsulace s lysozymem

Déle byl navrZzen hydrogel jako jedno ze simulovdnyrealnych progedi pro pedpokladané
dlouhodobé uchovavanastic. Hydrogel z karboxymethyylceluldzy byl zvoleko zakladni progedi
pro tato stanoveni.
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Graf 38. Dlouhodoba stabilitaastic — prostedi gel

U hydrogelu (Graf 38) byl zazanmenadm obdobny trgadd v piipad uchovavani ve vodném
prostedi. Jako nejstabiéisi byly opt vyhodnoceny chitosanovéastice. S enzyth byl nejvice
stabilni papain a naopak nejn¢éstabilni byla kolagenasa. Z alginatovych i chitasgych¢éstic bylo
po 28 dnech uvolno asi 20 % enkapsulovanych enZyrpouze v pipad kolagenasy a jeji
enkapsulace do alginatovyeastic bylo uvolgno vice nez 60% enzymu.

Zajimavym zjis¢nim bylo zvySeni stability liposomovydaastic. Liposomy byly v progdi hydrogelu
velmi stabilni, po dobu 21 drse neuvolnilo Zadné nebo pouze minimalni mnoZzsitkapsulovanych
enzynm.
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Vyznamrgj§i mnozstvi uvolénych bilkovin bylo zaznamenano aZ po 28 dnech ekigdi, nejvice u
bromelainu a to vice nez 60 %. Naopak u nejstgBilmo papainu bylo detekované uvéhin pouze
6% enkapsulovaného enzymu po 28 dennim skladowéhiydrogelu.

V piipadt koenkapsulace s lysozymem byloébgaznamenano uéisiny castic vysSi uvolené
mnozZstvi nez viflpads enkapsulace. U polysacharidovystic bylo po 28 dnechmérné uvolnéno
30% enkapulovanych enzyimU liposomovychtéstic bylaroviz zaznamend nizsi stability, jiz po 14
dnech bylo detekovano vipmeru 10 % uvolgnych bilkovin. K vyrazné destabilizaci liposérdoslo
piedevsim v fipad koenkapsulace papainu a lysozymu, kde bylo po r&é&hd uvolgno vesSkeré
enkapsulované mnozstvi.

Emulze byla vedle gelu zvolena jako druhé simulévaealné prosedi pro stanoveni stability
piipravenychéastic. PouZita byla 10% emulze O/¥igravena pomoci ultrazvuku a stabilizovana
pomoci lecitinu.

U alginatovych i chitosanovyctéstic bylo jiZ po 7 dnech uchovani v emulzi 2jigt aplné uvolani
enkapsulovanych enzym Z liposomovych ¢astic byly veSkeré enzymy uvelmy v pipad
bromelainu po 14 dnech a ¥ipadct papainu po 21 dnech skladovani. U koenkapsulovaepzynii

s lysozymem bylo u alginatovych a chitosanovy@sticich dosazeno obdobnych vyshkediako

v pripact liposomi, Uplného uvoldni enzynii bylo dosazeno jiz po 7 dnech skladovani.
U liposomovych¢astic doslo fekvapiw pii koenkapsulaci k jejich stabilizaci v présti emulze.
Veskeré enzymy byly uvodmy v pripadé koenkapsulace papainu a lysozymu po 28 dnech kdand,

v pripadt castic s obsahem bromelainu a lysozymu bylo pozeorovdo 28 dnech uvodni 60%
enkapsulované obsahu. Tento jev mohl byisppeny imobilizaci uvoknych enzymi na povrch
liposomovétastice, ktera tak byla vice chiwa Fed nepiznivym vlivem lipidického prosgedi.

Obecr Ize tici, Ze alginatov&astice s enkapsulovanymi enzymy byly nejstajginv modelovém
vodném prosedi, nejméa stabilni byly tytocastice v emulzi. Chitosanovstice i liposomy rly
prostedim pro dlouhodobé uchovavaadhto typa ¢astic v potencialnich kosmetickych vyrobcich. U
vétSiny ¢astic uchovavanych v emulzi dochazelo k velmi rgchtrat stability a uvoldni celého
enkapsulovaného mnozstvi jiz po sedmi dnech skkaio\Na druhou stranu Ize &hto vysledk
usuzovat, Zeip styku s pokozkou, jeZz ma lipidicky charakter, diojk Zaddoucimu uvosmi obsazené
aktivni slozky. Jako nejvhodj$i prostedi pro potenciélni aplikace byl vyhodnocen gél,pouZiti
vhodnych¢astic by tato forma mohla byt vysoce perspektivia pojeni ran. CoZ potvrzuji i dalSi
studie [98].

5.4.4 Stanoveni proteolytické aktivity uvolnénych enzymi béhem skladovani

Déle byla testovana zbytkova proteolyticka aktivilazymii uvolnénych zéastic v pfibéhu jejich
dlouhodobého skladovani. Proteolyticka aktivita abyzji¥ovana s vyuZitim metody uvedené
v kapitole 4.7.16.1. Vysledna aktivita byla vyjéda jako mnozstvi substratu rozloZenéhsopenim
enzymu vztaZzené n@s a mnozstvi enzymu [umol/(min.ml)]. Pro kaZzdyyembyla ged enkapsulaci
stanovena hodnota refetmn aktivity v daném prosedi @i znamém mnozZstvi enzymu. Po Zjidit
mnozstvi uvoliného enzymu (&teni koncentrace bilkoviny Hartree-Lowryho metodkap. 4.7.13)
byla nangrena aktivita porovnana s refetan hodnotou. Vysledek byl vyjéen jako procentualni
podil refererini aktivity.

Z vysledki vyplyva (Tabulka 48), Ze nejvhoggim prostedim pro uchovani proteolytické aktivity
testovanych enzyinje gel. Bromelain zde vykazoval proteolytickoutigku i po 28 dnech
uchovavani. Ve vad byla aktivita tohoto enzymu nulova jiz po 14 dneskiadovani, v emulzi
dokonce jiz po 7 dnech. Obdobnych vyshkegdko u bromelainu bylo dosazeno i tigadt papainu,
ktery si nejlépe zachoval svoji aktivity rasinv hydrogelu. U &kterych typi ¢astic vykazoval i po
21denni inkubaci vice nez 50 %vodni aktivity. Naopak v emulzi jeho aktivita predklesla jiz po 7
dnech inkubace.
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Kolagenasa uvolma do gelu také vykazovala i po 28 dnech skladotvé&mtr 50 % své fpivodni
aktivity. Ve voc jeji proteolyticka aktivita vyraznklesla po 14 dnech a po 28 dnech byla nulova.
V ptipact emulze nebyla Zadné aktivita kolagenasy zaznanagiiapo 7 dnech skladovani.

Tabulka 48. Zachovani proteolytické aktivity uvolych enzyi v pribehu skladovani — vyjaeno v
% puvodni aktivity

.8 bromelain papain kolagenasa

;@ prostedi | 7 14 21 | 28 7 14 | 21 | 28 7 14 | 21 | 28

© dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni

= voda 985 58| 02 00 642 2b 00 00 957 34,6,72300

E» gel 86,3| 60,1 436 7,6 758 203 00 Q0 735 6%36| 44,1

° emulze | 15,1 6,1 51 08 26/4 150 10,1 4,0 0 0 0 0
S voda 24,0, 3,8/ 06/ 00 800 592 196 00 92,3 10m0 | 0,0

é gel 52,3| 20,6/ 4,8 00 827 70,7 576 32 97,0 8%8,6| 558

© emulze 6,1 29| 24 03 1y 1p 05 00 0 0 0 0
E‘ voda 426 22| 02 00 605 312 00 Q0 459 12,19 |60,0

§ gel 92,3| 70,9 48,3 155 99{2 951 61,9 51,7 81,1,46%4,2| 43,7
& emulze 96| 35/ 09 04 246 219 36 26 0 0 0 0

Celkow Ize shrnout, Ze nejlepSim priedim pro uchovani proteolytické aktivity enzyrje podle
dosazenych vysledkhydrogel. Enzymy v gelu jsou aktivni i po 28 dnekladovani.

5.4.5 Stanoveni dlouhodobé stability enkapsulovanych engyi v prostiredi modelovych
potravin

Pti sledovani dlouhodobé stabilityastic v modelovych potravindch byly pouZityii zakladni typy
modelovych podminek.

Tabulka 49. Dlouhodobé stabilitgstic — mnoZstvi uvainych sloZzek %- modelové potraviny

% tyden nésic
alginat| chitosan Skrob| liposomy| alginat| chitosan Skrob| liposomy
bromelain 3,2 7,6 4,1 8,2 3,5 8,0 4/5 12,6
8 | mlady j&men| 0,0 1,1 4.7 0,5 2,3 1,5 5,0 4,9
S| pankreatin | 143 34| 107 01| 145 99 110 39
trypsin 14,5 21,5 8,2 20,9 14,5 22,2 8,5 21,0
© bromelain 1,2 1,5 2,0 7,7 7,7 1,5 25 10,5
% mlady jeémen| 0,1 1,1 0,3 1,5 5,9 4,1 3,0 1,5
_g, pankreatin 2,1 0,5 0,1 0,4 20,7 5,1 18 6,6
trypsin 194 101| 7.7 0,9 326 10,5 8|7 16,3
. bromelain 9,5 7,9 3,7 21,0 10,6 8,0 4,0 26,4
g | mlady jemen| 2,0 12 | 44| 120| 44| 44| 45 125
= | pankreatin | 22,3 3,5 3,1 17,71 302 7,3 35 18/0
trypsin 37,6 22,4 7,0 40,5 59.v 27,8 7\5 40,6
< | bromelain 6,4 8,0 0,2 23,1 31,b 8,5 1,0 23,6
§ mlady j&émen| 0,1 1,2 1,3| 10,3 0,7 1,2 1,7 105
@' | pankreatin 91 2,1 1.4 1,0 9,4 2,8 1}5 3,7
° trypsin 59,7 29,4 2,2 19,4 76,6 29,5 2|5 23,0
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Pri pozorovani kratkodobé stability (tyden) v simudoych potravinach se ¥ipad testovanych
manuali pripravenych polysacharidovyatéstic a liposorin ukdzalo jako nejvhodijsi prostedi ke
skladovani, progedi kyselé potravinyCastice byly pevazrié stabilni i ve vodném pradi. Obec
nejmért stabilni byly¢astice v alkoholovém adném modelovém pragdi (Tabulka 49).

Po nEsiénim skladovani v simulovanych potravinach bylo des@ obdobnych vysledkjako po
tydnu. U tSiny castic byla pozorovana pouze minimalni éoa v uvolgném mnoZzstvi.
Z dlouhodobého hlediska byly tedyigravené ¢astice stabilni. U a&tSiny ¢astic bylo po résici
zachovano nad70% enkapsulovaného mnoZstviaMgru se uvolgné mnoZstvi pohybovalo okolo
10%. Pouze vifijpadt enkapsulace trypsinu do alginatovy&stic bylo uvolgné mnozstvi podstatn
vySSi a to zejména v simulovaném ethanolovéntéim prostedi.

Pri stanoveni dlouhodobé stability v modelovych patrach u polysacharidovyatastic gipravenych
pomoci enkapsulatoru bylo pozorovano vyssi uredrmnoZstvi neZz u manudlpiipravenychéastic.
Vysoké uvolRné mnoZstvi u vSech testovanyeastic a ve vSech prdstlich bylo zaznamenano
piredevsim v fpac enkapsulace trypsinu, kdy po ésiici bylo uvolgno piimérné 80%
enkapsulovaného mnoZzstvi. U ostatnich enzyw® jejich uvoliné mnoZstvi ve vSech testovanych
prostedi pohybovalo v rozmezi do 40%iqemz stabilitacastic v jednotlivych typech prasdi se
vyrazreg nelisila.

Tabulka 50. Dlouhodobé stabilitgstic v modelovych potravindch —dma zeta potencialu

mV voda 3% kys. octova 10% ethanol olej/voda
¢as 0 7 dni ¢as 0 7 dni ¢as 0 7 dni ¢as 0 7 dni
© Prazdné -19,5 -14,4 -11,3 -12,2 -10,3 -9,§ -13|6 8,91
% Trypsin -23,2 -13,6 -19,6 -16,6 -22.4 -17.,4 -26,6 32,41
}§ Pepsin -24,3 -21,4 -20 22,1 -26,3 -25,9 -24)1 725,
§ Brom. -25,4 -24,9 -24.,9 -22,7 -27,7 -21,4 -33,7 ,923
E Pankr. -24,2 -23,5 -21,3 -17,2 -25,1 -23,7 -28/9 0,52
% Lipasa -27,1 -23,5 -215 -20,8 -22.9 -14,9 -306 6,83
Alkalasa -25,7 -25,7 -18 -20,9 -17,5 -20,1 -34p 8,3
o | Prazdné 48,6 31 43,2 55 47,8 56,9 52,p 467
% Trypsin 32,9 28,5 53,6 52,3 54,7 54,4 41,9 41,3
3§ Pepsin 34,3 32,2 42,6 40,7 43,5 41.% 39,4 3314
e Brom. 33,7 31,5 34,2 35,7 32,4 33,7 34,4 21,7
g Pankr. 35,3 33,2 44,1 44,2 41,8 39,7 39,p 311
% Lipasa 39,9 39,1 52,9 54,4 55,6 49 37,8 35,5
Alkalasa 32,3 30,4 53 55,5 50,6 52,9 40,9 40,6
L Prazdné -16,8 -16,8 -35,1 -34 -41,4 -36 -45]7 -32,2
S 4§ Trypsin -22,9 -22,4 -31,3 -23,6 -36,2 -30,4 45, 38-
% ¥ Pepsin -18,3 -17,9 -27 -21,2 -31 -25 -43,3 -39
Brom. -15,7 -15,6 -19,2 -11,2 -26 -11,2 -35,9 -35,3
Prazdné -57,7 -57,7 -36,7 -34,6 -36,9 -30,8 -36}5 31,1
Trypsin -58,9 -58,6 -47,6 -45,8 -53,1 -55,4 -53,8 57,7
E‘ Pepsin -54,7 -53,9 -35,5 -33,8 -42 -41.4 -563,5 158,
§ Brom. -56 -50,8 -33,5 -32,9 -41,3 -46,5 -48,1 -55,5
= Pankr. -58,2 -50,6 -37,7 -38,2 -44.7 -39,3 -48)/7 5,33
Lipasa -61 -59,4 -34,9 -32,2 -40 -39, -51,9 -53|1
Alkalasa -46,4 -44,6 -35,1 -30,6 -37,9 -41 410 434

Dlouhodoba stabilitacastic byla rovaZz sledovana z pohledu zeta potencialu. Stanovetd by
provedeno u vybranych manudlptipravenych chitosanovych, alginatovych a Skrobowastic a u
liposomi (Tabulka 50).
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Chitosanov&astice byly ve vo&lpo 7 dnech stabilni. V kyselém pri@sti byl nansfen zeta potencial
vySSi neZz ase nula, coZ zig Ze chitosanovéastice jsou v niz8im pH stabdjgi nez i pH vyssim.

V alkoholovém prosedi a v roztoku olej/voda byly chitosanovéstice taktéZ stabilni. Alginatové
¢astice vykazovaly mirnou nestabilitu ve ¥ol 3% kyselit octové byly alginatovéastice stabilni i
po rekolika dnech. V 10% roztoku ethanolu stejako v emulzi olej/voda byly alginatowgstice po

7 dnech stabilni pouze gkterych enkapsulovanych enzyra hodnota zeta potencialu mirkiesala.
Stabilita Skrobovychéastic se vlivem modelovych prasti dle hodnoty zeta potencialu po 7 dnech
vyrazre nelisila. Skrobové&astic vykazovaly nejvy3si stabilititarievsim v ethanolovém pristi a

v emulzi olej/voda. Naopak nejme&ntabilni byly tytotastice ve vodném prdsdi.

Liposomovécastice byly naopak velmi stabilnfgolevsim ve vafl Po 7 dnech dochazelo k mirnému
poklesu zeta potencidlu, i tak vSa&stice astavaly stabilni s hodnotu zeta potencigbhybujici
okolo -50 mV. V 3% kyselitoctové byly liposomovéastice po tydnu stabilni, spdochazelo pouze
k mirnému poklesu zeta potenciélu. V roztoku ethasoemulzi olej/ivoda byly liposomow&stice
rovnéz stale stabilni dle hodnoty zeta potencialu, kseré&&nil jen minimalre.

Pfi pozorovani kratkodobé (tydenni) stability v simednych potravinach pomoci zeta potericiseg
potvrdila stabilita testovanyctastic. Dochazelo pouze k drobnym &radm hodnot zeta potencialu
s velmi pozvolnym uva@lovanim enkapsulovanych enzgm

5.4.6 Stanoveni stabilityéastic — modelové traveni

Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi enzymy byla pozorovana delowé Zaludéni, pankreatické a
Zlucoveé $aw (s dobou inkubace 20 min, resp. 40 minut p¥v8 Zlwovou). Stabilita byla sledovana
pomoci stanoveni koncentrace uvwinch proteiri. Z rozdilu koncentrace protéipred pisobenim a
po pisobeni modelovychkelnich tekutin bylo uteno mnoZstvi uvoklinych proteiti a vyjadeno v
procentech. Na zakladmeireni (Graf 39) bylo zjigho, Ze pimérné nejstabil@jSi byly manualy
piipravené polysacharidovdastice a liposomy v Zalutlei ¥aw. Naopak nejvice enzylrse uvolnilo
puasobenim Zlgovée Favy. RovrZz v pankreatické t®w dochézelo kvyraznému uwavani
enkapsulovanych enzym

Vy8Si stabilita v kyselém prasdi unglé Zaludéni ¥avy je vyhodou pro cileny transport
enkapsulovanych enzyndo tenkého $éva, kde jsouisobenim pankreatické a Zbvé $avy castice
rozloZeny a enzymy se mohou uvolnit a byt poZityiitdad k enzymové terapii.
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Graf 39. Stanoveni stabiligastic — mnoZstvi uvainé sloZzky — modelové traveni — manuééstice

Vysledky stabilitycastic gipravenych na enkapsulatoru (Graf 40) byly pododa#m ziskanym u
¢astic gipravenych manuéaén | v tomto Fipad byla zjiS&na vysSi stabilita v kyselém présdi unglé
Zaludeni éavy. Teéchto vlastnosti polysacharidovyatéstic tedy mze byt vyuZito pro cileny
transport s pozvolnym uvdbvani enkapsulovanych enzyrdo tenkého geva.
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Graf 40. Stanoveni stabiligastic — mnoZstvi uvainé slozky — modelové traveni — enkapsulator

Tabulka 51. Stanoveni stability vybranygstic v modelovych fyziologickych podminkéach €nam
zeta potencialuf modelovém traveni

zeta potencial| pavodni zaludeéni uvolréno pankreaticka | uvolréno Zlucova uvolréno
[mV] hodnota Srava (%) Srava (%) Srava (%)
omn | 2 AE AE
min min min min | min
3 alkalasa -25,7 -12 -11,1 1,9 -20,0 -19,7] 54,8 235 243 02,
E bromelain -25,4 -19,8 -19,1 24,9 -27,1 -29,0 28,2 -28 -259 2,22
‘)&>3 lipasa 27,1 -151 | -135 16,8 -22,9 -28,5 21,2 -236  -2p1 29
3% pankreatin -24,2 -12 -14,4 6,8 -26,0 -28,0 34,2 -22,3 214 6 2,
'z_Em pepsin -24,3 -123 | -13.2 3,5 -21,3 -29,1 31,8 -285 -248 19
© trypsin -23,2 -13,9 -9,2 25,4 -26,4 -26,7 43,6 -26,3  -2B,9 58,6
alkalasa 30,4 44,7 44,4 1,2 34,9 33,6 46,1 53,3 45,4 20,9
\% ° bromelain 33,7 29,8 35,9 1,9 31,5 31,1 42,1 441 443 18,
% % lipasa 39,1 50,5 42 6,1 34,5 33,5 39,3 54{7 49,4 17,2
% S pankreatin 36,1 38 38,6 2,5 32,6 31,4 54,7 4111 437 15,3
© pepsin 30,2 37,9 34,2 1,2 19,2 30,9 42,0 38,6 43,1 9,8
trypsin 38,5 47,3 24,9 14,8 35,8 37,7 50,5 51 39,7 56,1
@ alkalasa -15,6 2,7 1,3 3,5 -14 -16,7 30,2 -15(6  -17,4 5,9
\(Tg' bromelain -22,4 -2,2 1,0 30,9 -15,6 -15,0 36,7 -215  -21,.2 ,137
3&2 lipasa -17,9 -5,3 -4,8 2,1 -16,9 -14,3 14,0 -181  -165 2 8,
_8 pankreatin -9,5 2,5 1,8 33,7 -6,5 -5,3 22,3 -1112 13,7 47,1
% pepsin -16,3 0 1,8 0 -15,1 -16,7 20,9 2211 -22,9 2,5
trypsin -10,2 0,8 -1,2 1,9 -16,6 -16,3 13,1 -182  -16,9 720,
alkalasa -46,4 -42,6 -34,8 52 -41,0 -55,3 25,2 -445 48,7 2,1
> bromelain -56,0 -46,3 | -26,6 23,5 -49,2 -52,5 44,2 -43,2  -491 17,8
§ lipasa -61,0 -35,1 -1,61 7,3 -52,4 -56 21,5 -40,6 -52,3 31
'g pankreatin -58,2 -49,8 | -27,2 3,9 -59,2 -57,6 29,9 -446  -48,9 16,7
- pepsin -53,9 -42,8 -30,4 2,1 -47,2 -59,7 32,2 -439 -542 6,6
trypsin -58,6 421 | -145 6,5 -58,8 -56,9 55,7 -495 -50,3 10,5

Z vysledki stanoveni stability¢astic pomoci zeta potencialu v modelovych travici&hvach

(Tabulka 51) vyplyvéa, Ze testovamréstice byly nejmén stabilni v kyselém prostdi Zaludeénich

gtav. Hodnoty zeta potencidlu klesly zejména u atgwiach a Skrobovycltastic, coZz odpovida i
stanoveni uvoliného mnozstvi, které bylo &chtocéastic vyrazejsi.
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V pankreatické a Zitové $aw se hodnota zeta potencidémila pouze minimal& U ¢astic bylo vSak
zaznamenano uvainé mnozstvi enkapsulovanych enzymejména vlivem sevnich av s vyssSim
pH, tedy v pankreatické a #ové Faw. Vlivem Zaludeéni ¥avy tedy doSlo zejména k agregaci
testovanych¢dstic a pouze Kast&nému uvolgni jejich obsahu (do 30%). \fipad® aplikace do
modelovych gevnich 8av pak dale doSlo k pozvolnému uvétih zbylych enkapsulovanych enzymu.
Proteasy a lipasy jsou jedny z nejperspekiBich enzyni v potravindském a farmaceutickém
pramyslu [10]. Jak bylo potvrzenoradou studii je mozné jejich imobilizaci [9], alenkapsulace do
raznych tym castic ¥etnd liposomi [25]. Dle dosaZzenych vysletlkjsou testovanécastice

s enkapsulovanymi enzymy vhodné pro potragké i farmaceutické aplikace. Zejména v padob
piipravka s cilenym transportem enzyrdo traviciho traktu s pozvolnym uvavanim, pi zachovani
jejich dostateéné aktivity. Diky enkapsulaci, jak potvrzuji i jirsfudie [96], jsou tedy enzymy stabilni
v riznych podminkéach a zachovéavaji si i svoji aktivitu.

Déle byla pomoci jamkového difuzniho testu potvezantimikrobidlni aktivita jak prazdnyatastic,
piedevsim chitosanovych, ale zejméwdatic, které obsahovaly gmproteas a lysozymu. Provedené
experimenty potvrdily, Ze lysozym i po enkapsulspole&n¢ s rekterymi proteasami nedegraduje a
zachovava si i svoji aktivitu (stejako v gipac jeho enkapsulace samostatiz. kap.5.3.7). Nze
byt tedy souasti i vicesloZzkového preparatucemého ke komplexnimu hojeni rartigadré pro
aplikace v enzymové terapii. Tytorqupoklady a potencialni aplikace potvrzuji i dad&lborné
studie [98, 102].

5.4.7 Stanoveni sedimenténi stability ¢astic s enkapsulovanymi enzymy

Stanoveni sedimentaich vlastnosti pomoci analytické centrifugace bglovedeno u manudin
ptipravenych polysacharidovyclkiastic a liposor, podle postupu uvedenym v kapitole 4.12.
Tabulka 52 porovnava nestabilitu jednotlivych vZorkndex nestability udava smmici kiivky

v prvnich fazich centrifugac€im je hodnota vy3si, tim je systém raétabilni.

Tabulka 52 Porovnani indéxestability vybranych vzaik stanoveni sedimentai stability

Castice Index nestability (1/h) Castice Index nestability (1/h)
CHA - Trypsin 3,1122+0,0665 CHA - Bromela|n 3,5164a712
A - Trypsin 0,4992+0,0265 A - Bromelain 1,8253+®05
L - Trypsin 0,8926+0,0318 L - Bromelain 1,0582+((H04
L - prazdné 0,4876+0,0356 A - prazdné 0,7677+0,029¢
CHA - pradzdné 2,3958+0,0625

Nejvyssi hodnota sénmnice byla dosazena u prazdnych chitosan-alginaséefic. Tytocastice jsou
tedy nejmén stabilni z testovanyctéstic a nejrychleji u nich dochazi k sedimentacgkbbovych a
chitosanovychéastic nedochazelo k viditelnému usazovani vaoNzorky byly velmi ¢iré jiz na
pocatku centifugace, nedochazelo tedy keé¢mntransmitance viivem od&divého pole, a proto
nemohly byt tyto vzorky vyhodnoceny pomoci indexstability.

V nésledujicich grafech je zobrazena na ose yrasce, na ose x pak pozice v kyvétpravo je
dno kyvety). Vzorky chitosanovyclkiastic byly vemiciré a nebyla u nich pozorovat zZadnou
sedimentaci stefnjako u Skobovychcastic. Obec# lze tici, Ze vlivem enkapsulace enzgnse
sedimentani vlastnosti ¢astic nezréni nebo pouze minim&n U chitosan-alginatovycltastic
dochazelo k homogenni sedimentaci. U dna byl paZoreznik sedimentu. Pouze u tohoto tyatic
dochézelo k odliSné sedimentaci prazdnyéktic acastic s enzymem.itRemz u prazdnycliastic
dochéazi k vyrazgjsi sedimentaci nez u vzarks enkapsulovanym enzymem. U alginatovyélstic
dochézelo z ptku k homogennimu usazovatéstic s pozvolnym nadznakem zénové sedimentace.
Pravd@podobré tedy postupé dochazi k tvorb agregét a jejich nadslednému hromadnému usazovani.
U prazdnych liposoiin dochazelo k homogenni sedimentaci a t¥osedimentu na dn kyvety.

U liposom s enkapsulovanymi enzymy vSak dochazelo spiSéykéduzi a nez k sedimentaci vzorku.
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Graf 41. Stanoveni sedimedttd stability castic A) prazdnécastice; B) castice s bromelainem;
1- alginat-chitosanovéastice; 2- liposomovééstice

5.5 Enkapsulace probiotik a prebiotik

V této ¢asti prace byly testovany moZznosti enkapsulaceigtiokych kmeri. Déle byla testovana
moznost koenkapsulace probiotickych bakterii argdle j@mene jako prebiotika.

Modelovymi mikroorganismy pro enkapsulace byly mmyl kmenyLactobacillus acidophilusa
Bifodobacter breveByly piipraveny alginatove, chitosanove, chitosan-algvétahitosan-agarové,
chitosan-Skrobové, alginat-agarové, alginat-aga®salginat-Skrobové, alginat-pullulanovéstice a
alginatovééstice s fidavkem CMC.

Mikroorganismy byly kultivovany v koménim MRS médiu § teplot 37°C. Po 24 hodinach byly
buiky enkapsulovany. itodni extrakty zelenéhodmene byly nejprve charakterizovany a nastedn
pouzity k enkapsulaci.

5.5.1 Charakterizace

Ptirodni extrakty zeleného gmene, pipravené dle navodu uvedeného v kapitole 4.6.2ly by
charakterizovany pomoci nasledujicich skupinovyishrakteristik: stanoveni celkovych polyfemol
celkovych flavonoid, stanoveni antioxidai aktivity, stanoveni obsahu bilkovin a chlorofglab.

Tabulka 53. Charakterizace zelenyctinpeni

¢ (mg/q) polyfenoly flavonoidy | antioxidai aktivita bilkoviny chlorofyla | chlorofylb
Praskovy | g 234009 | 1,09 +0,04 5,95 + 0,03 36,15 + 0,32 ND ND
jecmen

v t -

ffcrfng 0,80+001 | 0,02+0004 0,18+ 0,006 2,63+0/11 40,82 758,51

Dle vysledki uvedenych v Tabulce 53 ma praskov¢njen zejména vysoky obsah bilkovin, coz
potvrzuje fakt, Ze zeleny §emen je bohaty na obsah enzZynV porovnani s praskovym dmenem
byly u ¢erstvého jémene stanoveny velmi nizké hodnoty bilkovin. V goA&m preparatu tedy doslo
k zna&nému zkoncentrovani protéirvlivem odstra#ini vody. Naopak obsah chlorofiyb a b byl
zjiStén pouze ucerstvého jémene, v praSkovém dmeni nebyly identifikovany v detekovatelném
mnozstvi. vodem je ¥ejm¢ obecr nizkéa stabilita chlorofyi.

115



5.5.2 Stanoveni enkapsuléni Gé¢innosti

Pro gipravucastic byl pouzit enkapsulator Biichi B-395 Priggmy postup je uveden v kapitole 4.8.2.
Uginnost enkapsulace byla zjga dle mnoZstvi volnych polyferigl bilkovin pipadré burgk po
enkapsulace stejrjako pred enkapsulaci a byla vyjésha v procentech.

MnoZstvi polyfenal a bilkovin bylo stanoveno pomoci spektrofotométrah metod. MnoZstvi
burgk bylo sledovano pomoci {iokové cytometrie, ifpadré patitanim bugk pomoci Burkerovy
komarky.

Tabulka 54. Stanoveni enkapstiadcinnosti - je‘men

material typ ¢astice je¢men je¢men
derstvy suseny
alginat kapsule (centrif) 25,7 26,1
alginét matrix 100 100
alginat Skrob (1:1) matrix X 100
alginat Skrob (4:1) matrix X 100
chitosan matrix 100 100
chitosan a agar matrix 100 100
alginat kapsule 56,2 X

U vétSiny castic bylo dosazeno téa 100% enkapsulai innosti (Tabulka 54 a Tabulka 55).
Nejmensi dinnosti bylo dosazeno u zelenéhoénene pi pouZziti ¢astic z alginat typu kapsule (kdy
jeémen tvdil jadro a obal tval cisty alginat). U testovanyckiastic s obsahem probiotik byla
enkapsulani (&innost 100%, pouze &astic s pidavkem Skrobu byladinnost nizsi, pohybovala se od
80 do 98%.

Tabulka 55. Stanoveni enkapstriadcinnosti — probiotika

material/typ alginat alginat alginat Skrob alginat Skrob alginat/
castice agar/matrix pullulan/matrix (1:1)/matrix (4:1)/ matrix kapsule
EU (%) 100 100 100 80 93,2

material/typ alginat, 300 alginat, 450 alginat/Skrob alginat CMC alginat CMC
Céastice pm/matrix pm/matrix (2:1)/matrix (4:1)/ matrix (2:1)/ matrix
EU (%) 100 100 95 100 100

material/typ . . alginat chitosan Skrob| chitosan Skrob chitosan a
L chitosan/ matrix . . . . .
castice chitosan/matrix (4:1)/ matrix (2:1)/ matrix agar/matrix
EU (%) 100 100 98 90 100

Po enkapsulaci bylyastice dale charakterizovany z hlediska jejichkesdii a morfologie pomoci
mikroskopie.

160x alginatovéastice 640x alginatoveéastice 1600x alginatovéastice
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus acidophilus Lactobacillus acidophilus
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40x— alginat-chitosan-

1600x alginatoveéastice 40x — alginat-chitosanovéstice o .
o . . . alginatové.actobacillus
Bifidobacter breve Lactobacillus acidophilus . .
acidophilus
Obrazek 14. Stanoveni morfologie a velikéastic s obsahem probiotickych - svtelna
mikroskopie

A B

Obrazek 15. Stanoveni viability kv ¢asticich pomoci fluorescémi mikroskopie A vSechny
buiky); B) mrtvé briky

Viability bun¢k byla sledovanaipd enkapsulaci pomocitpokové cytometrie (pouzita fluorescen
sonda byl propidiumjodid, viz Tabulka 56. ¥ipad enkapsulace probiotickych bakterii byla
sledovana row viabilita enkapsulovanych bék a to i v pfibéhu skladovani a vlivem traveni.
Viabilita bungk v ¢asticich byla sledovana pomoci optické a fluorestiemikroskopie (Obrazek 15)
za vyuziti methylenové maeida propidiumjodidu.
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-Obfézek 16: Pklad stanoveni viability a pitu blmz“k n-a- C)-/tomé'-[f-ﬁ |
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Mnozstvi uvolgnych burk bylo sledovano pomoci fiokové cytometrie (Obrazek 16)fipadré
pocitanim buk pomoci Burkerovy korirky s pouzitim methylenové miid

Tabulka 56. Pow@r Zivych a mrtvych bakterii po 24hodinové kultivaci

druh bakterie | Méieni Paet burgk v 1 pl Zivé buiky v 1 pl [%]
LA 1 230 580 95
2 261 510 94
3 211710 93
BB 1 195 740 98
2 202 650 99
3 217 700 99,5

Obréazek 17. Alginatovéastice A) koenkapulace probiotik a zelenékionene 400 um;
B)enkapsulace probiotil300 um C- koenkapulace probiotik a zelenéhénpene 900 pum

5.5.3 Stanoveni stability¢astic s prebiotiky v modelovych podminkéach travicile traktu

U céstic s enkapsulovanou aktivni sloZzkou byla sleday@jich stabilita v modelovém fyziologickém
prostedi simulujicim traveni. Odolno&hstic v podminkach gastrointestinalniho traktu Isy¢mlovana
pomoci modelovych travicich'&v pipravenych dle &né receptury (4.13). Byla pouzita Zaltwle
pankreaticka a Ztiova $ava.
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Graf 42. Stabilitacastic obsahujicich prasSkovydmen — mnozstvi uveinych A)polyfenal, B)

bilkovin % — modelové traveni
Zkratky: A - alginatovéastice; A-S — alginatovéastice s pidavkem Skrobu; CH — chitosanodéstice

Béhem traveni dochazelo k pozvolnému uiesiani enkapsulovanych slozek. ddstic obsahujicich
zeleny j@men (Graf 42) dochazelo k nejvyra@imu rozpadu vlivem #vnich $av. Céstice jsou
tedy vhodné k pozvolnému uvalvani aktivnich slozek v zazivacim traktu. V kyselgaludénim
prostedi byly stabilni zejména alginatougastice, u kterych dochazelo iv presti steva k
minimalnimu uvolgni enkapsulovanych slozek.
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Diky kombinaci alginatu a 3krobu bylo vSak dosaZdio vhodrgjSich vlastnostic¢astic s

vyrazrgjSim pozvolnym uvalovanim v cilovém progdi tenkého sg¢va. V ffipac zeleného jgmenu

byla testovana nejen mozZnost pouziti kainéro praskového produktu, al€erstw vypéstovaného
je¢mene, ze kterého byliipraven extrakt (Graf 43). Srovnanim stability oltestovanych bylo ve
fyziologickém prostedi modelového traveni dosazeno obdobnych vyaledk
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Graf 43. Stabilitacastic obsahujicéerstvy j@men — mnoZstvi uvainych A)polyfenal, B) bilkovin %

— modelové traveni
Zkratky: A - alginatovéastice; A-S — alginatovéastice s pidavkem $krobu; CH — chitosanasiéstice

CH-agar (matrix)

Rovrez u pipravenych ¢astic s obsahem probiotickych IBkn byla sledovana jejich stabilita
v simulovanychdlnich tekutinach, a to nejen z pohledu mnozstvindroych burk (Tabulka 57), ale
i z hlediska zachovani viability enkapsulovanyalvalnénych burtk (Tabulka 58).

Bakterie byly po 24hodinové kultivaci a enkapsulatoZzeny do modelovychélnich tekutin.
V pankreatické taw a v Zaludéni 4w byly inkubovany po dobu 20 minut a ve &wé $aw byly
ponechany 40 minut, vSaigeplot 37°C. Ve volném roztoku bylo pomocitpokové cytometrie
sledovano mnoZstvi a viabilita uvelych burk. V ¢asticich byl por&r Zivych a mrtvych bugk
sledovan pomoci optické a fluoreséen mikroskopie za vyuZiti methylenové ntoda
propidiumjodidu.

Pasobenim Zaludmi &avy na pipravenécastice nebyla pozorovana zadrésy znena, uvolnilo se
jen nepatrné mnoZzstvi bakterii &t3ina z nich byla Ziva. Uvriitkapsle byla takéipvazna ¥tSina
Zivych burgk. Mimo ¢astice bylo uvolino maximalg 30 % bakterii, a to z obalu, ktery byl fen
kombinaci chitosanu a Skrobu. Ostatastice byly odolgSi a do Zaludani ¥avy uvohovaly jen do
10 % enkapsulovanych b&ka Polysacharidovéastice tedy &staly vici této modelové i odolné a
splnily tak hlavni kritérium pro ochranu hiknpred nepiznivym vlivem kyselé Zaludmi &avy.
Druhou testovanou byla pankreaticka¥a (model z&tku tenkého séva). Z vysledk vyplyva, Ze na
strukturucdstic pisobila vice nez Zaludei prostedi a Zldova Fava. Bylo v ni nejvice uvoémych
burgk. V procentech se et uvolrgnych burk pohyboval nejasgji mezi 40 % az 60 %
enkapsulovaného mnozstvi. Bkterych ¢astic, gedevsim u alginat-Skrobovychfipadré chitosan-
Skrobovychéastic, doslo k vyrazfi§imu rozpadu a get uvolréenych burk byl nad 70 %. Bakterie
uvolnéné z¢astice byly ve $tSing pripadi Zivé, vyskyt mrtvé bugk se v maximech pohyboval do 20
% z celkového pdu uvolrgnych. V¢asticich modifikovanych Skrobem bylo mnoZzstvi mdivpurek
jen nepatrné. Uvnitostatnich kapsli byl @get Zivych bakterii nad 80 %.

V poslednim testovaném modelu (tenkéhewst), ve Zldové $aw, bylo nalezeno podobné mnoZstvi
uvolnénych burk jako v Zaludéni ¥aw. Nejvice uvoldnych burk bylo stanoveno Zastic, které
byly modifikovany Skrobem, okolo 50 %. Z toho v#3in¢ piipadi byly vSechny biiky Zivé. Rovigz
alginatoveé ¢astice modifikované pullulanem uwolvaly WtSi mnoZstvi enkapsulovanych Bun
V ostatnich¢ésticich se pget uvolrgnych bakterii pohyboval kolem 20 %. Uuniiastic s podilem
Skrobu byly pevazré vSechny biiky Zivé. U ostatnich typ ¢astic byl pgéet mrtvych busk uvnit
kapsli do 20 %.
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Tabulka 57. MnoZstvi uvainych buik z¢astic - modelové traveni

Uvolnéné mnozstvi % Zaludai ¥ava Pankreatick&’dva Zluwova $ava
Typ ¢astice LA BB LA BB LA BB
alginat, 300 um 3,8 9,6 55,1 423 15,6 17,8
alginat, 450 um 5,4 51 52,8 40,1 20,1 7,3
alginat Skrob (4:1) 2,1 11,9 81,1 72,5 25,2 31,4
alginat krob (2:1) 6,0 3.3 80,0 75,3 28,5 43,0
alginat CMC (4:1) 3,9 4.9 46,7 415 20,1 25,2
alginat CMC (2:1) 45 8,8 54,8 51,2 28,7 7,9
4% alginat, 450 pm 6,5 4.9 63,4 37,6 27,2 24,1
chitosan Skrob (4:1) 23,1 30,8 85,8 83,0 44,6 150,
chitosan Skrob (2:1) 30,2 20,4 86,6 79,8 55,7 42,7
Tabulka 58. Procenta Zivych bakterii v kapsli a mkapsli - modelové traveni
Zivé bakterie % Zaludeni ¥ava Pankreatick&'dva Zlwova Fava
uvnitt kapsle mimo kapsl uvriikapsle mimo kapsl| uvrikapsle| mimo kapsl
Typ castice LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB
alginat, 300 um 90 91,3 100 66|7 92,8 92,9 0 B0 ,7 86 85 100 75
alginat, 450 pm 95 95,2 100 100 84,6 10( 100 100 ,2 8893,3 60 100
alginat Skrob (4:1) 98 94,4 100 100 81,8 89 8B3,3,88192,3| 81,8/ 100 100
alginat Skrob (2:1) 94,4 94 100 100 83,8 85,7 8k3X6| 70,6| 87,5 100 10(
alginat CMC (4:1) 83,9 91,3 50 100 83,3 93,3 83,3 47183,3| 72,7 100 100
alginat CMC (2:1) 92 88,5 100 100 85,7 94,7 955 7867,8| 89,5 100/ 66,7
4% alginat, 450 pm 96,9 87,5 100 100 947 941 | (HR,3 84 92,6/ 100 100
chitosan Skrob (4:1) 100 10Q 100 64,7 100 100 10Mm,7 | 100| 100| 100 10(
chitosan Skrob (2:1) 100 100 100 100 875 100 94100 | 87,5 100f 85,1 83,8
100 -
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Graf 44. Stabilitacastic obsahujici probiotika a demen — mnoZstvi uveinych buik % — modelové

traveni
Zkratky: A - alginatovéastice; A-S — alginatovéastice s pidavkem $krobu; CH — chitosanaiéstice

RovreZ i u polysacharidovycliastic s koenkapsulovanou &sh probiotik a zeleného §menu byl u
¢astic zaznamenan stejny trend pozvolnéhonox@ni bukk v prostedi tenkého #eva (Graf 44) a
minimalni uvolréni burék v simulovaném Zaludaim prostedi.

Zawrem lze fici, Zze gipravené polysacharidovéastice (pedevsSim vSakcéastice s fdavkem
modifikovaného Skrobu) jsou velmi vhodné k ockirgnobiotickych bugk i enzynii a antioxidant
zeleného jgmene ped nepiznivym vlivem Zaludéni ¥avy. Tim miiZe dojit k jejich pozvolnému
uvoliovani v progedi tenkého gkva, kde mohou v pIné sile plnit svoji funkci.
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5.5.4 Stanoveni stabilityéastic s probiotiky a prebiotiky v modelovych potravnach
Dale byla wastic, obdobnym Zsobem jako v fipadt sledovani stability ve fyziologickém prosdli,
sledovana i stabilita v modelovych a realnych patréch dle postupu v kapitole 4.14.

5.5.4.1Prebiotika — zeleny gmen
Pri sledovani dlouhodobé stabilityastic v modelovych potravindch bylotastic s obsahem zeleného
je¢mene sledovano mnoZzstvi uvéhych polyfenal, proteiri a chlorofyfi.

Tabulka 59. Dlouhodoba stabilit@astic osahujicich praskovy gmen — mnoZstvi uveinych
polyfenoli % - modelové potraviny

typ castice doba’ vodné | kyselé proged alkohoIO\{é tuéné ]
skladovani prostedi prostedi prostedi

1. tyden 25,0 40,5 41,9 49,6

alginat kapsule 4. tyden 41,8 46,0 42,9 62,0
8. tyden 47,0 51,6 43,8 71,4

1. tyden 25,7 19,6 21,3 26,3

alginat matrix 4. tyden 26,7 20,1 26,8 28,5

8. tyden 36,2 31,5 37,4 36,7

1. tyden 49,0 51,2 25,4 47,8

alginat (Slkrl‘;b matriy ™ i oden 62,5 56,7 42,6 54.8
' 8. tyden 72,6 66,0 63,4 63,0

1. tyden 17,8 34,2 18,3 32,6

alginat a‘frl‘;b matriy ™ i oden 25.4 348 19,7 345
' 8. tyden 35,6 39,0 40,3 40,6

1. tyden 12,9 13,2 11,5 23,9

chitosan matrix 4. tyden 17,5 22,4 20,9 31,8
8. tyden 27,3 23,3 32,8 36,9

1. tyden 10,3 11,9 7,2 11,6

chitosan agar matrix 4. tyden 10,5 15,0 12,2 15,1
8. tyden 14,3 19,9 14,4 21,7

Stabilitacastic obsahujicich praSkovycjaen byla ovliviéna nejen druhem obalového materiélu, ale i
zpasobem enkapsulace (Tabulka 59). Zcela nejniZSilitaayla zaznamenana u alginatovych kapsli s
obsahem j&mene vjadru. Po osmi tydnech skladovani dosSlo blndni piiblizné poloviny
enkapsulovaného mnozstvi, ¢mém prostedi dokonce az 71,4 %. Tak&astic tvdenych alginatem

s pridavkem 3krobu v po#énu 1:1 doSlo k uvoleni vysokého mnoZstvi enkapsulovanych
polyfenolickych sloZek, nad 60%. Zde méa na nestabilavni podil obsah Skrobu.

Alginatove ¢astice ndly obdobnou stabilitu jak@astice alginat-Skrobovétipravené v porru 4:1.
Alginat-8krobové ¢astice ale navic vykazovaly mnohem lepsi strawitgln Po dvou ®sicich
skladovani se wthtocéastic, a to ve vSech testovanych pfedich, uvolnilo do 40% enkapsulovanych
polyfenoli. NejvySSi stabilita byla vSak stanovena u chitosgoh ¢astic, gicemz v gipadt pridavku
agaru doSlo navic nejen k vylepSeni mechanickélisyatEchto ¢astic, ale rové i k zvySeni jejich
dlouhodobé stability i uchovavani v modelovych potravinach. Uwaid mnoZstvi se po
dvoun®siécnim skladovani pohybovalo do 20%iti Porovnani stability v jednotlivych prdsidich
nebyly u ¥tSiny testovanychtastic zaznamenany vyrazné rozdily. U alginat-Skvgbb (4:1) a
chitosan-agarovycliastic, které byly vyhodnoceny jako nejvhégh pro enkapsulaci praskového
zeleného jeémenu, byla rovéZ sledovana mira uvaini bilkovin, resp. enzytn
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Graf 45. Dlouhodoba stabilitégastic obsahujicich praSkovycjaen — mnozstvi uveinych bilkovin %
- modelové potraviny

| vtomto gipac stejré jako u sledovani mnoZstvi uvelmych polyfenolickych sloZek byly jako

v s

nez polovinu nizsi, nez viypad alginat-Skrobovychtastic. Ri srovnani stability v jednotlivych
prostedich nebyly oft zaznamenany vyrazné rozdily.

Tabulka 60. Dlouhodobé stabilitéstic osahujiciclderstvy j@men — mnoZzstvi uvelnych polyfenal
% - modelové potraviny

typ ¢astice sklgggséni vodné prosedi| kyselé prosedi| alkoholové prodedi| tuéné prostedi

1. tyden 25,7 34,4 46,6 24,7

alginat kapsulg 4. tyden 27,6 35,4 57,7 38,5

8. tyden 47,1 42,2 59,2 44,8

1. tyden 5,7 6,7 9,7 11,5

alginat matrix 4. tyden 6,4 8,1 15,1 17,4

8. tyden 9 8,9 17 22,9

1. tyden 13,4 11 14 15,3

chitosan matriy 4. tyden 36,5 35,4 31,7 24,5

8. tyden 50,5 51,5 48,4 54,6

_ 1. tyden 12,2 8,2 21,7 16,6

chitosan agar ™= “oq 0, 38 29 39,4 31,4
matrix

8. tyden 43,4 34,4 36,7 42,3

Stejre jako v pipac enkapsulace praskovéhaieene i v pipad pouZiti cerstvého jémenu ngly

sy s

s

je¢émenu byla zaznamenana zvySena stabilita algindtowastic, a naopak nizSi stabilita u
chitosanovychtastic ve srovnani &sticemi se suSenyméj@enem, kde byly stabiési chitosanové
¢éastice. U chitosanovyadlastic s pidavkem agaru bylo @psledovano zvySeni dlouhodobé stability.
Obecrt nejstabilijSi modelovou potravinou byla modelova kyseld alatkickd potravina. Naopak
neutralni vodné prostdi a tukové prostdi pisobilo na sniZeni stability polysacharidovyidstic.
Rozdily byly vSak ot minimalni.

Analyzou miry uvolgni obsahu bilkovin v ramci dlouhodobé stability #G46) byl v gipad
enkapsulac&erstvého extraktu zelenéhateenu vyhodnocen jako nejstaldi§i obalovy material
alginat. NejvySSi uvobné mnozstvi bilkovin bylo detekovano u chitosandvyéstic, kde po
8 tydnech skladovani doslo k uvein az 90 % enkapsulovaného mnoZstvi bilkovin.
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Cerstvy j&men obsahuje vy33i mnoZstvi aktivnich eniykieré jsou tak destabilizaich faktof a
zkracuji interval, po ktergastice vykazuji dostateou stabilitu. Pro dlouhodobé uchovavéastic
s obsahem fgnenu je vhodgSi pouZziti jeho praskove formy.
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Graf 46. Dlouhodoba stabilitdastic obsahujiciclderstvy j@men — mnoZzstvi uveinych bilkovin % -
modelové potraviny

Jako dalSi z charakteristik v tf¢hu sledovani dlouhodobé stabilittastic byl zji¥ovan obsah
uvolnénych chlorofyll a a b. NejvySSi uvoldné mnozstvi chlorofyl bylo stanoveno u alginatovych
¢astic typu kapsule, kde bylo vipnéru po 8 tydnech uvolmo 6% enkapsulovaného mnoZstvi.
U ostatnichtastic, kde byl pouzit typastice matrix, bylo zaznamenano po 8 tydnech pmiaamalni
uvolnéné mnozZstvi do 2%.iPinterpretaci &chto dat je vSaki¢ba vzit do Gvahy vysokou nestabilitu
chlorofyla pfi manipulaci a jejich velmi nizky obsah v preparAadleného jgmene.

Zawrem lzefrici, Ze optimalni obalovy material pedstice s enkapsulovanym praskovyrinjenem
piredstavovala sis alginatu a Skrobu v pamu 4:1, gicemz gidavek Skrobu zvySoval rozp&dstic

v poZadovanycltastech travici soustavy. DalSim vhodnym materidigta snés chitosanu a agaru
v poneru 1:1. A to zejména z hlediska ochrany a stabéitgynii a bilkovin obsazenych vdmeni.
Zasadni podminkou je volb&stic typu matrix, kdy je mozné enkapsulovat i widk obsazenou
v nerozpustném podilu. \ripack cerstvého jeémene byla obeen zjisSt€na niz8i kompatibilita
s obalovymi materidly,idrodem niize byt obsah vyraznaktivrgjSich slozek ve srovnani sjaenem
suSenym. Jako optimalni obalovy material k enkazswerstvého jémenu z hlediska dlouhodobé
stability byl vyhodnocen alginat. Bylo zj&to, Ze tento material maximé&lnchrani obsaZené
antioxidanty, chlorofyly i bilkoviny, navic uvotni vSech aktivnich sloZek nastava az vewstim
prostedi. Castice jsou tedy vhodné pro aplikace do potravifizané uvailovani aktivnich latek
v zazivacim traktu.

5.5.4.2Probiotika

DalSi cast prace se tykala enkapsulace probiotickych baki (Eelem jejich stabilizace a uchovani
viability. Inned po enkapsulaci a aplikaci do mangich potravin nebyly uvobmy Zadné biiky. Po
dvou dnech, kdy bylgastice v modelovych potravinach, nedoslo &&inzadnému uvokni burgk.
VétSi paet uvolrenych bakterii byl pozorovan pouze gkterychéastic, zejména wéstic s obsahem
Skrobu. Co se tie viability burgk, paiet mrtvych busk ve v3ech typechastic a u viech testovanych
prostedich nepesahl 10%.

Po 6 dnech skladovani bylo uvsimo u &tSiny ¢astic a ve vSech typech modelovych piedit okolo 5
% z enkapsulovaného mnozstvi BkiiTabulka 61).

Uvnitit kapsli (Tabulka 62), uchovavanych ve vodném pedst nebyly nalezeny Zadné mrtvéiky

Pfi uchovavani v roztoku ethanolu bylde Zivych bugk uvnitt ¢astic nad 80 %. V kyselém presti
bylo uvnitt vétSiny ¢astic asi 15 % mrtvych beik.
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Tabulka 61. Uvolené mnoZstvi byl % - modelové potraviny

destilovana voda ethanol kyselina octova B% ¢éSwoda: olej v porru 1:4

6dni| 4tydny| 6dn{ 4tydny 6dn 4 tydn 6 dni tydny
Al 39 55,1 4,6 15,5 3.1 10,6 2,5 39,1
B| 55 64,2 3,8 12,0 2,4 22,8 2,5 40,3
C| 69 71,1 2,0 13,5 4,1 25,2 4,0 52,5
D| 7.2 59,5 4,7 14,9 5,0 18,5 3,3 45,0
E| 67 46,7 4,2 21,8 59 20,1 4,0 45,7
F| 63 54,8 34 16,0 4,5 11,9 2,1 31,2
G| 38 63,4 11 9,6 25 16,3 1,0 36,7
H| 7,3 75,8 3,0 12,5 6,1 14,6 3,5 43,0
I 7.9 66,6 5,2 9,1 5,2 25,7 59 49,8

Pozn.: A) alginat, 300 um; B) alginat, 450 um; @iaat Skrob (4:1); D) alginat Skrob (2:1;) E) algat CMC
(4:1;) F) alginat CMC (2:1); G) 4% alginat; H) ctisan Skrob (4:1); I) chitosan Skrob (2:1)

Tabulka 62. Procenta Zivych bakterii v kapsli a mkapsli - modelové potraviny

6 dni destilovana voda 4 tydny destilovana voda dniGethanol 4 tydny ethanol

uvnitt kapsle mimo kapsli uvriikapsle mimo kapsli uvriikapsle mimo kapsli uvriikapsle mimo kapsli

LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA| BH
A | 66,7 70 97,1 100 68,7 55 60| 61,1 57,1 58,8 q 772 583 75 50
B 60 29,4 87,5 100 78,3 57,1 45,5 66}, 7 70)6 58,3 0 63,6 58,8 60 57,1
C 89,5 50 71,4 96,3 76,9 80 82,6 75 84,6 95|5 66,7 100 69,2 69,2 75 75
D | 94,7 93,7| 96,8/ 93,7 80 70 75 78/9 85,7 88|2 100 6,76 66,7 73,3 66,7 66,7
E 84,6 96,9 92,3 92,3 84,4 78,9 727 78,9 88|19 90 6,76 100 70,8 70,8 60 66,7
F | 929 85,7 90 714 81,2 81,9 76)9 8p 90/5 895 766, 66,7 75 73,9 66,7 66,7
G 58,3 70 100 75 75 75 77,8 75 52,6 64,6 66, 66,7 66,7 75 75 60
H 100 75 80 75 / / 95 91,7 60 75 66,7 66,7 / / 80 71,4
| 100 100 75 66,7 / / 100 | 90,9 80 75 66,7 66,7 / / 62,5 66,7

6 dni kyselina octova 3% 4 tydny kyselina octo% 3 6 dni Snis voda: olej v powru 1:4 4 tydny Siés voda: olej v pogru 1:4

uvnitt kapsle mimo kapsli uvriikapsle mimo kapsli uvriikapsle mimo kapsli uvriikapsle mimo kapsli

LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA| BH
A | 56,5 52 48,2| 45,0 64,7 45 60 5( 70,6 75 69 65,0 60,9 66,7 50 45,5
B 36,4 41,7 39,0 33,3 53,6 545 5( 33,3 45)5 733 0 § 58,1 73,3 61,9 50 54,5
C 85,7 86,2 66,7 25 76,5 75 83,8 66}, 7 89)5 88,2 96 95,7 72,2 69,6 62,5 66,7
D | 875 85,7 50 35,0 85,7 86,1 66(7 66,7 87)5 833 5 9 846 72,2 70,6 70 66,7
E 83,6 87,5 50 33,3 76,5 73,7 79 66}, 7 83)3 90,5 877, 84,6 72,2 65 62,5 57,1
F | 885 857| 66,7 30, 77,8 75 66|7 66,7 87(5 8b 877, 941 97,4 70 60 70
G 72,2 50 66,7 39,5 73,3 71,4 5( 5 80,8 86|4 90 80 80 75 66,7 66,7
H | 833 66,7 60 66,7 / / 88,9 | 833 71,4 77,8 80 75 / / 66,7 75
| 75 84,6 75 55 / / 83,3 | 833 83,3 75 100 100 / / 77,8 80

Pozn.: A) alginat, 300 um; B) alginat, 450 um; @iaat Skrob (4:1); D) alginat Skrob (2:1;) E) algat CMC
(4:1;) F) alginat CMC (2:1); G) 4% alginat; H) chosan Skrob (4:1); I) chitosan Skrob (2:1)

V ptipact skladovani v modelové potrairs obsahem oleje bylo po 6 dnech stanovenasticich
mezi 15 % a 25 % mrtvych bék Paiet mrtvych bakterii, které byly uvainy z ¢astice, byl nejastji

do 20 %. V kyselém pragtdi byl podil mrtvych butk, které se nachazely ming@astici, nad 50 %,
predevsim pak u kmerigfidobacter breve
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Po 4 tydnech skladovani ve vodném piedit byl péet mrtvych busk uvnitt kapsle stanoven pod
25%, jen ugastic z alginatu byl peet mrtvych bakterii nad 30 %. MimgAstici byl pd&et mrtvych
buntk mezi 20-40 %, pouze u chitosanovy&dstic modifikovanych Skrobem bylo mrtvych bakterii
pod 10%. MnozZstvi uvolmych burk bylo u \&t3iny ¢astic 50-60 % enkapsulovaného mnozstvi.
V prostedi alkoholu byl p&et uvolrénych bakterii zZastic za 4 tydny od 10 % do 20 %, z toho
mnozstvi bylo 30 % az 50 % mrtvych &ln Uvnitt kapsle byl pdet mrtvych busk stanoven mezi
20% az 30 %. V kyselém prastli bylo poctyiech tydnech uvokno do 30 % enkapsulované
mnozstvi busk. Castice obsahovaly vfméru okolo 30 % mrtvych butk, mimo ¢astici bylo
mrtvych burk zhruba o 10 % vice. Po 4 tydnech v modelovétném prostedi bylo uvolgno 40%

z pavodniho pdétu bakterii acastice obsahovaly vice nez 60 % Zzivych ddunEnkapsulované
probiotické bakterie Ize tedy povaZovat za pow stabilni i [fi dlouhodobém uchovavani uzanych
modelovych podminkéch

V piipads ¢astic, u kterych bylo v ivodnim experimentiignkapsulaci probiotik dosazeno nejlepSich
vysledki stability a které byly row¥ pouZity k enkapsulaci zelenéhdjeene, byla dale ipsrji
posuzovana jejich dlouhodoba stabilitacéstic byla sledovana nejen viabilita a mnoZstvilmtroych
burgk, ale roviez naist burgk uvniti ¢astice. Enkapsulovany byly fiky bez média.

Vy38Si uvolrgné mnoZstvi enkapsulovanych Blirbylo zaznamenano tastic z alginatu ifp pouZiti
typu kapsule, row¥ byl u €chto ¢astic stanoven zvySujici se podil mrtvych dunlev niize byt
zpasoben vysS8i nestabilitatastic a niZzsi difuzi Zivin do igducastic v porovnani sifpady, kdy jsou
buiky dispergovany v celém objemu. U ostatniditic bylo zaznamenano pouze minimalni usoén
mnozstvi enkapsulovanych probiotickych Bkin(do 1%), a to ve vSech typech testovanych
modelovych progedi.

chitosanovychtastic, kde byl ndist burgk okolo 10%. U alginatovyckiastic byl zaznamenén vyssi
narist burgk, v priméru okolo 50%. Nejvyssi nést burgk byl stanoven u alginat-Skrobovych a
chitosan-agarovych, kde bylo stanoveno iz po tyd00% navySeni @tu burgk ve vSech typech
modelovych prosedi. Agar tedy zmiiuje nepiznivé prostedi chitosanu a éZe slouZit jako substrat
pro buiky. Stejré tak Skrob, v fipac alginatovychtastic, slouzi ejme jako substrat.

Déle byla o¥fovana viability enkapsulovanych a uvéhych burk. Viabilita burgk v
polysacharidovycliasticich byla v jednotlivych prastdich velmi podobna, ro¥a mezi jednotlivymi
¢asticemi nebyly znamenanyils vyrazné rozdily. U v3ech testovany¢hstic bylo po rssici

v ¢asticich zaznamenano wvipméru 25% mrtvych. Po dvou &ricich skladovani v modelovych
potravinach byl p&et mrtvych bugk v ¢asticich v piméru 50%. Nejvice Zivych buwk bylo
stanoveno v alginat-8krobovych a alginatovy@sticich. V pipad uvolnénych burk vykazovala
viabilita shodny trend jako §asticich, picemZ u uvolgnych burk bylo stanoveno v fiméru o 10%
vys$8i mnozstvi mrtvych beh. VyrazrgjSi podil mrtvych bugk v provedeném experimentu je
vysledkem nedostatku Zivin v modelovych potravinach

Vysevenastic na pevna média po skeni experimentu byla ro¥a owiena Zivotaschopnost bt

V ptipact vétSiny castic, doslo okoloc¢astic na pevném médiu k rdtu Kkolonii. Pouzegiste
chitosanov&astice poskytly negativni vysledek a po dvésitnim skladovani nebyl zaznamenan na
pevnych médiichtist takto enkapsulovanych bikn

Obecrt byl jako nejvhod#jSi material pro enkapsulace kunzvolen alginat. Je mozné, Zenky
dokdZzou v uiité mire vyuzit alginat jako substrat, kdeZto chitosafZzen pisobit spiSe mirh
antimikrobialré. NejvhodrjSimi ¢asticemi byly s nejvy3Sim ptem burk v ¢asticich a s nejvyssi
viabilitou burek stanoveny alginat Skrobovéstice (pordr 4:1) a dale chitosan agaro¥éstice. Agar
zmimoval nepiznivé prodtedi chitosanu, zpéeval ¢astice a pro hiky slouZil jako substrat.
Z dosazenych vysledkvypliva, Zecastice byly v modelovych potravinach pénmé stabilni. Obec
lze tedy konstatovat, Ze enkapsulace vyzranmmodluZuje dlouhodobou Zivotaschopnost a
biologickou aktivitu probiotik i v nefiznivém vrgjSim prostedi.
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Byl tedy potvrzen, stefnjako viadt dalSich studii [104, 105], pozitivni vliv enkapscé na ochranu
mikrobiélnich bugk pied nejtizngjSimi negativnimi vlivy progedi.

5.5.5 Stanovené dlouhodobé stabilitgastic s probiotiky v prostiredi realné potraviny

Dale byla sledovana stabilityéstic v reédlnych potravinach. Pouzity byly mlékogurtovy népoj
Actimel, selsky jogurt a choéisky smetanovy jogurt.

V Gvodnim experimentu byla sledovana stabilitanych typ ¢astic v mléce. Po 6 dnech skladovani
bylo uvolreno (Tabulka 63) v @iméru okolo 10 % enkapsulovaného mnoZstvidiimu alginatovych
¢astic vSak nebyly pozorovany zadné uvok buiky. Ve vSech fipadech bylo mima@astici 90 %
burgk Zivych. Uvnit kapsle bylo roviéZ takka 100% budk Zivych, pouze u &kterych alginatovych
¢éastic byl paéet mrtvych bugk priblizné 10 %.

Tabulka 63. Uvolené mnozZstvi buk zcastice a procenta Zivych bakterii v kapsli i minapdi -
realna potravina - mléko

6 dni mléko 4 tydny mléko
% uvnit kapsle mimo kapsli uvriikapsle mimo kapsli
viability burgk | viability bungk uvolnéno viability burgk | viability burgk uvolngno
LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB
alginat, 300 um 100 87,5 / / 0 85 81,2 92,9 17 51193
alginat, 450 um 100 80 / / 0 81 75 857 75 9,2 ,810
alginat Skrob (4:1) 100 100 96,3 9519 2)2 38 86,789 94,5 92,9 95 79
alginat Skrob (2:1) 100 100 92,9 87)2 16,9 11,5 99p, 98 90,0 87,7] 112 6.0
alginat CMC (4:1) 100 100 94,4 95,0 1 1 92,9 87,5 190, 92 43,3| 434
alginat CMC (2:1) 100 100 89,9 9183 4p 6/0 939 88,988,9 89,6 | 48,6 41,9
4% alginét 88,9 95,5 / / 0 0 82,4 88p 87|5 81,5 9 4,38
chitosan Skrob (4:1 100 100 96,4 95,3 19 32 289,90,6 100 100| 34,5 33D
chitosan Skrob (2:1) 100 100 96,1 89.3 25 6,5 87,00 100 100| 419 431

Po 4 tydnech, kdy bylgastice skladovany v mléce, se¢pbmrtvych bakterii ¥asticich navysil, ale
pouze o necelych 10%. Mimeéstici se nachéazeloriplizné 10-50 % enkapsulovaného mnoZstvi
bakterii, z toho bylo u viecdtastic nad 80 % bwk Zivych. V¢éasticich sodasré doSlo i k naiistu
burgk, ktery byl podrob# sledovan v dalSim experimentu (Graf 48), kde bgké porovnany viechny
testované redalné potraviny.
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jecmen Cerstvy jecmen praskovy smeés ¢astic jecmene a ko-enkapsulat jecmene a
probiotik probiotika
M A S L CH

Graf 47. Dlouhodobé stabilitéastic (alginat-matrix)v redlnych potravinach — matid uvolrhych
polyfenol:

zkratky: Polotdné cerstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj AelinfA), Selsky jogurt bily (S), a Choitsky
smetanovy jogurt (CH)
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V realnych potravindch byla sledovana stabilitairéitpvych ¢astic obsahujici probiotika i stabilita
¢astice s enkapsulovanym zelenynénpenem. Analyze byly podrobeny rasn koenkapsulované
castice a sisné preparaty.

Nejmérg stabilni byly dle uvolénych polyfenal ve v3ech typech realnych potravin stanovéamstice
obsahujicicerstvy zeleny jgmen (Graf 47). Srovnaniréstic, kdy v prvnim fipact byly smichany
enkapsulovang€astice obsahujici praskovycjaen a probiotika a v druhényipads byly extrakty
je¢mene s probiotiky nejprve smichany a poté koenKapauy je patrné, Ze vifpads koenkapsulace
u castic doslo k #3imu uvolgni polyfenobh neZ v pipad smisnych castic. Castice
s enkapsulovanyngerstvym jémenem byly nejvice stabilni v chdském smetanovém jogurtu.
Ostatnicastice vykazovaly nejvyssi stabilitu v selském joguNicmérE stabilita ¢astic ve vSech
realnych mlénych produktech byla z hlediska uvéhych polyfenol velmi podobna.
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M Castice probiotika 1. tyden H castice probiotika 4. tyden
H smés castic jecmene a probiotik 1. tyden H smés castic jeémene a probiotik 4. tyden

H ko-enkapsulované castice probiotik a je¢mene 1. tyden H ko-enkapsulované ¢astice probiotik a jecmene 4. tyden
Graf 48. Dlouhodoba stabilitégastic obsahujicich probiotické kultury v redlinydtrmavinach — nadist
burek v castici a jejich viability %

Polotuné ¢erstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj Aelirfd), Selsky jogurt bily (S), a Chotgky smetanovy
jogurt (CH)

Céastice obsahuijici probiotické kultury byly dale lgmavany pomoci mikroskopickych metod. Bylo
stanoveno mnoZstvi a Zivotnost Bl ¢asticich (Graf 48) a v okolnim présti (Graf 49) po tydnu a
mesici skladovani.
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i ko-enkapsulované ¢astice probiotik a jecmene 1. tyden i ko-enkapsulované castice probiotik a je¢mene 4. tyden
Graf 49. Dlouhodoba stabilita'astic obsahujicich probiotické kultury v reélnycbtravinach -
uvolrené mnoZzstvi bk zcastic a jejich viabilita%

Polotunécerstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj Aeli®\), Selsky jogurt bily (S), a Chatgky smetanovy jogurt (CH)
Méteni byla provedena na fluores¢aim mikroskopu za pomoci barvenéstic fluoresceindi-
acetatem a propidiumjodidem.
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Z vysledk je patrné, Ze i po 4 tydnech je zachovana vyhowujabilita burgk ve vSech testovanych
prostedich. Alginatovy material tedy zajife dobrou difuze Zivin dovritéastic. Steja tak je
z vysledki ziejmé, Ze u sKsi ¢i koenkapsulaci jamene nedoSlo k ovlivmi viability burek, ve
druhém pipads byla zjis€na pouze niZsi koncentrace Bl ¢asticich.

NejvysSi naiist a viabilitu zejména pakiipskladovani v mléce vykazovalastice s obsaheftisté
probiotické snisi bakterii. Jev je Z{soben dostatkem Zivin v mléce, které difunduji dstice.
Vynikajici viabilita burgk v ¢asticich uchovavanych v mléce byla zachovana Etgtech tydnech
skladovani. U sisnychcastic a u koenkapsulovany¢hstic byl ve 4. tydnu jiz zaznamenan pokles
poctu burek v ¢ésticich, stejé jako nizsi viabilita. Co se & mnoZstvi uvolenych burk, vySSi
hodnoty byly zjis&ny u jogurtového napoje Actimel, kde byla detekavanvyrazi@jSi amrtnost
burgk. Je mozné, Ze vysoka umrtnost bylaisgbena vysokym mnozstvim hkikna nedostatkem
vhodnych Zivin v tomto pro#di.

Zawrem lze konstatovat, Ze aplikag@stic obsahujici probiotika je mozna do Siroké skyp
mlénych vyrobKki, a to nejen zivodu ochrany butk pred negativnim vlivem technologickych
kroki, ale i pro poskytnuti dost&t®e ochrany fed &inky Zaludéni 4vy a schopnostizeného
uvoliovani buwk v prostedi stev. Zejména na dosaZerdichto vlastnosti se zaffuji nejnowjsi
vyzkumy, protoZe pouze fipdostaténé Zivotaschopnosti jsou probiotika schopny plmitjis
funkci [110, 113, 117, 118]. Mezi hlavni funkce piatik pati zachovani zdravéisivni mikroflory,
zamezenitstu patogennich bakterii a stimulace imunitnihaésys [113, 116].

Z vysledki miZzeme usoudit, Ze pomoci enkapsulatoru je moznésaspgnkapsulovat oba typy
probiotickych bakterii do &kolika druhi polysacharidovych ob&él VétSina takto pipravenychcéstic
je stabilni i po deldi dobu a enkapsulované baktsii udrZuji svou Zivotaschopnost. Vhodnym
obalovym materidlem probiotickych kultur byl stapavalginat fipadré snes alginatu se Skrobem,
ktery vykazoval dostateou stabilitu i schopnostizeného uvalovani. Vhodnym postupem je
enkapsulace za vznikiastic typu matrix, kdy je zaji&ta lepsi difaze Zivin k bikam dispergovanych
v celém objemu oproti typu kapsule. Testovaéastice umoiuje rovréZ dostatény prostor pro ndist
burgk a také ochranuipd grevahou startovacich kultur v niléych produktech.

Enkapsulace dale rof8je pole aplikace i mimo mi@é vyrobky. Diky dostatmé stabili¢
polysacharidovych ¢astic, zejména v kyselém priedi, a zachovani viability bgk i pri
dlouhodokjSim skladovani do Uvahyipadaji i fizné ovocnétivy a sirupy. Tyto aplikace potvrzuji i
dali vyzkumné skupiny [115, 120Jastice obsahujici probiotika je mozné navic komiang s
komplexnimi prebiotiky, jako je ndiklad zeleny jémen a vytvéet jak koenkapsulaty, tak gsné
céastice. Fipravky s probiotiky/prebiotiky Hzenym uvohovanim by bylo mozné pouZzit jako kvalitni
doplrek k podpde zdravého Zivotniho stylu.

5.5.6 Optimalizace mnoZstvi biomasy

U céastic s obsahem probiotickych kultur byla sledovéchopnost itstu burk a jejich viabilita
v piitomnosti/nefitomnosti média. Déle byla provedena studie, ktsl&dovala vliv vychozi
koncentrace butk v médiu na peéet a viabilitu enkapsulovanych probiotickych bkin Byly
provedeny dva experimenty — v prvnimipgac byly enkapsulovany hkiky s médiem, v druhém
ptipadt bylo médium odstramo centrifugaci a enkapsulovany byly pouzéikyu Oba experimenty
byly ptipraveny z kultur #edénych na éznou koncentraci buk.

Po dobu 22 dni byla sledovana mira uwalnburgk z ¢astic a jejich viabilita, stefnjako pdet a
viabilita burek v ¢asticich v modelovém vodném priesti.

Tabulka 64. Vychozi koncentrace Bkmiréenych k enkapsulaci

koncentrace inokula (get podil mrtvych koncentrace butk smEsné kultury po #edéni (paet
burgk/ml) burgk [%] burgk/ml
L. acidophilus B. breve 3 2kréat 10kréat 50krat 100krat
4,63-16 3,86-168 2,12-16 4,24-10 8,49-16 | 4,24-16
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Graf 50. Probiotika s médiem — n&t a viabilita véasticich

Pri srovnani fiznych vychozich koncentraci probiotickych Bkinze konstatovat, Ze nizsi gtesni
koncentrace buik v casticich ma pozitivni vliv na mnoZstvi d@st enkapsulovanych probiotik
(Graf 50). Exponencialni fazéistu burk trvala v¢éasticich az do 13. dne, poté nastala stacionarni
faze fstu a byl pozorovan postupny Ubytek Bkinkteré byly ve vySSi mé uvohovany do okoli.
Tento trend je patrny zejména ki vySSiho redsni.
Pokud jsou tedy hiky dostaténé naediny a je dostupny dostatek Zivin, velmi rychle seo#in
v prostedi ¢astice (naist pres 900 % po 8 dnech u 100nasobnéieokni). Intenzita mnozeni roste s
mirou Zedni, a tedy s poklesem vychoziho¢po burgk. V pripac vySSi péatesni koncentrace
bunk nebylo Zejmg zajiS€no dostat&né mnozZstvi Zivin pro jejichist.
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V piipadt enkapsulace bwk bez média (Graf 51) byla zj&ta vy35i umrtnost, nez tomu bylo v
piipad® jeho @Fitomnosti w¢asticich. Exponenciélni faze v3ak régrrvala fiblizné do 13. dne. Ve
srovnani gasticemi s obsahem média byl vSakiséburek nizsi, zhruba 1,5krat.

MnoZstvi uvolgnych burtk do prostedi bylo naopak vyraznmizsi (Graf 52). Umrtnost uvainych
nariistala od 13. dne skladovani. Vzhledem k tomu, Zetpburgk v ¢asticich po 13. dnu klesa, je
patrné, Ze nastava intenz&8i uvohovani bugk do prostedi a v okolnim progedi bez pitomnosti
Zivin dochazelo k vy3§imu odumirani kBkn

Pro aplikaci do redlnych potravin je2&ejni zajisEni stability ¢astic a viability budk po minimalni
trvanlivost daného vyrobku. Dle toho parametrui@gba nastavit vychozi koncentraci probiotik tak,
aby ve zvoleném terminu narostly do poZzadovanéhm’stwi, se zachovanim jejich optimalni aktivity
a viability i pfi konzumaci. Dle dosazenych vyslédize dopordit maximalni dobu uUchovy do 14.
dne, gicemZ vychozi koncentrace bikiby se nila pohybovat wadu 16 CFU-mI'média.

5.5.7 Zachovani viability bunék v ¢asticich

Jak jiz bylo stanoveno, pro zachovani vySsi vigbitiastic a zaji$ini vysSSi koncentrace bek
v produktech, by bylo vhodné zajistit dostatekiZzive vyrobku, pipadré piimo v &asticich.

Mikrobialni médium vSak neni dle senzorického tdkdi nejvhod#si volbou. Byla tedy testovana
moznost jeho nahrazenitipavkem glukosy, respektive inulinem. Jako modeldydy pouZity
alginatoveastic.
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H medium H medium s inulinem i inulin H glukosa i bez média
Graf 53. Srovnani dlouhodobé stabiligstic - pidavek fiznych Zivin - viability bu#k v casticich a
mimocastice

Vysledky potvrzuji, Ze {b zajiS€ni dostaténého mnoZzstvi Zivin ¥asticich, pipadré v potraviré maji
bunky v ¢asticich vynikajici viabilitu po dobu 14 dni. Paad@lol® jizZ dochazi k vyrazné dezintegraci
¢éastic vlivem tistu burtk a rovréz k poklesu jejich viability. Naopakiipnedostatku Zivin nedochazi
k tak vyraznémuirstu a naslednému uvamlvani buik, avSak viabilita buk a jejich koncentrace
v ¢asticich je nizsi. Optimalninesenim je nizsi vychozi koncentrace #uma adekvatni mnozstvi
Zivin. Ildedlni je obohacentastic o zdroj Zivin ve forg riznych vyuZitelnych polysachaiid
(prebiotik), napiklad inulinu (Graf 53). Bikky v tomto gipact dosahovaly idealni rychlostiistu,
nedochazelo k tak vyraznému uvéhh burék jako v gipac enkapsulace bik s médiem a rowi
viabilita burek byla kthem skladovani v modelovém vodném pifedi vyhovujici. Po dvou tydnech
bylo v ¢asticich pouze 11,5% mrtvych ki po ¥ech tydnech obsahovaly tytéstice 30% mrtvych
burgk, piicemz néaiist burgk behem skladovani dosahoval 10nasobkuqgalini koncentrace.Prebiotika
navic mohou slozit jakéast&ny zdroj Zivin v pfibchu skladovani, ale i v tenkémiest po poziti
¢éastic. Zdravotni finos pro spdebitele by byl v takovémifpact vySSi.

Na zawr byla jako jedna z moZnosti zachovani dlouhe@bviability burgk pii skladovani
enkapsulovanych mikroorganiznzvolena lyofilizace. Proces lyofilizace je fipads probiotik velmi
uzivanou metodou vifpraw komegnich preparditEnkapsulované preparaty byly lyofilizovany a
uchovany v chladu a suchu po dobu jednokisioe.
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Poté byla stanovena viabilita bikn v téchto preparatech a porovnana s ne-enkapsulovanymi
lyofilizovanymi buikami a s vysledkyied enkapsulaci. Stanoveni bylo provedeno pomdatdkové
cytometrie a barveni propidiumjodidem. Lyofilizoa&éstice byly dezintegrovany a ponechany ve
fyziologickém roztoku #kolik hodin, uvolné buiky byly poté obarveny a stanoveny. Ve vSech
testovanych typectéstic byly po lyofilizaci pitomny gevazri zivé buiky. Viabilita burék byla tedy
shodné s viabilitou bwk pred enkapsulaci a lyofilizaci. Rash ne-enkapsulované tky po
lyofilizaci, vykazovaly velmi dobrou viabilitu. Z&ovani viability buik v lyofilizovanych ¢asticich

se [fedpoklada nadgkolik meésiai. Mikrokapsle v podobsuchého preparatu raéihumoziuji snadnou
manipulace.

Castice po rehydrataci v3ak nedosahovaly stejnyothaméckych vlastnosti jakderstvé pripravené
castice. Doslo k poklesu jejich mechanické stabilitgstice rychleji degradovaly a uviolvaly
enkapsulované hiky. Po rehydrataci jsou tedyastice u&eny spiSe k rychlejSi sgebs (v fadech
hodin az di) nez pro dlouhodobé uchovagiastice s probiotickou kulturou s/berigavku fiznych
prebiotik je tedy mozné pouzit jako lyofilizovanpplnék stravy. Takovyto vyrobek by bylo mozné
re-hydratovat viznych milé€nych vyrobcich, dZusecki vodé. Po konzumaci by byl zajist
transportovat probiotické kly s vysokou viabilitou do cilového proéstli stev.

5.6 Anorganické nanatastice a moznosti jejich kombinace s organickymi
¢asticemi

Tato kapitola byla‘eSena v ramci pobytu Erasmus na Linképing Univengit skupig doc. Daniela

Alli, ktera se zabyva vyvojem nanomatetidpro medicinské aplikace, zejména pro aplikace

v diagnosticefizeném uvalovani I€iv a regenerativni medicin

5.6.1 Zlaté nanotastice

Zlaté nanoastice maji rozsahlé vyuZiti v oblasti bioserizdwatalyzatof, v plazmonice, elektronice a
nanomedici®, nagiklad v diagnosticei transportu I&v. Také mnohé kosmetické produkty vyuZzivaji
nand@dstic zlata coby no& aktivnich latek zadglem zvySeni jejich @niku do pokoZky.

Vzhledem k jejich Sirokému pouziti a vyuZziti, bylgvinutatada metod pro jejich syntézu. Té&nve
vSech &chto metodach, je zakladnim principerfippavy ¢astic redukce Au(lll) na Au(0). Kro#n
redulkéniho ¢inidla, se v ®kterych pfipadech pouzivaji takéiznd stabilizani cinidla, ktera se
piidavaji do reaéni snesi, aby se zabranilo agregaci syntetizovanych &gstiw [127, 128, 129].

5.6.2 Priprava zlatych nanatastic - metoda fotochemické syntézy

V této praci byly zlaté nardstice pipraveny velmi jednoduchou a rychlou metodou fotouoltke
syntézy. V této syntéze, dochéazi k redukci Aisgbenim radikél generovanych gsobenim UVA
z&eni na fotoiniciator Irgacure-2959 (Irg) [171].
Touto metodou jsou syntetizovanygt$inou monodisperzni sférické zlaté n&mstice, které jsou
stabilni v suspenzi. Faktory, které maji vliv rdikost a tvar syntetizovanych zlatych naastic, jsou
nagiklad koncentrace reaktdn{zlaté soli a Irg) a doba ozavani [171]. Fesny postup ifpravy
zlatych nandastic je uveden v kapitole 4.22.
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Graf 54. Vliv koncentrace reaktaha doby oz#ovani na mnozstvifpravenych nandéstic zlata
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V praci byla nejprve testovana nejvheédii koncentrace obou reaktard jejich vhodny powr. Dale
byla sledovana vhodna doba syntézy (dobaowZai UVA z&enim). Z vysledi je patrné, Ze ip
vzristajici koncentraci reaktanje treba delSi doby oravani pro vznik nang@stic. Dobu oz@vani
Ize zkratit gidavkem vys3iho mnozZstvi fotoiniciatorJako nejvhod¥jsi byly vyhodnoceny vzorky
s nasledujicim obsahem reaktar®,1 mg/ml HAuCl4; 1 mM Irg a 0,2 mg/ml HAuCl4; @M Irg.
Doby syntézy nangstic, gi danych koncentracich reaktantbyly 15 minut. V pipadt poteby
ziskani velkého mnoZstvi natéstic je poté vhodné pouZzit &nreaktant o koncentraci 1 mg/mi
HAuUCI4 a 10 mM Irg, i tomto sloZeni je vSak p@bna doba ozavani 45 minut.

U syntetizovanych zlatych nag@stic byla rovaz, msfenim pomoci DLS, stanovena jejichiperna
velikost a distribuce jejich velikosti. Obecize konstatovat, Ze bylofipsyntéza zlatych nawastic
fotochemickou syntézou dosazené@mérné velikosti 30-70 nm.

Velikost a tvar syntetizovanych zlatych naastic byl sledovan pomoci elektronové mikroskopie
(Obrazek 18). Kde bylo potvrzeno, Zéhbm testované syntézy dochazelotipmaw sférickych
nana@astic.

B
Obrézek 18. Zlaté nadéstice syntetizované fotochemickou syntézou (TEMJE000x; B) 190000x

V dalSich testech byl row# sledovan viiv pH na syntézu nadstic, gedevSim na jejich tvar a
velikost. Z vysledi je jasri patrné, Ze i niz§im pH dochézelo k syntéze menSich gastic, navic
¢astice si zachovaly sféricky tvar i syntetizovango#stvi.

Velikost ¢astic zavisela rowt na koncentraci pouzitych reakt&an®¥i pouZiti nizSich koncentraci
bylo mozné fipravit menSi¢astice, pi pouziti koncentrace 0,2 mg/ml HAuCl4 a 4 mM Irgld
pramérna velikost 20 nm. # dvojnasobné koncentraci reaktantu bylamrna velikost 50 nm. Se
vzristajici koncentraci tedy velikost syntetizovanylgtyzh naneéstic rostla.

Velikost nangéstic zlata Ize velmi jednoduSe sledovat gvpomoci spektrofotometrie fifméieni
pomoci UV-VIS spekter, |ze vizstajici velikost nantastic detekovat posunem absorho maxima
do delSich vinovych délek. Tento posun jam ungrny zmeny velikosti nandastic.

Optické vlastnosti zlatych na&dstic vyplyvaji z frekvence oscilace volnych elektr kovu na jeho
povrchu. Tyto rezonami oscilace jsou znamé jako povrchoveé plazmonyJ[176

V ptipact malych monodisperznich naféstic zlata povrchova plazmonova rezonancésapuje
absorpci s#tla v modro-zelené oblasti, zatiméervena spektra se odrazi. Tim ziskdmegfEivou
Sy& cervené zbarveni roztoku natdstic. Se zvysujici se velikosti naaetic, dochazi k absafipim
posurim do del3ich¢ervenych vinovych délelCervené sitlo je pak absorbovano, a modrétiy se
odrazi. Tim ziskavaji roztoky fialové, az modrérzkai [176].

Tento jev je pozorovatelny ifpagregaci,ci imobilizaci nan@éstic, kdy se barva roztokuéni z
¢ervené na modrou. Koloidni naf&stice zlata malych rozmi (5-40 nm) se tedy jevi jako jasn
¢ervené. U #tSiny nangastic (velikost 30-40nm) je dosaZzeno abgpipo maxima v oblasti 530 nm.
U menSich nan@stic (5-10nm) je toto maximum posunuto do obl&2D nm [176]. Optické
vlastnosti nandéstic zlata jsou déle zavislé nejen na jejich alik ale i tvari povrchu. Diky Emto
unikatnim vlastnostem Ize jednoduse pozorovatsiitit znény a detekovat je &ienim absorbance.
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5.6.3 Imobilizace zlatych nand@éastic

5.6.3.1lmobilizace zlatych nan&astic na skle#né povrchy a jejich nasledna
funkcionalizace

V tomto testu byly kimobilizaci pouzity komeri sférické zlaté namréstice o velikosti 50 nm.
Imobilizace nan®éstic na povrch byla provedena pomoci polyelektichg vicevrstvy, ktera je
zaloZena na principuiétani vrstev s ogaym nabojem. Jako nejvhogjii byla zvolena imobilizace
za vyuziti 5 vrstev (PEl, PSS, PAH, PSS, PAH). NmriijSi doba imobilizace stanovena na 15
hodin. Po delSi dabdochazelo jestk dalSi imobilizacicéstic, ale toto mnozZstvi jiz nebylo vzhledem
¢asové narénosti dostaujici. Zlaté nansastice imobilizované na skl&mém povrchu byly dale
funkcionalizovany peptidy a kratSimi sekvencemi DNéap. 4.23. Imobilizace aktivnich latek na
povrch nandastic byl potvrzen pomoci UV-VIS &eni, kde pi ispsSné imobilizaci dosSlo k néstu
absorbance a posunu absmimo maxima do delSich vinovych délek.

Tento posun je #mo ungrny znmeny velikosti funkcionalizovanych natéstic. Napiklad g
imobilizaci E-peptidemdoslo k posunu absafpiho maxima z 514 nm na 518 nm, cozZ je jiz velmi
vyrazna a dote nefitelna zména Z vysledk vyplyva, Ze nejvhod#si doba imobilizace peptig na
povrch nandastice, je 1 hodina.fPdelSi imobilizaci jiZ nedochazelo k vyznamnym &ram. Ri
imobilizaci K-peptidem doslo k vyraZ$imu posunu absokpiho maxima, nez tomu bylo u E-
peptidu. Pesrgji, maximum se posunulo z 514 nm na 519 nm. K-pej@iwtsi neZz E-peptid. Tento
posun tedy oft potvrzuje, Ze jeho velikost jefimo Unernd znéné velikosti imobilizovanych
nang@astic.

Pri testovani byl pozorovan také vliv teploty na mstoZ imobilizovanych struktur. Testovani bylo
provedeno fi dvou riznych teplotach, a totiplaboratorni teplat 25°C a pi 50°C. U vSech
testovanych vzork nedochazelo vlivem teploty k vyznamnym &ram. VSechny ostatni postupy
imobilizace byly tedy provéaghy pii laboratorni teplat
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Graf 55. Funkcionalizace zlatych naféstic imobilizovanych na sklémém povrchu pomoci
kombinace E a K peptid- UV-VIS nareni

Pro z¥tSeni posunu absampiho maxima byla testovana také imobilizace ponkaehbinace obou
pouzivanych peptid (E a K), které je mozno vzajefvazat do dvou-Sroubovice [172]ii Romto
testu bylo dosazeno absoéngho posunu 7 nm (Graf 55).

K funkcionalizaci zlatych nari@stic Ize pouzit fada dalSich latek, jako jsou proteiy DNA. Toto
bylo v praci potvrzeno testovanim imobilizace ngstic Kiznymi kratkymi sekvencemi DNA.
Velkou vyhodou takto funkcionalizovanych zlatychno&astic je nejen snadna manipulace s nimi,
jelikoz jsou imobilizovany na skléném povrchu, ale také moznost jejich regenerageaiavaného
pouziti.

Velmi jednoduchou metodou regenerace jetikégod pisobeni regenetaich roztok HCI o izném
pH. V naSem fipac byl jako nejvhodsi roztok pro regeneraci imobilizovanych peptizivolen
roztok o pH 3. SniZenim pH, |Z@éstice nejen regenerovat pro dalSi pouziti, alegbwmize slouZit
k fizenému uvalovani imobilizovanych slozek.
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Zlaté nandastice s imobilizovanymi antimikrobialnimi peptily tak mohly byt vhodné pro aplikace
do riznych potravinovych oba] kde by mohlo byt vlivem pHtizeno pozvolné uvaébvani
antimikrobialni slozky. Diky barevné zme (veétSi imobilizovanécéstice maji fialové az modré
zbarveni, naopakastice bez imobilizace maji bar¢arvenou) by rovéZ mohly slouZit i jako senzor
shizujiciho se pH, bliZici se doby sfedity, apod.

5.6.3.2Funkcionalizace zlatych nanéastic

Obdobnych zfisobem, jak bylo postupovandi pmobilizaci aktivnich latek na zlaté natéstic na
sklereném povrchu, Izeizné latky imobilizovat i na volné zlaté naistice v roztoku.

Na zlaté nangastice byly opt Usgsre imobilizovany postupfioba komplementarni peptidy, coz bylo
potvrzeno posunem absoérpho maxima fi spektrofotometrickém geni.

Lze tedy také konstatovat, Ze dalSi mozna poubistlchto castic je jako velmi rychla detekce
piitomnosti peptidovychii proteinovych latek v roztocich a snadna idendifik jejich velikosti.

V této praci byla dale potvrzena moznost opakovar@uziti zlatych nangstic. Castice Ize velmi
snadno regenerovat zvySenou teplotou, regénamaroztoky s kyselym pH, a dokonce igwbenim
laseh. Této regenerace lze vyuZzit také fippdE riznych biosenzdr, kde Ize vyuzit kontinualni
funkce.

MoZnost regenerace byla testovdna zejména pro ziatéastice s imobilizovanymi peptidy.
Schopnost regenerace, jak jiz bylo z#mo, byla potvrzena ve vSech testovanydtipgdech.
Sledovéano bylo pouziti teploty, regenarach roztok s kyselym pH a pouZziti laseru.

V ptipact regenerace pouZzitim teploty bylo optimalni regaoerdosazenoripteplo€ 50°C. Ri niZsi
teplo€ byla regenerace s kratkodobého hlediskagniémnd, i vySsi teplot by naopak mohlo dojit
k poSkozeni imobilizovanych peptid Fi teplog 37 °C bylo veSkeré imobilizované mnozZstvi
zachovano. Této vlastnosti Ize vyuzZitivgadt nan@astic jako nosia I&civ. V takovémto pipact by
lécivo v téle zistalo navadzano ndastice a k jeho uvotmi by doslo aZz v cilovém mésts vy3si
teplotou (zagt, infekce, atd.).

Velmi rychlym zpisobem regenerace je pouZziti kyselého phst€na regenerace byla potvrzena u
roztoki s pH 3, pro &inngjsi regeneraci bylo nutné pouZit roztok pH 1,5. Toto prostdi vSak jiz
muZe negativa ovlivnit dalSi pouZzitelnost imobilizovanych slozek

Velmi innym zmsobem regenerace imobilizovany&astic bylo pouZiti laseru. V tomtotipad
dochézelo vlivem laseru k lokdlnimu zvyseni teplatyvolrgéni imobilizovanych sloZzek. K uvodni
imobilizovanych peptid doSlo jiz po desetiminutovémigobeni. Laser je tedy jednou z velmi
efektivnich moznosti priizené uvailovani imobilizovanych aktivnich latek [130].

5.6.3.3Vyuziti liposomk jako nanoreaktofi pro fotochemickou syntézu nadastic zlata

Pri potencialnich aplikacich na&@istic pro cileny transport d& hledaji fizné v¥decké skupiny
moznosti rychlé a snadné syntéZgstic s velmi malou velikosti, a torgulevSim pro zajishi
dostaténé velkého povrchu. DalSim zdsadnim parametrem pi dplikace je i jednotna velikost
piipravenych nangastic [177].

Liposomy se nabizeji jako vynikajici kandidatiifizenou syntézu zlatych naféstic. Syntéza uvrfit
liposomi nabizi moZnost kontrolovat dané predi a roviZ fidit velikost syntetizovanych
nanadstic. Navzdorydmto vyhodam, fedchozi pokusy o syntézu zlatych némtic uvnit liposomi
nently tak piznivé vysledky. Velikostéastic byla velmi polydisperznigastice byly také
nehomogenni ve svém tvaru, nebo dochazelo knizkémtézku syntetizovanych
nanadstic [177, 178]. V poslednich letech, bylo dosazdepSich vysledk pii syntéze zlatych
nana@astic uvnit liposomi, diky pridavku stabilizénich ¢inidel do enkapsulovaného roztoku soli
zlata, nebo fidavkem lipidi s glycerolem, kterégsobily jako reduk&ni ¢inidlo. Nicmérg, u &chto
postupi bylo profizenou syntézu natastic zlata nutné kiiupravit zgisob gipravy liposond, nebo
pouZzit specialni fosfolipidy [179, 180, 181].
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V této préci je navrZzena a popsana jednoduchd mefikab.4.24) prdizenou syntézu sférickych
zlatych nangastic uvnit liposom.
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Graf 56. UV-Vis spektra liposahA) s enkapsulovanym zlatymi néasticemi (zelena) a liposanse
zlatymi nanéasticemi syntetizovanymi uvhitich ervend) B) prdzdné liposomy (modrd), liposomy
S nana@asticemi zlatadervena)

Takto syntetizované zlaté natéstice byly homogenni, co s&gyjejich velikosti i tvaru. Krorétoho,
tento jednoduchy Zisob obchazi nutnost o&ldvat ne-enkapsulované zlaté naastice po jejich
syntéze, coz byloippouZiti zavedenych metod mnohdy naré. Za pouZiti této metody lze uvedeny
nara:ny krok separace obejit dikyizaeni tohoto kroku jizipd samotnou syntézu zlatych néastic.
Dochazi tedy pouze k separaci ne-enkapsulovanélméhsn roztoku zlata pomoci sloupcové
chromatografie (Sephadex G-25), coZ je mnohem g@al& a rychlejSi nez odsivani zlatych
nang@astic.

Diky této metod Ize tedy syntetizovat zlaté naféstice, aniZz by bylo nutné modifikovat techniky pro
ptipravu liposoni, pridavat dalSi stabilizai cinidla, nebo upravovat slozeni fosfoligid
Fotochemicka syntéze zlatych naastic uvnit liposomi byla potvrzena ifitomnosti lokalizované
povrchové plazmonové rezonance $edgm okolo 530 nm (Graf 56).

Alternativni strategie pro ziskani enkapsulovanygtdtych nanoastic v liposomech je enkapsulace
piedem pipravenych nangastic. Liposomy byly oft pripravovany metodou hydratace tenké vrstvy,
kde byl tenky film fosfolipidi hydratovan suspenzi zlatych naastic o pimérné velikosti 15 nm. Po
extruzi liposond, piicemz byla velikost upravena na 100 nm, nasledovadqw separace. Vzhledem
k malému rozdilu v jejich velikosti (zlaté nafstice a liposomy), vSak byla separace
neekapsulovanyctasticéaso¥ narangjsi.

Rozdil v koncentraci nagéstic uvnit liposomi je patrny v Grafu 56-B. Vifpadt syntézy obsahuji
liposomy vyrazg vySSi koncentraci naastic. Lze tedy fedpokladat, Ze velikost syntetizovanych
nanaastic bude mensi.
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Graf 57. DLS m¥eni vzorku liposorA) s enkapsulovanymi reaktant§ed pouzitim uv zéni; B) se
syntetizovanymi zlatymi nad@sticemi
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Pro zjiseni &inka UV z&eni na liposomy, byly vzorky analyzovany pomoci atyického rozptylu
swtla (DLS) ped i po vystaveni UV zéni. Métenim bylo potvrzeno, Ze si liposomy zachovavaji
svou velikost, coz je znameni, Ze si udrZuji svoedritu a nedochazi k jejich poskozeni viivem
z&eni (Graf 57).

Déle byly néftenim pomoci transmisni elektronové mikroskopie (Jpitvrzeny rozdily ve velikosti
nana@astic. Rozdil ve velikosti zlatych naf@stic syntetizovanych uviitiposomi a ve volném
rozpoudtdle je zobrazen na Obrazku 19.

V piipadt zlatych nandastic syntetizovanych uviitiposomi byly zaznamenany velmi homogenni
céastice jak v fipad jejich kulovitého tvaru, tak i velikosti (ObrazéR-A).
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dbrézek 19. A - Zlaté n-émﬂstice syntetizované fotochemickou syntézou/uymitsom: (TEM), B -
Zlaté nanadastice syntetizované fotochemickou syntézou (TEM)

Analyzou distribuce velikosti nagéastic, igfenim na principu DLS, bylafesré stanovena jejich
praimérnd velikost na 2,8+1,6 nm. Pro srovnani, je zdeyteyznamny rozdil ve velikostech
v porovhani se zlatymi nat@sticemi syntetizovanymi ve volném rozpad$, kde se velikost
pohybuje od 3 do 30 nm. Natd@stice syntetizované mimo liposomy jsou tedy pddstestsi a vice
polydisperzni.

Z méteni na TEM (Obrazek 19-A), je takéepné, Ze dkteré zlaté nangstice jsou fitomny vreé
liposomi. To je s nejutSi pravépodobnosti zfisobeno v tisledku kombinace ékolika faktorti (1)
Siteni stopovych mnoZstvi zlata z vnit oblasti liposord béhem faze izolace a purifikace (2) v
disledku rozpadu liposoinbéhem faze izolace a purifikace a/nebo (3) naruSelimsomi pri
piipraw vzorki pro meéieni na TEM.

V ptipact zlatych nandéastic syntetizovanych v liposomech je tedy obtipiésreé zjistit jejich
umisgni. Kromg toho, Ze se nachazeji ve vodné oblasti lipasommensi nile, se ¢ekava, jejich
zachyceny jak na periferiich liposém(prostednictvim elektrostatické interakce), tak uinit
dvojvrstvy.

Zawrem lzerici, Ze fotochemickou syntéze uvniiposomi, piipravenych pomoci metody hydratace
tenké vrstvy, bylo dosazeno vzniku zlatych ngsic o pamérné velikosti 2,8+1,6nm. Dalsi vyhodou
této metody byla nejen homogenni velikost a tveer,i anadna izolace a purifikace. Dohromady tyto
vysledky ukazuji, Ze je moZné syntetizovat zlat@adastice uvnit liposomi, aniz by bylo nutné
upravit metody jejich Ppravy. Je pravwtpodobné, Ze tento éipob syntézy iii#e byt roz¥en na dalsi
metody pipravy liposond. | kdyZ byla prokazana poutizena syntéza zlatych natéstic v liposom
piipravenych z POPC, Izefgdpokladat potencialni ro8hi této metody i na liposomyipravené
z jinych fosfolipidi. Vybérem €chto fosfolipich |ze pak dale kontrolovat jejich stabilitu r&dit
uvolnéni nan@astic a pipadré na nich imobilizovanych latek. Toho Ize vyuZzit Hifad pro systémy
siizenym uvohovanim I€iv. Tato metoda v3ak nemusi byt vhodné pro vSedatky, omezeni je
dano interakce dané latky se zlatymi ngsticemi a také stabilitou dané latkivUVA zareni.
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6 ZAVER

PredloZena dizertai prace je zasftena na vyvoj aifjpravu vybranych typ mikro- a nandastic s
obsahem aktivni sloZek #&izenym uvohovanim. Byly testovanyiezné techniky enkapsulace,
piedevsim do liposofna polysacharidovycBastic. Enkapsulovany byly jak nizkomolekularni Yagk
jejich snesi, tak i vysokomolekularni slozky a mikrobialni dky. U pripravenych ¢astic byla
studovana efektivita enkapsulace, dlouhodoba #tahiki rizném pH, tepla&, v riznych typech
prostedi i v simulovanych fyziologickych podminkach. Zéem byly navrzeny vhodné transportni
systémy prarizené uvatovani jednotlivych aktivnich slozek a aplikace wych typech funknich
potravinéi v kosmetickych produktech.

Prvni ¢ast prace byla zaftena na studium moZznosti enkapsulace kofeinu a pgimodnich zdraj
(kava, guaranaierny, zeleny, a biléh&aj). Kofein a jeho extrakty byly enkapsulovany danych
liposomi i polysacharidovyclastic. Jako nejvhodjsi metoda fipravy liposoni byla vyhodnocena
metoda ultrasonifikace. Taktdipravené liposomy vykazovaly velmi vysokou enkapsuil (innost
(az 94%) a rowe¥ dobrou dlouhodobou stabilitu v testovanych gemtith. Bipravené liposomy gy

i velmi dobrou stabilitu dle hodnoty zeta potéhei(-50 mV). V gipact polysacharidovychkastic
bylo také dosaZzeno vysoké enkapgoia(innosti a stability¢astic. Bylo prokédzéno pozvolné
uvoliovani obsahdastic v prodiedi tenkého geva. Diky velmi dobré dlouhodobé stalsilfedevsim
manudli pripravenych chitosanovych, alginatovydstic a liposor v modelovych i realnych
prostedich Ize vyuZit testovangstice pro aplikaci doiznych energetickych nagogi funkénich
potravin s pozvolnym uvabvanim kofeinu a dalSich aktivnich slozek v zaZivadraktu. i
aplikacich do napdjpripadré potravin s neuralnim pH jsou vhodni@&gevsim liposomy, pro aplikace
do prostedi s niz8im pH jsou velmi vhodné chitosanové inglpveécastice.

Dal3i sledovanou aplikaci bylo vyuZiti vybranychpitynan@astic v kosmetice. Jako nejvhagii
castice byly pro tyto &ely vybrany liposomyCastice ngly dobrou stabilitu a vysokou enkapsiria
acinnost. Také jejich dlouhodobé stabilita vyhovovalalikatnim poZzadavim. Navic pro zlepSeni
kvality potencionalnich ifipravki byly ¢astice s obsahem kofeinu a jehdrgdnich extrakt Usgsns
obohaceny i o0 ovocnou slozku. Jako nejvhgginaplikatni forma obsahujici liposomy byla navrzena
pletovad voda a gel, pouZivany ridgad jako gipravek proti celulitid. Pripravky vynikaji diky
schopnosti liposoin prostupovat pokoZzkou a vnaSet aktivni latky ddoBioh vrstev #Ze. Diky své
povaze jsou liposomy navic schopny hydratace, napajnh tak ke sniZzeni suchostiiZe, coz
svym antioxidani &inek, chrani tak hiky proti UV z&eni a zpomaluje starnuti pokozkyii P
kombinaci s dalSimi aktivnimi latkami jako jsou yfeholy a vitaminy, Ize déle navySovat pozitivni
acinky kosmetickych fipravki.

Druhacast prace byla zattena na fipravu a enkapsulacitipodnich extrakt s vysokym obsahem
polyfenolickych latek a vitamih Enkapsulovany byly extrakty z guarany, ZenSemoja Dale byla
testovAna moznost enkapsulacé@vsa extraki zvybranych drufi ovoce a zeleniny =itronu,
pomeraie, kiwi, jablek, mrkve a si&si lesnich plod. Rovrsz byly enkapsulovany vybrané
standardy: vitamin Cp-karoten, vitamin E, kvercetin, morin, rutin, kyisel gallova a katechin.
Aktivni latky byly enkapsulovany do liposdima polysacharidovycltdstic. Ri stanoveni stability
v unklych modelovych travicich tekutinach dochézelo &topk nejvyrazgjSimu uvohovani
enkapsulovanych aktivnich sloZzek v modelovyctewstich $avach. V Zaludmi ¥aw dochazelo
pouze kiast&né degradacicastic. Ri stanoveni stability v modelovych potravindch byjhko
nejvhodrjSi modelové progedi pro dlouhodobé uchovavani stanoveno pedstvodné, pro &sinu
polysacharidovychéastic pak i kyselé prastdi. Jako nejvhodisi aplikani forma pro pidani
studovanych firodnich extrakt do reélnych potravin byly zvoleny alginato¥éstice pipravené na
enkapsulatoru.
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Bylo u nich dosaZzeno nejvys3i enkapgnla&innosti a roviZz vykazovaly dobrou stabilitu
v modelovych dnich tekutinach i modelovych potravinach. Lzegk vyuzit k cilenému transportu a
uvoliovani enkapsulovanych aktivnich latek v traviciraktn a tim dosahnout vy3Si biologické
dostupnosti aifinosnosti pro zdravi spebitele. PouZitelné by byly rovh do gipravki pro ditskou
VyZivu.

Prace se rowi zabyvala aplikaci liposaims aktivni latkou v kosmetice. Jako modelova Feufit
byla pro aplikaci v kosmetice testovana destilovaoda a 2; 10 a 30% emulze oleje ve &o8e
zvySujicim se obsahem ligids prostedi dochazelodhem dlouhodobého skladovani k vyrgaimu
rozpaducastic a uvoldni aktivnich slozek. Uipravenych emulzi byla sledovana také sedimgnita
stabilita po pidani testovanychtastic. Z dosaZzenych vysleildze konstatovat, Ze vliveriastic
nedochazi ke zém¢ sedimenténi stability emulzi. Bpravenécastice jsou tedy vhodnou formou i pro
kosmetické aplikace ve fokhmaznych krénd. Behem skladovani by vSak tyto kosmeticképpavky
nently obsahovat vice nez 2% lipidickych sloz€lastice jsou diky dobrému protektivnimu efektu
vaci UV zéteni vhodné i pro aplikace do opalovaci kosmetikejry aplik&ni potencial naleznou
castice s obsahem testovanych antioxilantitamini i v pripadt hydratace pokozky, ochranyide
pied oxid&nim stresem aipdiasnému starnuti.

Ve treti ¢asti prace byl testovan antimikrobialnéinek lysozymu, nisinu propolisu a extraki
raznych kdeni a bylin ped a po enkapsulaci. Raih byla testovdna moznost enkapsulagavié
klotrimazolu a ibuprofenu a jejich koenkapsulasglsranymi rostlinnymi antimikrobialnimi extrakty.
Inhibi¢ni &inky byly pozorovany pomoci antimikrobiélnich tiegtroti gram-negativnim a gram-
pozitivnim bakterialnim kmem pomoci difaznich i dilenich metod. Studie prokézala, Ze
jednoduché extrakty z bylin maji velmi dobry antinabialni (&inek proti gram-pozitivnim i gram-
negativnim bakteriim. Lysozym a nisirgiy velmi dobry antimikrobiélni &inek zejména proti gram-
pozitivnim kmerim, ve vy3Si koncentraci iawi gram-negativnim kme&m. U bylinnych extrakt
spoléné s klotrimazolem byla testovana i jejich antimyk&fl aktivita. Tuto aktivitu z testovanych
ptirodnich vzork vykazoval pedevSim extraktesneku. Red i po enkapsulaci se svodinnosti
vyrovnal antimykotickému IBvu — klotrimazolu. Dale byly po enkapsulaci jakejiinngjsi a
nejkomplexrjsi stanoveny liposomov#stice s extraktem Zébicku, zde byl po dobu 24 hodin zcela
zastaven ust vSech testovanych bakterii. Také chitosandastice ndly velmi vysoky inhibéni
Gcinek, zpisobeny pejme kombinovanym &inkem samotného chitosanu a enkapsulovanych
antimikrobialnich komponent. Antimikrobialni sloZzkyly tedy uspsné enkapsulovany do liposaim
polysacharidovychiastic. Ripravené castice vykazovaly velmi dobrou stabilitu dle hodnaeta
potencidlu. Dlouhodoba stabilitéastic a mnozstvi uvodmych sloZzek byla sledovana wznych
modelovych podminkach. Na zakkaudysledki I1ze konstatovat, Zeripravenécastice byly stabilni,
pticemz liposomy jsou vhodné pro skladovartedevsim ve vodném prasdi, polysacharidove
astice spide v kyselém priesdi. Castice byly v modelovych podmink&ch navic nejemista ale
také si zachovaly antimikrobialni aktivitu. V modeém fyziologickém prosedi dochazelo
k pozvolnému uvaiovani enkapsulovanych sloZekedevSim v podminkach simulujicich tenké
sttevo. Diky tomuto cilenému a pozvolnému umplani spoléné s velmi dobrou dlouhodobou
stabilitou jsou fipravené polysacharidovéastice i liposomy vhodné k aplikaci dadiznych
potravinovych dopiki a potravin.Rizené uvaiovani antimikrobialnich slozek v prosti steva
mize napomoci ndfklad k regulaci sevni mikroflory, v gipadt aplikace do potravin fspst

k antimikrobialni ochra pii  jejim skladovani. HRpravené castice s enkapsulovanymi
antimikrobialnimi bylinnymi a keninymi extrakty a/nebo &sticemi s obsahem lysozymu/nisinu by
mohly byt také pouZzity pro antimikrobialniipravky siizenym uvohovanim ve formy hydroget.
Antibakterialni @inek gelu spolu s antioxidai aktivitou z bylinnych extrakt by mohl byt velmi
slibnym néstrojem pro dezinfekci a hojeni ran.
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Dal3i ¢ast prace byla zattena na fipravu a testovani vhodnych forem pro enkapsulazimi

s potencialnim vyuzitim ve formpotravinovych dopikt, ale i kosmetickych a farmaceutickych
piipravku. Pro enkapsulaci byly pouzity enzymy braaingl papain, trypsin, pepsin, alkalasa, lipasa,
pankreatin, lysozym, kolagenasa a mlad§jen jako komplexni ffrodni preparat. Enzymy byly
enkapsulovany do polysacharidovy¢hstic a liposorin. Polysacharidov&astice byly pipraveny
jednak manuakh a rovrez pomoci enkapsulatoru. Z polysacharioyly pouzity alginat, chitosan a
Skrob. Z narfenych vysledi Ize konstatovat, Ze ip pouZziti vhodnych materiél Ize Gsgsre
enkapsulovat v8echny vybrané enzymy i jejich kormbin NejvysSich enkapsuid (&innosti bylo
dosaZeno u polysacharidovy¢éstic gipravenych pomoci enkapsulatoru, kde dosahovalmgna
enkapsulani €innost hodnot nad 80%. VSechny testovéastice byly stabilni i i dlouhodobém
uchovavani a enkapsulované enzymy si uchovavalyoji sktivitu. Fi testovani v modelovém
fyziologickém prostedi vykazovaly pedevsim polysacharidovéstice nejvySSi stabilitu v prostli
umelé Zaludéni &avy. V ramci studia stabilitgastic v simulovanych potravinach bylo ziso, Ze
polysacharidové&astice v potravinach s nizsim pH jsou staljfin Liposomové&tastice byly naopak
velmi stabilni pedevsSim ve vod pii neutralnim pH. Enkapsulace je tedy jednou z pektignich
metod pro produkci kvalitnich potravin a potravigior dophka s vysokou fidanou hodnotou
S mozZnosti transportu enzyra jejichtfizenému uvoléni v travici soustay

Enkapsulované enzymy mohou byt régrsogasti gipravki, jeZ slouzi k hojeni ran a regeneraci
poskozené tkanpo nejizngjSich typech porami wetng popalenin, nekréz apod. Nejlepsi volbou pro
zéklad potencialniho kosmetickéhth farmaceutického ifpravku je podle zjignych vysledk
prostedi hydrogelu. VSechnytipravené typycastic byly v hydrogelu stabilni a vtomto prhesti
rovnéZz dochazelo k nejmensimu poklesu proteolytickéviktienzymi. Vysledky potvrzuji, Ze i
styku gipravenychéastic s pokozkou, jez ma hydrofobni charakter, @didzddoucimu uvolmi
obsaZzené aktivni slozky. U semych preparét slysozymem byl potvrzen ro¥h vysoky
antimikrobialni &inek, picemz tento efektistal zachovan i po dlouhodobém uchovavéasténou
antimikrobialni aktivitu prokazaly i prdzdné chitoevé castice acastice s ostatnimi tetovanymi
enzymy. Tento fakt G¥e napoméahatiprychlosti procesu hojeni a obnovovani pokozky.

DalSic¢ast prace byla zaffena na testovani moznosti enkapsulace probiotickytthr (Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacter brevg a prebiotik do polysacharidovyatastic. Jako prebiotikum byl
pouzit inulin a komplexniifirodni extrakt zelenéhodmene. Z vysledk mizeme usoudit, Ze pomoci
enkapsulatoru je mozné @S enkapsulovat oba typy probiotickych bakterii dékalika druha
polysacharidovych ob&l V¢tSinacastic byla stabilni i f dlouhodobém skladovani a enkapsulované
bakterie si udrZzovaly svou Zivotaschopnost. Vhodrgostupem byla enkapsulace za vzndéastic
typu matrix, kdy je zajigha lep3i difize Zivin k bikdm dispergovanych v celém objemu oproti typu
kapsule. Vhodnym obalovym materialem pro enkapsufaobiotickych kultur byl stanoven alginat,
piipadré smes alginatu se Skrobem. Zachovani vysoké viabiligbjotik bylo potvrzeno po dobu 4 az
5 tydmi. Optimalni obalovy material pratdstice s enkapsulovanym praskovynenjenem
piredstavovala sis alginatu a Skrobu v pamu 4:1, gicemz gidavek Skrobu zvySoval rozp&dstic

v cilovych ¢astech travici soustavy. Upravou obsahu Skrobuepy tmozné modelovat cilené
uvoliovani obsahwiastic. DalSim vhodnym materialem bylaé&nthitosanu a agaru v péra 1:1.
Ato zejména z hlediska ochrany a stability enképsnych enzyrm a bilkovin obsaZenych
v jeémeni. Zasadni podminkou je &@polbac¢astic typu matrix, kdy je mozné enkapsulovat i nidla
obsazenou v nerozpustném podilu. fippds cerstvého jgmene byl jako optimalni obalovy materiél
stanoven alginat. iP stanoveni stability polysacharidovyatastic v modelovych fyziologickych
podminkach bylo zjigho, Zze vSechny testovaiastice byly por&rné stabilni v Zaludéni ¥aw. Ve
strevni §aw doslo vzdy k nejvyrazfi§imu rozpaducastic a k uvol#ni probiotik i prebiotik do
prostedi. Nejvice pak gastic obohacenychijslavkem Skrobu. Tato skutgost by mohla byt vyuZita
pii cileném transportu probiotik/prebiotik ddestniho traktu.
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Predev3im pak enkapsulované bifidobakterie mohou t&mavat kyselému prasidi Zaludku a byt
dorweny do cilového mista veist v Zivotaschopném staviCastice byly porerné stabilni i
v modelovych potravinach. Ve vSech typeétstic byl i po 4 tydnech skladovanidget Zivych burk
nad 80 %. Obecen Ize tak konstatovat, Ze enkapsulace vyzranpnodluZzuje dlouhodobou
Zivotaschopnost a biologickou aktivitu probiotik/ negiznivém vigjSim prostedi. Nejvice Zivych
burtk bylo vSak zachovano v redlnych potravinackedevsSim v mléce. V realnych potravinach
dochézelo row¥ k vy3Simu ndistu burk v ¢asticich. Optimalni vychozi koncentrace &kinpro
maximéalni zachovaniistu a viability bugk, byla stanovena nejvyse na®ItFU-mI*. Fi této
koncentraci je vSak zasadni i zajifit dostaténého mnoZzstvi Zivin ¢asticich, pipadré v okolnim
prostedi. Nejvhodgjsi je zajiséni optimalniho mnoZstvi Zivin &asticich ve forré riznych
prebiotik,napiklad inulinu, i jiného vyuZitelného polysacharidového zdroje.2dsér byla potvrzena
I uspSnd moznost koenkapsulace &astice obsahujici probiotika i prebiotika, jako rjegiklad
zeleny j€men¢i inulin a bakterie. Hpravky s probiotiky/prebiotiky szenym uvahovanim by tak
bylo moZzné pouzit jako kvalitni dogk k podpde zdravého Zivotniho stylu. Testovatdstice by
mohly byt gidany do tiznych ml€nych vyrobki, s ohledem na kvalitu pouzitych matetial do
vyrobki urenych pro dtskou vyZivu. Enkapsulace dale raz§e pole aplikace i mimo mi@é
vyrobky. Diky dostané stabili¢ polysacharidovychéastic, zejména v kyselém priedi, a
zachovani viability bugk i pti dlouhodoljSim skladovani do Gvahytipadaji i fizné ovocné tivy
apod. Dale jsouffpravenécastice vhodné pro aplikace dienych potravinovych dopku, pricemz
pouzitelnost enkapsulovanych probiotik byla potmeaéve forng lyofilizovanych prepardt

V ramci zahranini stdZe byla testovana moznost kombinace orgagtickyanorganickych nadéstic.
Nejprve byla optimalizovana metoda fotochemickétég zlatych nantastic. Na tytocastice byly
dale imobilizovany pedevsim peptidy a byla sledovana mozitmného uvaiovani pro potenciélni
aplikace jako nose I&iv, pripadré pro aplikaci na poli biosenzinrZ organickychtastic byly pouzity
liposomy, které slouZily iedevSim jako reaktor profipravu zlatych nangstic. Takto fipravené
nana@éstice dosahovaly velmi malych a konstantnich gitrfokolo 3 nm). Velikost syntetizovanych
nana@astic zlata mimo liposomy byla 10xXt&i a podstathpolydisperzijsi. | kdyz byla prokazana
pouze fizend syntéza zlatych namdstic v liposom pripravenych z POPC, Izeiqxdpokladat
potencialni roz$éni této metody i na liposomytipravené z jinych fosfolipial Vybérem €chto
fosfolipida, 1ze pak dale kontrolovat jejich stabilitu fedit uvolnéni nan@astic, gipadré na nich
imobilizovanych latek. Toho Ize vyuZit ndidad pro systémy §zenym uvohovanim I€iv.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
DHA
DLS
EFSA
EPA
EU
EV
FSC
GRAS
HPLC
CH
CHA
ILSI

LDL
MO
MUFA
NIR
PAH
PCS
PDA
PEI
POPC
PSS
PUFA
RP-TLE

SSS
SFA
TEM
TLE

UVv-VIS
WHO

alginatovécéstice
dokosahexaenova kyseliny

dynamicky rozptyl sstla

Evropskéhotadu pro bezpmost potravin (European Food Safety Authority)
eikosapentaenova kyselina

enkapsukni (Cinnost

ethanolové vsikovani (metoda fdpravy liposont)

gimy rozptyl (forward scatter)

obec# povaZzovano za bezfree (Generally Recognised As Safe)
vysokoiinné kapalinova chromatografie (high-performangeiti chromatography)
chitosanovéastice

alginatove&sastice potazené chitosanem

International Life Science Institute

liposomy
low-density lipoprotein

mikroorganismus

mononenasycené mastneé kyseliny

infra¢ervené zéeni (near-infrared)

poly(allylamin-hydrochlorid

Photon Correlation Spectroscopy

detektor diodového pole (Photodiode Array Ditg

poly(iminoethylen

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol fosfatidylcholin

Polystyren sulfonat sodny

polynenasycené mastné kyseliny

metoda iipravy liposoni odpaenim na tenké vrstvs reverzni fazi (thin layer
evaporation on reverse phase)

boni rozptyl (side scatter)

nasycené mastné kyseliny

Skrobové&astice

transmisni elektronova mikroskopie (transnaeselectron microscopy)
metoda fipravy liposoni odpd&enim na tenké vrséthin layer evaporation)
liposomy gipravené pomoci ultrazvuku (ultrasonifikace)
detektor ultrafialovo-viditelné oblasti(Utwiolet-visible)

Swtova zdravotnickd organizace (World Health Orgatinizg
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