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ABSTRAKT

Bakalatskd prace s ndzvem Vyuziti nanomaterialli pro zvyseni biodostupnosti do-
plnkl stravy se zabyva efektem vybranych doplika stravy na lidsky organismus a
schopnosti zvySeni jejich biologické vyuzitelnosti pro organismus pomoci nanotrans-
portérti. Literarni reSerSe je zaméfena na zhodnoceni problematiky biodostupnosti ak-
tivnich slozek potravy. Dale jsou diskutovany piinosy i rizika uzivani doplnkt stravy,
vcetné konkrétnich modelovych doplnki, kterymi byly kyseliny askorbova a listova.
V praktické casti byla dlouhodobé sledovana stabilita komplexu bilkovinného na-
notransportéru apoferritinu s pienasenou molekulou v riznych svételnych podminkach
(svétlo, tma), teplotach (-20; 4; 20 a 37 °C) a rozpoustédlech (ACS voda, PBS). Mira
stability komplexu a predCasného uvolnéni molekul byla detekovana méfenim absor-
bance a fluorescence. Zmény velikosti a tvaru nanotransportéru byly sledovany pomoci
dynamického rozptylu svétla a transmisni elektronoveé mikroskopie. Jako optimalni bylo
stanoveno skladovéni ve tmé¢, pii 4 °C a v ACS vodé. Mimo to byla sledovana schop-
nost vazby dopliiku stravy na apoferritin. Kyselina askorbova o nékolika koncentracich
(615; 308; 154; 77 a 38 pug/ml) byla uspésné enkapsulovana do apoferritinu, pfi¢emz
doslo k enkapsulaci az 39 % aplikovanych molekul. Kyselina listova byla navdzéna na
povrch apoferritinu v péti riznych koncentracich (200; 100; 50; 25 a 13 uM) s vazebnou
kapacitou az 61 %. Na zavér byl prokazatelné stabilni komplex apoferritinu s kyselinou
listovou aplikovan na bunécnou linii neuroblastomu UKF-NB4. Bylo zjisténo, Ze se
vzrustajici koncentraci kyseliny listové na povrchu apoferritinu se zvySovala internali-
zace tohoto komplexu do bun¢k. Bylo tak prokdzano zvyseni biologické vyuZitelnosti
navazané kyseliny listové a enkapsulovanych molekul bunikami prostfednictvim na-
notransportéru. Vysledky této prace dokazuji, Ze vyuziti nanomateriala je aplikovatelné
na potravinafsky sektor, pficemz lze dosdhnout zvySeni biodostupnosti aktivni latky pti

uzivani dopliki stravy.

Klic¢ova slova
Apoferritin, biologicka vyuzitelnost, kyselina askorbova, kyselina listova, nanotechno-
logie



ABSTRACT

Bachelor thesis with the name “Application of nanomaterials for enhancement of
food supplements bioavailability” deals with the effect of selected food supplements on
human organism and the use of nanocarriers to improve their biological availability for
organism. Literary part of this work is focused on the evaluation of problems of bioa-
vailability of active food components. Then, the benefits and risks of taking food sup-
plements are discussed, including model dietary supplements such as ascorbic and folic
acids. The practical part of this work serves to evaluate the long-term stability of com-
plex formed by protein nanocarrier (based on natural iron-storage protein apoferritin)
with encapsulated molecules in various light conditions (ambient light, dark), tempera-
tures (-20; 4; 20 and 37 °C) and solvents (ACS water, PBS). Stability of this complex,
the amount of prematurely released molecules and the size and shape of the nanocarrier
were detected using absorbance and fluorescence of the encapsulated fluorescent tag,
dynamic light scattering and transmission electron microscopy. The optimal storage
conditions were dark, temperature of 4 °C and ACS water as a solvent. Moreover, the
capability of apoferritin to bind food supplements to apoferritin was researched. Differ-
ent concentrations of ascorbic acid (615; 308; 154; 77 a 38 pg/ml) were successfully
encapsulated to apoferritin when 39 % of all applied molecules were encapsulated. Folic
acid was bonded on the surface of apoferritin in five different concentrations (200; 100;
50; 25 a 13 uM) using zero-length linker with 61 % efficiency. Finally, the stable com-
plex of apoferritin with folic acid was applied to cellular line of neuroblastom UKF-
NB4. It was discovered that higher concentration of encapsulated folic acid increased
the amount of its internalization to cells. Therefore, the increase in bioavailability of
folic acid and encapsulated molecules via nanocarriers was proved. The results of this
work prove that the use of nanomaterials is applicable to food sector and at the same
time can serve to improve the bioavailability of active substances during taking of die-

tary supplements.

Keywords
Apoferritin, bioavailability, ascorbic acid, folic acid, nanotechnology
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1 UVOD

Zdravi — jediné skute¢né bohatstvi v naSem Zzivot¢ a v dnesni dob¢ Casto diskutované
téma. Muze byt ovlivnéno nékolika faktory. KdyZ pomineme riizné genetické predispo-
zice, tak tim nejpodstatnéj$im a zaroven nejvice ovlivnitelnym faktorem je zdravy zi-
votni styl. Ten je spjat nejen soptimalni pohybovou aktivitou, ale v prvni fadé
S pfijmem Vyvazené a plnohodnotné stravy, ktera vyzivuje veskeré télni bunky a zajis-
tuje tak jejich spravnou funkei.

Problém nastava u nékterych slozek potravin, jejichz doporu¢enou denni davku nel-
ze v bézném jidelnicku pokryt, nebo jejichz aktivita se pfi prichodu travicim traktem
vyrazn€ snizuje, a tim dochazi k nedostate¢né vyzivé bunck. Tento stav mlze pusobit
jak drobné zdravotni problémy, tak i zavazna onemocnéni. Jako prevence je ¢asto dopo-
rucovano prijimat biologicky vyuzitelné slozky v koncentrované formé doplnka stravy,
které jsou rychlym zdrojem pozadovanych potravnich slozek. Velkou vyhodou nékte-
rych syntetickych potravnich dopliki je lepsi vstiebatelnost pro télo. Mezi takové patii
napiiklad kyselina listova, zndma jako vitamin B9.

Soucasné nanotechnologie maji Siroké uplatnéni v potravinarstvi jako aditiva, modi-
fikatory a rovnéz umoziuji zapouzdieni aktivni latky do nanotransportért, které zajist'u-
ji jejich ochranu pied degradaci okolnim prostfedim a zvySuji tak jejich biologickou
dostupnost. Tento fakt by mohl byt klicovy pro zefektivnéni piijmu potravy a v kone¢né

fazi 1 zlepSeni lidského zdravi.
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2 DOPLNKY STRAVY

2.1 Obecné o dopliicich stravy
Podle zakona ¢. 110/1997 Sh., o potravinach a tabakovych vyrobcich, je ,,doplitkem

stravy potravina, jejimz ucelem je dopliiovat béznou stravu a ktera je koncentrovanym
zdrojem vitaminit a mineralnich latek nebo dalsich latek s nutricnim nebo fyziologickym
ucinkem, obsazenych v potraviné samostatné nebo v kombinaci, urcena k primé spotie-
bé v malych odmérenych mnoZstvich.*

Cilem uzivani dopliika stravy neni 1éCit, ale pomahat pii prevenci, pfedevSim u lidi
s predispozicemi K uréitému onemocnéni. Casto se vyuzivaji pro posileni efektu poda-
vanych 1é¢iv a jako ochrana pred vedlej$imi ucinky. Dokézou dokonce podpofit rych-
lost rekonvalescence a zkratit dobu potiebnou k 1é¢bé (Foit, 2005b).

Dopliky stravy jsou produkty, které obsahuji rizné potravni dopliky (Foit, 2005a),
jako jsou vitaminy, mineraly, aminokyseliny a ochranné latky (Foit, 2005b). Casto jsou
uzivany pro zajisténi doporuc¢eného piijmu dané biologicky aktivni latky (Foft, 2005a)
¢i jako soucast samolécby (Sliva, 2009). Piijmem dopliikd s pfirodnimi extrakty 1é¢i-
vych nebo stimulujicich bylin je mozné vyznamné posilit pfirozenou imunitu (Foft,
2005D).

Podle vyhlasky ¢. 225/2008 Sb., musi byt na obale potravinovych dopliku, véetné

béznych pozadavki na oznacovani obalu potravin, uvedeno:

,,a) V ndzvu potraviny slovo ,, doplnéek stravy

b) ndazev vitaminu, minerdlnich ldatek nebo dalsich latek charakterizujicich vyrobek

C) ciselny udaj o mnozstvi vitaminii, minerdlnich latek nebo dalsich latek vztazeny na

doporucenou denni davku

d) udaje o obsahu vitaminit a minerdlnich latek i v procentech doporucené denni davky
e) doporucené denni davkovani a popripadé dalsi podminky pouZiti

f) varovani pred prekrocenim doporuceného denniho davkovani

0) upozornéni, aby byly vyrobky ulozeny mimo dosah déti

h) upozornéni, ze doplnky stravy nejsou ndhradou pestré stravy

1) upozorneni ,,Nevhodné pro téhotné zeny* u doplnkit stravy obsahujicich vice nez

800 ug (RE) vitaminu A v denni davce *
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Podle vyhlasky ¢. 225/2008 Sh., dale nesmi byt pii oznaCovani doplnka stravy na
obalu uvedena informace o jejich preventivnich ¢i 1écebnych Ucincich. Rovnéz nesmi
obsahovat tvrzeni, ze z vyvazené a pestré stravy nelze ziskat dostatecné mnozstvi vita-

mina a minerald.

2.2 Doporucena denni diavka
Vyhlaska ¢. 225/2008 Sb., pro dopliky stravy, ve své ptiloze uvadi seznam vitamint

a mineralnich latek, které 1ze pouzit pro vyrobu doplnku stravy, véetné jejich doporuce-
nych dennich davek (DDD) (viz Tabulka 1).

,,Doporucené denni davky vitaminii a minerdlnich latek se vztahuji na celkovy denni
prijem vitaminii a minerdlnich latek. Za zdroj vitaminii a mineralnich latek Ize povazo-
vat doplnky stravy s obsahem alespon vyznamného mnozstvi vitaminii a mineralnich
latek, za které se povazuje nejméné 15 % z hodnot doporucenych dennich ddvek uvede-
nych v tabulce, které je obsazeno ve 100 g nebo ve 100 ml nebo v jednom baleni, pokud

toto baleni obsahuje jednu porci.

Tabulka 1- Doporuc¢ené denni davky vitamint a mineralnich latek podle vyhlasky
¢. 225/2008 Sb.

Vitamin DDD Mineralni latka DDD
Vitamin A 800 ng Draslik 2000 mg
Vitamin B1 1,1 mg Fosfor 700 mg
Vitamin B2 1,4 mg Fluoridy 3,5 mg
Vitamin B6 1,4 mg Hot¢ik 375 mg

Vitamin B12 2,5 ug Chloridy 800 mg
Vitamin B5 6 mg Chrom 40 ug
Vitamin C 800 mg Jod 150 pg
Vitamin D S5ug Mangan 2 mg
Vitamin E 12 mg Med 1mg
Vitamin K 75 ng Selen 55 g
Vitamin B7 50 pg Vapnik 800 mg
Vitamin B9 200 pg Zinek 10 mg
Vitamin B3 16 mg Zelezo 14 mg
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2.3 Biologicka vyuZitelnost
Biologicka vyuzitelnost, nebo také biologicka dostupnost, je vyjadienim podilu ak-

tivni slozky, ktera prestoupila do té€lniho ob&hu. Idealni biologicka dostupnost je 1, coz
by znamenalo, Ze do systémové cirkulace ptestoupilo 100 % ucinné latky, tudiz se zad-
na nevyloucila (Mach, 2012).

Okolo 40-90 % vitamini je absorbovano v tenkém stfevé. Na biologickou vyuzitel-
nost vitaminti ma vliv jejich rozpustnost. Vitaminy rozpustné v tucich se pii nizkém
obsahu tuku ve stravé hlfe vstiebavaji do téla. Pro spravny transport ze stieva do krve
dochazi k zaClenéni vitamint do lipoproteinii nebo k vazb¢ na transportni proteiny (chy-
lomikrony). Takto upravené vitaminy nejprve prechdzi do lymfy a az poté do krve. Sa-
motnd absorpce do krve probihd prostou diftzi. Vitamin A, skladovany v jatrech, musi
byt navazany na specificky transportni protein, aby doslo k jeho transportu k dal$im
tkanim. Mira biologické vyuzZitelnosti pak zavisi na dostupnosti transportniho proteinu.
Na druhou stranu vitaminy rozpustné ve vod¢ pottebuji k absorpci specifickou molekulu
V gastrointestindlnim traktu, na kterou se mohou navézat, ¢i potfebnou energii
K uskute¢néni transportu. Napftiklad thiamin a vitamin C jsou absorbovany energetic-
kym transportnim systémem, kdezto riboflavin a niacin vyzaduji transportni proteiny.
Vitamin B12 musi byt nejprve navdzan na protein produkovany v zaludku, a az poté
muze byt absorbovan ve stievé. Tyto vitaminy pak prechazi ze stieva pifimo do krve.
VétSina vitamind rozpustnych ve vodé vyuziva pro svilj transport krevni proteiny.
K uvolnéni vitamind z potravy napomaha cely travici trakt, véetné dutiny Ustni a zalud-
ku. Ke zvyseni absorpce vitamint rozpustnych v tucich napomaha zlu¢ diky svym
emulga¢nim schopnostem (Smolin, Grosvenor, 2010).

Pii vysoké koncentraci u¢inné latky v doplitku vétSinou neni té€lo schopno absorbo-
vat veSkery obsah najednou, a tak je ptebytek odvadén moci. Pfikladem mohou byt do-
pliiky stravy s vitaminem C. Vitamin C je rozvadén krvi po téle do jednotlivych organt
a tkani. Transport této G¢inné latky je limitovan, na 1 ml krevni plazmy je absorbovano
do krve maximalné 14 mg vitaminu C a nadbytek je vylouden z téla mo¢i. ReSenim jsou
tablety s postupnym uvolfiovanim, z nichz se obsah ucinné latky vyplavuje do téla po-
zvolna a ve velmi dobfe vstiebatelné forme. Tim lze docilit pfijmu mensSich davek vita-
minu C béhem celého dne, kdy se optimalné vyuziva resorp¢ni kapacita tenkého stfeva

(Mach, 2012).
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2.4 Prinosy doplikii stravy

Doplnky stravy jsou uzivany pro tlumeni vedlejSich ucinkd poddvanych 1éCiv. Vy-
znamnou roli hraji pfi prevenci, ve stavech podvyzivy a pii vysoké fyzické a psychické
namaze. Dopliikky ¢asto vyhledavaji sportovci, kteti se vénuji kondi¢nimu, vykonnost-
nimu i vrcholovému sportu (Mach, 2012). Pro podporu tvorby svalové hmoty a dosaze-
ni maximalniho vykonu se ¢asto uziva latka zvana kreatin. Klinické studie dokonce po-
tvrdily, ze ptijem kreatinu v malych davkéch je u€innym lécivem u celé fady onemoc-
néni, jako je napiiklad Huntingtonova choroba, Parkinsonova choroba ¢i amyotroficka
lateralni skler6za. Vhodny je rovnéZ k posileni funkce srde¢niho svalu a ¢innosti mozku
(Foit, 2005b). Dopliiky stravy obsahujici vitaminy skupiny B jsou doporuc¢ovany spor-
toveim pro podporu zvyseni produkce ATP, ktery je dilezity v energetickém metabo-
lismu svali (Smolin, Grosvenor, 2010). Uzivani dopliku stravy je vhodné zejména pii
redukéni dieté, kdy je télo diky nizkokalorickym potravinam ochuzeno o vitaminy roz-
pustné v tucich (McGuire, Beerman, 2013a). Vegané by méli ptijimat vice Zeleza a vi-
taminu B12, ktery je pfitomny piedevsim v zivocisnych produktech (Percival, 2013;
Smolin, Grosvenor, 2010) Pro lidi, ktefi nekonzumuji mlééné produkty, je doporuceno
dopliovat piijem vapniku. Kyselina listovd je vhodna pro téhotné Zeny jako ochrana
plodu pied télesnymi deformitami (Percival, 2013). Niacin, ve form¢ kyseliny nikotino-
v¢, prispiva ke snizeni krevniho cholesterolu, bohuzel ale miva ¢asto 1 toxické G¢inky na

organismus, jako je naptiklad brnéni, nevolnost ¢i vyrazka (Smolin, Grosvenor, 2010).

2.5 Rizika uzivani dopliki stravy

Uzivani doplnki stravy nemusi mit na organismus pouze pozitivni G¢inky. Existuje i
fada rizik, ktera je nutno zvazit pied zacatkem jejich uzivani. Dopliky stravy mohou
nepiiznivé reagovat se soucasné uzivanymi léky (Foit, 2005b), napiiklad extrakt
z trezalky snizuje ucinnost nékterych 1éka (Mach, 2012), pii piijmu vitaminu C vy$$im
nez 3 g denné¢ mize dojit k interferenci s léky, ur¢enymi ke snizeni srazlivosti krve, ¢i
testy moci, pouzivané k monitorovani mnozstvi glukozy (Smolin, Grosvenor, 2010).
Muize také dojit k nesndsSenlivosti organismu vici pfirodni suroving€ nebo inertnimu adi-
tivu, ¢i k akutnimu piedavkovani (Foit, 2005b). Ziidkakdy dochazi k vedlej$im ucin-

kim jako je zvySena krvacivost pii poranéni nebo operaci (Mach, 2012). Vysoky piijem
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vitaminu B6 ve form¢ dopliku stravy mtze vést k vaznym toxickym pfiznaktim, jako
jsou nervové poruchy (zejména senzorickych organtl). Vitaminy skupiny B, piisobici
jako koenzymy, mohou pfi zvySeném piijmu zpusobit zvySenou syntézu piislusnych
apoenzymil, coz vede k nefyziologickému zvyseni intenzity nékterych metabolickych
pochodu (Golian, 2011).

Vysokému piijmu vitaminu C by se méli vyhnout jedinci, ktefi jsou nachylni
k tvorb¢ ledvinovych kament, to plati i pro osoby neschopné regulace absorpce Zeleza,
protoze vitamin C zvySuje jeho absorpci. U osob trpicich sideropenickou anémii muze
dojit ke zhorSeni ptiznakli. Vysoké davky kyseliny askorbové mohou také nicit zubni
sklovinu. Nadmérny pfijem vitaminu E inhibuje aktivitu vitaminu K (Smolin, Grosve-
nor). U kojenct je rizikovy vysoky piijem vitaminu K, ktery miize zpusobit anémii,
poskozeni mozku a hyperkoagulaci. Vysoké davky vitaminu A maji za nasledek bolesti
hlavy, zvraceni, poSkozeni jater a mohou zapficinit i teratogenni u¢inky. Vysoky ptijem
vitaminu D zptsobuje ukladani vapniku do mekkych tkani, zpomaleni ristu ¢i poSkoze-
ni ledvin. Podle studii mize dokonce zvySovat riziko vzniku diabetu typu I., roztrouse-
né skler6zy a vysokého krevniho tlaku u osob Zijicich ve vysSich zemépisnych Sitkach
(Smolin, Grosvenor, 2010; Golian, 2011). Klinické studie ukazuji, ze karotenoidové
doplnky stravy mohou byt Skodlivé zvlasté pro kutaky, jelikoz u nich podle prizkumu,
zvySuji pravdépodobnost vyskytu rakoviny plic. Pro tyto jedince je doporu¢ovano pii-

jimani B-karotenu pouze z ptirodnich zdroji (Smolin, Grosvenor, 2010).

2.6 Vitamin C

Vitamin C, rovnéZ znamy jako kyselina askorbova, patii do skupiny vitaminl roz-
pustnych ve vodé (Mindell, Mundis, 2006). Jeho nazev, kyselina askorbova, pivodné
vznikl ze slov a, které¢ vyjadiuje zapor a slova scorbuticus, coz je piekladano jako kur-
dgje (tedy ,,bez kurdé&ji®) (Sliva, 2009). Aktivitu tohoto vitaminu vykazuje pouze jeden
ze Ctyf stereoisomert, a tim je L-askorbova kyselina (Velisek, 2009). Kyselina askorbo-
va je v ptirod¢ syntetizovana vSemi fotoautotrofnimi rostlinami. V zivo¢isném organis-
mu je syntetizovana ledvinami ¢i jatry s pomoci enzymu L-gulonolaktonoxidazy (Sliva,
2009). Vétsina zivocichu je schopna syntetizovat si svoji vlastni kyselinu askorbovou,
pouze u lidi, lidoopl a morcat tato funkce chybi. Proto jsou nuceni ji pfijimat v potravé
(Mindell, Mundis, 2006). Kyselina askorbova ma §iroké spektrum vyuziti. Casto se po-
uziva v potravinaistvi jako potravinarské aditivum E 300 a je soucasti prevence neza-

doucich zmén aroma, zptisobeného oxidaci pii skladovani a zpracovani surovin. Pfida-
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vek askorbové kyseliny také slouzi jako prostiedek zlepSujici pekaiské vlastnosti mou-
ky (Velisek, 2009).

Kyselina askorbova rovnéz ptiznivé piisobi na lidsky organismus schopnosti snizo-
vat LDL (nizkodenzitni lipoprotein) cholesterol a blokovat tvorbu nitrosaminu, které
jsou povazovany za karcinogenni (Fort, 2005a) a pisobi i jako antioxidant (Smolin,
Grosvenor, 2010). To znamena, Ze chrani bunky pied pisobenim volnych radikali ne-
utralizaci. Tim chrani ostatni molekuly (McGuire, Beerman, 2013a), jako jsou bilkovi-
ny, DNA ¢i membranové lipidy (Wiseman, 2007), pied poskozovanim oxidaci. To by
mohlo vést ke vzniku fady raznych nemoci (McGuire, Beerman, 2013a). Kyselina
askorbova je ze zdravotniho hlediska prospésna pro nase télo zejména pii 16cbé nachla-
zeni a stimulaci imunity. SniZuje riziko vzniku krevnich sraZenin a alergickych reakci
(Mindell, Mundis, 2006). Mimo jiné je dulezita pii tvorbé kolagenu a dalSich pojivo-
vych tkani, cozZ je prosp&$né pii parodontitidé ¢i hojeni ran (Foft, 2005a). Také zvySuje
absorpci anorganického zeleza z potravin (Mascitelli et al., 2015). Bylo dokonce proka-
zano snizené riziko vzniku rakoviny zaludku pfi pravidelné konzumaci kyseliny askor-
bové pii dennim piijmu 1-10 g az o 75 % (Foft, 2005a; Golian, 2011).

Za vyznamné piirodni zdroje se povazuji citrusové plody, jahody (Mindell &

Mundis, 2006), brambory, zeli, raj¢ata nebo paprika (Mach, 2012).

Tabulka 2 - Primérny obsah kyseliny askorbové ve vybranych potravinach (Velisek,

1999)
Potravina \ Obsah (mg/kg) \ Potravina Obsah (mg/kg)
Citrony 300-640 Maso 20
Sipky 2500-10000 Sunka 300-500
Paprika 620-3000 Zeli 170-700
Brokolice 1100-1130 Petrzel kadefava 1500-2700
Kapusta rtizickova 1000-1030 Fazolové lusky 90-300
Rybiz ¢erny 1100-3000 Hroznové vino 20-50
Kiwi 700-1270 Grapefruit 240-700
Jahody 400-700 Kvétak 47-1610
Spenat 350-840 Cesnek 150-160
Brambory 80-400 Kien 450-1200
Kedluben 280-700 Papaja 2500-10000
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Doporucena denni davka kyseliny askorbové se podle vyhlasky pohybuje okolo
80 mg. P1ilis vysoké davky tohoto vitaminu mohou vést az k podrazdéni sliznice nékte-
rych organt (zaludek, jicen), zvraceni, prijmu ¢i nespavosti. Naopak mohou zlepsit
vstiebavani nékterych latek, jako je vitamin B12 nebo Zelezo (Sliva, 2009). Pfi nadmér-
ném piijmu kyseliny askorbové (vice nez 1 g denn¢) se mohou utvaret ledvinové kame-
ny, dale mize interferovat s nékterymi léky ¢i snizovat odolnost proti infekcim. Bylo
dokazano i zvySené riziko potrati (Macek et al., 2011).

Za ptiznak deficience tohoto vitaminu se povazuje nechutenstvi, Spatné hojeni ran,
hematomy, krvaceni dasni, opakované infekce ¢i sniZeni svalového vykonu (Foit,
2005a). Tento stav je znam jako tzv. jarni tnava (Velisek, 2009), ktery ziskal sviij nazev
po relativné snizeném piijmu ovoce a zeleniny v jarnich mésicich (Macek et al., 2011).
Akutni avitamindza se projevuje nemoci kurdéje neboli skorbut (odvozeno od kyseliny
askorbové), ktera je zptisobena dlouhodobym nedostatkem ve stravé (Velisek, 2009).
Za prvotni priznaky tohoto onemocnéni se povazuje slabost, inava a apatie, které pred-
chézi perifolikularni hyperkeratoze, krvaceni do podkozni tkanég, kize, sval nebo klou-
bt, horecce, oteklym désnim, vypadavéani zubli a anémii. Toto onemocnéni miize koncit
az smrti jedince (Padayatty, 2002; Macek et al., 2011).

Kyselina askorbova je ni¢ena vysokou teplotou nebo vystavenim vzdusnému kysliku
(McGuire, Beerman, 2013a). Jeji znehodnoceni podporuje rovnéz zasadité prostiedi ¢i
ptitomnost nékterych mineralnich latek (zinek, zelezo, ¢aste¢né¢ med’). Oxidaci podpo-
ruje enzym askorbatoxidasa, ktery se aktivuje po naruSeni bunck pfi zmrazeni nebo me-
chanickou upravou suroviny. Lze ho inaktivovat pfi teplotaich nad 60 °C, pficemz se
vyrazn¢é zpomali oxidace kyseliny askorbové (Macek et al., 2011). Z téchto divodu ji
Cerstvé ovoce a zelenina obsahuje mnohem vice, nez vafené, zpracované ¢i skladované
(McGuire, Beerman, 2013b). Jeji vstiebavani je obdobné jako u jednoduchych cukrt.
Pii vyssi davce (okolo 10 g) je télo schopno vstiebat pouze 15 %, a proto jsou
Vv soucasné dob¢ velmi oblibené postupné vstiebatelné dopliky stravy (Foit, 2005a). Na
druhou stranu synteticka kyselina askorbova je v téle hlite vyuZitelna, jelikoZ na rozdil
od rostlinnych zdrojii neobsahuje bioflavonoidy (vitamin P), které zvySuji jeji G€innost
a maji protektivni G¢inky na samotny vitamin. Vhodnou alternativou je kyselina askor-

bova ve formé rostlinnych vytazki, jez bioflavonoidy obsahuji (Macek et al., 2011).
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2.7 Vitamin B9

Vitamin B9,0znacovany téz jako vitamin M nebo kyselina listova, je rozpustny ve
vodé a je jednim z vitaminu tzv. B-komplexu (Mindell, Mundis, 2006). Biologicky ak-
tivnim derivatem kyseliny listové (folové ¢i pteroylglutamové) je folacin (Velisek,
2009). Bézné pouzivané terminy folacin, folat ¢i folaty jsou zaménitelné za vyraz Kyse-
lina listova (Deshpande, 2002). Jeji nazev je odvozen od latinského slova folia, coz
v piekladu znamena list. To je spjato s jejim vysokym obsahem v listové zelenin€, pre-
devsim v listovém Spenatu (Truswell, 2007). Kyselina je syntetizovana mikroorganismy
a vysSimi rostlinami. Pro savce je esencialnim vitaminem, ktery musi piijimat v potravé
(Miller, 2013).

Kyselina listova se uplatiuje jako kofaktor enzymu (Velisek, 2009), které zajistuji
predevsim metabolismus bilkovin (Mindell, Mundis, 2006). Je dulezita rovnéz pii tvor-
bé Cervenych krvinek, déleni bunék a pro tvorbu protilatek pfi nemoci (Mindell,
Mundis, 2006; Kala¢, 2003). Jde o velmi vyznamnou slozku potravy téhotnych Zen a
zen pied pocetim. Zajist'uje spravny pribéh zarode¢ného déleni a vyvoje plodu (Mach,
2012), ¢imz chrani plod pied deformitami nervového systému (Mindell, Mundis, 2006).
Dokéze snizit riziko vrozenych vad, které jsou pticinou ¢aste¢ného ¢i uplného ochrnuti
novorozenct, az o 70 %. Uzivanim kyseliny listové lze také predejit i jinym defektim
jako jsou napiiklad vrozené srde¢ni vady, rozstép parta ¢i rtu. Pfijimanim kyseliny lis-
tové v kombinaci se Zelezem je mozné snizit riziko akutni lymfoblastické leukémie u
novorozencu, ktera ve vétsing ptipadi konci smrti, az o 60 % (Mach, 2012).

Existuje rovnéZ spojeni mezi vysokou hladinou homocysteinu a snizenou hladinou
kyseliny listové v krvi. Ukolem kyseliny listové v organismu je pievést skodlivy homo-
cystein na neSkodny methionin. Pfi jejim nedostatecném mnoZstvi dochazi k hromadéni
homocysteinu v krvi a jeho zvySeny obsah je spojen se vznikem kardiovaskularnich
chorob, jako jsou aterosklerdza, infarkt ¢i zvySena krevni srdzlivost. Kyselina listova
podavana se zinkem dokaze dokonce zvysit pocet aktivnich spermii u muza s poruchou
plodnosti az o 74 % (Mach, 2012). Mimo jiné bylo také prokazano, ze nizka hladina
kyseliny listové zvySuje riziko vzniku rakoviny vaje¢nikdl, prsu, slinivky bfis$ni a tlusté-
ho stieva (Smolin, Grosvenor, 2010; Kala¢, 2003). ZvySeny piijem se doporucuje pii
vysSi spottebé alkoholu, zendm uzivajicim hormonalni antikoncepci nebo pii porusSe

vstfebavani potravy ze stiev (Kalac, 2003).
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Jako vyznamné ptirodni zdroje tohoto vitaminu se konzumuji pfedevs§im pomerance,
Cerstvé maso, obiloviny, luSténiny, vnitinosti, drozdi (Velisek, 2009), zelena listova

zelenina ¢i semena (Mach, 2012).

Tabulka 3 - Primérny obsah kyseliny listové ve vybranych potravinach (Kala¢, 2003)

Potravina Obsah (ng/kg) \ Potravina Obsah (ng/kg) \
Maso vepiové 10-40 Zeli 160-450
Maso hovézi 20-180 Spenat 500-1920
Maso kuteci 100-120 Rajcata 60—-300
Jatra vepiova 1360-2210 Mrkev 400
Ryby 120 Brambory 80-200
MIéko 30-280 Jablka 60
Syry 80820 Citrusové plody 50400
Vejce 50-800 Banany 280-360
Mouka pSenicna 600-1460 Drozdi 15000
Chléb 260-540 Lusténiny 550-1590

Ptijem kyseliny listové v bézném jidelnicku je ve vétSin€ piipadi nedostatecny
(Foft, 2005a). Za doporucenou denni davku se dle vyhlasky povazuje ptijem 200 ug.
DDD pro téhotné se pohybuje v rozmezi 400-600 pg (Mach, 2012). Ptijimanim vyso-
kého mnozstvi vyjimecné dochézi az k pfedavkovani, coz miize zpisobit alergii ¢i ana-
fylakticky Sok. NejcastéjSimi projevy nedostatku kyseliny listové jsou zanéty v duting
ustni, slabost, inava, anémie a bledost kiize ¢i sliznic (Foit, 2005a).

Kyselina listova je ni¢ena vysokou teplotou, tudiz vafené potraviny ji obsahuji méné
nez syrové (McGuire, Beerman, 2013b). K vysokym ztratam dochazi vyluhem, piitom-
nosti vzduSného kysliku ¢i pfi vystaveni svételnému zafeni. Pfi neSetrném zplsobu
skladovani potravin mohou byt ztraty kyseliny listové dokonce 90 %. Naproti tomu na-
ptiklad v nékterych kysanych mléénych vyrobcich (jogurty) miiZe jeji obsah vzrist, a to
diky ptitomnosti mlé¢nych bakterii, které ji syntetizuji (Kala¢, 2003).

V béznych potravinach se sni setkdme velmi zfidka, proto je Casto vyuzivana
k jejich fortifikaci ¢i k vyrobé vitaminovych doplnkd. Schopnost jejiho vstiebavani v
organismu je vysSi pii uzivani jiZz zminénych doplnkld stravy (McGuire, Beer-
man, 2013a) ¢i pii konzumaci fortifikovanych potravin (Truswell, 2007), na rozdil od
pfijmu v jeji pfirodni formé, pificemz se biodostupnost podstatné snizuje (McGuire,

Beerman, 2013a). Ve form¢ doplitku se v téle vstieba zcela uplné (do mnozstvi 5 mg),
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kdezto vstiebatelnost z potravin se pohybuje pouze mezi 30-50 % (Foit, 2005a). Nedo-
stateCna vstiebatelnost se mize vyskytovat naptiklad u osob zévislych na alkoholu ¢i pfi

hemolytické anémii (Golian, 2011).

3 NANOTECHNOLOGIE

3.1 Nanoéastice a nanomaterialy
Nanocastice jsou Castice, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi 1-100 nm (Bara-

baszova et al., 2010). Pfedpona nano- ma pivod v feckém slové vavog, coz znamena
trpaslik (Kolarova, 2014). Pojem nanocastice je definovan jako samostatna trojrozmérna
jednotka v nano velikosti (Kvasnickova, 2011). Nanocastice maji zna¢né vétsi plochu
povrchu nez tytéz ¢astice v makro méfitku, ¢imz ¢asto dochazi ke zménam jejich fyzi-
kalnich a chemickych vlastnosti, jako je reaktivita, povrchovy naboj (FSAI, 2010), bar-
va ¢i pevnost (Kolafova, 2014). Zlato v makro méfitku vede elektiinu, chemicky je ne-
reaktivni a ma zlutou barvu. Oproti tomu zlato ve velikosti nanometrt je velmi reaktivni
polovodic a jeho barva se pohybuje mezi rizovou, ¢ervenou a oranZzovou v zavislosti na
velikosti ¢astic (FSAI, 2010). Stiibro je obecné netoxické, ale jeho nanocastice jsou pii
kontaktu s viry schopny je usmrtit (Kolarova, 2014). Ptimym dtikazem zvySeni reaktivi-
ty nanomateridll je vyuziti zeolitl jako katalyzatorti (Hajkova, 2011).

Nanomaterialy jsou jakoukoliv formou materialu o jednom nebo vice rozmérech ve
velikosti nano (Kvasni¢kova, 2011). Maji inovativni vlastnosti a charakteristické struk-
tury, jako jsou jednoduché nanocastice, klastry (shluky) ¢i dutiny. Tyto struktury jsou
definovany nékolika vlastnostmi — rozmér, tvar, atomova struktura, krystalinita, mezifa-
zové rozhrani a chemické slozeni. Podle dimenzionality 1ze nanomaterialy délit na 1D —
jednorozmérné (nanovrstvy, povlaky, tenké filmy), 2D — dvojrozmérné (nanodratky,
nanotrubice, nanovldkna) a 3D — trojrozmérné (nanocastice, nanoprasky, kvantové tec-
ky) (Barabaszova et al., 2010). Obecné nanocastice jsou tedy trojdimenzionalni nanoob-
jekty, které ve vSech tfech soufadnych osach dosahuji nanorozméri. EXistuje nékolik
typt nanocastic liSicich se strukturou, chemickymi vlastnostmi a jejich vyuzitim (Vy-
slouzil, 2011). Lze je také rizné kombinovat, a tak vytvaret vétsi struktury, pouzitelné
v makro méfitku (Hosek, 2010). Jejich chovani, které je ovlivnéno atomovymi silami,
vlastnostmi chemickych vazeb a kvantovymi jevy, se projevuje neobvyklymi fyzikal-

nimi, biologickymi a chemickymi vlastnostmi vyuzitelnymi v praxi. Naptiklad dochazi
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ke zménam pevnosti u uhlikovych nanotrubic, které jsou stokrat pevnéjsi nez ocel, ale
Sestkrat leh¢i. Muze dojit i ke zméné tvrdosti. Toho se vyuzivd v metalurgii, pficemz
pouzivané nanocastice jsou odpovédné za zvyseni zivotnosti a tvrdosti kovi. Dale mtze
byt ovlivnéna taznost, plasticita a magnetické, elektrické Ci optické vlastnosti (Hajkova,
2011).

Nanocastice mohou vznikat bud’to pfirodnimi procesy nebo lidskou ¢innosti fizenou
¢i netfizenou (Smolkova et al., 2015). Nanotechnologie se primarné zaméiuji na uméle
vytvofené nanocastice, ale pfirozen¢ se vyskytujici ¢astice jsou zde pritomny miliony
let. Pfirodné vyskytujici se nanocéstice jsou vétSinou seskupenim molekul ¢i atomt,
syntetizovanych  biologickym systémem. S témito casticemi se lze setkat
v intracelularnich strukturach (napiiklad magnetosomy). Nanocastice vyskytujici se
extracelularné jsou napiiklad lipoproteiny nebo viry. Maji rozmanité funkce, mezi nej-
vyznamnéj$i patii skladovani mineralnich latek ¢i mezibunécna komunikace (Stanley,
2014). Dokonce i DNA nebo proteiny mohou vytvafet organizované nanocastice. Pii-
rodni nanocastice mohou byt také anorganického pivodu. Ty nejcastéji vznikaji sopec-
nou ¢innosti, ale mohou byt pfitomny i v prachu, jemném motském aerosolu, pisku ¢i
pudnich koloidech. Jsou velmi rozmanité. Nanocastice vznikajici fizenou lidskou ¢in-
nosti jsou snadno definovatelné a uniformni. Pokud vSak nanocastice vznikaji nahod-
nym procesem pfi lidské Cinnosti, jsou velmi variabilni ve svoji struktufe i velikosti.
Jejich nejvyznamnéjS$im zdrojem je automobilova doprava. Nejcastéji vznikaji spalova-
nim v dieselovych motorech ¢i svafovanim. Za vznik nanocéstic jsou odpovédné nejen
nuklea¢ni, koagula¢ni ¢i kondenzaéni procesy, ale ¢asto vznikaji i mechanickou de-
strukci vétsich ¢astic (Dohnalova, Dohnal, 2015). Proces homogenizace, ktery je pouZi-
van v potravinafstvi pro zlepSeni chuti, viin€ a textury mléka, 1ze rovnéz povazovat za
nanotechnologickou Upravu, pfi¢emzZ dochazi k destrukci tukovych globuli za uc¢elem
zmenseni jejich velikosti (Kvasnickova, 2011).

V dnesni dobé rapidné vzrostla produkce a vyuziti nanoc¢astic. Jejich aplikace zasa-
huje témét do vSech odvétvi (Dohnalova, Dohnal, 2015). Mezi né patii naptiklad potra-
vinafstvi (obaly), zdravotnictvi (umélé klouby, cilend doprava 1éCiv), textilni pramysl
(nemackavé, hydrofobni a neSpinici se materidly), chemicky prtimysl (nanotrubice, na-
nokompozity, aerogely) a v neposledni fad¢ i dekontaminace zivotniho prostredi (bio-
degradace) (Kvasnickova, 2011). Chemické latky v jejich nano form¢ mivaji ¢asto od-

lisné toxikologické ucinky nez makro forma. Proto jsou s nimi spjata i rozdilna zdravot-
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ni rizika. Uéinek nano¢astic je riizny v zavislosti na misté vstupu do organismu, velikos-
ti ¢astic, druhu materialu, kontaminaci povrchu ¢i pH jednotlivych tkéni a organt v téle.
Piisobeni nanocastic na organismus muze dokonce postihnout funkci centralniho nervo-
vého systému nebo kardiovaskularniho systému (Dohnalova, Dohnal, 2015).

V soucasnosti se S aplikaci nanomaterialtl Ize setkat i ve formé& nanopraska jako je
naptiklad TiO.. Tento prasek se vyuziva v kosmetice, konkrétné pii vyrobé krémt na
oblicej, opalovacich krému a pletovych vod ¢i krémi. Mimo to se TiO2 ptidava do lakt
s reflexnimi vlastnostmi (Prnka, Sperlink, 2004) & pii vyrobé tmavych skel (Bara-
baszova et al., 2010). Dalsim piikladem jsou nanoprasky Fe,Os, které jsou zakladnim
materidlem pii vyrobé rtének a li¢idel (Prnka, Sperlink, 2004), ale mohou se také pouzit
pro detoxikaci kontaminovaného prostiedi (Barabaszova et al., 2010). Nanomaterialy se
také jiz nékolik let vyuzivaji jako nanostrukturni otéruvzdorné povlaky feznych nastroj
a komponent. Povrchovy film tvofeny z nanocastic lze pouzit na ochranu obkladt ptred
vodou a §pinou. Rozsahlé vyuziti nanoc¢astic se objevuje také v oblasti biomediciny, kde
slouzi jako transportéry terapeutickych latek (Prnka, Sperlink, 2004), které vyhledavaji
cilové cizorod¢ bunky (vétSinou rakovinné) ¢i viry a nici je uvolnénim lé€iva uzaviené-
ho v jejich struktufe. Tento zpusob 1é¢by se jevi jako velmi Setrny, jelikoZ zajist'uje sni-
zeni davky podavaného 1éciva, a tim vyrazné mirni vedlejsi Skodlivé G¢inky na orga-
nismus (Adam, 2013b). Rovnéz mohou slouzit k diagnéze rakoviny a infekénich one-
mocnéni, coz miize piispét k véasnému zjisténi onemocnéni (Sanek et al., 2013). Diky
svym malym rozmérim mohou nanocastice prostoupit k mistim v lidském téle, ktera
obvykle nejsou pristupna vétsim ¢asticim (FSAI, 2010).

Nanocastice v podob¢ uhlikovych nanotrubic maji strukturu valcovitého tvaru a po-
uzivaji se jako pevné a pruzné kompozitni materialy (Sanek et al., 2013), nejéastéji viak
jako biosenzory (Fojtik et al., 2014). Samotné nanotrubice jsou pro transport 1é¢iv ne-
vhodné, ale v kombinaci s jinymi latkami (naptiklad lipozomy) se daji pouzit. Dal§im
piikladem jsou fullereny, coZ jsou molekuly, které se skladaji z uhliku ¢i uhlikovych
sloucenin ve tvaru koule, elipsoidu nebo trubicky. Tyto struktury se ¢asto vyuzivaji pro
transport 1é¢iv (Sanek et al., 2013). Nanogastice stifbra se rozsitily zejména diky jejich
antibakterialni aktivité, cehoz se vyuziva ve vyrobé obalovych materialt, lednic, natért
¢1 v medicing jako 1éCivo, pficemZ napomahd dozravani T lymfocytl a tim posiluje
imunitni systém organismu (Hosek, 2010). Oxid titanicity ve formé nanocastic je

Vv dnesni dobé, diky jeho vysoké stabilité¢ a odrazivité, nejpouzivanéjsi anorganicky na-
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nomaterial. Pouziva se zejména jako plnivo barev ¢i krémi nebo jako barvivo papiru,
plast, 1€kt a potravin. V potravinach je znam jako E 171, coz je bilé potravinaiské bar-
vivo (Hosek, 2010; Vyslouzil, 2011). Historicky nejznaméjs$i jsou nanocastice zlata,
které se pouzivaji jako vodice, nanosenzory, katalyzatory, cilovy absorpcni material pii
odstranovani nadord laserovymi metodami ¢i pro vizualizaéni metody nebo dopravu
1é¢iv. Vyuzivat se mlze i ptimo jako 1é¢ivo podavané pti revmatické artritidé nebo Al-
zheimerové chorobé (Hosek, 2010). Popularni jsou také kvantové tecky, coz jsou polo-
vodi¢ové nanodastice s vyuzitim v elektronice a optice (Vyslouzil, 2011; Sanek et al.,

2013) ¢i v lékarské diagnostice, pro zviditelnéni specifickych oblasti v organismu
(Chomoucka, 2013).

3.2 Vyuiziti v potravinafstvi
Vyuziti nanomateriald v potravinarstvi v poslednich letech rapidné vzrostlo. Aplika-

ce nanomaterialit v tomto odvétvi mize vyrazné zlepsit chut, barvu, texturu a konzis-
tenci potravin. ZvySuje dokonce absorpci a biologickou vyuzitelnost zivin (Marvin et
al., 2011; Priestly, 2014). Souc¢asné nanotechnologie se pouzivaji také pro zvysSeni bez-
pecnosti a nutri¢ni hodnoty potravin (Smolkova et al., 2015) nebo jako senzory pro de-
tekci patogent, alergent ¢i kontaminantd (Moraru et al., 2009). Mezi organické nano-
Castice se fadi vitaminy, antioxidanty, barviva, chutové ptisady a konzervanty. Mohou
byt zapouzdieny do nanotransportéru a rozvadény do mista ureni. Mezi nejvétsi vyho-
dy pouzivani nanoorganickych aditiv patii lepSi disperze nerozpustnych latek
V potravinach bez potieby dodani tuku, zvySeni absorpce a zvySeni biologické dostup-
nosti v tele (Chaudhry et al., 2011). V soucasnosti se na trhu nejéastéji vyskytuje hned
nékolik organickych enkapsulovanych nanomaterialti. PouZzivaji se jako piidatné latky
(kyselina citronova, askorbova, benzoovd) ¢i potravinové doplilkky (vitaminy A a E, is-
oflavony, lutein, p-karoten). Anorganické nanomaterialy se pouzivaji predevsim jako
aditiva a potravinové dopliky. Patii sem napftiklad stiibro (E 174), oxid kiemicity
(E 551), oxid titanicity (E 171), zelezo, selen, vapnik, hoi¢ik ¢i sl (Kvasnickova,
2011). Nejcastéji jsou anorganické nanocastice aplikovany v obalovych materialech.
Oxidy stfibra a zinku se vyuzivaji kvili jejich antibakteridlnimu G¢inku, oxid titani¢ity
chrani produkt pfed UV zéafenim. Amorfni oxid kiemicity je pouzivan pfi technologic-
kém cisténi piva a vina. Ve Zvykackach je mozné se setkat s vapenatymi solemi. Vap-
nik, hotcik ¢i stiibro se navic pouzivaji jako doplnky stravy (Chaudhry et al., 2011).
Nekteré anorganické nanocastice, véetné zlata, stiibra a titanu, obvykle nejsou soucasti
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potravin, ale maji celou fadu moznosti vyuziti v potravinaistvi, naptiklad jako aditiva ¢i
konzervanty (FSAI, 2010). Mezi vyrobky vyrobené pomoci nanotechnologii patii také
kuchynské néacini, obaly, zadsobniky potravin ¢i kojenecké ldhve s antibakterialni upra-
vou apod. (Kvasni¢kova, 2011).

Nanocéstice mohou do lidského téla prostoupit skrz kiizi, vdechnutim ¢i konzumaci
potravin, které je obsahuji (Kvasnickova, 2011). Vyzkumy potencialniho pfinosu pro
organismus neustale pokracuji. Mnoho organickych nanocastic vyskytujicich se
V potravinach pravdépodobné nezpusobuje zdravotni rizika pro ¢lovéka. Naproti tomu
anorganické nanomateridly jako je stiibro a titan, obsazené v obalovém materidlu ¢i
pfimo v potraving, jsou Sice reaktivnéjsi nez organické, avsak jejich rizikové interakce a
osud v organismu nejsou doposud znamy (FSAI, 2010). Byla zkoumana pouze migrace
zeleza, hoic¢iku a kiemiku z biologicky odbouratelného materialu, obsahujiciho Skrobo-
vé a jilové nanocastice, do balené zeleniny (Spenat, hlavkovy salat). Vysledky prokéazaly

zanedbatelny nariist mnozstvi Zeleza a hot¢iku v této zeleniné (Chaudhry et al., 2011).

3.2.1 Aplikace do obalovych materiala
Prvni vyzkum zabyvajici se vyuzitim nanomateriali v obalech prob¢hl okolo roku

1990 (Sozer, Kokini, 2012). V soucasnosti se v tomto sektoru pouziva hned nékolik
typll nanomateriald, jako jsou nanokapsle, membrany, nanoemulze, lipozomalni nano-
nosice, nanotrubky, nanovodice apod. (Blasco, Picd, 2011). Diky aplikaci nanomateria-
It do potravinaiského primyslu jiz obaly neslouzi pouze k baleni potravin za ucelem
ochrany ptfed okolnim prostiedim, ale zaroven k ochrané lidského zdravi (Silvestre,
2011). Pro kontrolu stavu potravin béhem piepravy a skladovani jsou vyuzivany nano-
senzory zabudované do potravinovych oball, které slouzi rovnéz k detekci bakterii,
Cerstvosti produktu a také k identifikaci mikrobialnich a chemickych kontaminujicich
latek. Nanosenzory zvysuji biologickou bezpe¢nost a sledovatelnost potravin (Blasco,
Pico, 2011; Marvin et al., 2011). Zaclenénim krystalickych nanocastic, jako jsou napii-
klad jilové nanocastice, lze zajistit nepropustnost materialu vici kysliku nebo oxidu
uhli¢itému. Pfi zakomponovani nanocastic stfibra do obalového materidlu se zvysuji
antibakterialni vlastnosti obalu. Dal§im pfikladem mize byt obalovy material sloZeny z
bramborového Skrobu a uhli¢itanu vépenatého. M4 vyborné tepelné€ izola¢ni vlastnosti,
je lehky a biologicky odbouratelny (Boom, 2011). Do budoucna by se mohly objevovat
1 obaly obsahujici imobilizované enzymy, jako je laktdza ¢i cholesterol reduktaza. Ta-

kovéto obaly by pak mohly byt pouzivany pro potraviny vyzadujici urCité enzymové
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oSetieni pro zakazniky, ktefi trpi intoleranci na laktoézu ¢i maji zvyseny cholesterol (So-
zer, Kokini, 2012).

Mezi nejvetsi vyhody téchto modernich oball patii schopnost vylucovat antibakteri-
alni latky, antioxidanty a chuté. Tyto latky zvySuji zivotnost produktu a jeho senzorické
vlastnosti. Vyhodou je rovnéz zvysena ochrana potravin pied teplotou a vlhkosti a bio-
logicka odbouratelnost obalového materialu (FSAI, 2010; Silvestre, 2011). Jako jeden
z prikladli implementace nanotechnologie do obalového prumyslu je vyuziti hliniko-
vych nanovstev ve vétSing€ oball raznych druhti cukrovinek a aseptickych obali napoja

¢i mléka (Sozer, Kokini, 2012).

3.2.2 Enkapsulace biologicky aktivnich molekul
Enkapsulace, neboli zapouzdfeni, je proces, pii némz dochazi k zaclenéni kompo-

nentu do nosice. Tato metoda se pouziva zejména pro zpomaleni uvoliiovani aktivni
slozky zapouzdiené do nosiCe a ke zvyseni jeji stability (Ré et al., 2010). Zpocatku se
tato technika pouzivala pouze pro lékaiské tucely. Princip spoéiva v zapouzdieni aktivni
latky do nanotransportéru zacileného na urcitou oblast v lidském téle. Aktivni latka se
timto zpisobem dostava ke konkrétnimu mistu ureni bez zasahu jinych oblasti
v organismu (Boom, 2011). RovnéZ zvySuje G¢innost aktivni slozky a snizuje ptipadné
vedlejsi ucinky (Fojtik et al., 2014).

Pozdéji se enkapsulace zacala vyuzivat v potravinafstvi zejména pro fortifikaci po-
travin a pfi vyrobé funkénich potravin (Moraru et al., 2009). Mimo to zlepSuje absorpci
aktivni slozky, kontroluje jeji spravné uvoliiovani, feSi problémy vzniklé limitovanou
chemickou a fyzikalni stabilitou aktivni slozky a také ptekondva inkompatibilitu mezi
aktivni slozkou a potravinou (R¢é et al., 2010). Mezi nejcastéji enkapsulované slozky
patii napiiklad vitaminy, antioxidanty, barviva, probiotika, konzervanty ¢i dochucova-
dla (Moraru et al, 2009). Naptiklad probiotické bakterie jsou ¢astecné inaktivovany ne-
pfiznivymi podminkami v zaludku a v dalSich ¢astech gastrointestinalniho traktu. AvSak
pfi jejich enkapsulaci mohou byt probiotické bakterie chranény do doby, neZ se dosta-
nou do tlustého stieva, kde jsou aktivovany (Boom, 2011).

Enkapsulace dokaze vyfesit 1 problémy oralni vakcinace. Vakcina podana usty vét-
Sinou degraduje v prostiedi v zaludku. I kdyZ by byla schopna ptekonat toto prostiedi,
ucinna latka by nepostoupila do krve pfes sténu stfeva. Ta zabranuje priichodu patogenti

do organismu. Enkapsulaci se vakcina stava rezistentni vici prostfedi zaludku, a dokon-
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ce je schopna ptestoupit do krve, pricemz byva dopravena do bunék organismu. Za-
pouzdieni nékterych latek mize zvySovat jejich biologickou dostupnost (Boom, 2011).
3.3 Vyuziti pri ¢iSténi vody

Nanotechnologie 1ze vyuzivat k ¢isténi vod, které jsou kontaminovany chemickymi
latkami z riznych zdroji ¢i mikrobidlng, a jelikoz se nanomateridly ve vodé chovaji
jako inertni latky, jsou vhodné pro ¢isténi pitné vody (Hrdinova, 2013). Soucasné ¢isté-
ni vody pomoci nanotechnologii se pouziva v kombinaci s membranovymi filtry. Diky
nanocasticim mohou filtry disponovat antimikrobidlnimi vlastnostmi. Jednou z vyhod
vyuziti tohoto zplisobu CiSténi je snizeni mnozstvi chemikalii a ndklad na cisténi.
Avsak nevyhodou membranovych filtra je jejich nizkd Zivotnost zplisobend ucpanim a
Casto i omezend chemicka selektivita (Kazdova, 2012). Tzv. nanofiltraci 1ze z pitné vo-
dy, mimo mikroorganismi, odstrafiovat i fluoridy, sinicové toxiny, brom, huminové
kyseliny ¢i chrom (Hrdinov4, 2013).

Nanovlakna oxidu hlinitého byvaji pouzivany k odstraiiovani bakterii a vird z vody,
zatimco nanocastice oxidu zeleza se pouzivaji k odstranéni fosfati a arsenu (FSAI,
2010). Ve vode¢ nerozpustny oxid titanicity se pii ¢isténi vody vyuziva ve formée suspen-
ze ¢i natéru, pricemz predstavuje levny a netoxicky material, vhodny pro degradaci or-
ganickych latek a desinfekci. Vyuzivat lze naptiklad i ftalocyaniny ve form¢ natéru ne-
bo roztoku, které jsou urceny predevs§im k inhibici bakterii a mikroskopickych hub. Vy-
znamn¢ antimikrobialni vlastnosti maji rovnéz nanocastice sttibra, jez napadaji lipopo-
lysacharidovou membranu bakterialnich bun¢k, ¢imz se stava propustnéjsi a tim padem
1 méné odolnou, ¢i se piimo inkorporuji do bunék, kde zabranuji replikaci DNA. Na-
nostiibro je nejuzivanéjSim nanomateridlem, ktery je cileny proti mikroorganismim.
Pro upravu vody se mliZze pouzivat i chitosan, coZ je hydrofilni biopolymer uzivany jako

flokulant a koagulant. Mimo to je uzivan i za ucelem desinfekce (Hrdinova, 2013).

3.4 Nanotransportéry
Nanotransportéry jsou koloidni nanosystémy, které slouzi jako cilené nosice 1é¢iv,

makromolekul (proteiny, geny) (Pérez-Herrero, Fernandez-Medarde, 2015) ¢i zobrazo-
vacich prostiedkt (Peer et al., 2007). Diky zapouzdieni, naptiklad protinadorovych 1é-
¢iv, do nanotransportéru se 1éky 1épe akumuluji v nadoru, a navic navazani 1éku na na-
notransportér sniZuje zasazeni ostatnich tkani v téle. Nanotrasportéry maji fadu vyhod

oproti Iékim podavanym volné. Chrani 1éCivou latku pred predCasnou degradaci, umoz-
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fuji kontrolu kinetiky uvoliiovani 1é¢iv a zlepSuji rozpustnost téch nerozpustnych, za-
branuji 1ékiim vytvaret pred¢asné interakce s biologickym prostiedim, zvysuji absorpci
Iéku do vybrané tkané a zlepSuji intracelularni penetraci (Pérez-Herrero, Fernandez-
Medarde, 2015).

Vhodné nanotransportéry musi spliiovat uréita pravidla. Musi byt vyrobeny
z vhodného biokompatibilniho materidlu, vykazovat dlouhou Zivotnost a nizkou miru
agregace (Peer et al., 2007). Idealni nanotransportér by nemél aktivovat reakci imunit-
niho systému (Heger et al., 2014). Nanotransportéry lze rozdé¢lit do nékolika skupin
podle materidlu, ze kterého jsou vytvofeny. Mezi zakladni patii polymerni nanotrans-
portéry, lipidové nanotransportéry, organické nanotransportéry a anorganické na-

notransportéry (Peer et al., 2007).

3.4.1 Anorganické nanotransportéry
Anorganické nanotransportéry byly ptivodné rozséhle studovany pro vyuziti k zob-

razovani magnetické rezonance. Nyni mohou byt rovnéZz pouzivany k cileni molekul a
1&¢iv (Peer et al., 2007). Dale je lze rozd¢lit do 4 skupin na kovové (zlaté, stiibrné, pla-
tinové ¢i zelezné nanocastice), polokovové (kvantové tecky), nekovové (hydroxyapatit
¢1 nanocastice na bazi oxidu kiemicitého) a uhlikové (nanotrubky a fullereny) (Dostélo-
va, 2014). Anorganickym nanocasticim chybi schopnost biologické odbouratelnosti, coz
ma za nasledek, u vétSiny nanocastic, potencidlni akumulaci v organismu zplsobujici
dlouhodobou toxicitu (Peer et al., 2007).

V soucasnosti nejvyuzivangj$imi anorganickymi nanotransportéry jsou uhlikové na-
notrubky. Nanotrubky vznikaji srolovanim uhlikovych listi a vykazuji velky potencial
pro biologické a biomedicinské aplikace jako je doprava léciv, 1ékatské senzory DNA ¢i
proteind a prosttedky pro tepelnou terapii rakovinnych bun€k. Chemickou modifikaci
1ze dosédhnout jejich rozpustnosti ve vodé. Rozpustnost uhlikovych nanotrubek zamezu-
je ptipadné toxicit¢ (Chowdhury et al., 2016). Velmi uzivanymi jsou rovnéz zlaté nano-
c¢astice. Ty mohou slouZzit jako nosi¢ inzulinu a jako podpora pfi radiacni terapii, diky
jejich schopnosti absorbovat rentgenové paprsky. Pti radioterapii Ize jejich ptitomnosti
Vv oblasti nddoru vyrazné zvysit absorpci ionizujiciho zarfeni, a tim snizit terapeutické

davky zafeni, coz chrani zdravé tkan¢ (Kopel et al., 2015).
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3.4.2 Polymerni nanotransportéry
Polymerni nanotransportéry mohou byt vyrobeny ze syntetickych polymert (poly-

mlécna kyselina), ¢i z pfirodnich polymerii (chitosan, kolagen, albumin, heparin) a mo-
hou byt pouzity k zapouzdieni 1éki bez chemické tpravy (Peer et al., 2007; Chowdhury
et al., 2016). Struktura polymernich nanocastic je vhodna pro transport hydrofobnich
1é¢iv (Chowdhury et al., 2016).

Pii vhodné modifikaci mtze byt chitosan pouzit jako zobrazovaci a terapeuticky
prostiedek. Je biokompatibilni a je uzivan v teranostické nanomediciné (Swierczewska

etal., 2016).

3.4.3 Lipidové nanotransportéry
Lipidové nanotransportéry jsou biokompatibilni, biodegradabilni, izoluji 1é¢ivo od

okolniho prostiedi a jsou schopny vazat jak hydrofilni, tak hydrofobni 1é¢iva. Tvar, na-
boj a funk¢nost jejich povrchu miize byt snadno modifikovana. Za lipidové nanotrans-
portéry jsou povazovany liposomy, polymerosomy a micely (Peer et al., 2007).
Liposomy jsou sférické, uzaviené struktury tvorené jednou nebo vice koncentricky-
mi lipidovymi dvojvrstvami a s vodni fazi uvniti (Peer et al., 2007). Pramér této struktu-
ry se pohybuje v rozmezi 40-50 nm (Chowdhury et al., 2016). V soucasnosti jsou lipo-
somy schvaleny jako pfenaseCe mnohych chemoterapeutik v klinické praxi (Peer et al.,
2007). V soucasné dob¢ je jejich nejveétsi vyhodou nizsi kardiotoxicita a zlepSeni 1é¢by
multirezistentnich druhd rakovin (Chowdhury et al., 2016). Polymerosomy maji podob-
nou strukturu jako liposomy, ale jsou slozeny ze syntetickych polymernich amfifila,
véetné kopolymer polymlécné kyseliny. AvSak neexistuji zadné klinicky schvalené
strategie, které by je vyuzivaly jako nosice 1é¢iv (Peer et al., 2007). Micely jsou poly-
merni struktury (Chowdhury et al., 2016), maji uzavienou strukturu tvofenou jednovrst-
vou lipidovou membranou. Tvoii je hydrofobni jadro a hydrofilni plast’. Jejich vnitini
hydrofobni ¢ast ma schopnost vazat 1éky, které jsou méné rozpustné ve vodnim prostie-
di, zatimco jejich hydrofilni obal ho tvoii hydrofilnim (Chowdhury et al., 2016). Proto

jsou vhodnym farmaceutickym nosi¢em 1é¢iv nerozpustnych ve vodé (Peer et al., 2007).
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3.4.4 Organické nanotransportéry
Mezi organické nanotransportéry patfi dendrimery, virové kapsidy a biologické na-

nostruktury jako jsou naptiklad proteiny.

Dendrimery jsou syntetické, rozvétvené makromolekuly (Peer et al., 2007). Dendri-
mery snadno konjuguji a 1ze je modifikovat pro rizné funkce. Vyuzivaji se jako zobra-
zovaci prostredky ¢i transportéry (Chowdhury et al., 2016). Polyamidoaminové dendri-
mery mohou snadno konjugovat s cilovymi molekulami a 1é¢ivy. Jsou dobie rozpustné
ve vode, biokompatibilni a jsou rychle odstranovany z krve prostfednictvim ledvin, coz
eliminuje potiebu biodegradability (Peer et al., 2007). Krom¢ toho pomérné hydrofobni
vnitini vrstva dendrimeru je schopna zapouzdiovat hydrofobni 1écivo, které je
v kone¢né fazi rozpustné ve vod¢ a pro télo dostupnéjsi (Chowdhury et al., 2016).

V soucasnosti jsou velmi vyuzivanym nanotransportérem virové kapsidy, jez jsou
morfologicky uniformni, biokompatibilni a snadno modifikovatelné. Nejcastéji maji
sféricky ¢i tyCinkovity tvar o velikosti 10 nm az 1 um (Dostalova, 2014). Tyto virové
Castice se skladaji z n€¢kolika stovek az tisicti proteinovych molekul, které vytvaii dutou
strukturu pro nukleovou kyselinu. Mezi zastupce lze zafadit virus tabakové mozaiky,
bakteriofag M 13, MS2 ¢i QP (Maet al., 2012).

Proteinové nanotransportéry tvoii tzv. proteinovou klec. Charakteristickym znakem
pro tyto struktury je jejich homogenita. Existuje celd fada proteinovych kleci o riznych
velikostech, slouzicich jako nanotransportér pro ionty kovii a mineralnich latek. Nej-
znaméjsi uzivané proteiny pro tyto aplikace jsou ferritiny, které jsou soucésti téméf
vSech zivych organismt (Ma et al., 2012). Jsou to detoxikac¢ni, oligomerni proteiny vy-
skytujici se v télech rostlin, mikroorganismii, bezobratlych ¢i lidi (Heger et al., 2014).
Ferritiny byly objeveny v roce 1937, kdy byly izolovany z konské sleziny Vilémem
Laufbergerem se zjisténim, ze obsahuji okolo 20 % zeleza (Douglas et al., 2005).

Do skupiny ferritinti 1ze zafadit apoferritin, coz je intracelularni protein, jehoz vy-
znamnou funkeci je skladovani Zeleznych iontl v téle (Zhao et al., 2012). Chrani tak or-
ganismus pied Skodlivym hromadénim Zeleza sbirdnim volného Zeleza ve formé hydra-
tovanych hydroxid-oxidi Zelezitych ve svém jadie pro dalsi vyuZiti jako enzymatickych
kofaktori (Heger et al., 2014). Timto lze zabranit toxicité, zplisobené tvorbou volnych
radikald. Ty vznikaji redukci iontd Zelezitych na Zeleznaté ionty (Prnka, Sperlink,
2004). Diky jeho velikosti, vysoké stabilité a specidlni struktufe je apoferritin pfirodnim

nanomateridlem s vynikajici biokompatibilitou (Zhao et al., 2012). U rGznych druht
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organismu se jejich struktura pouze nepatrné 1isi (Heger et al., 2014). V eukaryotickych
bunikach je apoferritin bilkovinny komplex slozeny z 24 podjednotek uspotaddanych do
uzlu, ktery tvoii ¢tyfi spirdly. Ma dutou, sférickou strukturu. Jeho vnéjsi primér je
12 nm (Stanley, 2014), praimér vnitini dutiny je 8 nm a molekulova hmotnost je
480 kDa (Adam, 2013a). Tato struktura dokaze pojmout az 4500 atomi Zeleza (Stanley,
2014). Struktura apoferritinu je velmi stabilni. Apoferritin dokaze odolavat biologickym
extrémim jako je vysoka teplota (az 70 °C) ¢i velkému rozsahu hodnot pH (pH 2,0 az
10,0) po znacnou dobu (Heger et al., 2014). Pti nizkém pH (2,0) se apoferritin rozklada
na své podjednotky, avsak pfi zvySeni pH (6,5) dochazi k opétovnému sestaveni apofer-
ritinu. Této vlastnosti se vyuziva zejména pii enkapsulaci (Zhao et al., 2012).

V piirod¢ se objevuji ferritiny s navazanym zelezem. Kdyz je vSak z ferritinu od-
stranéno Zelezo, vznika apoferritin s dutou strukturou, schopny vazat riizné latky véetné
organickych a anorganickych (Zhen et al., 2013). Diky své duté struktufe a vlastnostem
je Casto apoferritin pouzivan jako tzv. proteinova klec (Zhao et al., 2012), ktera
Vv organismu slouzi k transportu mineralti ¢i ionti kovii (Dostalova, 2014). Apoferritin,
jakozto ptirozené se vyskytujici protein, se v dneSni dobé vyuziva jako nanotransportér
pii cilené terapii v biomedicinském vyzkumu. Tento druh 1éCby pracuje predevsSim
S vybranymi nanoc¢asticemi, jez jsou vyuzivany pro transport urcitych 1éCivych latek

(Heger et al., 2014).

3.5 Zpisoby konjugace s pfenaSenymi molekulami
Pfenasené molekuly s nanotransportérem je mozné konjugovat za vyuziti fyzikal-

nich nebo chemickych postupt. Jednou z pouzivanych metod je tzv. metoda zachyceni
(z angl. physical entrapment). Je jednou z imobiliza¢nich technik, ktera muze byt defi-
novana jako fyzikalni omezeni molekuly v uzaviené polymerni siti, vyzadujici syntézu
polymerni sité v pfitomnosti molekuly (Kim et al., 2011). Fyzikalni metody jsou rozde-
leny na tii typy v zavislosti na zpisobu imobilizace (absorpce, pfichyceni, enkapsulace)
(Chowdary, 2008). Metoda zachyceni je zalozena na absorpci molekul, tak pevné, aby
se zabranilo jejich nezadoucimu pfedCasnému uvoliovani, ale zaroveit bylo umoznéno
uvoliovani v cilovém misté¢ (Homaei, 2016). Velmi dulezité je omezeni diftize skrz po-
ry (Chowdary, 2008). Tato metoda se oproti chemickym metodam konjugace lisi v tom,
ze samotna biomolekula se nevaze chemickymi vazbami do matrice nanotransportéru
(Homaei, 2016). Mnoho molekul neobsahuje zadnou reaktivni funk¢ni skupinu pro

chemickou konjugaci a proto je tato fyzikalni metoda Casto vyuzivana (Bartakova,
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2006). Mize byt pouzita pro zachyceni jakéhokoli typu biomolekuly, ale nékdy dochazi
k drobnému poskozeni jeji biologické aktivity, napiiklad vlivem volnych radikalt, které
mohou vznikat pfi polymeraci né€kterych nanotransportéra (Homaei, 2016). Za timto
ucelem musi byt vlastnosti nanotransportéru a podminky pouzité pro zapouzdieni sluci-
telné s enkapsulovanou molekulou (Es et al., 2015). Nanotransportér by mél byt neto-
xicky, biodegradabilni, chemicky stabilni a mikrobidlné rezistentni (Homaei, 2016).
Forma a povaha nanotransportéru zavisi na pouzitém materialu (Chowdary, 2008), vét-
Sinou se pouzivaji biopolymery (Homaei, 2016), polyakrylamidové gely, agar, Zelatina
¢i agardza. Vldknité materidly pouzivané pro zachyceni v matrici vlaken jsou naptiklad
oxid kfemicity ¢i PVC. Tato metoda je primyslové uzitecnd a nizkondkladova. Dalsi
vyhodou je stabilizace a ochrana struktury dané biomolekuly. Metoda probiha za mir-
nych reakénich podminek, pfi¢emZz nedochazi ke zméné konformace molekul.
(Chowdary, 2008).

Rizné aplikace této metody se mohou objevovat v potravinaistvi (urychleni procesu
zrani a kontrola rozvoje chuti), mediciné (enzymova terapie, nanomedicina) ¢i vyzku-
mu. V potravinafstvi se jako biopolymery pro ucely této metody pouZivaji proteiny, do
kterych jsou v tomto odvétvi zapouzdiovany piedev§im vitaminy, antioxidanty ¢i chu-
tové prisady (Homaei, 2016). Jedna predevsim o zaclenovani ptisad do kapsli, slouzi
rovnéz ke stabilizaci a ochran¢ pted zpracovatelskymi, nutrinimi a zdravotnimi ztréta-
mi (Ghorbanzade et al., 2016).

Druhou pouzivanou metodou je metoda vyuZzivajici tzv. cross-linkery. Principem
metody cross-linking (pfekladano jako zesiténi ¢i prokiizeni) je vznik mezimolekulové
vazby molekuly s nosi¢em ¢i jeho funkénimi skupinami (Kastanek, 2001). Touto che-
mickou metodou se vytvari zesitény komplex (Miuller et al., 2010).

Hlavnim cilem zesitovaci reakce je vznik kovalentni vazby mezi dvéma prostorové
blizkymi funk¢énimi skupinami jednoho nebo dvou fetézca (Leitner et al., 2010). Princi-
pem této imobilizacni techniky je propojeni v§ech molekul s ostatnimi chemicky ¢i fy-
zikalné. Chemické kovalentni prokfiZzeni navzijem spojuje jednotky biokatalyzatoru
S bi- a multifunkénimi €inidly za vzniku nerozpustnych vysokomolekularnich agregatt
¢inidla, poskytujicich dvé ¢i vice skupin vazebnych skupin pro biokatalyzator. Oproti
tomu pfi fyzikalnim cross-linkingu dochazi ke srazeni molekul, coz vede k jejich vyso-
ké koncentraci na jednotku objemu. Tento zptisob ma velky potencial v imobilizaci mo-

lekul v primyslové technologii. Cinidla vedouci k agregaci molekul jsou napiiklad po-
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lyaminy ¢i polyethyleniminy (Kennedy, Cabral, 2014). Zesit'ovaci reakce by mély pro-
bihat za podminek, které udrzi protein ¢i proteinovy komplex v nativnim stavu. Proto by
se mélo pH pufru pfi stanovovani pohybovat v rozmezi pH 6,5-8,5 a pufr nesmi obsa-
hovat zadné funk¢ni skupiny, které by interferovaly s reakci. Reakce by méla probihat
pfi teploté 4-37 °C. Reak¢ni doba se obvykle pohybuje od nékolika minut az po nékolik
hodin. Diky piesnosti této metody lze identifikovat uspofadani podjednotek proteino-
vych komplexti. Bohuzel to neni jediny mozny reak¢ni produkt. Je velmi pravdépodob-
né, ze bude reagovat pouze jeden konec bifunk¢niho Cinidla, protoze druhy konec ne-
pfichazi do kontaktu s jinym koncem zesitovadla. Dal§im problémem je deaktivace
druh¢ reaktivni skupiny naptiklad hydrolyzou pied vytvofenim vazby. Z tohoto diivodu
mohou byt pozorovany rizné produkty této reakce. VSe ovSem zavisi na typu vzorku
(Leitner et al., 2010).

Existuje mnoho druhti zesitovacich ¢inidel, které lze rozdélit do nékolika kategorii
napiiklad podle jejich reaktivity nebo za¢lenéni dalSich funk¢nich skupin (Leitner et al.,
2010). Homobifunkéni ¢inidla maji totozné reaktivni skupiny, kdezto heterobifunk¢ni
¢inidla je maji rozdilné. V souc€asnosti se objevuji 1 trifunkéni Cinidla, které maji dvé
reak¢ni skupiny slouzici k propojeni proteint a tfeti umoziujici detekci a purifikaci
propojenych proteini (Wildova, Rumlova, 2008).

Vyznamnou skupinou sitovacich ¢inidel jsou tzv. zero-length cross-linkery. Typic-
kym ptikladem takového ¢inidla je 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
(EDC) ¢i N,N'-dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (Wildova, Rumlova, 2008). Pouziti lin-
kerGi s nulovou délkou sitovadel vyzaduje téméf piimy kontakt sitovatelnych mist
(Leitner et al., 2010). Nejvétsi vyhodou téchto Cinidel je aktivace funkénich skupin u
postrannich fetézcl cilovych proteini. Tim lze docilit vytvofeni kovalentni vazby bez
linkeru. Linker je ¢ast ¢inidla, ktera spojuje dvé reaktivni skupiny a urcuje vzdalenost
mezi nimi (Wildova, Rumlova, 2008).

Vyhodou metody cross-linking je detekce velmi slabych interakci a pfechodnych in-
terakci. Tato metoda je proveditelna jak in vivo, tak in vitro. Za nevyhodu je povazova-
na nizké specifita, jelikoz u delSich bifunkénich ¢inidel dochazi k prokiiZeni proteinti

nachazejicich se blizko sebe, aniz by spolu reagovaly (Wildova, Rumlova, 2008).
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4 CILE PRACE

Cilem této prace byla analyza vyuziti nanomateriali a jejich aplikace

V potravinafstvi, a t0 zejména pro zvySeni biologické dostupnosti vybranych molekul,

kterymi byly kyseliny askorbova a listova. Na zakladé poznatkti o schopnosti vazby

nanocastic s vybranymi molekulami bylo provedeno nékolik experimentti, zamétenych

na sledovani stability konjugatu, jeho uvoliiovani v zavislosti na okolnim prostfedi a

sledovani internalizace komplexu do Zivych bunck.

Dil¢i cile zavérecné prace byly nésledujici:

Shrnuti soucasného stavu poznatki v oblasti dopliikd stravy a nanomateriala
formou literarni reserse

Enkapsulace dopliku stravy do nanotransportéru a zpusob detekce

Stanoveni miry stability komplexu

Stanoveni zvySeni biodostupnosti dopliiki stravy

Analyza a grafické zpracovani ziskanych dat

5 MATERIAL A METODY

5.1 Chemikalie
Vsechny chemikalie pouzité v této praci byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), pokud neni uvedeno jinak.

Enkapsulace kyseliny askorbové do apoferritinu: kyselina askorbova (PENTA,

Praha, Ceska republika), 1M hydroxid sodny, 1M kyselina chlorovodikova, apo-
ferritin, voda v ACS kvalité

Test stability komplexu: doxorubicin (1 mg/ml), apoferritin, 1M kyselina chlo-

rovodikova, 1M hydroxid sodny, voda v ACS kvalité, pufrovany fyziologicky
roztok (PBS)

Konjugace povrchu apoferritinu s kyselinou listovou: kyselina listova (250mM
v 1M NaOH), 1M kyselina chlorovodikova, 1M hydroxid sodny, 1M N,N'-

dicyclohexylcarbodiimid (DCC), apoferritin, voda v ACS kvalité
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e Kultivace bunéénych linii: bunééné linie (PNTI1A, LNCaP, PC-3, 22RV1,
MDA, A2780, HACAT, UKF-NB4), médium RPMI, 10% FBS (fetalni hovézi

sérum), médium IMDM, inhibitor protedz, SDS (dodecylsiran sodny)

e Internalizace komplexu do zivych bunék: protilatka proti GAPDH (glyceralde-

hyd-3-fosfat dehydrogenaza), protilatka proti bunéénému receptoru pro vazbu
folatu, apoferritin, voda v ACS kvalité, doxorubicin, 1M kyselina chlorovodiko-
va, 1M hydroxid sodny, 1M N,N'-dicyclohexylcarbodiimid (DCC), bunécna li-

nie UKF-NB4

5.2 Bunécéné linie

PNT1A reprezentuji prostatické bunécéné linie, LNCaP je epitelarni bunécna linie
ziskana z lidského adenokarcinomu prostaty. PC-3 jsou bunécné linie karcinomu
prostaty, 22RV1 jsou bunky izolované z karcinomu prostaty. MDA piedstavuji bufi-
ky ziskané z lidského adenokarcinomu prsu, A2780 jsou nadorové buiiky vajecniku.
Bunééna linie HACAT jsou spontanné transformované aneuploidni keratinocyty
ziskané z kiize. Buné¢na linie UKF-NB4 jsou bunky neuroblastomu, maligniho na-

doru v raném détském véku.

5.3 Pristrojové vybaveni
e Analytické vahy BAS 31 (BOECO, Hamburg, Némecko)
e Centrifuga 5424 R (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
e Fluorimetr Infinite M200 PRO (TECAN, Minnedorf, Svycarsko)
e Mikroskop Olympus 1X 71S8F-3 (Olympus, Tokyo, Japonsko)
e Transmisni elektronovy mikrokop Tecnai F20 (FEIL Hillsboro, OR, USA)
e Inkubator Galaxy 170 R (New Brunswick, Némecko)
e Zetasizer Nano ZS (Malvern, Spojené kralovstvi)
e Analyzator 797 VA Computrace (Metrohm, Svycarsko)
e Rotator Multi RS-60 (Biosan, Loty$sko)

5.4 Metody

5.4.1 Schopnost enkapsulace kyseliny askorbové do apoferritinu
200 pl kyseliny askorbové o ruznych koncentracich (1000; 500; 250; 125 a

62,5 ug/ml) se smichalo s 20 ul apoferritinu a 100 ul ACS vody. Po piidavku 2,15 pl

IM kyseliny chlorovodikové doslo ke snizeni pH na 2,45 a ke zméné struktury apoferri-
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tinu, ktera se rozvolnila. Naslednym tfepanim po dobu 15 min doslo k vazbé kyseliny
askorbové na apoferritin. Pro opétovné zvyseni pH na 8,4 se pridalo 2,3 pl 1M hydroxi-
du sodného s naslednym tfepanim 15 min. Diky této zméné pH doslo k obnoveni struk-
tury apoferritinu a k uzavieni kyseliny askorbové do dutiny tohoto nanotransportéru.
Piebyte¢né molekuly kyseliny askorbové byly odstranény 3x diafiltraci s vodou
(6000x g, 15 min, 4 °C).

Vizualizace apoferritinu byla provedena za pouziti transmisniho elektronového mi-
kroskopu s technikou negativniho barveni. Za timto G¢elem byly 4 ul apoferritinu nane-
seny na médénou miizku s Kontinualni uhlikovou vrstvou. Po vysuSeni byly miizky
pozorovany pii 80000% zvétSend.

Enkapsulaéni vytéznost apoferritinu pro rizné koncentrace kyseliny askorbové byla
ovéiena elektrochemicky. Elektrochemicka analyza byla provedena pomoci metody
diferen¢ni pulzni voltametrie na analyzatoru 797 VA Computrace. Pro méfeni bylo po-
uzito standardni tfielektrodové zapojeni, kde jako pracovni elektroda slouzila visici rtu-
tova kapkova elektroda, pomocné elektroda byla platinova a jako referencni byla pouZi-
ta argentchloridova elektroda. Jako elektrolyt slouzil 0,1M acetatovy pufr, pH 4,6. Ana-
lyza prob¢hla za nasledujicich parametri: po¢atecni potencial -0,2 V, koncovy potencial
0,2V, potencidlovy krok 0,005V, rychlost skenovani 0,0084 V/s pouzitd amplituda
0,05V acas 0,04 s.

5.4.2 Urceni stability komplexu
Pro urceni dlouhodobé stability komplexu byla pfi enkapsulaci pouZita fluorescenéni

molekula doxorubicin. 9600 ul doxorubicinu bylo smichano s 960 ul apoferritinu a
4800 ul ACS vody. Pro snizeni pH bylo pfidano 120 ul 1M kyseliny chlorovodikové.
Takto piipraveny roztok byl tiepan 15 min. Poté bylo ptidano 120 pl 1M hydroxidu
sodného, ¢imz se pH opétovné zvysilo a doslo k enkapsulaci doxorubicinu do apoferri-
tinu. Roztok byl tfepan 15 min a nasledné rozdélen na dvé €asti. Neenkapsulované mo-
lekuly doxorubicinu byly odstranény 3x diafiltraci. Béhem diafiltrace byla u jedné casti
zachovana jako rozpoustédlo ACS voda, u druhé byla vyménéna za PBS. Po filtraci
byly vzorky doplnény do objemu 2400 pl stejnym rozpoustédlem, jako bylo pouzito pii
filtraci. Vzorky se rozdélily do Eppendorfovych zkumavek po 300 pl a uskladnily do
ptislusnych podminek (viz Tabulka 4).

36



Tabulka 4 - Podminky skladovani komplexu apoferritin—doxorubicin

Rozpoustédlo Teplota (°C) | Svételné podminky
voda -20 tma
voda 4 tma
voda 20 tma
voda 37 tma
voda 4 svétlo
voda 20 svétlo
PBS -20 tma
PBS 4 tma
PBS 20 tma
PBS 37 tma
PBS 4 svétlo
PBS 20 svétlo

Zmeény ve vlastnostech komplexu byly sledovany 1x tydn¢ po dobu dvanacti tydnd.
U kazdého vzorku byla méfena absorbance a fluorescence celého komplexu a mnoZzstvi
pred¢asné uvolnéného doxorubicinu bylo urc¢eno po diafiltraci za vyuziti fluorescence.
Fluorescence byla méfena pii excitaci vinovou délkou 480 nm a emisi 515-815 nm.
Absorbance se méfila v rozmezi vinovych délek 230-850 nm. U kazdého vzorku byla

také sledovana zména velikosti komplexu.

5.4.3 Konjugace povrchu apoferritinu s kyselinou listovou
250mM kyselina listova byla ptipravena v 1M NaOH. Pro modifikaci povrchu apo-

ferritinu s enkapsulovanou kyselinou listovou nebo enkapsulovanym doxorubicinem o
objemu 325 ul bylo pouzito 12,5 ul kyseliny listové (o koncentracich 5,6; 2,8; 1,4; 0,7
nebo 0,35mM) a 12,5 ul DCC (o koncentracich 28; 14; 7; 3,5 nebo 1,75mM). Smés byla
ttepana po dobu 2 hod pii 20 °C a 600 rpm. Nenavazana kyselina listova byla odstrané-
na 3x diafiltraci s vodou. Mnozstvi navazané kyseliny listové bylo ovéfeno méfenim

absorbance v jejim absorpénim maximu, tedy pii vinové délce 365 nm.

5.4.4 Kaultivace bunéénych linii
Bunééné linie PNT1A, LNCaP, PC-3, 22RV1, MDA, A2780 a HACAT byly kulti-

vovany v médiu RPMI 1640 (Gibco, Waltham, MA, USA), suplementovaném 10% fe-
talnim bovinnim sérem (FBS, Gibco, Waltham, MA, USA). Bunéc¢na linie UKF-NB4
byla kultivovana v médiu IMDM (Gibco, Waltham, MA, USA), suplementovaném 10%
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FBS (fetalni bovinni sérum). VSechny linie byly kultivovany v atmosféie obsahujici 5%
CO2 a 90% vlhkost a pti 37 °C.

1 000 000 bunék od kazdé linie byl lyzovan v 99 ul RIPA (Radioimmunoprecipitati-
on Assay) lyza¢niho pufru s 1 pl inhibitoru proteaz na ledu po dobu 45 min, s naslednou
sonikaci nukleovych kyselin 5x 3sa centrifugaci zbytki bunécného obsahu pii
22 000x g a 4 °C po dobu 20 min.

Exprese folatovych receptorti byla studovana metodou western blot. Proteiny buné&c-
nych lyzatd byly separovany po dobu 35 min pii 200 V na 12,5% SDS PAGE (poly-
akrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym) gelu. Proteiny byly trans-
ferovany na polyvinylidenefluoridovou membranu pii elektrickém produ 0,9 mA/1 cm?
membrany po dobu 50 min. Jako housekeeping protein byl pouzit glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenaza (GAPDH). Jeho exprese byla studovana pouzitim protilatky anti-
GAPDH (G-9, sc-365062, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), s fedénim
1:700. Exprese folatového receptoru byla studovana s pouzitim protilatky anti-folate
binding protein (LK26, ab3361, Abcam, Cambridge, UK), fedéni 1:500.

5.4.5 Internalizace komplexu do Zivych bunék a zvySeni biodostupnosti
Komplex vznikl smichanim 20 pl apoferritinu, 100 ul ACS vody a 200 pl doxorubi-

cinu. Za ucelem enkapsulace doxorubicinu do apoferritinu, doslo ke snizeni pH pomoci
2,5 ul kyseliny chlorovodikové a k opétovnému zvySeni ptidavkem 2,5 ul hydroxidu
sodného. Pro navazani kyseliny listové bylo pouzito mnozstvi 12,5 pl o nékolika kon-
centracich (5,6; 2,8 a 1,4mM) a 12,5 ul DCC (28; 14 a 7mM). Smés byla tfepana 2 hod
pti 20 °C a 600 rpm. Volna kyselina listova byla odfiltrovana a jeji mnozstvi bylo zjis-
téno fluorescen¢né pii excitacni vinové délce 365 nm a emisi 390-850 nm. Takto vznik-
ly komplex (nafedény médiem pro zisk 34 uM doxorubicinu v apoferritinu) byl apliko-
van na adherované buniky bunééné linie UKF-NB4. Po 2 hod inkubace byly neinternali-
zované molekuly nanotransportéru odstranény promytim PBS a internalizace komplexu
byla mikroskopicky pozorovana. Morfologie bunék byla sledovana v ambientnim svét-
le. Pro sledovani fluorescence doxorubicinu byl pouzit fluorescencéni filtr TxRed (exci-

tace 545-580 nm, emise 610-800 nm, dichroické zrcadlo 600 nm) pii 200x zvétSeni.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Enkapsulace kyseliny askorbové do apoferritinu
V této praci byla jako modelovy dopln€k stravy pouzita kyselina askorbova, jakozto

esencialni a velmi dilezita slozka potravy, kterd se nejcastéji konzumuje pravé ve forme
doplnkt stravy. Kyselina askorbova byla enkapsulovana do nanotransportéru apoferriti-
nu v péti ruznych koncentracich (615; 308; 154; 77 a 38 ug/ml). Neenkapsulované mo-
lekuly kyseliny askorbové byly odstranény diafiltraci. Poté byla elektrochemicky stano-
vena jeji koncentrace po filtraci a byla vypocitana enkapsulacni vytéznost (viz Tabulka
5).

V experimentu byla Gspésné prokdzana schopnost apoferritinu enkapsulovat kyseli-
nu askorbovou. Pii aplikaci kyseliny askorbové o nejvyssi koncentraci, tedy 615 ug/ml,
Kk nejvétsim ztratam kyseliny askorbové. 23% enkapsulacni vytéZznost aplikovanych mo-
lekul byla zaznamenana pii pouziti koncentrace kyseliny askorbové o 308 pug/ml a
154 pg/ml. Nejucinngjsi enkapsulace (tzn. enkapsulace s nejvyssi vytéznosti) bylo dosa-
zeno pii aplikované koncentraci kyseliny askorbové 77 pg/ml, kdy bylo do apoferritinu
enkapsulovano 39 % aplikovanych molekul. Oproti tomu pii aplikaci kyseliny askorbo-
vé o koncentraci 38 pg/ml jiz nebylo mozné detekovat zadné mnozstvi enkapsulova-
nych molekul.

Jiné prace ukazuji, Ze do apoferritinu je mozné enkapsulovat pouze latky polarni
s molarni hmotnosti 18—7500 g/mol (Beletti et al., 2016). Kyselina askorbova spliuje
ob¢ tyto podminky a nase vysledky potvrzuji, ze je mozné ji do apoferritinu enkapsulo-
vat. Kromé¢ toho je ale za vyznamnou vlastnost povazovan i naboj enkapsulované latky,
jelikoz difaze latky do proteinové struktury apoferritinu neprobiha pouze pasivné. Ak-
tivni diftze je podminéna kladnym nabojem enkapsulované latky (Beletti et al., 2016).
Protoze ma kyselina askorbova nulovy naboj, nedoslo k aktivnimu transportu molekul
do struktury apoferritinu, coz ma s nejvétsi pravdépodobnosti za nasledek i nizsi enkap-

sulacni vytéznost (maximalné 39 %).
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Tabulka 5 - Enkapsulaéni vytéznost apoferritinu pro kyselinu askorbovou

Aplikovana koncentrace e e e el
kyseliny askorbové ve askorbovéy o y Vytéznost
smési s apoferritinem filtraci (ug /Eﬂ) (%)
(ng/ml)

615 74 12
308 70 23
154 36 23
77 30 39
38 0 0

Apoferritin pouzivany k enkapsulaci a cilenému transportu molekul ma podle publi-
kaci dutou strukturu (Heger et al., 2014). Tuto strukturu duté proteinové klece je mozné
pozorovat pii 80000-nasobném zvétSeni pii transmisni elektronové mikroskopii (Obra-
zek 1A). Enkapsulace kyseliny askorbové do apoferritinu probihala na principu zmén
pH, pficemz pii sniZzeni pH doslo k rozpadu apoferritinu na podjednotky. V této fazi
byla aplikovana kyselina askorbova. Po opétovném zvySeni pH doslo k obnoveni struk-
tury apoferritinu (Heger et al., 2014). Z mikrofotografii ziskanych z transmisniho elek-
tronového mikroskopu (viz Obrazek 1B) je ziejmé, ze doslo k vyplnéni dutiny apoferri-
tinu molekulami kyseliny askorbové a nenachazi se na jeho povrchu. Tim se potvrdila
schopnost enkapsulace kyseliny askorbové do apoferritinu a tedy moznost jejiho uplat-
néni v cileném transportu aktivnich molekul do Zivych bunék. Navazani kyseliny askor-
bové do apoferritinu bylo zarovenl ovéfeno méfenim velikosti apoferritinu pred a po
enkapsulaci, pfi¢emz se velikost apoferritinu vyrazn€ nezmeénila. Naméfend velikost
apoferritinu se v obou piipadech pohybovala okolo 15,7 nm. Z toho lze usoudit, ze se
kyselina askorbova nenavézala na povrch nanotransportéru, nybrz do jeho ptivodné duté

struktury.
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Obrazek 1 - Mikrofotografie prazdné proteinové klece apoferritinu (A) v porovnani s
apoferritinem po enkapsulaci kyseliny askorbové (B)

6.2 Stanoveni stability komplexu
Zjisténi miry stability komplexu apoferritinu s pfenaSenou molekulou je klicové

zejména pro aplikaci komplexu v potravinaiském primyslu a posouzeni maximalni do-
by skladovani, pfi¢emz dojde k zachovani jeho vlastnosti. Pro zjiSténi stability apoferri-
tinu s enkapsulovanymi molekulami, byly do jeho struktury enkapsulovany molekuly
doxorubicinu. Doxorubicin ma dobré fluorescencni vlastnosti, diky kterym je mozné
sledovat jeho uvolnovani pfi dlouhodobém skladovani a internalizaci celého komplexu
do cilovych bunék. Komplex byl skladovan v riznych podminkach po dobu 12 tydni,
béhem kterych byla v pravidelnych intervalech zaznamenana zména jeho absorbance a
fluorescence, a mnozstvi nezadoucich uvolnénych molekul ze struktury apoferritinu.

Jako rozpoustédla byly béhem skladovani pouzity ACS voda a PBS, jako model fy-
ziologického prosttedi. Absorbance zmétend u vzorka skladovanych ve vodé a v PBS se
vyrazné liSila (viz Obrazek 2 a 3). U vSech vzorkli byl pozorovan narist absorbance
béhem skladovani. Tento ndrdst znaci snizenou miru uvoliiovani enkapsulovanych mo-
lekul béhem skladovani nebo nékterych strukturnich zmén. Komplex apoferritin—
doxorubicin skladovany ve vodé byl ve vSech piipadech stabilnéjsi nez ty, které byly
skladovany v PBS. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno, pokud byl komplex skladovany
ve vodé a tmé pii teploté 20 °C, kdy doSlo k naristu absorbance o 55 %. Naopak nejhti-
e dopadl vzorek, u kterého byl komplex skladovan v PBS a tmé pii teplote -20 °C.
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Obrazek 2 - Zmény v absorbanci komplexu apoferritin—doxorubicin skladovaného ve
vodé
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Obrazek 3 - Zmény v absorbanci komplexu apoferritin—-doxorubicin skladovaného
v PBS

Meéfeni fluorescence ukazalo, Zze u vzorkl skladovanych ve vod¢ v kazdém ptipadé
doslo k jejimu narGstu v porovnani se vzorky na zac¢atku méfeni (viz Obrazek 4). Nartast
fluorescence rovnéZz detekuje snizenou miru uvoliiovani U¢inné latky ¢i strukturnich
zmén nanotransportéru. Na druhou stranu, u vzorku uchovavanych v PBS byla zazna-
menana sice vyssi fluorescence, nez u téch skladovanych ve vod¢, ale 1 presto témét

v kazdém ptipad¢€ doslo ke sniZeni fluorescence oproti za¢atku méteni. Jako jediny vzo-
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rek skladovany v PBS, u kterého doslo k naristu fluorescence béhem skladovani, byl
komplex uchovavany pii teploté -20 °C ve tm¢ (viz Obrazek 5). Nejlepsiho vysledku, co
se tyCe méfeni fluorescence, dosahl vzorek skladovany pfti teploté 4 °C, ve tmé a ve vo-

dé. Nejhorsich vysledkt bylo dosazeno pii skladovani v 20 °C, ve tmé a v PBS.
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Obrazek 4 - Zmény ve fluorescenci komplexu apoferritin—doxorubicin skladovaného
ve vode
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Obrazek 5 - Zmény ve fluorescenci komplexu apoferritin—doxorubicin skladovaného
v PBS

V priubéhu skladovani mize dochazet k postupnému uvoliiovani navazané molekuly
Z nanotransportéru, coz je nezadouci, protozZe se snizuje jeji obsah v nanotransportéru a

tim 1 potencidlni moZnost vyuziti organismem (Dostalova et al., 2017). NejhorSiho vy-
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A

sledku dosahl vzorek s nejvy$$im mnozstvim uvolnénych molekul z komplexu, tedy
vzorek skladovany v PBS a ve tmé pii 37 “C. Naopak nejlépe byl vyhodnocen vzorek
skladovany ve vodé a ve tmé pii 37 °C, u tohoto vzorku doslo k nejniz§imu uvolnéni
zapouzdienych molekul. K vy$§im ztratdm doslo ve vSech piipadech v prostiedi PBS,
kdezto pfi skladovani ve vodé se u kazdého vzorku snizila mira ptfed¢asného uvolnéni
enkapsulované latky z apoferritinu oproti vzorku na zacatku méfeni (viz Obrazek 6 a 7).
Pro zamezeni pred€asného uvoliiovani aktivni molekuly z komplexu je tedy jednoznac-

n¢ vhodnégjsi skladovani ve vodném prostiedi.
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Obrazek 6 - Mira uvolnéni enkapsulované molekuly z komplexu skladovaného ve vodé
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Obrazek 7 - Mira uvolnéni enkapsulované molekuly z komplexu skladovaného v PBS
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Zmeény ve velikosti a tvaru skladovanych vzorkt ukdzaly, ze jediny komplex schop-
ny udrzet si po dobu skladovani svoji velikost a tvar byl vzorek skladovany ve vod¢ a
tm¢e pii teploté 4 °C. U ostatnich skladovacich teplot dochazelo ve vétsi mife k tvorbé
agregatll a ke zméné velikosti komplexu (Viz obrazek 8, 9 a 10). Byl také zaznamenan
vyznamny rozdil mezi vzorky skladovanymi ve stejnych teplotach, ale pii rozdilnych
svételnych podminkach, pficemz pii skladovani ve tmé dochdzelo ke zménadm struktury
vV mensi mife a prokazalo se jako efektivnéjsi. U vzorka skladovanych ve vode¢ pii teplo-
té -20 °C doslo k rozsahlému vzniku agregati a zménil se i tvar komplexu. V teplotach
20 a 37 °C rovnéz vznikaly agregaty, ale byly zaznamenany i nanotransportéry mimo
agregat. [ v tomto ptipad¢ doslo ke zménam tvaru komplexu. Tyto zmény byly nejspise
zapii¢inény sniZenou stabilitou komplexu ve vysSich teplotach. Kdezto vzorky sklado-
vané v PBS utvarely ve vSech pfipadech agregaty po celou dobu méfeni, coz své€d¢i o

nizké stabilité komplexu skladovaného za téchto podminek.
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Obrazek 8 - Zména velikosti komplexu apoferritin—doxorubicin béhem skladovani ve
vodé
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Obrazek 9 - Zména velikosti komplexu apoferritin—doxorubicin béhem skladovéni
v PBS

50 nm

Obrazek 10 - Mikrofotografie zaznamenavajici zménu struktury komplexu apoferritin—

doxorubicin ve vodé (1) a v PBS (2), skladovaného pii -20 °C (B), 4 °C (C), 20 °C (D) a

37 °C (E) za riznych svételnych podminek (tma: B, C, D, E; svétlo: F, G). Mikrofoto-
grafie 1A a 2A zobrazuji strukturu komplexu na zacatku experimentu.

Vétsina vzorki, u nichz byla jako rozpoustédlo pouzita voda, byly i po dvandcti tyd-
nech skladovani schopny udrzet svoji stabilitu. Co se tyc¢e vysledkli z méteni absorban-
ce a fluorescence, u vzorku skladovanych ve stejnych teplotach, ale v rozdilnych svétel-
nych podminkach, se vysledky vyznamné nelisily. Ze ziskanych vysledkl je mozné za

nejstabilnéj$i komplex povazovat ten, ktery byl skladovéan ve vodé a ve tmé pii 4 °C.
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6.3 Konjugace apoferritinu s kyselinou listovou
Pro zvyseni biodostupnosti apoferritinu s enkapsulovanou kyselinou askorbovou byl

modifikovan povrch apoferritinu kyselinou listovou v péti riznych koncentracich (200;
100; 50; 25 a 13 uM). Kyselina listova byla pouzita zejména kvuli skutecnosti, ze velké
mnozstvi metabolicky aktivnich bunék obsahuje vysoké mnozstvi pravé folatovych re-
ceptort, coz usnadiuje internalizaci komplexu do bun¢k (Zhao et al., 2008).

Cilem experimentu byla optimalizace vazby kyseliny listové na apoferritin a byla
stanovena vazebnd kapacita apoferritinu pro kazdou aplikovanou koncentraci kyseliny
listové (viz Tabulka 6). Nejvyssi vazebna kapacita apoferritinu (61 %) byla zazname-
nana pii aplikaci 5S0uM kyseliny listové, pfi¢emz doslo k nejniz§im pomérovym ztratdm
této latky. Lze ji tedy oznaclit za nejefektivnéjsi. Po aplikaci 200uM kyseliny listové
bylo detekovano 57 % navazanych molekul kyseliny listové, obdobného vysledku bylo

dosazeno i u koncentrace 100uM kyseliny listové, kdy byla zjiSténa vazebna kapacita

v

v

kovana zadna vazba molekul kyseliny listové na nanotransportér (viz Obrazek 11).
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Obrazek 11 - Zmény konjugétu apoferritinu s kyselinou listovou pfed a po filtraci
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Tabulka 6 — Vypocet schopnosti vazby kyseliny listové na povrch apoferritinu

Aplikovana koncentrace = Koncentrace kyseliny . .
. e . g : . Vazebna kapacita
kyseliny llS.t(.)V6 ve smeési s _llstm_'e po (%)
apoferritinem (uM) filtraci (uM)
200 113 o7
100 54 54
50 30 61
25 ) 19
13 0 0

6.4 Vliv Kkyseliny listové na povrchu apoferritinu na zménu jeji bio-

dostupnosti v eukaryotickych buiikach
Pied samotnym studiem internalizace komplexu apoferritinu s kyselinou listovou do

bungk, byla nejprve vybrana vhodna bunééna linie s vysokou expresi folatovych recep-
tord. Porovnana byla relativni exprese folatovych receptorti u n¢kolika bunéénych linii
k expresi housekeeping proteinu GAPDH (viz Obrazek 12). Nejvyssi relativni exprese
téchto receptorll byla pozorovana u bunétné linie UKF-NB4, ktera byla proto pouZzita

pro nasledné experimenty.
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Obrazek 12 - Relativni exprese folatovych receptorti u konkrétnich bunéénych linii
Schopnost internalizace komplexu do bungk, je zasadni pro moZznost uplatnéni expe-

rimentu v potravinafstvi, konkrétné€ pro zlepSeni biologické vyuzitelnosti kyseliny listo-

vé a kyseliny askorbové, jakozto dopliiku stravy. Pro studium vlivu kyseliny listové na
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povrchu apoferritinu na jeho schopnost internalizovat do bunék s vysokou mirou expre-
se folatovych receptort byla do apoferritinu opét enkapsulovana fluorescen¢ni znacka
doxorubicin.

Po kultivaci bunéeéné linie UKF-NB4, byl na bunky aplikovan komplex apoferritinu
s kyselinou listovou o riznych koncentracich (0; 50; 100 a 200uM). Vazba kyseliny
listové a apoferritinu byla umoznéna cross-linkerem DCC. Jak je mozné vidét ze snim-
ka z fluorescen¢niho mikroskopu (viz Obrazek 14), samotny komplex bez modifikace
povrchu kyselinou listovou internalizoval do bunék velmi neochotné. Po modifikaci byl
komplex uspésn¢ internalizovan do nitra bunék, pticemz s rostouci koncentraci kyseliny
listové v aplikovaném komplexu rostlo nejen mnozstvi kyseliny listové, ktera pronikla
do bunék, ale i mnoZzstvi obsahu apoferritinu, tedy pfipadné i enkapsulované kyseliny
askorbové (viz Obrazek 13 a 14). Internalizaci tedy lze povaZovat za GspéSnou a cely
komplex aplikovatelny pro zvySeni biodostupnosti aktivnich molekul v potravinaiském

pramyslu.

y=0,1166x + 6,8
R?2=0,9714

Intenzita fluorescence (a. u.)

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Koncentrace kyseliny listové (uM)

Obrazek 13 - Intenzita fluorescence internalizovaného komplexu

49



Obrazek 14 - Aplikace komplexu apoferritin—kyselina listova o riznych koncentracich
kyseliny listové (A: 0 uM, B: 50 uM, C: 100 uM, D: 200 uM) na bunécnou linii UKF-
NB4. Internalizace do bun¢k sledovana pomoci fluorescen¢ni znacky enkapsulované
v apoferritinu.

50



7 ZAVER

Vyzkumu v oblasti vyuziti nanomateriall v potravinaistvi se v posledni dobé vénuje
vysoka pozornost. Ruzné typy nanomaterialu lze totiz mimo jiné aplikovat i pro zlepSe-
ni udrznosti a kvality potravin. Zakladem pro zvySeni kvality potravin je ochrana a zvy-
Seni vyuzitelnosti biologicky aktivnich latek v nich obsazenych, na coz byla zamétena
| tato prace.

Bylo provedeno n¢kolik experimentd, které potvrdily schopnost vyuziti nanomateri-
ali pro zvySeni biologické dostupnosti kyseliny askorbové a kyseliny listové. Nejprve
byla zkoumana dlouhodoba stabilita komplexu nanomateridlu a prenasené aktivni mole-
kuly, a také mnozstvi uvolnéné aktivni molekuly z nanotransportéru Vv prubéhu celého
dlouhodobého skladovani. Bylo dokéazéno, ze pti tiimésicnim skladovani pii 4 °C si
tento komplex dokaze zachovat svoji stabilitu v takové mife, aby mohl byt aplikovatel-
ny v praxi. Mimo to byla optimalizovédna a stanovena schopnost vazby aktivnich mole-
kul — kyseliny listové a askorbové — do nanotransportéru apoferritinu. Detekce vazby
byla provedena méfenim fluorescence a absorbance komplexu. Na zavér byla sledovéna
schopnost internalizace tohoto komplexu do bun¢k bunééné linie UKF-NB4. Bylo pro-
kazéno, ze komplex je schopen internalizovat do zivych bunék, ¢imz se zvysi bio-
dostupnost kyseliny listové a enkapsulovanych aktivnich molekul. Hladina kyseliny
listové v bunkach vzrostla spolecné s aplikovanou koncentraci kyseliny listové
v komplexu s apoferritinem.

Na zaklad¢ vysledka ziskanych v této bakalatské praci 1ze dospét k nazoru, Ze na-
notransportéry jsou vhodné pro transport doplikl stravy a jsou schopné zvysit jejich

biodostupnost.
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ACS Kvalita podle parametriit Americké chemické spole¢nosti
ATP Adenosintrifosfat

DCC N,N'-dicyclohexylcarbodiimid

DDD Doporucend denni davka

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)

FBS Fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

PBS Pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
SDS Dodecylsiran sodny
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