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ABSTRAKT 
P�edlo�ená dizerta� ní práce je zam�� ena na studium enkapsulace p�írodních aktivních látek do r� zných 
typ�  organických mikro- a nano� ástic, zejména do liposom�  a polysacharidových � ástic.  
Polysacharidové � ástice byly p� ipraveny metodou pracující na principu zesít� ní polymeru, jako 
materiál byly pou�ity p�edevším alginát, chitosan a škrob. Polysacharidy byly rovn� � r � zn�  
kombinovány s dalšími materiály jako agar, agarosa, karboxymethylcelulóza a pullulan. Liposomy 
byly p� ipraveny ze sm� si vaje� ného/sojového lecitinu a cholesterolu, pou�ity byly metody sonifikace, 
odpa�ení na tenké vrstv� , odpa�ení na tenké vrstv�  s reverzní fází a ethanolové vst� ikování. Jako 
aktivní slo�ky byly enkapsulovány kofein, klotrimazol, ibuprofen, antioxidanty a vitaminy – p�. 
kyselina gallová, katechin, beta-karoten, vitamin C, vitamin E. Dále byly enkapsulovány r� zné bylinné 
extrakty, lysozym, nisin a další antimikrobiální látky. Enkapsulovány byly i vybrané hydrolytické 
enzymy, p�edevším proteasy (pepsin, trypsin, bromelain, pankreatin, alkalasa, kolagenasa) a lipasy. 
� ástice byly pou�ity i pro enkapsulaci vybraných probiotických kmen�  Bifidobacterium breve a 
Lactobacillus acidophilus a prebiotik. Prebiotika byla rovn� � koenkapsulována spole� n�  s 
probiotickými bu� kami. Z p�írodních extrakt�  byly enkapsulovány nap�. extrakty z guarany, �enšenu, 
kustovnice � ínské, zeleného je� menu, propolisu � erného, zeleného a bílého � aje, kávy, ovoce a 
zeleniny. 
Enkapsula� ní ú� innost byla stanovena pomocí spektrofotometrických metod a pomocí HPLC/PDA. 
Dlouhodobá stabilita � ástic a mno�ství uvoln� ných slo�ek bylo sledováno v modelových i v reálných 
potravinách a v modelových fyziologických prost�edích. Velikost liposomových � ástic a 
polysacharidových nano� ástic byla m�� ena pomocí DLS. Velikost a morfologie p� ipravených � ástic 
byla sledována rovn� � pomocí sv� telné a elektronové mikroskopie. Koloidní stabilita � ástic byla 
m�� ena pomocí zeta potenciálu, p� i� em� všechny p�ipravené � ástice vykazovaly dobrou stabilitu. Ke 
stanovení sedimenta� ní stability � ástic byla pou�ita analytická centrifugace. Antimikrobiální aktivita 
byla testována p�i pou�ití dvou gram-pozitivních bakterií (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus), dvou 
gram-negativních bakterií (Escherichia coli, Serratia marcescens) a jednoho kvasinkového kmene 
(Candida glabrata). Pro stanovení antimikrobiální vlastnosti aktivity byly pou�ity dv�  
metody - agarová difuzní metoda a bujónová dilu� ní metoda. �ivotaschopnost probiotických kmen�  
byla stanovena pomocí pr� tokové cytometrie a také pomocí fluorescen� ní mikroskopie.  
Enkapsulace aktivních slo�ek byla úsp� šná ve všech typech � ástic. Liposomy vykazovaly velmi 
dobrou dlouhodobou stabilitu, zejména ve vodných podmínkách s neutrálním pH. Naopak, 
polysacharidové � ástic byly stabilní v kyselém prost�edí. P�ipravené � ástice byly také stabilní v 
modelovém prost�edí �alude� ní š� ávy, k uvoln� ní aktivních slo�ek docházelo pak v modelovém 
prost�edí st�evní š� ávy. 
� ástice s kofeinem, stejn�  jako i s dalšími testovanými antioxidanty a vitaminy by mohly být pou�ity 
pro aplikace do moderních typ�  energetických nápoj� , potravinových dopl� k�  a také pro n� které 
kosmetické aplikace. Enkapsulované antimikrobiální slo�ky lze také vyu�ít v potraviná�ství, ale i v 
kosmetice a farmaceutickém pr� myslu jako antimikrobiální a hojivé p�ípravky. Enkapsulované 
enzymy s �ízeným uvol� ováním mohou být pou�ity v p�ípravcích pro hojení ran, dále naleznou 
uplatn� ní jako sou� ást farmaceutických p�ípravk�  a potravinových dopl� k�  ur� ených pro enzymovou 
terapii. Enkapsulované probiotické bakterie a také koenkapsulovaná probiotika s prebiotiky díky 
zachování vyšší dlouhodobé �ivotaschopnosti bun� k a stability � ástic jsou rovn� � vhodné k aplikaci do 
potraviná�ských výrobk�  a dopl� k�  stravy s pozitivními ú� inky na lidský organismus. 
 
 
KLÍ � OVÁ SLOVA: kofein, antioxidanty, nisin, lysozym, antimikrobiální aktivita, enzymy, 
enkapsulace, imobilizace, liposomy, polysacharidové � ástice, pr� toková cytometrie, probiotika, 
dynamický rozptyl sv� tla, analytická centrifugace. 
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ABSTRACT 
The presented doctoral thesis is focused on preparation, characterization and application of organic 
micro- and nanoparticles as transport systems for active components and some their complex natural 
sources. Active component were packed into liposomes and polysaccharide particles.  
The polysaccharide particles were prepared by the method based on gelation and cross-linking 
polymers using encapsulator B-392P (Büchi) or by using manual procedures. As materials for the 
preparation alginate, chitosan, and starch were used. These materials were also variously combined 
and enriched with some additives such as agar, agarose, CMC and pullulan. Liposomes were prepared 
from mixture of egg/soy lecithin and cholesterol. Sonication, thin layer evaporation, thin layer 
evaporation on reverse phase and ethanol injection methods were used.  
As active components were used  caffeine, some drugs – clotrimazole and ibuprofen, further 
antioxidants and vitamins - gallic acid, catechin, beta-carotene, vitamin C and vitamin E. 
Antimicrobial herbs and spices extract, antimicrobial peptides lysozyme, nisin and other antimicrobial 
ingredients were encapsulated too. Encapsulation of selected hydrolytic enzymes, e.g. proteases 
(pepsin, trypsin, bromelain, pancreatin, alcalase, collagenase) and lipase was tested, too. Particles were 
also used for encapsulation of probiotic strains Bifidobacterium breve and Lactobacillus acidophilus 
and prebiotic components. These prebiotics were co-encapsulated into capsules with probiotic cells. 
Natural extracts were encapsulated e.g. extracts of guarana, ginseng, goji, green barley, propolis, 
black, green and white tea, coffee, fruit and vegetable extracts.  
The efficiency of encapsulation was determined by HPLC/PDA and by spectrophotometry. Long-term 
stability of particles and amount of released component in model/real foods, in model cosmetic 
conditions and in a model physiological environment were monitored too. Size of prepared liposomes 
and polysaccharide particles was determined by dynamic light scattering and by light microscopy and 
electron microscopy, respectively. Stability of the particles was measured using a zeta potential and all 
prepared particles exhibited good stability. Also, analytical centrifugation was used to measurement of 
sedimentation velocity and stability of the prepared particles. The antimicrobial activity were tested 
using two Gram-positive (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus), two Gram-negative (Escherichia coli, 
Serratia marcescens) bacteria and one fungal strains (Candida glabrata). For determining the 
antimicrobial properties of active component and prepared particles two the most widely used methods 
were used - agar diffusion method and broth dilution method. The viability of probiotic strains were 
performed using flow cytometry and fluorescence microscopy.  
Encapsulation of active component was successful in all types of particles. Liposome showed a very 
good long-term stability mainly in water conditions with neutral pH and polysaccharide particles were 
stable in acidic conditions.  Prepared particles showed a very good stability in model stomach 
environment, while in model intestines environments particles were disintegrated and active 
component were released. 
Prepared particles with encapsulated caffeine as well as other tested antioxidants and vitamins could 
be used to modern types of energy drinks, food supplements and also for some cosmetics applications. 
Encapsulated antimicrobial components could be used for food application as well as for cosmetics 
and pharmaceutical application like antimicrobial wound formulation. Encapsulated enzymes can be 
used for controlled release of proteases in wound healing, as delivery systems in digestive tract and as 
a part of pharmaceutical preparative and food supplements for enzyme therapy. The study revealed 
that encapsulation of probiotics and also co-encapsulation of probiotics with prebiotics exhibited 
longer stability of particles and survival bacterial cells. So, prepared particles are suitable for use to 
food product with beneficial effects on the human body.  

 
KEYWORDS: caffeine, antioxidants, nisin, lysozyme, antimicrobial activity, enzymes, encapsulation, 
immobilization, liposomes, polysaccharide particles, flow cytometry, probiotic bacteria, dynamic light 
scattering, analytical centrifugation. 
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1 ÚVOD 
Produkce potravin je jedním ze základních pr� myslových odv� tví ve všech zemích, 
kvalita a bezpe� nost potravin jsou prioritou spot�ebitel� , jako� i potraviná�ského pr� mysl� . Pr� mysl 
proto stále hledá nové technologie, aby mohl nabízet výrobky s lepší chutí, p�íchutí, texturou, delší 
trvanlivost a vyšší bezpe� ností. Jsou hledány také nové zp� soby, jak sní�it mno�ství soli, cukru, tuku, 
um� lých barviv a konzerva� ních látek v produktech, a �ešit tím související onemocn� ní, jako je 
obezita, vysoký krevní tlak, cukrovka, kardiovaskulární onemocn� ní, za�ívací poruchy, n� které druhy 
rakoviny (nap�. rakovina tlustého st�eva) a potravinové alergie. Potraviná�ské technologie, materiály a 
systémy zam�� ené na zlepšení kvality, vý�ivové hodnoty, bezpe� nosti a trvanlivosti potravin se tak 
stále intenzivn�  rozvíjí. Mezi tyto technologie pat�í i enkapsula� ní techniky (zejména mikro- a 
nano� ástice). 
Hlavním cílem jsou p�edevším � ástice s �ízeným uvol� ováním zapouzd�ených biologicky aktivních 
molekul (nap�. antioxidanty, stabilizátory, vitamíny, enzymy, stimulátory atd.), které mohou být 
pou�ity pro obohacování potravin, nápoj�  a potravinových dopl� k� . Získáme tak výrobky s p� vodním 
slo�ením, ale vysokou kvalitou, stabilitou a p� idanou hodnotou. Proto má trend nanotechnologií 
obrovský potenciál, avšak i mnoho otázek, jako je nap�íklad vhodná technologie � i bezpe� nost t� chto 
� ástic. 
Enkapsulace se v potraviná�ském pr� myslu pou�ívá ji� mnoho let. Nanoenkapsulace však p�ináší další 
výhody. Vyšší biologická dostupnost otevírá rozsáhlou oblast pou�ití v dalších potravinách, p�íkladem 
jsou nanoenkapsulace vitamín� , antioxidant� , barviv, p�íchutí � i konzerva� ních látek. Lepší optické 
vlastnosti nano� ástic také umo�� ují pou�ití v celé �ad�  výrobk� , jako jsou nap�íklad i � iré nápoje. 
Nanoenkapsulace lze tak pou�ít k zachování slo�ek a p�ísad b� hem zpracování a skladování, 
maskování nep�íjemné chut�  a p�íchut� , � ízenému uvol� ování látek, lepšímu rozptylu ve vod�  
nerozpustné potravinových p�ísad a aditiv � i p�íprav�  inteligentních obal� . 
Nové trendy se rozvíjí i v kosmetických a farmaceutických aplikacích. S pou�itím nové generace 
aktivních látek p� ichází i problémy s udr�ením stability výrobku � i komplikace p�i pou�ití více 
ú� inných látek. To vede technology k vývoji nových transportních systém� . Hlavním cílem t� chto 
nových technologií je nap�íklad doru� ení aktivní slo�ky p�ípravku na cílové místo. 
V kosmetickém pr� myslu se tak nano� ástice vyu�ívají jako nosi� e aktivních látek, které umo�� ují 
� ízené uvol� ování a pomáhají lepšímu vst�ebání aktivních látek do poko�ky, vlas� �� � i neht� . Mezi 
nej� ast� ji pou�ívané nosi� e pat�í liposomy. V medicín� �� je enkapsulace vyu�ívána p�edevším k 
cílenému transportu lé� iv do organismu, k vývoji nových dezinfek� ních a ochranných prost�edk� , k 
urychlení hojení ran, p�ípadn�  zefektivn� ní diagnostických metod.  
Cílem této práce je vyvíjet a testovat vhodné typy � ástic p�ipravených z p�írodních materiál� , p�ipravit 
je ve stabilní form�  a ov�� it jejich pou�itelnost do potravin i kosmetických produkt� . A tím získat 
moderní funk� ní potraviny a nápoje s lepšími vý�ivovými a senzorickými vlastnostmi a vysokou 
p�idanou hodnotou. P�ípadn�  kosmetické a farmaceutické p�ípravky s vysokou funk� ností. 
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2 TEORETICKÁ � ÁST 
Enkapsulace je definována jako technologie balení pevných látek, kapalin nebo plynných materiál�  do 
uzav�ených kapslí, které mohou uvol� ovat sv� j obsah za definovaných a kontrolovaných podmínek. 
P�ipravené � ástice mohou mít pr� m� r n� kolika nm a� n� kolik mm. V potraviná�ském pr� myslu se 
enkapsulace z r� zných d� vod�  vyu�ívá ji� více ne� 60 let, nap�íklad chrání materiál p�ed nep�íznivým 
vlivem okolního prost�edí (jako je teplota, vlhkost, vzduch, sv� tlo), usnad� uje také manipulaci 
s enkapsulovaným materiálem [1, 2, 3].  
Dále umo�� uje pozvolné nebo cílené uvol� ovaní, � ím� lze sní�it pot�ebné mno�ství aditiv a 
konzerva� ních látek. 	 ízené uvol� ování lze definovat jako metodu, ve které je jedna nebo více 
ú� inných látek k dispozici v po�adovaném míst� , � ase, koncentraci a dávkována s po�adovanou 
rychlostí. K uvol� ování enkapsulovaných slo�ek, v závislosti na zp� sobu pou�ití, lze vyu�ít nap�íklad 
zm� ny pH, mechanického nap� tí, teploty, enzymatické aktivity, � asu, osmotické síly, atd. [1]. 
Nap�íklad p�i enkapsulaci aktivních látek do polymerních nosi��  dochází k uvol� ování hydrofilních 
látek difuzí, zatímco lipofilní slou� eniny jsou uvol� ovány p�evá�n�  enzymatickou degradací 
proteinového nosi� e v za�ívacím traktu [4]. 
Enkapsulaci lze také pou�ít k maskování nep�íjemné chuti (nap�íklad ho�ká a svíravá chu�  
polyfenol� ), zabrán� ní odpa�ování t� kavých látek, jako je aroma, � i odd� lení slo�ek sm� si, které by 
spolu jinak reagovaly.  Krom�  výše uvedeného m� �e být enkapsulace pou�ita také k uzav�ení bun� k 
nebo enzym� , u kterých se rovn� � vyu�ívá dalších technik imobilizace[1, 2]. 

                                                                  
 typ kapsule, rezervoár typ matrix 

  Obrázek 1. Dva základní typy � ástic [5] 
Vlastnosti kapslí jako je velikost, slo�ení, forma � i mechanismus uvol� ování lze jednoduše m� nit 
výb� rem vhodné metody � i materiálu [1]. Existuje celá �ada technik pro enkapsulaci potraviná�ských 
látek. Vzhledem k tomu, �e enkapsulované slou� eniny jsou velmi � asto v kapalné form� , mnoho 
technologií je zalo�eno na sušení (sprejové sušení, chladové/mrazové sušení, fluidní vrstva, extruze). 
Nejstarší a nejrozší�en� jší enkapsula� ní metodou v potraviná�ském pr� myslu je práv�  sprejové sušení, 
a to zejména díky své flexibilit� , mo�nosti kontinuální p�ípravy a ekonomickému provozu. Dalšími 
enkapsula� ními technikami jsou sprejové chlazení, lyofilizace, extruze, emulgace, koacervace, 
p�íprava liposom�  a další [2]. Mezi metody imobilizace pat�í zmín� na enkapsulace, dále adsorpce, 
iontová, kovalentní � i afinitní vazba a mnohé další [2]. Blí�e se metodám imobilizace a enkapsulace 
v� nují následující kapitoly. 

2.1 Metody imobilizace 

2.1.1 Vazba na povrch nosi� e 
Tato technika je nej� ast� jší formou imobilizace a byla z�ejm�  prvním p�íkladem bun�� né imobilizace. 
Bu� ky jsou vázány na porézní materiál pomocí fyzikálních nebo chemických sil, nej� ast� ji adsorpcí � i 
kovalentní vazbou na nosi� , který plní funkci podp� rného materiálu [6, 7]. Výhody této techniky jsou 
jednoduchá a rychlá imobilizace, minimální chemické zm� ny imobilizovaných látek nebo poškození 
bun� k a mo�nost reverzibilního procesu, který umo�� uje opakované pou�ití. Mezi nevýhody pat�í 
nespecifické vazby, nízká ochrana p�ed nep�íznivým vlivem okolního prost�edí a vyšší 
pravd� podobnost uvoln� ní imobilizovaných slo�ek [2, 6, 8]. 

obalový materiál 

 
jádro 
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2.1.1.1 Adsorpce 
P�i adsorpci jsou aktivní slo�ky (p�edevším enzymy) zachyceny na povrch nosi� e pomocí fyzikálních 
sil (van der Waalsovy síly), ale uplat� ují se i další interakce, jako iontové nebo vodíkové vazby a 
hydrofobní interakce. Jako nosi� e se nej� ast� ji pou�ívají sklo, k�emi� itany a silikagel. Výhodou této 
metody je jednoduchost, nevýhodou malá pevnost, která je závislá na pH, teplot� , iontové síle, 
koncentraci substrátu a pou�itém rozpoušt� dle. Úsp� šn�  byla touto metodou imobilizována lipasa na 
práškový oxid k�emi� itý a enkapsulována do silikagelu, kde bylo dosa�eno zvýšené teplotní stability 
[6, 9, 10, 11]. V p�ípad�  imobilizace bun� k se pou�ívají jako nosi� e d�evní piliny, porézní sklo, 
keramika, aktivní uhlí, �elatina a ionexové nosi� e [6, 7]. Hlavní výhodou této metody je p�ímý kontakt 
mezi �ivinami, nosi� em a bu� kou. D� le�itá je volba vhodné velikosti pór� , nap�íklad p�i pou�ití malé 
velikosti dochází k limitaci difuze [6, 7, 8].  

2.1.1.2 Iontová vazba 
Iontová vazba je zalo�ena na elektrostatické p�ita�livosti opa� n�  nabitých skupin nosi� e a enzymu. Pro 
vazbu záporn�  nabitých skupin enzymu se jako nosi�  vyu�ívá anex, pro vazbu kladn�  nabitých skupin 
enzymu se jako nosi�  vyu�ívá katex. Velkou výhodou této imobiliza� ní metody je snadnost navázání 
enzymu a velice snadná regenerace [6, 9]. 

2.1.1.3 Kovalentní vazba na nerozpustný nosi�  
Imobilizace pou�itím kovalentní vazby je jednou z nejrozší�en� jších technik zachycení enzymu. 
Nejv� tší výhodou tohoto postupu je vysoká stabilita vazby mezi enzymem a nosi� em. Biokatalyzátor 
je stabiln� jší, je lokalizován na povrchu nosi� e a tudí� v neomezeném kontaktu se substrátem [12]. 
Jako nosi� e mohou být pou�ity organické látky, p� irozené nebo syntetické polymery, musí však být 
nerozpustné a mít hydrofobní � i hydrofilní povrch. K vazb�  dochází p�es aminoskupiny, karboxylové, 
sulfhydrylové, hydroxylové, imidazolové a fenolové skupiny bílkoviny. Je v�dy nutné uskute� nit 
vazbu p�es ty skupiny, které nejsou d� le�ité pro samotnou reakci, aby nebyla ovlivn� na aktivita 
enzymu [6, 9]. Mechanismus kovalentní vazby se vyu�ívá rovn� � k imobilizaci pr� myslov�  
vyu�ívaných mikroorganism� . Ke vzniku kovalentní vazby dochází mezi aktivním anorganickým 
nosi� em a bu� kou v p�ítomnosti sí� ujícího reagentu. Vhodným nosi� em je p�edevším oxid 
k�emi� itý [8]. 

2.1.1.4 Afinitní vazba 
Imobilizace afinitní vazbou je n� kdy zahrnována mezi techniky adsorpce. Jedná se o vytvo�ení pevné 
afinitní vazby mezi biokatalyzátorem a nosi� em vybaveným komplementárními afinitními ligandy. 
Díky existenci nespo� tu druh�  afinitních pár�  nabízí tato metoda rozsáhlé mo�nosti vyu�ití [12, 13]. 

2.1.1.5 Vazba pomocí kovu 
Chelatace je vzhledem k relativn�  pevné vazb�  nosi� e a biokatalyzátoru a zárove�  snadné regeneraci 
pou�ívána nej� ast� ji jako chromatografická metoda. Ionty p�echodných kov�  jsou vázány na povrch 
organického nosi� e koordina� ní vazbou. Nosi�  však není schopný vázat všechna koordina� ní místa 
kovu a proto jsou n� která volná pro vazbu s ligandy. N� které postranní �et� zce aminokyselin (histidin, 
tryptofan, tyrosin, cystein, fenylalanin) mají schopnost substituovat slab�  vázané ligandy kovových 
iont�  a umo�nit tak vazbu enzymu na kov. Pro chelataci lze vyu�ít velké mno�ství p�echodných kov�  
a výhoda metody tak spo� ívá v její široké pou�itelnosti [12]. 

2.1.1.6 Disulfidický m� stek 
Zachycení p�es disulfidický m� stek bývá n� kdy za�azováno mezi imobilizace pomocí kovalentní 
vazby. Vzniklá vazba mezi thiolovou skupinou cysteinu a aktivovaným nosi� em je velmi pevná, avšak 
u� za pom� rn�  mírných podmínek lze tuto vazbu rozšt� pit [12]. 
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2.1.2 Cross-linking (zesít� ní) 
Tvorba p�í� ných vazeb (cross-linking; zesít� ní) je ireverzibilní technikou imobilizace p�edevším 
enzym� , která nevy�aduje nosi� . Metoda vyu�ívá sí� ovací � inidlo, kterým je nej� ast� ji glutaraldehyd. 
Glutaraldehyd je levný a široce dostupný pro pr� myslové vyu�ití, avšak pro zesít� ní n� kterých 
enzym�  nevhodný; v takových p�ípadech se vyu�ívá jiných � inidel, nap�. dextranu � i diazoniových 
solí [12]. 

2.1.3 Entrapment  - zachycení v pórovitém materiálu 
Entrapment (zachycení) je ireverzibilní metodou imobilizace, kde jsou biokatalyzátory zachyceny 
uvnit�  vhodné matrice. Nejd� le�it � jším faktorem determinujícím ú� innost metody je výb� r vhodné 
matrice, p�edevším z hlediska mno�ství a velikosti jejích pór� . Je d� le�ité zabezpe� it inkorporaci 
dostate� ného mno�ství biokatalyzátoru do matrice. Imobilizace zachycením v pórovitém materiálu je 
nejb� �n � ji pou�ívaná metoda imobilizace mikrobiálních bun� k. Vhodnými organickými nosi� i jsou 
agar, alginát, chitosan, 
 -karagenan, kolagen polyvinylalkohol a �elatina. Mezi pou�ívané anorganické 
nosi� e v této metod�  pat�í polystyren, polyuretan a r� zné silikátové gely [6, 12]. 

2.1.4 Enkapsulace 
Enkapsulace je další ze základních forem imobilizace. V procesu enkapsulace je enkapsulovaná slo�ka 
obalena � áste� n�  propustnou membránou, nej� ast� ji ve form�  kapsule. Membrána umo�� uje vstup 
okolního prost�edí do nitra � ástice, avšak zamezuje úniku aktivní látky do prost�edí. Velikost pór�  
membrány je tedy hlavním determinujícím faktorem této metody. Membrána musí umo�� ovat p�ístup 
substrátu a nutrient� , ale zárove�  biokatalyzátor ochránit p�ed nep�íznivými podmínkami vn� jšího 
prost�edí [12]. Princip metody je nej� ast� ji zalo�en na polymerace gelu provád� né v prost�edí 
enkapsulované aktivní slo�ky. Pro tento ú� el imobilizace se pou�ívá nej� ast� ji agar, agarosa �elatina, 
alginát, karagenan a další p�írodní polymery [6, 9, 14]. 

2.2 Metody enkapsulace 

2.2.1 Sprejové sušení 
Sprejové sušení je nejrozší�en� jší a nejstarší enkapsula� ní metodou pou�ívanou v potraviná�ském 
pr� myslu. Touto metodou je p�ipravováno 80-90% � ástic v potraviná�ství, � ástice jsou p�ipravovány 
v dobré kvalit�  a jejich velikost je menší ne� 40 µm. Velikost � ástic však závisí na povrchovém nap� tí 
a viskozit�  kapaliny, na rychlosti sprejování a jeho teplot� . � ástice p� ipravené touto metodou spl� ují 
�ádoucí senzorické a texturní vlastnosti [1,2]. Tato technika se pou�ívá k p�íprav�  suchých a stabilních 
potraviná�ských p�ídatných látek a p�íchutí. Proces je úsporný a flexibilní [1].  
Jediným omezením této metody je vhodný obalový materiál, který musí být rozpustný ve vod� . 
Typickým obalovým materiálem jsou arabská guma, maltodextriny, modifikovaný škrob a jejich 
sm� si. Ostatní polysacharidy (alginát, karboxymethylcelulosa, guarová guma) a proteiny (syrovátkové, 
sojové proteiny, kasein) mohou být také pou�ity jako obalový materiál, ale jejich pou�ití je dra�ší a 
� asov�  náro� n� jší z d� vodu jejich nízké rozpustnosti ve vod� . K enkapsulaci dochází homogenizací 
enkapsulované aktivní látky s obalovým materiálem. Sm� s je poté pomocí vysokotlakých trysek nebo 
rota� ního rozprašova� e sprejována do prostoru sušárny. B� hem tohoto procesu dochází k tvorb�  filmu 
na povrchu kapek. Díky horkému vzduchu pak, dochází k odpa�ení vody a ke shroma�� ování � ástic na 
dn�  sušárny. D� le�ití je volba správné teploty sušícího vzduchu, aby nedocházelo k p�eh�átí � ástic a 
degradaci teplotn�  senzitivních aktivních látek [1, 15].  
Sprejové sušení se v pr� myslovém m�� ítku pou�ívá rovn� � p � i enkapsulaci probiotických kultur. 
Bu� ky v polymerním roztoku jsou unášený do horkého sušícího vzduchu a zde jsou prudce vysušeny. 
Mikrokapsle jsou pak p�ipraveny ve form�  suchého prášku [16, 17]. 
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Nejd� le�it � jším bodem je volba vhodné teploty p� ivád� ného vzduchu. Nízká teplota vzduchu sni�uje 
rychlost odpa�ování vody, co� vede k tvorb�  agregát� . Naopak p�íliš vysoká teplota vzduchu m� �e 
nep�ízniv�  ovlivnit �ivotaschopnost bun� k. Mikrokapsle v podob�  suchého prášku lze dlouhou dobu 
skladovat a manipulace s nimi je velmi jednoduchá [16, 17]. 

2.2.2 Sprejové chlazení 
Sprejové chlazení je obdoba technologie sprejového sušení. Jedná se o nejlevn� jší metodu pro 
enkapsulace organických i anorganických látek. Sm� s aktivní látky a obalového materiálu je 
vst� ikována do chlazeného prostoru, p�ípadn�  jsou drobné kapi� ky chlazeny i proudem vzduchu. Tato 
technika tedy není zalo�ena na principu odpa�ování vody. Kapsle se vytvá�í ztuhnutím obalového 
materiálu kolem jádra tvo�eného enkapsulovanou látkou. P�i této metod�  se jako nosi� e hojn�  
vyu�ívají lipidy, zejména oleje nebo jeho deriváty. Nicmén�  lze pou�ít širokou škálu materiál� . 
Mikrokapsle p�ipravené technologií sprejového chlazení, jsou nerozpustné vod�  v d� sledku své 
lipidové vrstvy a v� tšinou jsou pou�ívány k enkapsulaci ve vod�  rozpustných látek (minerály, 
vitaminy, enzymy, p�íchut� …), které tvo�í jádro [1, 15]. 

2.2.3 Extruze 
Tavenina slo�ená ze sacharosy, škrobu, maltodextrinu, glukosového sirupu nebo z dalších mono- a 
disacharid�  � i jejich sm� sí je emulgována s enkapsulovaným materiálem a protla� ena p�es otvor � i 
otvory trysek. Poté jsou proudy odkapávajících � ástic zchlazeny chladným prost�edím a dehydratací 
rozpoušt� dlem, p� i� em� k enkapsulaci aktivní látky dochází ztvrdnutím obalového materiálu p�i 
kontaktu s tímto rozpoušt� dlem. Nej� ast� ji se pou�ívá isopropanol a tekutý dusík. � ástice p�ipravené 
touto metodou jsou ve vod�  rozpustné a jejich velikost se pohybuje v rozmezí mezi 200-2000 � m 
[1, 15]. Díky elektrostatické extruzi lze touto metodou p�ipravit i malé � ástice, a to � ástice okolo 50 
µm. Alternativní metodou mohou být také p�ipravovány nap�íklad sférické kapsle s hydrofobním 
jádrem a hydrofilním obalem [2]. Výhodou technologie extruze je, �e enkapsulovaný materiál je zcela 
obklopen materiálem tvo�ícím st� ny kapsle. � ástice jsou tak velmi odolné a stabilní, velmi � asto se 
pou�ívají k enkapsulaci látek podléhajících oxidaci, � i látek s pozvolným uvol� ováním [1]. Extruze je 
také b� �n �  vyu�ívána metoda pro enkapsulace mikrobiálních bun� k. P�i této metod�  se polymerní 
roztok nejprve smíchá s mikrobiální kulturou a potom vytla� uje tryskou jako kapky do roztoku 
zesí� ovacího � inidla. Mezi faktory, které ovliv� ují velikost p�ipravovaných kuli� ek, je pr� m� r trysky, 
viskozita, teploty, rychlost pr� toku polymerního roztoku a vzdálenost otvoru trysky od sí� ujícího 
roztoku. Mezi hlavní výhody metody extruze je jednoduchost výroby, ni�ší náklady a vysoká 
�ivotaschopnost bun� k. Vhodnými polymery jsou op� t chitosan, alginát a další p�írodní polymery. 
I kdy� má metoda výše uvedené výhody, ve velkém pr� myslovém m�� ítku nedosahuje po�adované 
efektivity z d� vodu vyšších nároku na po� et trysek a jejich udr�ení sterility a � istoty [16, 17]. 

2.2.4 Tvorba polymerních kapslí 
Metoda pracuje na principu p�ikapávání roztoku nebo taveniny do �elírující � i vytvrzující 
lázn�  [2, 15]. Nap�íklad alginát je touto formou úsp� šn�  pou�íván k enkapsulaci �ady aktivních slo�ek 
v� etn�  mikrobiálních bun� k, které si udr�í svou �ivotaschopnost i p�i dlouhodobých kultivacích 
[18].V p�ípad�  enkapsulace bun� k je velmi d� le�ité zajišt� ní snadnou difuze pro substráty i produkty 
[6]. Alginát jako materiál získávaný z p�írodních zdroj�  m� �e obsahovat zbytkové ne� istoty (proteiny 
a polyfenoly, lipopolysacharidy), které mohou zjistit dostate� nou vý�ivu pro enkapsulované bu� ky, 
rovn� � však mohou omezovat jeho biokompabilitu a tím i jeho pou�ití ve farmacii [6, 18]. 
Alginátové kapsle se obvykle p� ipravují kapáním bun�� né suspenze v roztoku alginátu do sí� ujícího 
roztoku dvojmocného iontu. Ve v� tšin�  p�ípad�  je pou�íván Ca2+, jsou známy i studie za pou�ití Ba2+, 
kde bylo dosa�eno v� tší pevnosti, avšak bárium nevyniká biokompabilitou jako vápník [18]. 
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Podobným zp� sobem jako alginát lze také pou�ít 
 -karagenan, který se zesí� ujeme pomocí vápníku, 
nebo draslíku [6, 16, 19]. Kapajícím nástrojem m� �e být jednoduše pipeta, st�íka� ka, tryska, � i 
rozprašova� . Vlastnosti � ástic, jako je nap�íklad velikost, lze m� nit pou�itím r� zné teploty, tlaku p�i 
enkapsulaci, koncentrací nosi� e, � i tvaru a velikosti trysky [2, 15].   
 

 
Obrázek 2. Imobilizace bun� k do alginátových kapslí [20] 

 
První kuli� ky z alginátu vápenatého byly poprvé p�ipraveny v roce 1980. Alginátové � ástice byly 
p� ipraveny i pou�itím opa� ného postupu, kdy byla p� ipravena sm� s enkapsulované slo�ky v roztoku 
chloridu vápenatého a p�idávána do roztoku alginátu[20].  
Mezi pou�ívané nosi� e pat�í tedy alginát, dále modifikovaný škrob, celulosa, agar, agarosa, karagenan, 
kolagen, chitosan, celulosa a další p�írodní polymery [1, 20].  

2.2.5 Emulgace 
Další hojn�  vyu�ívanou metodou je metoda emulzifikace. Vyu�ívá se nej� ast� ji v p�ípad�  enkapsulace 
ve vod�  rozpustné aktivní látky. Existují dv�  kombinace, emulze voda/olej nebo emulze olej/voda. 
Emulze nej� ast� ji vznikají mechanickým zp� sobem: pomocí homogenizér� , mixér� , míchadel, v 
koloidních mlýnech. Je mo�né p�idat i emulgátory a stabilizátory pro zvýšení jejich stability [2, 21]. 
Emulze je poté mo�no sušit r� znými zp� soby, jako je sprejové sušení, nebo lyofilizace, a tak 
produkovat � ástice ve form�  prášku. Tyto sušené emulze mohou být pou�ity pro �adu potraviná�ských 
výrobk�  [2]. Technika emulgace je široce pou�ívanou enkapsula� ní metodou i r� zných mikrobiálních 
bun� k. Rozptýlené vodné kapi� ky monomeru a bun� k, míchané v organické sm� si vytvo�í emulzi. 
P�ídavkem polymeriza� ního � inidla, dochází ke vzniku kapslí. Kapsle jsou následn�  získány 
odst�ed� ním. Vhodným netoxickým nosi� em v této metod�  je nap�íklad chitosan [20]. Velikost kapslí 
lze ovliv� ovat rychlostí míchání � i koncentrací pou�ité povrchov�  aktivní látky. Metoda emulgace 
však vede ve v� tšin�  p�ípad�  ke vzniku kapslí s širokou distribucí velikosti. Hlavní nevýhodou této 
metody je potenciální toxicita pou�itých organických rozpoušt� del. K p�íprav�  emulzí lze tak vyu�ít 
olej� , avšak odstran� ní oleje ze sm� si je slo�it� jší a ekonomicky náro� n� jší ve srovnání s organickými 
rozpoušt� dly [16, 17]. 

2.2.6 Fluidní vrstva 
Fluidní vrstva je technika enkapsulace, kde se na enkapsulovanou látku nanáší ochranný povlak. 
Nanášení je kontinuální proces, kde je na aktivní látku v  proudu vzduchu p�i konkrétní teplot�  
nanášen atomizovaný materiál, tvo�ící st� nu kapsle. Mezi nejpou�ívan� jší materiály tvo�ící st� nu 
� ástic pat�í roztoky celulózy, škrobu, n� kterých bílkoviny a jejich deriváty [2].  
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V posledních letech se objevují také � ástice z lipid� , hydrogenovaných rostlinných olej� , mastných 
kyselin, emulgátor� , vosk�  a jejich sm� sí. P� vodn�  byla tato metoda vyvinuta pro farmaceutický 
pr� mysl, stále � ast� ji se však pou�ívá i v potraviná�ském pr� myslu. Mezi hlavní výhody této metody 
pat�í vznik mikrokapslí, které vynikají stabilitou, �ivotaschopností, texturou a dobrou 
manipulovatelností. Technologie fluidní vrstvy se pou�ívá k enkapsulaci široké palety potraviná�ských 
aditiv. Fluidní technologii ovliv� uje �ada faktor�  jako je poloha trysky, pou�ití chladného � i horkého 
vzduch, koncentrace obalové látky, rychlost atomizace atd. Fluidní vrstva se pou�ívá nap�íklad 
k ochran�  �eleza, k enkapsulaci kyseliny mlé� né, kyseliny sorbové, kyseliny octové, vitamin�  a jejich 
sm� sí, hydrogenuhli� itanu sodného a dalších soli s uplatn� ním zejména v pekárenském a masném 
pr� myslu [1, 15]. 

2.2.7 Koacervace 
Koacervace je metoda, p� i které dochází k rozd� lení polymerního roztoku na dv�  nemísitelné kapalné 
fáze, z nich� jedna bohatá na makromolekulární materiál se ozna� uje jako koacerva� ní fáze, a druhá, 
z�ed� ná, se nazývá koacerva� ní médium. Koacerva� ní médium pak tvo�í jádro � ástice a koacerva� ní 
fáze jeho obal. Koacervace se d� lí podle mechanismu na jednoduchou a komplexní. Jednoduchá 
koacervace je d� j, kdy separace nastává v p�ítomnosti jednoho typu makromolekulární látky, 
komplexní koacervace probíhá v p�ítomnosti dvou a více opa� n�  nabitých polymer� . B� hem procesu 
koacervace se tedy vytvá�í drobné kapky, které se usazují nebo spojují a vytvá�í odd� lenou 
koacervovanou fázi. Pokud jsou v roztoku p�ítomná jádra, kapky koacervátu se kolem nich hromadí a 
po p�idání vhodného sí� ovacího � inidla vytvá�í st� nu koacervát� . Mícháním roztoku se m� �e p�edejít 
shlukování a sedimentaci kapek koacervátu. V n� kterých p�ípadech je nezbytný p�ídavek stabilizátoru, 
aby nedocházelo ke koagulaci výsledných mikro� ástic. Tvorba mikro� ástic koacervací obvykle 
vy�aduje další kroky pro jejich zpevn� ní. T� mi mohou být relativn�  jednoduché procesy vedoucí 
k odstran� ní zbytkového rozpoušt� dla, nap�. sní�ením teploty a propláchnutí srá�ecím roztokem nebo 
stabilizace sí� ovacími � inidly [1]. Kapsle se obvykle odd� lí filtrací nebo odst�ed� ním, promyjí 
vhodným rozpoušt� dlem a následn�  vysuší. Nej� ast� ji pou�ívanými materiály v této metod�  je 
kombinace �elatiny a arabské gumy. Dalšími mo�nostmi jsou nap�íklad �elatina-
karboxymethylcelulosa, �elatina-gliadin, polyvinylalkohol, karagenan,chitosan, sojový protein, 
dextran atd.  Jednou z mo�ností je také vyu�ití techniky vícevrstvé koacervace. Tento postup zahrnuje 
vytvo�ení vícevrstvých kapslí, tak �e na st� ny kapsle je aplikována další vrstva r� zných koacerva� ních 
fází. Metoda koacervace má také n� které nevýhody. Tento proces je velmi nákladný a pom� rn�  
slo�itý. Dalším problémem klasické koacervace je nemo�nost enkapsulace za laboratorní teploty, tedy 
enkapsulace t� kavých látek a látek citlivých na teplo. 	 ešením m� �e být odd� lení koacerva� ních fází 
pomocí úpravy pH, fáze se odd� lí, vodná fáze se nahradí velkým mno�stvím enkapsulované aktivní 
slo�ky, které má laboratorní teplotu. Dochází tedy k rychlému sní�ení teploty v celém systému. 
Vysoká teplota p� sobí jen velmi krátce a nedochází tak k degradaci a ztrátám aktivních látek [15]. 
Koacervace je velmi ú� innou metodou imobilizace i pro imobilizace mikrobiálních bun� k, ale jedná se 
o nákladný proces [16, 20]. 

2.2.8 Lyofilizace 
Lyofilizace je také jednou z  enkapsula� ních technik. Pou�ívá se k enkapsulaci ve vod�  rozpustných 
p�írodních aromatických látek, esencí a materiál�  citlivých na teplo. Hlavními nevýhodami lyofilizace 
je však vysoká vstupní energie a dlouhá doba p�ípravy. Krom�  toho, v pr� b� hu zpracování � ástic s 
otev�enou porézní strukturou dochází mezi ú� innou látkou a okolím k nedostate� né ochran�  [1, 2]. 
Nosi�  a aktivní látka se nejprve rozpouští ve vod�  a následné zmrazují. Za sní�eného tlaku (vakua) je 
odstran� na voda pomocí sublimace. N� kdy se u�ívají tzv. kryoprotektanty, které mají za úkol chránit a 
stabilizovat citlivé slo�ky p� i mra�ení [21]. 
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Lyofilizace se vyu�ívá i v p�ípad�  enkapsulace bun� k. �ivotaschopnost bun� k v p�ípad�  pou�ití 
lyofilizace je v mnoha p�ípadech vyšší ne� p� i pou�ití nap�íklad sprejového sušení. Nicmén�  pot�ebné 
zmra�ení p�ed samotnou lyofilizací rovn� � zp� sobuje � áste� nou ztrátu viability bun� k[16, 17]. 

2.2.9 Kokrystalizace 
Kokrystalizace je enkapsula� ní technika vyu�ívající jako základní materiál tvo�ícího st� nu � ástic 
sacharózu. Cukrový sirup se koncentruje do p�esyceného stavu a udr�uje p� i teplot�  dostate� n�  
vysoké, aby se zabránilo krystalizaci. Enkapsulovaný materiál se poté p� idá do tohoto 
koncentrovaného sirupu a za mechanického míchání dochází k postupné krystalizaci a sou� asné 
enkapsulaci aktivních slo�ek. Enkapsulovaný produkt se poté suší na po�adovanou vlhkost (pokud je 
to nutné) a t� ídí dle velikosti. D� le�itým faktorem je �ízení krystalizace pomocí teploty a rychlosti 
míchání. Výhodou metody je její jednoduchost, získání � ástic v suchém stavu (snazší manipulace), 
vysoká dostupnost základního materiálu a široká škála mo�ností aplikace v potraviná�ském a 
farmaceutickém pr� myslu [1]. 

2.2.10 Enkapsulace do liposom�  
Mechanismus pro vytvo�ení liposom�  je v podstat�  hydrofilní a hydrofobní interakce mezi fosfolipidy 
a molekulami vody [2]. Liposomy jsou definovány jako malé sférické vezikuly, které jsou vytvo�eny z 
jedné nebo více lipidových dvojvrstev, které jsou p�evá�n�  tvo�eny fosfolipidy. Do liposom�  m� �e být 
enkapsulována �ada aktivních látek, p� i� em� hydrofobní látky jsou enkapsulovány do lipidové 
dvojvrstvy a hydrofilní látky do vnit�ního vodného prost�edí [22].  

2.2.10.1 D� lení liposom�  
Liposomy mohou být p� ipraveny s r� zným povrchovým nábojem v závislosti na pou�itém fosfolipidu, 
o r� zné velikosti i po� tu lamel (unilamelární, multilamelární). Všechny parametry jsou závislé na 
zvolené metod�  p�ípravy a chemickém slo�ení liposom� . Náboj je nezbytný pro zajišt� ní stability. 
Liposomy slo�ené z neutrálních fosfolipid�  jsou náchylné k agregaci a následné sedimentaci. 
Unilamelární liposomy jsou ohrani� eny pouze jednou dvojvrstvou membránou, velikost � ástic se 
pohybuje v rozmezích od 25 do 1 000 nm. Oproti multilamelárním liposom� m mají výhodu ve vysoké 
enkapsula� ní ú� innosti ve vod�  rozpustných aktivních látek. Multilamelární liposomy mají nejmén�  
dv�  dvojvrstvé membrány, jejich velikost se pohybuje od 50 do 10 000 nm [22, 23]. 
U t� chto liposom�  lze však opakovaným zmrazováním a rozmrazováním dosáhnout zv� tšení 
uzav�eného objemu a tím také dosáhnout vyšší enkapsula� ní ú� innosti [22, 23]. 
Pro p�ípravu liposom�  r� zné fosfolipidy. V p�ípad�  potraviná�ských aplikací se nej� ast� ji pou�ívá 
lecithin a cholesterol. Lecithin neboli fosfatidylcholin je získáván nej� ast� ji z p�írodních zdroj�  
(vaje� ný �loutek, sójové boby), ale lze ho však p�ipravovat i synteticky. Cholesterol je pou�íván pro 
zlepšení stability lipidové dvojvrstvy. Stabilita liposom�  lze také zvýšit pota�ením povrchu ur� itým 
polymerem, jako je nap�íklad polyethylenglykol nebo chitosan [24, 25]. 

2.2.10.2 Techniky p� ípravy liposom�  
Základní metodou pro p�ípravu liposom�  je metoda hydratace fosfolipidového filmu, kde dochází 
odpa�ením roztoku fosfolipidu v organickém rozpoušt� dle ke vzniku tenkého filmu na st� nách ba� ky. 
Po p�evrstvení tohoto filmu vodou dojde spontánn�  ke vzniku liposom� . Liposomy lze rovn� � 
p� ipravit p� idáním vodného roztoku k roztoku fosfolipidu v organickém rozpoušt� dle a odpa�ením 
tohoto rozpoušt� dla. V tomto p�ípad�  po p�idání vodné fáze vzniknou nejprve reverzní micely.  
P�i odpa�ování rozpoušt� dla dochází postupn�  k jejich kolapsu za vzniku liposom� . V p�ípad�  obou 
metod jsou pov� tšinou p�ipraveny multilamelární liposomy. Unilamelární liposomy lze pom� rn�  
snadno p�ipravit ú� inkem ultrazvuku na vodnou disperzi fosfolipid�  [22, 23, 24, 25].  
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 Alternativní metodou pro p�ípravu unilamelárních liposom�  je takté� tzv. injek� ní metoda, p�i které se 
injek� ní st�íka� kou s úzkou jehlou vst�ikuje alkoholický roztok fosfolipid�  do vodné fáze. Liposomy 
lze dále upravovat nebo p�ímo p�ipravovat pomocí extruze, kdy jsou liposomy p�etla� ovány p�es póry 
filtru. Lze tak získat unilamelární liposomy o stejné velikosti. Na záv� r lze u všech typ�  liposom�  
pou�ít metodu lyofilizace k p�íprav�  stabilních preparát�  pro dlouhodobé skladování [22, 23, 24, 25].  

2.2.10.3 Aplikace liposom�  
Liposomy lze pou�ít k enkapsulaci hydrofilních i hydrofobních látek, jsou vyu�ívány k aplikacím do 
potraviná�ského, kosmetického i farmaceutického pr� myslu. Jsou vhodným kandidátem k enkapsulaci 
peptid� , nízkomolekulárních látek jako jsou vitamíny a antioxidanty, ale i enzym� . Velký potenciál 
má aplikace antimikrobiálních látek, nap�íklad lysozymu. Ú� innost enkapsulace do liposom�  m� �e být 
ovlivn� na n� kolika parametry, jako je koncentrace fosfolipid�  a jejich slo�ení, pH, koncentrace a 
velikost enkapsulované slo�ky, velikost liposom�  a hlavn�  interakce mezi fosfolipidy a 
enkapsulovanou aktivní látkou [24, 26, 27].  
Za ú� elem p�ípravy liposom�  pro potraviná�ské ú� ely, je nutné splnit zákonné po�adavky, týkající se 
pou�itých rozpoušt� del. Liposomy p�ipravené metodou za pou�ití toxických rozpoušt� del tedy není 
mo�né aplikovat do potravin [25]. 

 
Obrázek 3. Liposom  

2.3 Nej� ast� ji pou�ívané nosi� e p� i enkapsulacích 
V p�edchozích kapitolách byla u vybraných aplikací uvedena celá �ada látek, které lze pou�ít k r� zným 
typ� m enkapsulace. Následující podkapitoly p�ehledn�  shrnují nosi� e pou�ívané v potraviná�ství. 
P�esto�e existuje velké mno�ství látek, které mohou být pou�ívány k enkapsulacím, mnohé nosi� e, 
které jsou vyu�ívány pro enkapsulaci v jiných pr� myslových odv� tví, nelze pou�ít v potraviná�ském 
pr� myslu.  
Látky pou�ívané k enkapsulacím v potraviná�ském pr� myslu musí být certifikovány pro pou�ití 
v potraviná�ství a musí být za�azeny mezi aditiva, které pat�í do skupiny “všeobecn�  pova�ovaných za 
bezpe� né “ (GRAS - Generally Recognised As Safe). Materiály pou�ité k enkapsulaci musí být 
po�ivatelné, biologicky odbouratelné a schopné tvo�it bariéru mezi vnit�ní fází a okolím. V� tšina 
pou�itých materiál�  pro enkapsulace v potraviná�ském pr� myslu jsou biomolekuly, které musí 
spl� ovat ur� ité základní podmínky. Musí být schopné zadr�et a chránit aktivní látku v kapsli b� hem 
zpracování a skladování za r� zných podmínek a po ur� enou dobu. P�íprava kapslí by m� la být 
jednoduchá a umo�� ovat snazší manipulaci s enkapsulovaným materiálem. � ástice by m� li mít 
vhodné reologické a vlastnosti a pou�itý materiál by nem� l reagovat s enkapsulovanou aktivní látkou. 
Nej� ast� ji pou�ívané materiály pro enkapsulace v potraviná�ských aplikacích jsou zejména 
polysacharidy, hlavn�  škrob a celulóza a jejich deriváty, dále rostlinné extrakty jako je nap�íklad 
arabská guma, extrakty z mo�ských �as, jako jsou karagenany a alginát, dále mikrobiální a �ivo� išné 
polysacharidy, jako je dextran, chitosan, xantan a gellan. Vhodnými materiály jsou však i bílkoviny a 
tuky. P�íkladem nejb� �n � ji pou�ívaných jsou mlé� né a syrovátkové proteiny, kasein, �elatina, gluten, 
mastné kyseliny, vosky, glyceridy a fosfolipidy. Celý proces enkapsulace musí být navr�en tak, aby 
byly spln� ny bezpe� nostní po�adavky Evropského ú�adu pro bezpe� nost potravin (EFSA) [2].  

hydrofilní látky 

lipofilní látky 
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2.3.1 Agar 
Agar je lineární polysacharid tvo�ený 
 -D-galaktopyranosou a 3,6-anhydro-� -L-galaktopyranosou 
st�ídav�  spojenými glykosidickými vazbami. Agar je základní strukturou �ady druh�  � ervených 
mo�ských �as. �elírující vlastnosti agaru jsou široce vyu�ívány ve farmaceutickém, kosmetickém 
a potraviná�ském pr� myslu. Nap�íklad kombinace agar-�elatina je hojn�  pou�ívané metoda k 
imobilizaci bun� k [6, 28, 29]. 

2.3.2 Agarosa 
Agarosa je neutrální p�írodní polysacharid izolovaný z � ervených mo�ských �as [30]. Základní 
stavební jednotkou je agarobiosa. P� sobením tepla dochází k tvorb�  gelu, pro zesít� ní je nutné agarosu 
roztavit p� i teplot�  vyšší ne� 85°C. Agarosové kapsle jsou makroporézní a mají uplatn� ní v �ad�  
praktických aplikací. Mohou být vhodné p�i chromatografické separaci, v léka�ství a farmacii, hojn�  se 
však vyu�ívají p� i enkapsulaci bun� k a v potraviná�ském pr� mysl jako �elírující a stabiliza� ní � inidlo 
[6, 30]. 

2.3.3 Celulosa 
Celulosa je nejrozší�en� jší organickou slou� eninou. Vyskytuje se jako základní strukturní polysacharid 
bun�� ných st� n vyšších rostlin. Celulosa je vysokomolekulární lineární polymer D-glukosových 
jednotek, je nerozpustná ve vod� , z�ed� ných kyselinách, zásadách a v� tšin�  rozpoušt� del, rozpouští se 
v koncentrovaných kyselinách, � ím� dochází k rozkladu celulosy na rozpustné fragmenty cellobiosu, 
p�ípadn�  i na D-glukosu. Nativní celulosa se hojn�  vyu�ívá v potraviná�ském pr� myslu. V� tší 
uplatn� ní má ovšem modifikovaná celulosa [6, 31]. 

2.3.4 Škrob 
V� tšina nativních škrob�  se skládá z amylosy a amylopektinu, dvou homopolysacharid�  slo�ených 
z molekul � -D-glukopyranosy. V dnešní dob�  se nativní škroby r� zným zp� sobem modifikují, aby se 
nevhodné vlastnosti omezily nebo aby se vytvo�ily škroby s jinými vlastnostmi. Škrob je jednou 
z nejd� le�it � jších slo�ek v potraviná�ském, textilním, léka�ském a chemickém pr� myslu. Škrob je 
stále více vyu�ívaný jako nosi�  z d� vodu jeho nízké ceny, široké dostupnosti a neškodnosti [6, 32]. 

2.3.5 � -karagenan 

 -karagenan je p� irozen�  se vyskytující polysacharid izolovaný z mo�ské � ervené �asy. Je snadno 
dostupný, netoxický a o vysoké molekulové hmotnosti. Polymer je slo�ený z opakujících se jednotek 

 -D-galaktosy sulfátu a 3,6 anhydro-� -D-galaktosy. 
 -karagenan lze snadno p�evést na gel 
v p�ítomnosti kovových iont� , amin� , aminokyselinových derivát�  a ve vod�  rozpustných organických 
rozpoušt� del. 
 -karagenan byl úsp� šn�  pou�it k enkapsulacím aktivních slo�ek potravin v� etn�  
probiotických bun� k [33, 34]. 

2.3.6 Polyvinylalkohol 
Jedná se o bílý krystalický prášek. Polyvinylalkohol je dostupný, netoxický, odolný v�� i organickým 
rozpoušt� dl� m a rozpustný ve vod� . Ve vod�  nerozpustným se m� �e stát pou�itím sí� ovacích � inidel, 
svým chováním tedy p�ipomíná �elatinu [7, 20,35, 36]. Samotný není p�íliš pevný, ale kapsle 
z polyvinylalkoholu sí� ované s roztokem kyseliny borité jsou velmi pevné a vykazují dobré elastické 
vlastnosti, PVA lze pou�ít také ve form�  vláken nebo fólií. Pou�ití polyvinylalkoholu jako gelového 
nosi� e získává pozornost v posledních letech. Známou pr� myslovou aplikací polyvinylalkoholu jsou 
kapsle ve tvaru � o� ky s imobilizovanými bu� kami vyráb� né pod názvem LentiKat [20, 35, 36]. 
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2.3.7 Chitosan 
Chitosan je p�írodní polysacharid, který se získává deacetylací chitinu. Chitin je to p�írodní 
polysacharid, který se hojn�  vyskytuje u hmyzu a hub. Chitosan se pou�íván v aplikované biochemii a 
medicín�  jako nosi�  ji� n � kolik let. Je biokompatibilní, málo toxický, biodegradabilní a má schopnost 
vytvá�et vlákna i filmy. Velikost � ástic, hustota, viskozita, molekulová hmotnost a stupe�  deacetylace 
jsou velmi d� le�ité vlastnosti chitosanu. Chitosan je nerozpustný ve vod�  a v organických 
rozpoušt� dlech. Rozpustný je ve z�ed� ném vodném kyselém roztoku p�i pH pod 6,5 [14, 37]. 

2.3.8 �elatina 
�elatina je rozpustný protein získaný � áste� nou hydrolýzou kolagenu, který je hlavní slo�kou 
chrupavek, kostí, k� �í a ko�ek. Vzhledem ke své vynikající biokompatibilit � , biologické 
odbouratelnosti a mechanické pevnosti jsou hydrogely na bázi �elatiny pova�ovány za ideální 
biomateriál. Jsou známé dva druhy �elatiny v závislosti na její p�íprav� : �elatina typu A (isoelektrický 
bod p�i pH 8-9), �elatina typu B (isoelektrický bod p�i pH 4-5), které byly získány v rámci kyselých a 
zásaditých podmínek. Zejména v potraviná�ském pr� myslu se zvyšuje vyu�ití �elatiny jako nosi� e p�i 
enkapsulaci. �elatinové kapsule s imobilizovanými aktivními slo�kami vytvo�ené pomocí sprejového 
sušení jsou pou�ívány ji� �adu let [38, 39]. 

2.3.9 Alginát 
Alginát je nerozv� tvený p�írodní polysacharid slo�ený z mannuronové a guluronové kyseliny. Tento 
kopolymer je d� le�itou sou� ástí �as. Alginát je také produkován �adou bakterií, komer� n�  dostupný je 
však pouze alginát izolovaný z mo�ských �as ve form�  sodné soli. Díky své schopnosti zesít� ní a 
tvorb�  hydrogel�  se alginát hojn�  vyu�ívá k enkapsulaci celého spektra látek v� etn�  samotných 
mikrobiálních bun� k [20, 40]. 
Alginát je extrahovaný ze t�í druh�  hn� dých �as a obvykle prodáván jako sodná s� l. Alginát je 
rozpustný ve vod�  a tvo�í sít�  v p�ítomnosti dvojmocných kation�  (nej� ast� ji Ca, Ba, Sr). Obecn�  
platí, �e polysacharidy jako jsou algináty, se vyzna� ují polydisperzitou molekulové hmotnosti a z 
tohoto d� vodu se pou�ívá jako molekulární hmotnost jejich pr� m� rná hodnota. Molekulární hmotnost 
p� itom udává fyzikální vlastnosti polymeru, p� i p�íliš nízké hmotnosti se sni�ují mechanické vlastnosti. 
Distribuce molekulové hmotnosti má tak vliv na biokompabilitu, stabilitu, mechanickou odolnost, 
prodyšnost, biologickou rozlo�itelnost a tvorbu gelu. Alginát se hojn�  pou�ívá v potraviná�ství jako 
zahuš� ovadlo, emulzifikátor a stabilizátor, našel také uplatn� ní ve farmaceutickém pr� myslu jako 
pomocná látka s mukoadhezivními vlastnostmi. První studie popisující pou�ití alginátu na 
mikroenkapsulace byla publikována v roce 1980. V sou� asné dob�  je tento polymer nej� ast� ji 
pou�ívaným materiálem pro bun�� né enkapsulace [18].  

2.3.10 Pullulan 
Jedná se o extracelulární polysacharid produkován Aureobasidium pullulans, v sou� asné dob�  stále 
více vyu�íván díky svým vlastnostem. Pullulan není toxický, imunogenní, karcinogenní a mutagenní. 
Suchý pullulan je bílý prášek, bez zápachu. Polysacharid pullulan je dob�e rozpustný ve vod�  a ve 
z�ed� ných zásadách, nerozpustný v alkoholech a organických rozpoušt� dlech. V posledních letech je 
zkoumán pro biomedicínské ú� ely, pro cílené terapie, p� i hojení ran a jako nosi�  lé� iv [41, 42]. 

2.3.11 Syrovátkové proteiny 
Hlavním syrovátkovým proteinem je 
 -laktoglobulin. Výroba � ástic pomocí syrovátkových protein�  je 
� asto provád� na v kombinaci s dalšími polysacharidy, jako je chitosan nebo alginát. V poslední dob�  
se syrovátkové proteiny pou�ívají k potahování � ástic z alginátu nebo pektinu pro zvýšení stability p�i 
enkapsulaci mikroorganism� , ale také pro p�ípravu samostatných � ástic nap�íklad pro imobilizace 
probiotik [43, 44]. 
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2.3.12 Lecithin a cholesterol 
Lecithin je významná chemikálie pro p�ípravu liposom� . Pat�í mezi fosfolipidy. Z chemického 
hlediska se jedná o fosfatidylcholin. V potravinách se nachází p�edevším ve vnit�nostech, v sádle, 
másle, obilí, zelenin�  a rostlinných olejích. Hlavní obsah lecitinu je ve vaje� ném �loutku, který je 
celkov�  bohatý na fosfolipidy. Pr� myslový lecithin, vzniklý p� i rafinaci rostlinného oleje, obsahuje 
acylglyceroly, steroly, volné mastné kyseliny, tokoferoly, barviva a další str�ené látky. V potravinách 
se pou�ívá p�i p�íprav�  t� sta, jako emulgátor p�i výrob�  majonéz nebo ke sní�ení viskozity p� i výrob�  
� okolády. Cholesterol je významnou slo�kou �ivo� išných plazmatických membrán a v menší mí�e se 
vyskytuje také v membrán�  vnitrobun�� ných organel [45]. 
Cholesterol je metabolickým prekurzorem steroidních hormon� , vyskytuje se p�edevším ve vaje� ném 
�loutku, mozku, svalovin� , mléku, sýru � i sádlu. Zdravotní problémy jsou spojeny s p�enosem 
cholesterolu v lipoproteinech s nízkou hustotou (LDL) ze st�eva do krevního ob� hu. Dochází k 
vylu� ování lipid�  a ucpání tepny � i �íly. P�i enkapsulaci je díky své amfifilní povaze chopen za� lenit 
se do fosfolipidové dvojvrstvy a stabilizovat tak liposomy, jeho pou�ití v potraviná�ském pr� myslu je 
však omezené [45].  

2.4 Vyu�ití enkapsulace v potraviná� ském, kosmetickém a farmaceutickém 
pr � myslu 

V poslední dob�  se potraviná�ský pr� mysl zam�� uje na navrhování potravin, které mají pozitivní vliv 
na lidské t� lo. Tyto výrobky jsou ozna� ovány jako funk� ní potraviny. Princip funk� ních potravin je 
zalo�en na obsahu aktivních látek, které mohou být ve výrobku obsa�eny i p� irozen� , ale jejich 
prosp� šné vlastnosti jsou limitované. Tyto potraviny se tedy zam�� ují na zachování maximální 
biologické aktivity t� chto látek b� hem procesu zpracování a skladování. Další funkcí je poskytnutí 
aktivní látky do cílového místa v t� le. Funk� ní potraviny musí také spl� ovat po�adavky spot�ebitele, 
co� je zejména cena a organoleptické vlastnosti, a v neposlední �ad�  ú� innost t� chto výrobk�  musí být 
prokázána a zdokumentována. Hlavní cíle ú� innosti funk� ních potravin jsou zam�� eny na prevenci 
obezity, osteoporózy, st�evních poruch a srde� ních chorob, dále sní�ení hladiny cholesterolu a 
krevního tlaku, zlepšení psychických a fyzických výkon� , nebo prevence rakoviny a cukrovky. 
Vymezení mezi potravinami a léky se stává v tomto p�ípad�  velmi obtí�ná. V Evrop� , proto 
formuloval v roce 1998 International Life Science Institute (ILSI), definici o funk� ních potravinách: 
potravina m� �e být pova�ována za "funk� ní", je-li dostate� n�  prokázáno, �e ovliv� ují pozitivn�  jeden 
nebo více cílových funkcí v lidském t� le, mimo p�irozené vý�ivové ú� inky, a to zp� sobem, který je 
relevantní pro lepší zdravotní stav a pohodu � i sní�ení rizika onemocn� ní. Podle této definice, funk� ní 
potraviny musí z� stat potravinami a prokázat své ú� inky v mno�ství, která lze o� ekávat, �e bude b� �n �  
konzumováno ve strav� . To znamená, �e funk� ní potraviny nemohou být podávány ve form�  pilulky 
nebo kapsle, ale pouze jako sou� ást normální stravy [46, 47]. 
Evropská unie vydala v roce 1997 také sm� rnici o tzv. "Novel Foods". Za Nové potraviny jsou 
pova�ovány: (i) potraviny, které byly vyrobeny s novou technologií, která nebyla d�íve pou�ita 
v potraviná�ském pr� myslu, nebo (ii) potraviny, které obsahují fyziologicky aktivní slo�ky, které 
nejsou p�irozen�  se vyskytující v dané potravin� , nebo koncentrace aktivní slo�ky je podstatn�  vyšší 
ne� v p� vodním produktu. Tyto potraviny musí projít p�es p�ísné hodnocení bezpe� nosti. Také funk� ní 
potraviny lze klasifikovat jako nové potraviny, i kdy� zdraví prosp� šné tvrzení nelze do této kategorie 
za�adit [46].  
Zavedením nových technologii jako je enkapsulace lze tedy lépe zachovat p�irozen�  se vyskytující 
aktivní látky v potravinách nebo zlepšit celkovou kvalitu surovin, jejich fyzikáln� -chemické vlastnosti, 
vý�ivové vlastnosti a bezpe� nost výrobku. Nové potraviny jsou v první �ad�  zam�� eny na udr�ení 
p� irozených vlastností potraviny, zvýšení skladovatelnosti výroku, sní�ení náklad�  a zachování 
bezpe� nosti produktu [46, 48].  
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Nové technologie jsou zavád� ny té� v procesu balení, jako je pou�ití modifikované atmosfé�e, zp� sob 
balení, aktivní obalové systémy, minimalizace obalových materiál�  a náklad� . Stejn�  jako pou�ití 
jedlých obal�  na bázi škrobu a mlé� ných protein� , zejména p�i balení ovoce, zeleniny a peka�ských 
výrobk� . Krom mlé� ných protein�  jsou jako bariéra proti mikrobiální kontaminaci a dalšímu 
mikrobiálnímu ka�ení potravin testovány také r� zné další rostlinné bílkoviny, sacharidy a vosky, s 
kone� ným cílem prodlou�it trvanlivost a bezpe� nost potravin. Tyto bariéry vyu�ívají imobilizované 
aktivní látky, enzymy, �ivé mikroorganismy, pro zvýšení jejich ú� innosti. Další inova� ní technologií 
je také samotná enkapsulace specifických slo�ek s p�ímou aplikací do potravin [46, 48].  
Jedním z nejd� le�it � jších d� vod�  enkapsulace aktivních látek v potraviná�ském pr� myslu je, jak ji� 
bylo zmín� no poskytnout lepší stabilitu dané enkapsulované látky v kone� ném výroku a v pr� b� hu 
jeho zpracování, zabrán� ní odpa�ování a rozkladu t� kavých ú� inných látek, jako jsou aromatické 
slo�ky, dále k maskování nep�íjemné chuti, zvýšení stability a biologickou dostupnosti aktivních látek, 
zabrán� ní reakce mezi aktivní slo�kou a ostatními slo�kami potraviny a �ízené uvol� ování aktivních 
slo�ek [2].  
Enkapsulace má mnohostranné uplatn� ní nejen v potraviná�ském pr� myslu p� i aplikaci ve funk� ních 
potravinách, ale i ve farmaceutickém a kosmetickém pr� myslu. Ve farmacii slou�í r� zná � ástice jako 
nosi� e lé� iv, v kosmetických p�ípravcích se vyu�ívá zejména liposom�  a jejich schopnosti prostupovat 
i p�es neporušené povrchové struktury a vnášet aktivní látky do hlubších vrstev k� �e. Díky své povaze 
jsou liposomy navíc schopny hydratace, napomáhají tak ke sní�ení suchosti k� �e, co� p�edstavuje 
hlavní p�í� inu jejího stárnutí. Liposomy se v kosmetice pou�ívají jako nosi� e hydrofilních i 
hydrofobních látek. Do vnit�ního vodného prostoru tak lze enkapsulovat nap�íklad vitamín C, � i 
vitaminy skupiny B. Do lipidové dvojvrstvy mohou být dále zabudovány nap�íklad vitaminy A, E, 
kyselina � -linolenová, koenzym Q10, r� zné esenciální oleje a další. V� tšina výrobk�  s liposomy jsou 
ple� ové krémy proti stárnutí. Opalovací krémy, parfémy, vlasové kondicionéry, p�ípravky po holení a 
další, mno�ství t� chto výrobk�  na trhu se neustále zvyšuje. Liposomy však v posledních letech 
nacházejí své uplatn� ní hlavn�  v p�ípad�  cíleného transportu lé� iv a diagnostice [49]. 

2.4.1 Enkapsulace vitamin�  a antioxidant�  
V potraviná�ském pr� myslu je hlavním cílem enkapsulace ochrana vitamin�  a aktivních látek p�ed 
nep�íznivým vlivem okolního prost�edí p�i skladování a zejména p�i pr� chodu trávicím traktem, � ím� 
je umo�n� no jejich �ízené uvol� ování a tím i zvýšení jejich biologické dostupnosti. V p�ípad�  
polyfenol�  lze také pou�ít k maskování jejich mnohdy nep�íjemné svíravé chuti [2, 5, 50, 51]. 
Rostoucí zájem p�i tvorb�  nosi��  k ochran�  a �ízenému uvol� ování biologicky aktivních slou� enin, 
jako jsou nap�íklad mastné kyseliny, fytosteroly, flavonoidy, karotenoidy, vitaminy apod., se rozvíjí 
nejen v oblasti potravin ale i v kosmetickém pr� myslu a v biomedicín�  [48]. Hlavním cílem je tedy 
zabránit fyzikální nebo chemické degradaci v pr� b� hu skladování, a doru� it je na vhodné místo 
p� sobení, zárove�  by � ástice pro potraviná�ské a zejména nápojové produkty nem� ly nep�ízniv�  
ovlivnit jejich vzhled, stabilitu, texturu, nebo chu�  [48, 52, 53]. Vzhledem k rostoucí poptávce po 
výrobcích s vysokou nutri� ní hodnotou se potraviná�ský pr� mysl sna�í rozvíjet funk� ní potraviny 
obohacené o vitamíny a další aktivní slo�ky. Velmi významnou skupinou v rámci t� chto funk� ních 
potravin, jsou produkty obsahující �  - 3 a �  -6 mastné kyseliny, vitaminy a další antioxidanty. 
Vitaminy mají d� le�ité funkce v n� kterých metabolických procesech v lidském t� le. Vitamin E 
nap�íklad chrání bun�� né membrány a další lipidy p�ed oxida� ním poškozením. Další antioxidant - 
vitamin C udr�uje hodnoty oxida� n�  - reduk� ního potenciálu, inhibuje tvorbu nitrosamin� , ú� astní se 
syntézy kolagenu, je enzymatický kofaktor atd. Nicmén� , p� idat vitaminy do vodné potraviny a 
zachovat p� i tom jejich ú� innost není jednoduchý problém. V� tšina vitamin�  na vzduchu � i sv� tle 
snadno oxiduje a svoji ú� innost ztrácí i p� i zvýšené teplot� . Vhodným �ešením je enkapsulace t� chto 
vitamin�  do liposom� . Liposomy podporují ochranu a aktivitu vitaminu, navíc umo�� ují � ízené a 
cílené uvol� ovaní aktivních slo�ek [54].  
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Také polynenasycené mastné kyseliny, jako je kyselina linolenová ( �  - 3) a kyselina linolová ( �  -6), 
byly enkapsulovány do liposomových struktur. Výzkumy z posledních let ukazují, �e mastné kyseliny 
jsou prosp� šné mimo jiné v prevenci kardiovaskulárních chorob, schizofrenie a rakoviny [54]. 

2.4.1.1 Hydrofilní látky 
Jednou z hlavních skupin aktivních látek s mo�ností enkapsulace do potravin jsou r� zné hydrofilní 
antioxidanty a provitaminy � i vitaminy. Antioxidanty jsou látky bránící oxidaci, � ím� prodlu�ují 
trvanlivost potravin. Typickým zástupcem je kyselina gallová, která je pou�ívána jako model pro 
enkapsulaci fenolických látek [55]. Enkapsulována byla kyseliny gallové nap�íklad metodou 
lyofilizace, jako nosi� e byly pou�ity chitosan, xantan a cyklodextrin. P�i enkapsulaci nedocházelo ke 
ztrát�  antioxida� ní aktivity, p� i� em� nejvyšší enkapsula� ní ú� innosti bylo dosa�eno p�i pou�ití 
chitosanu [55]. Pro enkapsulace polyfenol� , flavonoid� , katechin�  a dalších ve vod�  rozpustných 
aktivních slo�ek (nap�. kofein, vitaminy) s aplikací do potraviná�ského pr� myslu se hojn�  vyu�ívá 
metoda sprejového sušení. Jako nosi� e se nej� ast� ji pou�ívá škrob, maltodextrin a chitosan. Další 
metodou je koacervace, kde se pou�ívá �elatina, arabská guma, gluten, dextran, karagenan, 
karboxymethylcelulosa, polyvinylalkohol a sojové proteiny. N� které druhy liposom�  a metoda 
kokrystalizace jsou takté� vyu�ívány k enkapsulacím t� chto aktivních slo�ek. K p�íprav�  práškových 
forem s imobilizovanou aktivní slo�kou byl pou�it také pullulan v metod�  lyofilizace [5]. Nano� ástice 
s enkapsulovanými vitaminy mají slibný potenciál pro zvýšení trvanlivost výrobk�  a jejich dostupnosti 
v biologických systémech [56]. Vhodným materiálem k enkapsulaci vitamínu C je p�írodní polymer 
chitosan, který byl pou�it k ochran�  vitaminu p�ed nep�íznivým vlivem okolního prost�edí zejména p�i 
pr� chodu trávicím traktem [57]. Své uplatn� ní nalézá vitamin C i v kosmetickém pr� myslu. 
V kosmetice se nej� ast� ji vyu�ívá jako b� lící � inidlo. Kyselina L-askorbová je však velmi nestabilní, a 
proto se � ast� ji pou�ívají její deriváty, nap�. askorbyl-2-fosfát ho�e� natý nebo askorbyl-6-palmitát. 
Díky svým antioxida� ním ú� ink� m se vitamin C rovn� � vyu�ívá k ochran�  tkán�  a bun� k p�ed 
oxida� ním poškozením [58]. Vitamin C a jeho deriváty také ovliv� ují syntézu kolagenu, pomáhají tak 
udr�ovat pru�nost poko�ky a napomáhají rozjasnit a opravit poškozenou k� �i [59]. Stejný aplika� ní 
potenciál nalezneme i v p�ípad�  r� zných polyfenol� , které se pou�ívají s cílem ochrany k� �e p�ed 
oxida� ním stresem, p�ed� asným stárnutím nebo p�ed ko�ními nemocemi[60]. Díky polyfenol� m se 
navíc lépe absorbuje a udr�uje vlhkost, poko�ka je tedy dostate� n�  hydratována a zpomaluje se proces 
jejího stárnutí. Navíc ji chrání i p�ed slune� ním zá�ením [61]. Nov�  se navíc rozvíjejí trendy 
koenkapsulace s cílem dosa�ení synergických efekt�  [2, 5]. Další mo�nost fortifikace potravin je 
nap�íklad �elezo. Nedostatek �eleza je v dnešní spole� nosti velmi rozší�en. Problém bývá krátkodob�  
�ešen suplementací tabletami. Z d� vodu technologických problém� , jako jsou organoleptické 
vlastnosti a reaktivita �eleza, nebyla tato fortifikace mo�ná. Tyto problémy však nalezly �ešení ve 
form�  enkapsulace slou� enin �eleza nap�íklad do liposom�  [62]. 

2.4.1.2 Hydrofobní látky 
Výb� r vhodné techniky ur� uje charakteristiku � ástic jako je morfologie, náboj, prodyšnost � i 
enkapsula� ní ú� innost. V potraviná�ském pr� myslu se pro enkapsulace vitamin�  rozpustných v tucích 
vymezily dva hlavní technologické sm� ry - vyu�ití i)lipidových a ii)polymerních � ástic (chitosan, 
dextran, kasein, polymlé� ná kyselina, polyetylenglykol, polyvinylalkohol, atd.) [50, 51]. 
Lipidické � ástice lze p�ipravit n� kolika postupy. Avšak pouze dv�  základní techniky mají p�edpoklady 
k produkci ve velkém m�� ítku s aplikací do potravin. Jedná se homogenizaci za horka nebo za chladu. 
V horkém homogeniza� ní metod�  je lipidický nosi�  roztaven p�i teplot�  p�ibli�n �  o 5 a� 10°C vyšší 
ne� je bod tání. Bioaktivní hydrofobní slo�ka je rozpušt� na v roztaveném lipidu a následn�  je sm� s 
dispergována ve vodném roztoku a za vyu�ití vysokotlakého homogenizátoru a homogenizována za 
vzniku O/W emulze [63]. 
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Pro slo�ky citlivé na teplo se vyu�ívá chlazené homogenizace, p�i které dochází k rekrystalizaci sm� si 
lipid�  a aktivních slo�ek za vzniku pevných lipidových nano� ástic. Takto vzniklé � ástice se posléze 
homogenizují za laboratorní teploty [63]. Jak ji� bylo zmín� no, lipidové � ástice jsou nej� ast� ji 
p� ipravovány pomocí homogenizace. Proces homogenizace ur� uje charakteristiku � ástic, která je siln�  
ovlivn� na jeho parametry (tlak, teplota, doba homogenizace atd.). Nevýhodou této metody je vyšší 
teplota oh�evu, která podporuje degradaci labilní aktivní látky, jako je nap�íklad b- karoten. P�i 
homogenizaci za ni�ší teploty nedochází k degradaci, � ástice však jsou o n� co v� tší. Slo�ení nosi� e je 
také jedním z klí� ových parametr�  p�i kontrole vlastnosti a struktury � ástic [64]. 
Jedním z nej� ast� ji pr� myslov�  pou�ívaných proces�  k enkapsulaci hydrofobních vitamin�  a aktivních 
látek je enkapsulace do �elatinových kapslí. Pro enkapsulaci zejména lipofilních vitamin�  vyhovují i 
liposomové � ástice. Mají toti� schopnost výrazným zp� sobem zvýšit biodostupnost aktivních látek 
oproti jejich volné form�  [2, 5]. Nicmén�  n� které metody p�ípravy liposom�  vy�adují pomocné látky, 
jako jsou rozpoušt� dla, která neumo�� ují pou�ití v potravinách. Enkapsulace vitaminu do liposom�  
jsou však velmi vhodné p�i aplikaci do kosmetického a farmaceutického pr� myslu. Naopak p�íprava 
� ástic pomocí emulze je vhodnou metodou pro aplikace aktivních látek do potravin, výhodou je nejen 
její pou�itelnost pro v� tšinu pr� myslových odv� tví, ale také snadná a levná p�íprava. Pou�ívá se nejen 
k enkapsulaci hydrofobních látek (vitaminy, karotenoidy), ale také hydrofilních (nap�. polyfenol� ). 
P�ipravené � ástice lze pou�ít p�ímo v kapalném stavu, nebo je lze dále sušit a aplikovat v práškové 
form� . Také mechanické metody p�ípravy � ástic, jako sprejové sušení � i extruze, jsou hojn�  
vyu�ívány. Nicmén�  tyto metody jsou omezené z d� vodu pou�ití vysokého tlaku nebo teploty. P�i 
enkapsulaci vitaminu pomocí sprejového sušení jsou proto vyu�ívány materiály jako jsou p�írodní 
vosky, nebo lipidy, které umo�� ují práci p� i ni�ší teplot�  (70 °C vstupní teplota, 40 °C výstupní 
teplota). Pro enkapsulace hydrofobních látek jsou vhodným nosi� em i cyklodextriny. Z d� vodu 
nutného pou�ití organických rozpoušt� del je tato metoda vhodná pouze pro aplikace mimo 
potraviná�ství. � ástice vznikají emulgací rozpušt� ného polymeru a vitaminu v organickém 
rozpoušt� dle s vodou, následn�  je rozpoušt� dlo odpa�eno [5, 50, 51]. 
Vitaminy A, D, E, K a karotenoidy jsou slou� eniny rozpustné v tucích, které se p�irozen�  vyskytují v 
potravinách nebo jsou pou�ívány jako pomocné látky v r� zných pr� myslových odv� tvích, jako je 
kosmetika, farmacie nebo potraviná�ství. Vitamíny jsou velmi citlivé molekuly k nep�íznivému 
okolnímu prost�edí. Enkapsulace p�edstavuje slibný postup k jejich ochran�  a zachování tak jejich 
p� irozených vlastností v pr� b� hu � asu. V potraviná�ském pr� myslu, jsou karotenoidy, ale i kurkumin, 
pou�ívány i jako barviva, a enkapsulace p�ináší vhodné �ešení pro zvýšení jejich stability a tím 
stabilizaci barvy v potravin�  [50, 51]. 
Karotenoidy jsou p�írodní pigmenty p� irozen�  syntetizované �adou mikroorganism�  a rostlin. 
Nejrozší�en� jším ze všech karotenoid�  je b-karoten, který je nerozpustný ve vod�  a mírn�  rozpustný 
v oleji p�i laboratorní teplot� . Proto je jeho za� len� ní do potraviná�ských matric obtí�né. Karotenoidy 
jsou také nestabilní v p�ítomnosti sv� tla, kyslíku a tepla. Stabilita, manipulace a biologická dostupnost 
t� chto slou� enin m� �e být však výšena pomocí enkapsulace. K enkapsulaci karotenoid�  je vhodná 
nap�íklad metoda nanoemulsifikace, vysokotlaké homogenizace, koacervace a pou�ití r� zných 
lipidových � ástic, nap�íklad liposom�  [52]. 
Vitamin E je hojn�  vyu�ívaný v potraviná�ském, farmaceutickém, i kosmetickém pr� myslu. N� které 
studie uvád� jí, �e biologická dostupnost vitaminu E m� �e být zvýšena, pokud je dodáván v koloidní 
form� . Vitamin E je nestabilní v�� i oxidaci v mnoha potraviná�ských výrobcích a ke zna� ným ztrátám 
dochází b� hem zpracování i skladování. Pro jeho enkapsulaci se nej� ast� ji vyu�ívá metoda 
homogenizace pracující na principu vzniku emulze (nap�. olej ve vod� ), pro zmenšení velikosti � ástic 
je vhodné pou�ití povrchov�  aktivních látek [52].  
Vitamin D byl úsp� šn�  enkapsulován do polymerních nosi�� , nap�íklad kombinace chitosanu a 
sojových protein� . Ale také do liposom�  p� i aplikací v mlékárenském pr� myslu kde byla takto 
zvýšena jeho stabilita v mléce [25, 65]. Enkapsulací vitamin�  tak m� �eme získat preparáty, které 
vykazují vyšší stabilitu ve fortifikovaných potravinách a tím podporují jejich dostate� ný p�íjem [5]. 
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2.4.2 Enkapsulace kofeinu 
Kofein je p�írodní alkaloid p�ítomný v r� zných mno�stvích v semenech, listech a plodech více ne� 
63 druh�  rostlin rostoucích na celém sv� t� . Nejznám� jší výskyt je v kávových zrnech, kakaových 
bobech, guaran� , � aji, liánách a kole [66]. 
Kofein je z�ejm�  nejvíce konzumovaná psychoaktivní látka na sv� t� . Nej� ast� ji je kofein p� ijímán do 
organismu ve form�  extrakt�  ze semen kávovníku a list�  � aje, ale také z r� zných potravin a nápoj�  
obsahujících produkty získané z kola o�echu [67]. U lidí kofein zvyšuje fyzický výkon a vytrvalost 
tím, �e p�ímo podporuje centrální nervový systém. Kofein zvyšuje bd� lost, schopnost soust�edit se, 
�ešit problémy, a dodává pocit"energie", pozvedá náladu a zmír� uje úzkost [68]. Proto se nápoje 
obsahující kofein jako káva, � aj, nealkoholické nápoje a energetické nápoje t� ší velké oblib�  [66]. 
Kofein je hojn�  pou�íván i sportovci ke zvýšení výkonu. Je vyu�íván také jako lék, a tona základ�  jeho 
ú� inku na respira� ní, kardiovaskulární a centrální nervový systém. Nap�íklad kofein spole� n�  s 
aspirinem je sou� ástí n� kterých p�ípravk�  k lé� b�  bolesti hlavy [69].  
Kofein v dostate� n�  vysokých dávkách je toxický, ale b� �ná spot�eba nep�edstavuje �ádná zdravotní 
rizika. Naopak n� kolikaleté studie ú� inku kofeinu prokázaly mírný ochranný ú� inek proti n� kterým 
chorobám, v� etn�  n� kterých typ�  rakoviny [68, 69]. U n� kterých lidí m� �e také kofein zp� sobovat 
poruchy spánku, pokud je konzumován zejména ve ve� erních hodinách, ale tyto ú� inky jsou výrazn�  
individuální [66].  
Nejnov� jší trendy ve vývoji nápoj�  jsou zam�� eny na dosa�ení pozvolného uvol� ování kofeinu 
z nápoj�  do lidského organismu. Jedním z t� chto zp� sob�  je enkapsulace do po�ivatelných 
organických mikro-a nano� ástic s � ízeným uvol� ováním. Vhodnou metodou enkapsulace kofeinu, 
stejn�  jako v p�ípad�  enkapsulace vitamin� , je p�íprava liposom� . Další vhodné metody jsou 
emulzifikace, koacervace, extruze a tvorba polymerních kapslí, nevýhoda t� chto metod je p�íprava 
� ástic v� tší velikosti, co� neumo�� uje jejich aplikaci do � irých nápoj� . Enkapsulovaný kofein však 
nachází své uplatn� ní nejen v potraviná�ství, ale i v kosmetickém a farmaceutickém 
pr� myslu [5, 54, 70].  
V kosmetickém pr� myslu je kofein pou�íván díky své biologické aktivit�  a schopnosti proniknout p�es 
ko�ní bariéru. Mezi nejvíce pou�ívané kosmetické produkty s obsahem kofeinu pat�í denní nebo no� ní 
krémy, zeštíhlující krémy, krémy proti celulitid�  nebo stárnutí k� �e a také vlasové šampóny. 
Koncentrace proniknutí kofeinu do lidského t� la však zále�í na dob�  absorpce, tedy p�ímého p� sobení 
kosmetického produktu na lidské k� �i. Z �ejm�  nej� ast� ji se ú� inku kofeinu v kosmetice vyu�ívá v 
produktech zabra� ující vznik celulitidy, tzv. pomeran� ové k� �e, proto�e zamezuje hromad� ní tuk�  v 
bu� kách. Vyu�ívá se nejen � istá forma kofeinu, ale i jeho enkapsulovaná varianta.  Nap�íklad 
v kosmetice proti celulitid�  je pou�íván kofein v alginátových � ásticích. Kofein má také silné 
antioxida� ní ú� inky, které pomáhají chránit bu� ky proti UV zá�ení a které navíc zpomalují stárnutí 
poko�ky. Také podporuje r� st vlas�  a inhibuje aktivitu enzymu 5-� -reduktasy, který zodpovídá za 
vypadávání vlas�  [71, 72]. 

2.4.3 Enkapsulace antibakteriálních látek 
Mnohá z dostupných antimikrobiálních látek z d� vodu zvyšující se rezistence patogenních 
mikroorganism�  ztrácejí svou ú� innost. Vzhledem k tomu, �e bezpe� nost potravin je významným 
sm� rem potraviná�ského pr� myslu, získává aplikace dalších antimikrobiálních slo�ek a p�edevším 
peptid�  stále v� tší pozornost. Antimikrobiální peptidy jsou produkovány �adou mikroorganism�  z �ad 
prokaryontních i eukaryotních organism� , p� i� em� jejich antimikrobiální ú� inky souvisí s n� kolika 
r� znými mechanismy, jako je nap�íklad narušení bun�� né st� ny nebo membrány [73]. 
Také bakterie mlé� ného kvašení, které jsou široce pou�ívány pro výrobu fermentovaných potravin a 
do zna� né míry p� ispívají k chuti, textu�e a celkové charakteristice t� chto výrobk� , jsou producenty 
antibakteriálních látek, tzv. bakteriocin� . Proto tyto organismy zlepšují bezpe� nost a trvanlivost 
potravin [73, 74]. 
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Bakteriociny jsou tedy peptidy produkované bakteriemi, vykazující antimikrobiální vlastnosti. Jde 
obvykle o kratší peptidy, nap�. nisin se skládá z 34 aminokyselin. Všechny bakteriociny jsou aktivní 
zejména v�� i grampozitivním bakteriím, jeliko� gramnegativní bakterie mají odoln� jší bun�� nou 
st� nu, která jim poskytuje dostate� nou ochranu [75]. Antimikrobiální látky jsou hojn�  aplikovány do 
potravin pro zvýšení jejich bezpe� nosti v p�ípad� , �e nemohou být standardn�  sterilizovány. Tradi� n�  
jsou antimikrobiální p�ísady pro kontrolu r� stu mikroorganism�  a prodlou�ení trvanlivosti výrobk�  
p� idávány p�ímo do potravin. Nicmén�  tento postup není v�dy ú� inný, interakcí s potravinou dochází 
� asto k neutralizaci ú� inku antimikrobiální slo�ky [76]. 
Bylo prokázáno �e enkapsulace antimikrobiálních látek je ú� inný nástroj k inhibici kontaminace 
potravin a rozvoji patogenních organism� . Nap�íklad enkapsulací nisinu byla zvýšena jeho stabilita, 
ú� innost, doba p� sobení a distribuce v potravinové matrici [27, 74, 75, 77], p� i� em� nejvíce 
prostudovanou technikou je p�íprava liposom�  [25, 27, 78]. 
Nisin je antimikrobiální peptid produkovaný bakteriálním kmenem Lactococus lactis subsp. lactis, je 
pova�ován za bezpe� ný a z d� vodu netoxicity pro � lov� ka je schválen WHO ji� od roku 1967 jako 
konzerva� ní látka vhodná pro potraviná�ské aplikace [7I, 78, 79]. 
Další známou antimikrobiální látkou je lysozym, enzym pat�ící do skupiny hydrolas, známý pro své 
významné antibakteriální ú� inky p�edevším na gram-pozitivní bakterie. Jde o enzym vyskytující 
p�edevším v n� kterých t� lesných sekretech, velký obsah lysozymu má také vaje� ný bílek. Díky své 
bezpe� nosti je také schválen jako aditivum vhodné pro potraviná�ské aplikace [80]. 
V posledních letech byla pozornost zam�� ena p�edevším na imobilizaci antimikrobiálních látek 
v po�ivatelných obalech. Byly p� ipraveny nap�íklad jedlé povlaky z celulosy, chitosanu a syrovátkové 
bílkoviny s imobilizovaným lysozymem, nebo povlaky s kyseliny polymlé� né a pektinu 
s enkapsulovaným nisinem, kde byla prokázána dostate� ná antimikrobiální aktivita pro dlouhodobé 
skladování potravin. Také enkapsulace antimikrobiálních látek ve form�  liposom�  a za vyu�ití 
polymerních nosi��  (�elatina, karboxymethylcelulosa, chitosan, syrovátkové proteiny, škrob, alginát, 
polyvinylalkohol) jsou vhodnými metodami k � ízenému uvol� ování t� chto látek a zabezpe� ení stálého 
p� sobení ú� inné hladiny antimikrobiální látky po po�adovanou dobu [76, 81, 82, 83, 84]. Lysozym byl 
nap�íklad úsp� šn�  enkapsulován do � ástic na bázi škrobu, kdy bylo pomocí amylas dosa�eno �ízeného 
uvol� ování. Systém je tak pln�  funk� ní k patogenním gram-pozitivním bakteriím produkujícím 
amylasy. Záporn�  nabitý škrob lze snadno pou�ít k enkapsulaci �ady dalších kladn�  nabitých 
antimikrobiálních látek [80].  
V posledním desetiletí se objevuje rostoucím zájmem rovn� � o p�írodních antioxidanty, p�edevším na 
bázi fenolických slou� enin[85]. Polyfenoly, sekundární metabolity všech vyšších rostlin, hrají 
d� le�itou roli p�i obran�  proti rostlinným patogen� m a dalších nep�íznivých podmínkách. Mohly by 
tedy p�edstavovat zdroj antimikrobiálních látek proti rezistentním patogen� m [86].  
Extrakty z rostlin byly z hlediska jejich antibakteriální aktivity testovány mnoha výzkumnými 
skupinami[87, 88]. N� které studie navíc uvád� jí, �e byl prokázán synergický efekt proti rezistentním 
kmen� m v p�ípad�  pou�ití p�írodních flavonoid�  a jiných antibakteriálních látek [89].  
Mezi biologické vlastnosti polyfenol�  mimo antimikrobiální aktivity pat�í antioxida� ní aktivita a 
protizán� tlivé ú� inky. Proto v posledních letech nar� stá zájem o pou�ití t� chto rostlinných slo�ek 
nejen v potraviná�ském pr� myslu, ale rovn� � pro hojení ran. Hojení ran je slo�itý proces, který 
zahrnuje t� i hlavní p�ekrývajících etap; zán� ty, r� st bun� k a tvorba kolagenové m�í�ky. Zán� t je 
základní fyziologický proces, spole� né u všech ran. Zán� tlivá fáze m� �e být zkrácena zabrán� ním 
kolonizování ran bakteriemi [90, 91].  
Antimikrobiální látky a antibiotika se proto tradi� n�  pou�ívají k t� mto hojení ran a lé� b�  r� zných 
ko�ních onemocn� ní [90]. 
Mnohé z antimikrobiálních látek dostupných na trhu, mají však potí�e p�i transportu p�es bun�� né 
membrány a vykazují nízkou intracelulární aktivitu, co� vede ke sní�ení jejich ú� innosti. Enkapsulace 
p�edevším do liposom�  však zlepšuje dostupnost t� chto aktivních látek a rovn� � p � ináší mo�nost 
� ízeného uvol� ování, � i transport látek p�ímo do bun� k [90].  
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Antimikrobiální látky nalézají bohaté pou�it i ve farmacii a ve form�  r� zných vý�ivových dopl� k�  a 
terapeutických aplikací. Nap�íklad u antimikrobiálních dopl� k�  lze enkapsulaci dosáhnout zvýšení 
jejich biologické dostupnosti a ú� innosti. Rovn� � díky pozvolnému uvoln� ní lze dosáhnou déle 
trvajícího ú� inku ve srovnání s neenkapsulovanou variantou. Cílený transport a �ízené uvol� ování 
antimikrobiálních látek nap�íklad pomocí liposom�  je perspektivní v lé� b�  r� zných infekcí. 
Enkapsulované antimikrobiální slo�ky lze tak vyu�ít jako alternativní výrobky k pou�ívaným 
antibiotik� m. Enkapsulace nejen antimikrobiálních slo�ek tak p�edstavuje nový systém podávání léku, 
který m� �e nabídnout významné terapeutické výhody oproti stávajícím metodám dodávání 
lé� iva [90, 92]. 

2.4.4 Enkapsulace a imobilizace enzym�  
Enzymy jsou bioaktivní látky, které katalyzují slo�ité a specifické chemické reakce. Krom�  t� chto 
nesporných výhod mají enzymy také �adu nevýhod. Jsou to p�edevším vysoké náklady na izolaci a 
purifikaci enzym� , jejich vysoká nestabilita a nízká aktivita v jiných ne� optimálních podmínkách. 
Proto byly navr�eny postupy k ochran�  enzym�  p�ed nep�íznivým vlivem okolního prost�edí, 
pop�ípad�  pro opakované pou�ití t� chto enzym� . Nejvhodn� jší technikou je imobilizace enzym� , kdy 
je dosa�eno fixace t� chto enzym�  na povrch nebo uvnit�  nosi� e. Výzkumy ukazují, �e imobilizované 
enzymy jsou odoln� jší ne� enzymy volné. Další jejich výhodou m� �e být jednoduchá separace od 
produktu, vícenásobné pou�ití a mo�nost vyu�ití v kontinuálním procesu [14]. 
Enzymy mohou být imobilizovány r� znými fyzikálními a chemickými zp� soby. Mezi fyzikální 
metody pat�í enkapsulace, adsorpce, zachycením v gelu, mikroenkapsulace s pevnou nebo kapalnou 
membránou. Mezi chemické metody pat�í kovalentní vazba na nerozpustnou matrici a zesít� ní. �ádná 
metoda není nejlepší a vhodná pro všechny enzymy a jejich vyu�ití, a to z d� vodu velmi odlišných 
chemických vlastností a slo�ení jednotlivých enzym� . Krom�  toho všechny metody mají své vlastní 
výhody a nevýhody. Adsorpce je jednoduchá, levná, ale � asto málo ú� inná. Kovalentní vazba a 
zesít� ní má naopak vyšší ú� innost, ale jejich nevýhodou je cena. P�i mikroenkapsulaci zase dochází 
k problém� m s difuzí [14].  
Aplikace enkapsulovaných enzym�  do potraviná�ského pr� myslu nachází své uplatn� ní zejména 
v mlékárenství, kde byly nap�íklad navr�eny postupy k urychlení zrání sýr�  za vyu�ití lipolytických a 
proteolytických enzym�  enkapsulovaných do liposom�  bez negativního vlivu na organoleptické 
vlastnosti produktu [93, 94].  
Enzymy lze úsp� šn�  enkapsulovat nejen do liposom� , ale také do polymerních nosi��  jako je agar, 
agarósa, alginát, škrob, pektin, karagenan, xantanová guma a chitosan[9, 25, 94, 95]. Na rozdíl od 
syntetických polymer� , jako je polyakrylamid, jsou tyto matrice biokompatibilní, netoxické a 
poskytují p�irozené mikroprost�edí pro v� tšinu enzym�  [10, 95, 96].   
Imobiliza� ní a enkapsula� ní techniky mají d� le�itý význam pro udr�ení jejich stability, p� i jejich 
ochran�  p�ed nep�íznivým okolním prost�edím. Pro vyšší stabilitu a delší dobu úchovu se hojn�  
pou�ívá také lyofilizace [10, 95, 96]. Lipasy spole� n�  s proteolytickými enzymy pat�í mezi 
nejatraktivn� jší a perspektivní enzymy pro potraviná�ský a farmaceutický pr� mysl [10].  
V dalších studii byla však pozornost zam�� ena také na lignolytické enzymy s aplikací do nápoj�  
k � í�ení ovocných š� áv. K t� mto enkapsulacím byly jako nosi� e pou�ity �elatina, pektin a 
karboxymethylcelulosa [97]. Alginátové � ástice byly rovn� � pou�ity k enkapsulaci enzym� , tyto 
� ástice jsou však velmi porézní a jejích stabilita je v� tšinou nízká, m� �e tedy docházet k vyplavování 
enzym� . Této vlastnosti lze však vyu�ít k � ízenému uvol� ování [9]. 
N� které proteolytické enzymy se rovn� � vyu�ívají v kosmetickém pr� myslu nap�íklad jako jedna 
z forem peelingu, díky jejich schopnosti hydrolyzovat peptidické vazby kolagenu a keratinu v rohové 
vrstv�  k� �e. Odstra� ují tedy odum�elé ko�ní bu� ky a napomáhají tak p� irozenému procesu obnovy 
lidské poko�ky [98].  
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Ve srovnání s mechanickými (abraze pevnými � ásticemi) a chemickými (kyselina glykolová) peelingy 
jsou enzymové p�ípravky výrazn�  šetrn� jší. Nejrozší�en� jšími enzymy v peelingových p�ípravcích 
jsou rostlinné proteasy papain a bromelain [98].  
Pou�itím kosmetických prost�edk�  obsahujících enzymy jako je superoxiddismutasu a peroxidasu je 
mo�né posílit ochranu poko�ky p�ed oxidativním stresem a zabrán� ní tak jejímu poškození a tedy i 
jejímu stárnutí. Superoxiddismutasa a peroxidasa máji významný podíl na vychytávání volných 
radikál� . P�esn� ji superoxiddismutasa p�evádí nebezpe� ný superoxidový anion na peroxid vodíku, 
který je následn�  neutralizován peroxidasou. Ko�ní bu� ky p� irozen�  disponují tímto obranných 
mechanism� , avšak s v� kem tyto ochranné mechanismy t� la slábnou [99].  
Dalším enzymem, který m� �e zpomalit proces stárnutí pleti, je nap�. alkalická fosfatasa. Tento enzym 
stimuluje bun�� ný metabolismus a r� st fibroblast� , � ím� zabra� uje p�ed� asnému úbytku kolagenu 
[100]. Kolagen je jedním z nejd� le�it � jších komponent lidské k� �e. Mno�ství kolagenových vláken v 
dermis definuje stav a vzhled pleti. Ztráta kolagenu zp� sobuje stárnutí pleti, které se projevuje ztrátou 
pevnosti a vznikem jemných linek a vrásek [101].  
Obecn�  jsou kosmetické výrobky zabra� ující stárnutí k� �e ozna� ovány jako „Anti-wrinkle“ a „anti-
ageing“ kosmetika. Enzymy nalezneme rovn� � v p�ípravních proti celulitid� . Tyto p�ípravky 
nej� ast� ji obsahují enzymatický komplex lipasy a hyaluronidasy. Ú� inek lipolytického enzymu se 
projevuje rychlejší hydrolýzou tuk�  ulo�ených v bu� kách tukové tkán� . Hyaluronidasa navíc 
hydrolyzuje fibroblasty, které jsou zodpov� dné za zadr�ování nadm� rného mno�ství vody [98]. 
Enzymy se stávají rovn� � sou� ástí zubních past, ústních vod � i �výka� ek p�edevším za ú� elem 
odstran� ní patogenní mikroflóry zp� sobující zubní plak a kazy. N� které zubní pasty obsahují 
amyloglukosidasu a glukosaoxidasu. Amyloglukosidasa št� pí škrob na glukosu a glukosaoxidasa 
utilizuje glukosu na glukonolakton a peroxid vodíku. Peroxid je dále peroxidasou ve slinách p�em� n� n 
na hypothiokyanát, co� je velmi silné antibakteriální � inidlo. Sou� ástí takových výrobk�  n� kdy bývá i 
enzym lysozym. Lysozym hydrolyzuje bun�� né st� ny n� kterých patogenních bakterií, které 
zp� sobujících plak a zán� ty dásní [98]. 
Proteolytické enzymy jsou však p�edevším díky svým vlastnostem široce vyu�ívány v procesu hojení 
ran. Enzymy mají schopnost odstra� ovat nekrotickou tká� , pou�ívají se p� i lé� b�  popálenin apod. 
Enzymatické � išt� ní ran je ve srovnání s mechanickým a chemickým mnohem šetrn� jší a nepoškozuje 
zdravou tká� . Gelové krytí obsahující proteolytické enzymy rovn� � výrazn�  zkracuje dobu hojení a 
zárove�  sni�ují riziko infekce. Nej� ast� ji pou�ívanými enzymy ur� enými k hojení ran jsou bromelain a 
kolagenasa [102]. 
Enzymy nalézají bohaté pou�it i ve farmacii. Nej� ast� jší aplikací je enzymová substitu� ní terapie. 
Principem enzymové substitu� ní terapie je intravenózní dodání enzym� , jich� je v organismu kv� li 
genetické poruše nedostatek. Enzymu se tak vyu�ívá p�i podpo�e trávení, kdy se pankreatické 
enzymové p�ípravky podávají jako suplementy deficitních trávicích enzym� . Tyto produkty obsahují 
sm� s trávicích enzym�  amylas, lipas a proteas. Pou�ívají se pro zlepšení trávení upacient�  s 
nedostatkem vlastních trávicích enzym� . Dále nap�íklad p�i potí�ích s laktosovou intolerancí jsou 
podávány suplementy obsahující laktasu, p�ípadn�  podáním suplement�  obsahujících n� které 
peptidasy se sni�uje záva�nost imunitní reakce na protein gliadin p� i celiakii. Enzymy se podávají 
rovn� � jako trombolytika. Trombolytika jsou léky pou�ívané k rozpoušt� ní krevních sra�enin a 
obnovení pr� chodnosti cév. Enzymy obsa�ené v takových p�ípravcích jsou streptokinasa, urokinasa a 
nattokinasa (serinová proteasa). Enzymy lze vyu�ít i jako antimikrobiální slo�ky. Nap�íklad lysozym, 
který se vyzna� uje silnými antibakteriálními ú� inky, hydrolyzuje polysacharidové �et� zce bun�� ných 
st� n bakterií. Pou�ívá se p�i lé� b�  n� kterých infek� ních onemocn� ní podobn�  jako i chitinasy, které 
št� pí chitin který je sou� ástí bun�� né st� ny mnoha patogenních mikroorganism� [102].  
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2.4.5 Enkapsulace a imobilizace bun� k 
Dle definice je imobilizace bun� k technika pou�ívaná k fyzikální nebo chemické fixaci bun� k na 
pevný povrch nebo jejich zadr�ení membránou za ú� elem zvýšení jejich stability a umo�n� ní jejich 
opakovaného nebo kontinuálního pou�ívání. Imobilizaci bun� k m� �eme podle typu imobilizovaných 
bun� k rozd� lit na imobilizace �ivých bun� k, mrtvých bun� k a spor [6]. 
P�i imobilizaci mrtvých bun� k dochází ke stabilizaci vnit�ní struktury bun� k, tak�e sou� asn�  dochází 
k usmrcení bun� k, ale nap�íklad aktivita jejich enzym�  je zachována. Nevýhoda t� chto imobilizací je 
jejich zna� n�  obtí�ná p�íprava. � ast� ji se pou�ívá imobilizace �ivých bun� k na nejr� zn� jších pevných 
nosi� ích, jednak na jejich povrch, ale i do jejich vnit�ní struktury. Zejména pak do p�írodních 
polymerních materiál�  a membrán [6, 103], jejich� výhodou je biokompatibilita a nízká cena [2]. 
Imobilizace bun� k se pou�ívá v pr� myslu ji� �adu let. K výhodám imobilizace bun� k ve srovnání 
s volnými bu� kami pat�í vyšší hustota bun� k, menší velikost reaktoru, kratší doba kultivace, snazší 
separace produkt� , lepší vyu�ití substrátu, op� tovné pou�ití bun� k, kontinuální výroba, ni�ší riziko 
kontaminace a ni�ší náklady. Dalšími výhodami jsou mo�nost vytvo�ení p�íznivého prost�edí pro 
bu� ky, zvýšení jejich stability a ochrany p�ed mechanickým poškozením a nep�íznivým vlivem 
okolního prost�edí jako je nap�íklad pH, teplota, p�ítomnost organickým rozpoušt� del, � i toxických 
látek [6, 104, 105].  
Naopak problémem imobilizace bun� k m� �e být náro� n� jší difuze jak �ivin, tak i produkt� , nebo 
narušení imobiliza� ních matric r� stem bun� k. Difuzi u v� tšiny organických nosi��  lze ovšem m� nit 
modifikací r� zných polymer�  nebo jejich zkombinováním. Nap�íklad fosfore� nan vápenatý pou�itý 
v kombinaci s 
 -karagenanem lépe udr�uje pH v kapslích, udr�uje vyšší �ivotaschopnost bun� k, 
usnad� uje prostup produkt�  a také p�ispívá k v� tší hustot�  a pevnosti kapslí [8, 20, 106, 107]. Pro 
zvýšení stability narušené r� stem bun� k se pak pou�ívá pota�ení kapslí dalším polymerem s vhodnými 
vlastnostmi. Nap�íklad alginátové kapsle, u kterých dochází k vyššímu uvol� ování bun� k, se potahují 
vrstvou chitosanu, nebo polyvinylalkoholu. Dochází tak k zvýšení mechanické odolnosti a sní�ení 
po� tu uvoln� ných bun� k [7, 16]. 
Imobilizované bu� ky jsou nej� ast� ji p�ipravovány ve form�  sférických kapslí, které lze rozd� lit na dv�  
skupiny na základ�  jejich velikosti na makro-enkapsulace a mikro-enkapsulace. Makro-enkapsulace je 
technika zachycení bun� k v polymerních kapslích o velikosti v rozsahu od n� kolika milimetr�  a� 
centimetr� . Na druhé stran� , mikro-enkapsulací jsou p�ipraveny � ástice v rozmezí velikostí 
1-1000 µm. V p�ípad�  makro-enkapsulace jsou popsány p�ípady ni�ší �ivotaschopnosti bun� k ve 
st�edu � ástice, vzhledem k vy� erpání �ivin z d� vodu ni�ší ú� innosti difuze. Proto se nachází bu� ky u 
v� tších kapslí p� i povrchu � ástice. U mikro-enkapsulace je dosa�ena vyšší �ivotaschopnost bun� k 
v celém objemu � ástice, krom�  toho také mají tyto � ástice vyšší mechanickou stabilitu [108]. 
V posledních letech byla testována rovn� � �ada dalších metod jako extruze, koacervace, sprejové 
sušení, emulgace a další [108]. Pr� myslov�  se vyu�ívá zejména chemické imobilizace adsorpcí 
p�edevším v p�ípad�  produkce r� zných metabolit�  [2, 6, 8, 109]. 
V sou� asnosti se výzkumy zam�� ují na optimalizaci metod pro zmenšení � ástic, zvýšení jejich 
stability, usnadn� ní �ízeného uvol� ování a udr�ení adekvátní biologické dostupnosti a 
�ivotaschopnosti enkapsulovaných bun� k [110].  
V potraviná�ském pr� myslu je imobilizace bun� k vyu�ívána p�edevším v mlékárenském a masném 
pr� myslu, a to zejména p�i ochran�  probiotických kultur. Dále se technologie imobilizace bun� k 
pou�ívá nap�íklad p�i výrob�  piva, vína a alkoholu [2].  
Technologie imobilizace bun� k je v� tšinou zam�� ena na monokulturu, postupem � asu se však za� ínají 
zkoumat i výhody imobilizace sm� sných kultur. Vybrané mikroorganismy tak mohou vyu�ívat svých 
dopl� kových metabolických drah a navzájem se podporovat [111].  
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2.4.5.1 Enkapsulace probiotických bakterií 
Probiotika jsou definovány Sv� tovou zdravotnickou organizací (WHO) jako �ivé mikroorganismy, 
které mají p�i podání v p�im�� eném mno�ství p�ínos pro lidské zdraví [112, 113]. Nejd� le�it � jšími 
probiotickými mikroorganismy jsou rody Lactobacillus a Bifidobacter [114].  
Nejznám� jšími probiotiky z rodu Bifidobacter jsou zejména B. adolescentis, B. longum, B. infantis a 
B. breve, z Lactobacillus je to p�edevším Lactobacillus acidophilus. Nicmén� , mezi probiotika pat�i 
také bakterie mlé� ného kvašení, zejména rody Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus a 
Streptococcus [115]. Vý� et probiotických mikroorganism�  je však daleko bohatší a obsahuje další 
bakteriální rody a druhy, jako je rod Bacillus, Propionibacterium, � i Clostridium butyricum, ale také 
kvasinky, nap�íklad Saccharomyces cerevisiae [115].  
U probiotických bun� k je nesmírn�  d� le�itá p�edevším jejich �ivotaschopnost, proto�e probiotika 
mohou poskytnout blahodárné ú� inky na lidský organismus, jako je zachování zdravé st�evní 
mikroflóry, zamezení r� stu patogenních bakterií, stimulace imunitního systému, zlepšení vst�ebávání 
vápníku, � i syntézy vitamin�  a antimikrobiálních látek, pouze pokud z� stávaní v dostate� né mí�e 
na�ivu a� do místa jejich p� sobení ve st�ev�  [113, 116].  
V sou� asné dob�  jsou probiotika zásadní slo�kou funk� ních potravin, a to zejména v mlé� ných 
výrobcích. Tyto bu� ky je nutné ochránit nejen p�i pr� chodu trávicím traktem ale rovn� � p �ed 
nep�íznivým vlivem okolního prost�edí p� i zpracovávání a skladování potravin[2,3, 113, 117, 118]. 
D� le�itým faktorem je výb� r vhodné enkapsula� ní techniky, aby bylo dosa�ené vysoké efektivity, 
snadné p�ípravy, vhodné textury a chuti. Mezi nej� ast� jší enkapsulované mikroby pat�í kmeny rod�  
Lactobacillus a Bifidobacter[2, 3, 119].  Materiály pro zapouzd�ení probiotických bun� k jsou alginát, 
gellan, albumin, pektin, �elatina, kolagenu, kasein, xanthan, chitosan, škrob, celulóza, karagenan, 
�elatina, mlé� né proteiny a další [33, 113, 118, 120, 110].  
Probiotické bakterie jsou za� len� ny do širokého sortimentu potravin, v� etn�  mléka a mlé� ných 
výrobk�  (nap�. jogurt, sýr, zmrzlina, mlé� né dezerty), ale také do nemlé� ných výrobk�  (nap�. 
� okoláda, cereálie, d�usy) [3, 115, 120]. Další mo�ností je podávání probiotik ve form�  kapslí, 
lyofilizovaných, pop�. sušených preparát� . Ve všech produktech je v�dy t�eba �ešit problematiku 
zachování po� tu �ivých bun� k a� do konce expira� ní doby [3, 17, 43, 121, 122, 123].  

2.4.5.2 Rod Lactobacillus 
Bakterie rodu Lactobacillus jsou grampozitivní nesporulující ty� ky. Rod obsahuje fakultativn�  
anaerobní nebo mikroaerofilní nepohyblivé bakterie mlé� ného kvašení fermentující glukózu a laktózu, 
p� i� em� hlavním výchozím výrobkem této fermentace je kyselina mlé� ná, octová, ethanol a C02. 
Nacházejí se ve fermentovaných materiálech a výrobcích. Teplotní rozsah pro r� st tohoto rodu je 
široký, pohybuje se mezi 15°C – 45°C, závisí na druhu bakterií, optimáln�  mezi 30-40 °C. 	 ada z nich 
je sou� ástí p�irozené mikroflóry � lov� ka. Optimální pH pro rod je 4,5 a� 6,4. Rod je náro� ný na 
p�ítomnost �iviny v médiu, krom�  laktózy a glukózy také pot�ebuje aminokyseliny, nukleotidy 
a n� které vitamíny. V potraviná�ství se pou�ívají z d� vodu produkce kyseliny mlé� né, která sni�uje 
pH v daném prost�edí a tím brání mno�ení hnilobných a patogenních bakterií. Rod Lactobacillus je 
schopný produkce �ady látek v� etn�  látek s antimikrobiálním ú� inkem. V pr� myslu se pou�ívají 
nejvíce rody Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. 
reuteri, L. plantarum,Lactobacillus lactis a Lactobacillus casei. 
Obecn�  rod Lactobacillus d� líme do t� í základních skupin: první skupinou jsou obligátn�  
homofermentativní laktobacily, u kterých je kone� ným produktem fermentace hexóz kyselina mlé� ná; 
mezi zástupce této skupiny pat�í nap�. L. acidophilus a L. helveticus. Do druhé skupiny pat�í 
fakultativn�  heterofermentativní bakterie, kone� ným produktem fermentace hexóz je zde kyselina 
mlé� ná nebo sm� s kyselina mlé� ná, mraven� í, octová a ethanol, a kone� ným produktem fermentace 
pentóz je pak kyselina mlé� ná a octová. Mezi zástupce této skupiny pat�í nap�. L. fermentum. [115, 
124, 125, 126].  
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Poslední skupinou jsou kmeny obligátn�  heterofermentativní, u kterých je kone� ným produktem 
fermentace hexóz kyselina mlé� ná, octová, ethanol a CO2, a kone� ným produktem fermentace pentóz 
kyselina mlé� ná a octová. Mezi zástupce této skupiny pat�í nap�. L. casei a L. plantarum [125, 126].  

2.4.5.3 Rod Bifidobacter 
Bifidobakterie jsou sou� ástí p�irozené mikroflóry trávicího traktu � lov� ka. 	 adí se do skupiny bakterií 
ozna� ovaných jako GRAS. Jsou sou� ástí �ady fermentovaných mlé� ných výrobk� . Bakterie rodu 
Bifidobacterium jsou chemoorganotrofní, tvarov�  r� znorodé, nesporulující, nepohyblivé ty� inky. 
Objevují se jak jednotliv� , tak i v �etízcích nebo hv� zdicovitém uspo�ádání. Bifidobakterie jsou 
grampozitivní anaerobní bakterie. A� koliv se dá rod pova�ovat za striktn�  anaerobní, vyskytují se 
druhy, které jsou za p�ítomnosti ur� itého mno�ství CO2 nebo bifidogenních faktor�  schopny snášet 
p�ítomnost O2 v prost�edí. Teplotní optimum pro tento rod je v rozmezí 37°C a� 41°C, minimum 
je okolo 28°C, maximum okolo 43°C. Optimální hodnoty pH jsou v rozmezí mezi 6,5 a 7. Rod 
Bifidobacterium št� pí fermentovatelné sacharidy na kyselinu mlé� nou a octovou. V sou� asnosti je v 
rámci rodu Bifidobacterium ur� eno 38 bakteriálních druh� , z nich� je šest vyu�íváno pro své 
probiotické vlastnosti. Jako probiotické kultury se pou�ívají p�edevším rody Bifidobacterium bifidum, 
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium theromphilum a Bifidobacterium 
infantis [115, 124, 125, 126]. 

2.4.6 Vyu�ití anorganických nano� ástic 
V kosmetickém a farmaceutickém pr� myslu mimo organické � ástice nalézají své uplatn� ní i � ástice 
anorganické. Anorganické nano� ástice mohou být p�ipraveny pou�itím r� zných metod. M� �eme tedy 
p�ipravit � ástice o po�adované velikostí a tvaru a tím tak docílit po�adovaných chemických a 
fyzikálních vlastností. Mezi nejrozší�en� jší typy anorganických nano� ástic pat�í nano� ástice zlata a 
st�íbra. Nej� ast� ji pou�ívaná metoda pro p�ípravu t� chto � ástic je chemická metoda. Princip této 
metody je zalo�en na nukleaci na po� áte� ním pevném bodu a následném r� stu kovových � ástic. Tento 
proces je � ízen chemickou redukcí solí kov� . Ke kontrole r� stu nano� ástic a k ochran�  p�ed jejich 
agregací se pou�ívá r� zných stabilizátor�  [127]. 
Kovové nano� ástice se spontánn�  obalují proteiny. Dochází ke vzniku slabých vazebných interakcí 
mezi � ásticí a –SH skupinami cysteinu, -NH(3)+ skupinami lyzinu. Adsorpce probíhá ve vodném 
koloidu, ke kterému je p�idán pat�i� ný protein rozpušt� ný v odpovídajícím pufru. Stabiliza� ní anionty 
� i polymery jsou nahrazovány molekulami proteinu. Proteinový obal pak sféricky stabilizuje � ástice 
proti shlukování. Nedostate� n�  obalené � ástice se srá�í roztokem soli. P�ebytky proteinu mohou být 
odstran� ny pomocí centrifugace modifikovaného koloidu. I p�esto�e je síla vazebné interakce s � ásticí 
velmi slabá, proteinový obal je pom� rn�  stabilní. Bylo zjišt� no, �e p�i adsorpci enzym�  m� �e docházet 
k mírnému poklesu aktivity vlivem drobných konforma� ních zm� n, ovšem enzym si stále zachovává 
dostate� nou aktivitu. Na kovové nano� ástice lze však vázat nejen proteiny, ale rovn� � celou �adu 
dalších aktivních látek jako jsou nukleové kyseliny, protilátky, fluorescen� ní sondy atd. Kovové 
nano� ástice a p�edevším pak nano� ástice zlata jsou tak široce vyu�ívaný jako nosi� e lé� iv[127, 128, 
129]. 

2.4.6.1 Zlaté nano� ástice 
Zlaté nano� ástice jsou známé hlavn�  pro své biomedicínské a kosmetické aplikace. Zlaté nano� ástice 
jsou nejdéle známé a vyu�ívané nano� ástice. Mají široké uplatn� ní a p�edstavují relativn�  levný a 
netoxický materiál. Nano� ástice se nap�íklad pou�ívají v krémech na podporu tvorby kolagenu a 
zlepšení regenerace bun� k. Koloidní nano� ástice zlata však nachází své uplatn� ní p�edevším v oblasti 
nanomedicíny, nap�íklad p�i pou�ití k cílenému transportu lé� iv � i diagnostice. Déle pak v oblasti 
biosenzor� , analytických testech, mikroskopii a mnoha dalších [129]. 
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Syntéza nano� ástic zlata se v pr� b� hu � asu neustále zdokonaluje. Jedná se o r� zné druhy p�ípravy a� 
po snahu o co nejlepší stabilizaci ve vodném roztoku. Dnes ji� existuje velké mo�ností metod, jak 
p� ipravit a modifikovat nano� ástice zlata, co� poukazuje na velké pokroky v tomto oboru. V 
posledních letech se nejvyšší pozornost obrací hlavn�  k léka�ským aplikacím. Nap�íklad protilátkou 
zna� ené zlaté nano� ástice mohou nalézt uplatn� ní v medicín�  p� i lé� b�  nádor�  [127, 129].Nano� ástice 
zlata lze vyu�ít také k p�íprav�  hybridních � ástic, kdy jsou anorganické � ástice enkapsulovány do 
organických. Jednou z mo�ností je nap�íklad jejich enkapsulace do liposom� . Liposomy s 
enkapsulovanými zlatými nano� ásticemi pak nacházejí své uplatn� ní p�i � ízeném uvol� ování aktivních 
slo�ek v mnoha oblastech. V p�ípad�  aplikace ve form�  nosi� e lé� iv se stávají tyto hybridní � ástice 
stabiln� jší a biologicky více kompatibilní. [130, 131]. 

2.4.6.2 St� íbrné nano� ástice 
Nano� ástice st�íbra jsou známé p�edevším pro své antimikrobiální vlastnosti. Vlastnosti koloidního 
st�íbra a jeho ú� inek jsou však pevn�  spjaty s velikostí � ástic. � ím je velikost � ástic menší, tím se 
antibakteriální vlastnosti st�íbra stávají více efektivní. Rovn� � nano� ástice st�íbra mohou byt 
syntetizovány mnoha r� znými technikami, díky kterým vznikají nano� ástice r� zných tvar�  a velikosti. 
V medicín�  nano� ástice st�íbra mnohdy nahrazuji antibiotika, pou�ívají se nap�íklad i jako sou� ást 
obvaz�  a r� zných antibakteriálních povlak� . Nanost�íbro je tak � asto obsa�eno v desinfek� ních gelech. 
Stejn�  jako zlaté nano� ástice se rovn� � nano� ástice st�íbra vyu�ívají k  transportu lé� iv a 
diagnostice[132, 133]. 

2.5 Testy ke stanovení antimikrobiální aktivity 
K testování ú� innosti antimikrobiální látky jsou u�ívány difuzní a dilu� ní metody. Testování je 
provád� no pomocí mikroorganism�  ve vhodných kultiva� ních médiích a za optimálních podmínek 
[134, 135]. 

2.5.1 Dilu � ní metody 
Dilu� ní metody jsou metody vhodné pro kvantifikaci a stanovení hladiny MIC, tzv. minimální 
inhibi� ní koncentrace, co� je nejni�ší koncentrace, která viditeln�  inhibuje r� st daného 
mikroorganismu. V n� kterých studiích se pou�ívá i termín minimální baktericidní koncentrace MBC - 
nejni�ší koncentrace antimikrobiální látky schopná testovaný mikroorganismus usmrtit. Dilu� ní 
metody tak poskytují p�esn� jší informace o mno�ství a ú� inku látky vykazující antibakteriální efekt. 
Podstatou metody je p� idání p�esného mno�ství testované látky do kultiva� ního média. 
Antimikrobiální látky lze p� idávat do pevných i tekutých médií. Po zao� kování a kultivaci se hodnotí 
r� st, respektive absence r� stu mikroorganismu [76, 84, 134, 135]. 

2.5.1.1 Agarová dilu� ní metoda 
MIC se zjiš� uje v agarovém médiu obsahujícím zvolené koncentrace antimikrobiální látky. Standardní 
inokulum vyšet�ovaných bakterií je nanášeno na povrch agarových medií. Po inkubaci hledáme 
nejni�ší koncentraci antimikrobiální látky, která inhibuje r� st daného kmene. Agarová dilu� ní metoda 
je metodou referen� ní slou�ící k hodnocení nových antimikrobiálních látek, je však pracná a 
ekonomicky náro� ná [134, 135]. 

2.5.1.2 Bujónová dilu� ní metoda 
Do �ady zkumavek � i do mikrotitra� ní desti� ky s kultiva� ním médiem obsahujícím sestupnou 
koncentraci antimikrobiální látky se o� kuje inokulum testovaného kmene. Po dané dob�  inkubace se 
jako MIC hodnotí nejni�ší koncentrace antimikrobiální látky, kde není patrný r� st mikroorganismu, tj. 
nevznikl zákal nebo sediment vyjad�ující r� st mikroorganismu [76, 84, 134, 135]. 
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Hodnocení lze provést vizuáln� , další mo�ností je turbidimetrické stanovení, m�� ení absorbance nebo 
p�ímé stanovení po� tu bun� k nap�íklad pomocí po� ítacích kom� rek � i pr� tokové cytometrie [134, 
135]. 

2.5.2 Difuzní metody 
Difuzní metody jsou � asto pou�ívány díky jejich jednoduchosti a rychlosti. Principem t� chto metod je 
difúze antimikrobiální látky ze zdroje do okolí. Tímto vzniká klesající koncentra� ní gradient, který 
zabrání r� stu mikroorganismu do vzdálenosti ú� inné inhibi� ní koncentrace (tzv. inhibi� ní zóna). 
Difuzní metoda se provádí na pevných p� dách, na jejich povrchu jsou nao� kovány 
mikroorganismy[134, 135]. 

2.5.2.1 Difúzní disková metoda 
Tato jednoduchá metoda je zalo�ena na difúzi antimikrobiální látky z papírového disku do agarové 
p� dy. Agar je nao� kován stanovenou koncentrací testovaného mikroorganismu. Absorpcí vody z p� dy 
dochází k rozpoušt� ní látky a její následné difúzi do média. Kolem disku vzniká koncentra� ní gradient 
ú� inné látky inhibující r� st mikroorganismu. Vzniká tzv. zóna inhibice, její� pr� m� r a nam�� ená 
hodnota se srovnává. Diskovou difuzní metodou lze zjistit i ú� inné koncentrace antimikrobiální látky. 
V tomto p�ípad�  jsou disky napušt� ny r� znými koncentracemi testované látky[76, 84, 134, 135]. 

2.5.2.2 Agarová difúzní metoda 
Princip metody je obdobný jako u diskové difuzní metody. Rozdíl spo� ívá v aplikaci antimikrobiální 
látky. Látka se p�ímo pipetuje do hloubených jamek v agarovém médiu[134, 135]. 

2.5.3 Epsilon test (E-test) 
Metoda kombinující difuzní i dilu� ní metodu je podobná diskové difuzní metod� , ale lze s ní stanovit i 
hodnotu MIC. Metoda je však pracn� jší a finan� n�  náro� ná. Na agar, na n� m� je nao� kován testovaný 
mikroorganismus, jsou aplikovány E-testové prou�ky, které na svých krajích obsahují gradient 
antimikrobiální látky. Látka proniká do média a ovliv� uje r� st. Po uplynutí inkuba� ní doby je 
vytvo�ena elipsoidní inhibi� ní zóna. Hodnota MIC je ode� tena v míst�  kde se prolíná okraj prou�ku 
s hranicí r� stu bakterií[136]. 

2.6 Stanovení viability bun� k 
Viabilita je výraz pou�ívaný k vyjád�ení schopnosti bun� k r� st, reprodukovat se a interagovat se svým 
bezprost�edním okolím. Obecn�  je chápána jako „pom� r“ mezi �ivými a mrtvými bu� kami. Tradi� n�  
se �ivotaschopnost bun� k m�� í na základ�  schopnosti tvo�it kolonie na pevném r� stovém médiu, tato 
metoda však nem� �e poskytnout zcela p�esné výsledky.  Bu� ky se mohou vyskytovat v �etízcích nebo 
shlucích, co� vede k podhodnocení skute� ného po� tu �ivých bun� k. Velmi významným omezením této 
metody je také � asová náro� nost, která neumo�� uje dostate� n�  rychlou odezvu. Krom�  toho si m� �e 
poškozená nebo narušená bu� ka nadále udr�et svou metabolickou aktivitu, avšak její r� stové a 
rozmno�ovací schopnosti mohou být omezené [137].  
Proto byly vyvinuty alternativní postupy stanovení viability, mezi n� � mimo jiné pat�í fluorescen� ní 
analýza. Stanovení viability bun� k je zalo�eno na detekci �ivotn�  d� le�itých funkcí, které jsou 
sledovány pomocí selektivního zna� ení fluorescen� ními sondami. Fluorescen� ní sondy jsou nevlastní 
fluorofory, které se ke sledované struktu�e vá�ou nekovalentn�  a � asto p� itom m� ní své fluorescen� ní 
vlastnosti. Volba fluorescen� ní sondy je klí� ovou sou� ástí experimentu ve fluorescen� ní spektroskopii, 
nebo�  práv�  její vlastnosti umo�� ují získat pot�ebné informace. Ke sledování zna� ených bun� k je 
tradi� n�  vyu�íván fluorescen� ní mikroskop, který poskytuje náhled na jednotlivé bu� ky, po� et 
analyzovaných � ástic za ur� itou dobu je však omezený a i s vyu�itím analyzátor�  obrazu mnohdy 
pracný [137, 138, 139, 140, 141]. 
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Fluorimetry naopak mohou m�� it velký po� et bun� k, ale neumo�� ují pohled na vlastnosti konkrétní 
bu� ky. K velkému rozvoji fluorescen� ního zna� ení tak vedlo p�edevším rozší�ení pr� tokové 
cytometrie [137, 138, 139, 140, 141]. Technologie pr� tokové cytometrie je kvantitativní analýza, která 
charakterizuje bun�� né populace na úrovni jedné jediné bu� ky. Klí� ovým rysem pr� tokové cytometrie 
je její schopnost m�� it velké mno�ství � ástic (100 000 bun� k za sekundu) p�i sou� asném m�� ení více 
bun�� ných parametr�  v ka�dé bu� ce sou� asn� . Pr� toková cytometrie je tak metoda s výhodami 
objektivity, vysoké rychlosti analýzy, p�esnosti a citlivosti [138]. 

2.6.1 Pr� toková cytometrie 
Pr� toková cytometrie je metoda, která umo�� uje m�� ení a analýzu fyzikáln� -chemických vlastností 
bu� ky nebo jiných biologických � ástic b� hem jejich pr� chodu laserovým paprskem. Ve chvíli, kdy 
bu� ka tento paprsek k�í�í, dochází k lomu a rozptylu sv� tla, který podle sm� ru a úhlu lomu bývá 
ozna� ován jako p�ímý rozptyl - tzv. „forward scatter“ (FSC) a bo� ní rozptyl – tzv. „side scatter“ 
(SSC). FSC je charakterizován lomem sv� tla o malém úhlu (2o-13o) a je úm� rný velikosti bu� ky. Úhel 
bo� ního rozptylu (SSC) je 900 a je indikátorem vnit�ní bun�� né struktury resp. granularity. Krom�  
parametr�  lomu a rozptylu sv� tla je detekována rovn� � fluorescence procházejících bun� k nebo � ástic. 
Fluorescen� ní barviva (fluorochromy) navázané na analyzované bu� ky nebo � ástice absorbují sv� tlo 
ur� ité vlnové délky vyza�ované laserem a následn�  vyza�ují (emitují) � ást takto absorbovaného sv� tla, 
avšak ji� o odlišné vlnové délce. V pr� tokové cytometrii se pou�ívají fluorochromy, které mají 
v� tšinou stejné spektrum absorp� ní, ale jiné emisní. Vlastní analytická za�ízení se nazývají pr� tokové 
cytometry a skládají se ze systému fluidního, optického a elektronického. Pomocí fluidního systému 
jsou bu� ky obaleny plášt� m nosné tekutiny a pod tlakem hnány do speciálního prostoru, kde dochází 
ke k�í�ení dráhy paprsku monochromatického laseru procházejícího bu� kou. Optický systém sestává 
z � ásti excita� ní tvo�ené laserem a soustavou � o� ek a hranol�  usm� r� ujících sv� telný paprsek a � ásti 
sb� rné. Sb� rná � ást optiky se sestává z optických zrcadel a filtr�  umo�� ujících detekci sv� telných 
kvant specifické vlnové délky p�íslušnými optickými detektory. Systém pak elektronický p�evádí 
optický signál na elektrický a zárove�  jej digitalizuje pro po� íta� ovou analýzu [139, 142]. 

 
Obrázek 4. Schéma pr� tokového cytometru [143] 

K detekci viability bun� k se vyu�ívají tzv. fluorescen� ní sondy, které lze rozd� lit do n� kolika skupin. 
Nej� ast� jšími jsou m�� ení intracelulární esterasové aktivity, sledování membránové integrity a 
existence transmembránového potenciálu, v menší mí�e je pak u mikroorganism�  vyu�ívána detekce 
respira� ní aktivity � i m�� ení intracelulárního pH.  
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P�i stanovení viability pomocí membránové integrity je zalo�eno na aplikaci látek, které za b� �ných 
podmínek neprocházejí neporušenými bun�� nými membránami, pop�ípad�  jsou ihned vylu� ovány do 
extracelulárního prost�edí. Naopak, je-li cytoplazmatická membrána porušena natolik, �e mohou do 
bun� k projít, dojde k vazb�  na bun�� nou hmotu a k zesílení a/nebo k posunu spektra fluorescence. 
Tyto bu� ky se nepova�ují za �ivotaschopné.  
Vyu�ívají se p�edevším látky, které se v bu� ce vá�ou na nukleové kyseliny, kterých je v bu� kách 
dostate� né mno�ství. Do této skupiny se �adí p�edevším fluorescen� ní sonda propidiumjodid, která je 
vyu�ívána pro detekci viability kvasinek a bakterií. Další mo�ností stanovení viability bun� k je 
sledování intracelulární enzymové aktivity. Vyu�ívají se nefluorescen� ní sondy schopné procházet do 
bun� k a poté jsou v bu� kách pomocí enzym�  p�em� n� ny na fluorescen� ní látky nesoucí náboj, které 
jsou v bu� ce zadr�ovány a koncentrovány.  
Pokud je narušena integrita bun� k, jsou tyto látky vyplavovány ven a tyto bu� ky nejsou vyhodnoceny 
jako �ivotaschopné. Indikátorem bun�� né viability je rovn� � transmembránový potenciál udr�ovaný 
na cytoplazmatické membrán�  � inností iontových pump. K m�� ení tohoto potenciálu se pou�ívají tzv. 
distribu� ní sondy. Jde o lipofilní barviva, která mohou voln�  procházet cytoplazmatickou membránou 
do bun� k a hromadí se v nich závisle na jejich náboji [139, 140, 142]. Pr� toková cytometrie se hojn�  
vyu�ívá rovn� � ke stanovení viability probiotických bun� k [113]. 

2.6.2 Fluorescen� ní mikroskopie 
Fluorescen� ních sond lze také vyu�ít p�i fluorescen� ní mikroskopii. Technika fluorescen� ní 
mikroskopie umo�� uje specifikovat bu� ky � i bun�� né komponenty s vysokým stupn� m rozlišitelnosti 
uprost�ed nefluoreskujícího materiálu. Díky tomu je fluorescen� ní mikroskop schopen odhalit 
p�ítomnost i jedné molekuly. S pou�itím více fluorescen� ních zna� ení je mo�né sou� asn�  identifikovat 
n� kolik cílových molekul sou� asn�  [141]. 
Základními sou� ástmi fluorescen� ního mikroskopu jsou zdroj sv� tla, ze kterého vychází sv� tlo s 
r� znými vlnovými délkami od ultrafialového a� po infra� ervené, dále excita� ní filtry, co� jsou filtry 
propoušt� jící pouze sv� tlo, které pot�ebujeme k fluorescenci vzorku, obvykle s kratší vlnovou délkou. 
Ostatní sv� tlo je pohlceno.  
Dále je d� le�itý samotný fluorescen� ní preparát, který musí reagovat na dopadající sv� tlo fluorescencí. 
Vzorky samotné bu�  mohou být fluorofory a nebo mohou poskytovat fluorescenci po p�idání 
fluorescen� ní sondy. Poslední � ástí je bariérový filtr, který pohlcuje všechno excita� ní sv� tlo, které 
nebylo pou�ito k excitaci a propouští pouze fluorescen� ní sv� tlo [141]. 

2.7 Metody charakterizace � ástic 
V posledních letech za�ívá oblast nanotechnologie velký rozvoj, je ovšem nutné systematicky a p�esn�  
definovat vlastnosti � ástic, aby bylo mo�né pochopit a stanovit potenciální toxicitu nano� ástic na 
biologické systémy [145, 146]. Mezi hlavní sm� ry tak pat�í stanovení fyzikáln� -chemických a 
mechanických vlastností � ástic v� etn�  jejich biokompability, dále stanovení náboje, chemické stability 
� i propustnosti [146]. Pro sledování velikosti, slo�ení � i pórovitosti � ástic lze vyu�ít nap�íklad metod 
jako je sv� telná, elektronová � i fluorescen� ní mikroskopii. 

2.7.1 Stanovení velikosti � ástic – dynamický rozptyl sv� tla 
Pro charakterizaci velikosti � ástic v roztoku, se ne� ast� ji pou�ívají p�ístroje (nap�. Malvern Zetasizer 
Nano–ZS) provád� jící m�� ení velikosti na principu dynamického rozptylu sv� tla (Dynamic Light 
Scattering (DLS) (také známý jako PCS - Photon Correlation Spectroscopy - Fotonová korela� ní 
spektroskopie), m�� í Brown� v pohyb a uvádí jej do vztahu s velikostí � ástic. To se provádí osv� tlením 
� ástic laserem a analyzováním fluktuací intenzity v rozptýleném sv� tle. Jedná se nejuniverzáln� jší 
techniku, které zajistí reprodukovatelnost výsledk�  [145, 147, 148, 149].   
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Typický systém m�� ící na principu DLS se skládá z šesti hlavních komponent (viz obr.5). P�edevším 
je to laser pro zajišt� ní zdroje sv� tla pro osv� tlení � ástic vzorku uvnit�  cely. V� tšina laserových 
paprsk�  prochází p�ímo skrz vzorek, ale n� které jsou rozptýlené � ásticemi ve vzorku. Detektor se 
pou�ívá pro m�� ení intenzity rozptýleného sv� tla. U vzork� , které mnoho sv� tla nerozptylují, jako 
velmi malé � ástice nebo vzorky o nízké koncentraci, se mno�ství rozptýleného sv� tla musí zvýšit. V 
takové situaci se propustí do vzorku více sv� tla laseru. U vzork� , které rozptylují více sv� tla, jako 
velké � ástice nebo vzorky o vyšší koncentraci, se mno�ství rozptýleného sv� tla musí zmenšit. Toho se 
dosáhne pou�itím zeslabova� e pro sní�ení mno�ství sv� tla laseru, které prochází do vzorku. Zeta-sizer 
b� hem m�� ení automaticky stanoví p�íslušnou polohu zeslabova� e. Signál intenzity rozptylu pro 
detektor projde na desku digitálního zpracování signálu, nazvanou korelátor. Korelátor srovnává 
intenzitu rozptylu v po sob�  jdoucích � asových intervalech, aby odvodil rychlost, kterou se intenzita 
m� ní [150].   

 
Obrázek 5. Schéma p� ístroje Zetasizer [150] 

 
Tato informace korelátoru pak p�ejde do po� íta� e, kde software data zanalyzuje, odvodí a vypo� ítá ze 
Stokes-Einsteinovy rovnice informaci o distribuci velikosti � ástic ve vzorku [150].  

 
Obrázek 6. Typický graf distribuce velikosti � ástic [150] 

Vyhodnocený graf distribuce velikosti � ástic pak na ose x ukazuje distribuci t� íd velikostí � ástic, osa y 
ukazuje relativní intenzitu rozptýleného sv� tla. Proto se toto rozlo�ení velikosti � ástic ozna� uje jako 
distribuce intenzity a je základním rozlo�ením velikosti generované pomoc DLS. Distribuce intenzity 
lze ovšem p�evést na distribuci objemu � i distribuci po� tu [150].   
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Distribuce po� tu, p�ípadn�  objemu se pou�ívají v p�ípad�  nutnosti posouzení zastoupení v� tších a 
menších � ástic v roztoku. Na obrázku 7 je velmi jednoduchým zp� sobem znázorn� n rozdíl 
jednotlivých distribucí. Ve všech p�ípadech se jedná o vzorek obsahující jen dva typy � ástic (5 nm a 
50 nm). U grafu distribuce intenzity je patrná výrazná plocha píku pro 50 nm � ástice v porovnání s 5 
nm � ásticemi. Tento jev je zp� soben tím, �e velké � ástice rozptylují mnohem více sv� tla, ne� malé 
� ástice. V p�ípad�  distribuce objemu je plocha maxima pro 50 nm � ástice rovn� � v � tší, ne� u 5 nm 
(objem 50 nm � ástice je 1000-krát v� tší, ne� 5 nm � ástice). V p�ípad�  grafu distribuce po� tu mají ob�  
maxima stejnou velikost, ob�  velikosti mají tedy stejný po� et � ástic [150]. 

 
Obrázek 7. Distribuce � ástic dle po� tu, objemu a intenzity [150] 

2.7.2 Stanovení stability a náboje � ástic – zeta potenciál 
V d� sledku sí� ového náboje na povrchu � ástice se t� sn�  u povrchu hromadí iont�  s opa� ným nábojem 
ne� má � ástice. Kolem ka�dé � ástice tak existuje elektrická dvojvrstva. Vrstva kapaliny obklopující 
� ástici existuje jako dv�  � ásti; vnit�ní oblast, nazývaná Sternova vrstva, kde jsou ionty siln�  vázané, 
a vn� jší, difúzní oblast, kde jsou ionty mén�  pevn�  p� ipojené [150]. 

 
Obrázek 8. Schématické znázornení elektrostatického potenciálu [150] 

Uvnit�  difúzní vrstvy existuje teoretická hranice, uvnit�  které ionty a � ástice tvo�í stabilní jednotku. 
Kdy� se � ástice pohybuje (nap�. kv� li gravitaci), ionty uvnit� hranice se pohybují s ní, ale všechny 
ionty za hranicí s � ásticí neputují. Tato hranice se nazývá povrch hydrodynamického smyku nebo 
rovina skluzu. Potenciál, který existuje na této hranici, je pak ozna� ován jako potenciál zeta.   
Velikost zeta potenciálu nazna� uje potenciální stabilitu koloidního systému. Koloidní systém vzniká 
tehdy, kdy� jedno ze t� í skupenství (kapalné, plynné, pevné) je dispergované v jednom skupenství. 
P�ístroje m�� ící zeta potenciál nejprve stanoví elektroforetickou pohyblivost � ástic a poté pou�itím 
Henryovy rovnice je zeta potenciál vypo� ítán [150].   
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Jestli�e všechny � ástice v suspenzi mají velký záporný nebo kladný potenciál zeta, pak budou 
inklinovat k odpuzování se navzájem a suspenze bude stabilní. Jestli�e však � ástice mají nízké 
hodnoty potenciálu zeta, pak neexistuje �ádná síla k tomu, aby zabránila � ásticím se shlukovat a 
flokulovat. Obecná d� licí � ára mezi stabilní a nestabilní suspenzí se zpravidla bere bu�  p�i +30 mV 
nebo -30 mV [150].  
Nejd� le�it � jší faktor, který ovliv� uje potenciál zeta, je pH. Hodnota potenciálu zeta sama o sob� , bez 
uvedení pH, je prakticky � íslo nemající �ádný smysl. Pokud máme � ástice v suspenzi se záporným 
potenciálem zeta a k této suspenzi se p�idá více alkálie, pak � ástice budou inklinovat k tomu, aby 
získaly záporn� jší náboj. Jestli�e se pak k této suspenzi p� idává kyselina, dosáhne se bod, kde se 
záporný náboj neutralizuje. Jakékoliv další p� idávání kyseliny m� �e zp� sobit vytvá�ení kladného 
náboje. Proto k� ivka potenciálu zeta proti pH bude kladná p�i nízkém pH, a ni�ší nebo záporná p�i 
vysokém pH. Bod, kde vynesení prochází nulovým potenciálem zeta, se nazývá izoelektrický bod a z 
praktických d� vod�  je velmi d� le�itý. Normáln�  je to bod, kde je koloidní systém nejmén�  
stabilní [151].   

 
Obrázek 9. Znázorn� ní závislosti zeta potenciálu na pH [151] 

2.7.3 Sedimenta� ní stabilita � ástic – analytická centrifugace 
Sedimenta� ní analýza je nástroj pro charakterizaci a kontrolu kvality disperzí. Charakterizace 
rozptýleného stavu suspenzí � i emulze má zásadní význam v oblasti nanomateriál�  ale i pro technické 
aplikace v mnoha dalších oblastech.  
Jednou z hlavních p�í� in koloidní nestability emulzí je separace fází podle m� rných hmotností, obecn�  
ozna� ovaná jako usazování neboli sedimentace. Jedná se o proces, p�i kterém dochází vlivem 
p� sobení hmotnostní (objemové) síly vyvolané gravita� ním zrychlením k odd� lení dispergovaných 
� ástic od disperzního prost�edí. Sm� r usazování závisí na rozdílu hustot. � ástice s vyšší hustotou ne� 
disperzní prost�edí se pohybují ve sm� ru gravita� ního zrychlení, � ástice s ni�ší hustotou proti n� mu. 
Rychlost pohybu � ástic p�i pomalém usazování (Reynoldsovo kriterium usazování Reu< 0,2), které je 
obvyklé pro malé � ástice, vyjad�uje Stokes� v vztah. Jeliko� je usazování v gravita� ním poli obvykle 
relativn�  pomalé, je vhodné pro ú� ely hodnocení sedimenta� ní stability proces separace fází urychlit 
nahrazením gravita� ního zrychlení zrychlením odst�edivým [152, 153].  
Ze závislosti rychlosti usazování na odst�edivém zrychlení (otá� ek odst�edivky) lze pak extrapolací 
odhadnout rychlost separace fází p� i skladování v normálním gravita� ním poli [152, 153].  
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Obrázek 10.  Schéma analytické centrifugace [152] 

Za p�edpokladu lineární závislosti pak k tomuto odhadu dosta� uje pouze jeden údaj o rychlosti 
sedimentace p�i p� sobení zvoleného odst�edivého zrychlení. K m�� ení sedimenta� ní stability se tak 
pou�ívají centrifugy, které umo�� ují fotometrické sledování zm� n koncentrace dispergovaných látek 
ve vzorku vlivem p� sobení odst�edivé síly. Vzorky jsou umíst� ny v kyvetách, kde je sledován profil 
transmitance NIR zá�ením. Sedimentace dispergovaných � ástic se projeví jednak vy� e�ením � ásti 
vzorku, tzn. zvýšením transmitance, a jednak tvorbou sedimentu, tzn. sní�ením transmitance 
[152, 153]. 
Ze sedimenta� ních dat lze pak získat odhad velikosti a tvaru � ástic, údaje o distribuci jednotlivých 
typ�  sedimentujících � ástic ve vzorku a v neposlední �ad�  studovat rovnová�nost systému, v� etn�  
ur� ení p�íslušných rovnová�ných konstant [154].   

2.8 Bezpe� nost a genotoxicita � ástic 
Enkapsulace pro potraviná�ské pou�ití by m� ly spl� ovat podmínky nejen, co se tý� e vhodnosti 
materiál� , které musí být netoxické a biologicky odbouratelné, ale rovn� � všechny pomocné látky 
pou�ité p�i procesu enkapsulace musí být bezpe� né. Také samotné � ástice se musí podrobit pe� livému 
posouzení toxikologické bezpe� nosti, ne� mohou být pou�ity k lidské spot�eb�  [64]. Proto musí být 
� ástice pro aplikace do potravin a nápoj�  vyrobeny výhradn�  z materiál�  obecn�  pova�ované za 
bezpe� né (GRAS) [52, 53]. Celý proces enkapsulace musí být navr�en tak, aby byly spln� ny 
bezpe� nostní po�adavky Evropského ú�adu pro bezpe� nost potravin (EFSA) [2]. Nejnov� jší sm� ry 
navr�ené EFSA doporu� uje pro testování � ástic provést také in vitro testy genotoxicity a n� které testy 
in vivo [64]. 

Zdroj sv� tla 
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3 CÍLE DIZERTA � NÍ PRÁCE 
Cílem práce bylo vyvíjet a testovat vhodné typy � ástic p� ipravených z p�írodních materiál� , p�ipravit 
je ve stabilní form�  a ov�� it jejich pou�itelnost do potraviná�ských a kosmetických výrobk� . Hlavním 
zám� rem bylo získat moderní funk� ní potraviny a nápoje s lepšími vý�ivovými a senzorickými 
vlastnostmi a vysokou p�idanou hodnotou, p�ípadn�  kosmetické � i farmaceutické výrobky s vysokou 
funk� ností. 
 
V pr� b� hu dizerta� ní práce byly �ešeny následující díl� í cíle: 

·  zavedení postup�  pro enkapsulace nízkomolekulárních látek a jejich sm� si (nap�. kofein, 
polyfenoly, vitaminy, antioxidanty, stabilizátory, antimikrobiální látky), vysokomolekulárních 
slo�ek (nap�. enzymy) a probiotických mikroorganism�  

·  zavedení metod stanovení enkapsulovaných aktivních slo�ek (spektrofotometrické metody, 
HPLC/UV-VIS/PDA/MS, stanovení viability bun� k, antimikrobiální testy atd.) 

·  zavedení metod charakterizace � ástic – analýza velikosti, tvaru, distribuce a náboje 
·  enkapsulace vybraných molekul a sm� sí; stanovení efektivity enkapsulace, charakterizace 

vzniklých � ástic 
·  testy dlouhodobé stability a biologické aktivity � ástic p� i r� zném pH, teplot� , v r� zných 

typech modelových a reálných prost�edí i v simulovaných fyziologických podmínkách 
·  návrh vhodných transportních systém�  pro �ízené uvol� ování aktivních látek v nových typech 

potraviná�ských a kosmetických produkt�  
·  senzorická analýza funk� ních potravin 
·  vyhodnocení kvality a stability nových potraviná�ských a kosmetických produkt�  p�i 

dlouhodobém skladování  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ � ÁST 

4.1 Pou�ité p� ístroje a chemikálie 

4.1.1 Pou�ité chemikálie 
2,2–azinobis(3–ethylbenzothioazolin-6-sulfonoová kyselina)-(ABTS), Sigma-Aldrich (DEU); 2,6-
dichlorindofenol, Sigma-Aldrich (DEU); Acetonitril pro HPLC, Gradient Grade, Sigma-Aldrich 
(DEU); Agar Powder, Himedia (IND); Alginát sodná s� l, Sigma-Aldrich (DEU); Agarosa, Serva 
(DEU), 
 -karoten 95% typ I: syntetický, Sigma-Aldrich (DEU); Bile salts – sm� s kyseliny cholové a 
deoxycholové, Sigma-Aldrich (DEU); Carbomer 980, Sino Lion (USA); Diethylether, VWR 
Chemicals BDH PROLABO (USA); DL-� -tokoferol acetát, MERCK (DEU); Dusitan sodný, Vitrum–
LachNer (CZE); Epikatechin, Sigma-Aldrich (DEU); Ethanol,Vitrum–LachNer (CZE); 
Ethylacetát, Vitrum-LachNer (CZE); Folin-Ciocalteuovo � inidlo, Penta (CZE); Glukóza, Vitrum–
LachNer (CZE); Hov� zí extrakt, Difco laboratories (USA); Hydroxid sodný,Vitrum–LachNer(CZE); 
Hydrogenuhli� itan sodný,Vitrum–LachNer (CZE); Chitosan, Sigma-Aldrich (DEU); Chloroform, 
VWR Chemicals BDH PROLABO (USA); Chlorid hlinitý, Vitrum–LachNer (CZE); Chlorid sodný, 
Vitrum–LachNer (CZE); Chlorid vápenatý, Vitrum–LachNer (CZE); Cholesterol Sigma-Aldrich 
(DEU); Ibuprofen, Sigma-Aldrich (DEU); Katechin, Sigma-Aldrich (DEU); Karboxymethylcelulóza, 
sodná s� l, Sigma-Aldrich (DEU); Klotrimazol, Sigma-Aldrich (DEU); Kofein, Sigma-Aldrich (DEU); 
Kyselina L-askorbová, Sigma-Aldrich (DEU); Kyselina citronová, Vitrum–LachNer (CZE); Kyselina 
gallová, Sigma-Aldrich (DEU); Kyselina chlorovodíková 35%, Lach:Ner (CZE); Kyselina 
chlorogenová, Sigma-Aldrich (DEU); Kyselina mlé� ná 80%, Vitrum-LachNer (CZE); Kyselina 
metafosfore� ná, Lachema (CZE); Kyselina octová 98%, Vitrum–LachNer (CZE); Kyselina 
trichloroctová, Serva (DEU); LB médium (Luria-Berthani), Sigma-Aldrich (DEU); Lecithin ze 
sojových bob� , Serva (DEU); Lecithin vaje� ný, Serva (DEU); Luteolin, Sigma-Aldrich (DEU); 
Lysozym from chicken egg white, Serva (DEU); Methanol pro HPLC, VWR Chemicals BDH 
PROLABO (UK); Mo� ovina p.a., Penta (CZE); Morin, Sigma-Aldrich (DEU); Myricetin, Sigma-
Aldrich (DEU); n-hexan pro HPLC, VWR (USA); Pankreatin z vep�ové slinivky, Sigma-Aldrich 
(DEU); Pepsin z prase� í �alude� ní sliznice, Sigma-Aldrich (DEU); Pepton, Himedia (IND); 
Peroxodisíranem draselným, Sigma-Aldrich (DEU); Phloridzin, Sigma-Aldrich (DEU); Pullulan 
Sigma-Aldrich (DEU); Quercetin, Sigma-Aldrich (DEU); Rutin, Sigma-Aldrich (DEU); Síran 
m�� natý, pentahydrát,Vitrum–LachNer (CZE); Síran manganatý, hydrát, Vitrum–LachNer (CZE); 
Škrob rozpustný p.a., Lach-Ner(CZE); Tripolyfosfát, Sigma-Aldrich (DEU); Trolox–6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylová kyselina, Sigma-Aldrich (DEU); Uhli� itan sodný 
bezvodý, Lach:Ner (CZE); Vinan sodno-draselný, Vitrum–LachNer (CZE) 

4.1.2 Pou�ité p� ístroje a pom� cky 
Analytické váhy, Boeco (DEU); P�edvá�ky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (DEU); P�edvá�ky 
Scout Pro, OHAUS (USA); ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DEU); Mikrocentrifuga Mikro 
200, Hettich Zentrifugen (DEU); Mikrocentrifuga Sartorius, Sigma (DEU); Centrifuga Boeco U-32R, 
Hettich Zentrifugen (DEU); Koloidní DLS analyzátor ZetaSizer Nano ZS, Malvern (GBR); Sestava 
HPLC/PDA/MS, Thermo Finnigan SURVEYOR, Thermo Fischer (USA): Pumpa - MS Pump Plus, 
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Hmotnostní detektor LCQ Advantage Max; Termostat - LCO 
101, Column Oven (ECOM, CZE); Dávkovací analytický ventil smy� kový C R54157 (ECOM, CZE); 
Vyhodnocovací systém Xcalibur Thermo Fischer (USA), Sestava HPLC/PDA/RI ThermoFisher 
Scientific (USA): Programátor gradientu UltiMate 3000 Fotometrický detektor:  UltiMate 3000 DAD, 
Refraktometrický detektor: RefractoMax 520, Pumpa: LPG-3400SD, Vyhodnocovací software: 
Chromeleon 7; Sestava HPLC, Ecom spol. s.r.o. (CZE), Vysokotlaké � erpadlo LCP 4020 (Pumpa - 
Beta 10), Dávkovací analytický ventil smy� kový C R54157, Termostat kolon LCO 101 
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(LCO 102 LONG), Spektrofotometrický detektor LCD 2084, Kolona Zorbax Eclipse plus C18 
(4,6 x 150 mm), Kolona Kinetex 5u C18, 4,6 x 150 mm, Kolona: Luna 10u NH2 100A 250 x 4,6 mm, 
Kolona Eclipse plus XDB-C18, 5� m, 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies – USA), Kolona 
SupelcosilTM LC-NH2, 5� m, 4,6 x 250 mm; Ultrazvukový homogenizátor / dispergátor - Bandelin 
Sonoplus HS3200, SonorexTechnik (DEU); Ultrazvuková láze�  PS02000 (CZE); Membránový 
extrudér – LiposoFast, Avestin (DEU); Vortex: Genius 3, IKA Vortex (DEU); Vortex, TK3S, Kartell 
spa (USA); Vortex REax Top, Heidolph (DEU); Vodní láze�  TW2, Julabo (DEU); Vodní láze�  
W620E, LaboPlay (POL); Optický mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/¥  LED (CZE);  Software 
Dino-Capture 2.0 (CZE); Fluorescen� ní mikroskop Olympus IX71, Microtime 200 (DEU); Bürkerova 
kom� rka Marienfeld (DEU), Spektrofotometr Thermo Spectronic Helios �  (GBR); Spektrofotometr 
Unicam Helios a (GBR); Spektrofotometr – Helios � , Unicam (GBR); Vakuová odparka Werke 
RV06-ML: IKA (DEU); Pr� tokový cytometr - Apogee A50, Apogee Flow Systems (GBR); 
Magnetická mícha� ka: Lavat (CZE); LUMiSizer – Dispersion analyzer – Lum (USA); Automatické 
pipety v r� zném rozsahu objemu – Discovery (DEU) a Biohit (DEU); IMPLEN Nanophotometer UV-
VIS (DEU); Laminární box Aura mini, Bio Air Instruments (USA); Temperovaná t�epa� ka Heidolph 
Unimax 1010, Labicom (CZE); Termostat Raven 2 Incubator (USA); Termostat Memmert GmbH Co. 
KG (DEU); Skenovací elektronový mikroskop JEOL JSM-7600F (USA); Enkapsulátor BÜCHI B-392 
Pro (CHE); Lyofilizátor – BenchTop 4K ZL, VirTis (USA) 

4.2 Látky pou�ité k enkapsulaci 
V této práci byly k enkapsulaci pou�ity tyto standardní chemikálie: kofein, nisin, lysozym katechin, 

 -karoten, ergosterol,  bromelain, pepsin, pankreatin, papain, kolagenasa, alkalasa, lipasa, morin, rutin, 
kvercetin, kyselina gallová, vitamin C. Dále byl pou�it rovn� � lyofilizovaný bílek, vzorky zázvoru 
léka�ského, h�ebí� ku, a � esneku b� �n �  dostupné v obchodech.  
Enkapsulovány byly i následující bylinné extrakty: vodný/ethanolový extrakt z kop�ivy dvoudomé 
rozmarýnu léka�ského, he�mánku pravého, levandule léka�ské, � erného bezu, šalv� je léka�ské, 
pely� ku pravého, mate�ídoušky, echinacey, léko�ice, m� sí� ku léka�ského, rakytníku �ešetlákového, 
tymiánu obecného, jitrocele kopinatého, majoránky zahradní a t�ezalky te� kované, které byly 
zakoupeny v Lé� ivé rostliny, Brno.  
Dále byly pou�ity vzorky � erného, bílého a zeleného � aje (sypaný � erný � aj, Gunpowder Black (� ína); 
sypaný zelený � aj, Formosa Gunpowder (Tchaj-wan); sypaný bílý � aj, Pai Mu Tan (� ína), kávy 
(pra�ená zrnková plantá�ní káva (100% arabica), Brazilia Santos (Brazílie)), guarana - drcená semena 
guarany, EXOTIC HERBS (Brazílie), goji - kustovnice � ínská, WOLFBERRY (EU) a �enšenu - 
drcený ko�en �enšenu, EXOTIC HERBS (Asie). P�i práci byly pou�ity rovn� � vzorky mrkve, 
� ervených jablek, citronu, pomeran� e, kiwi a sm� si lesních plod�  (maliny, jahody, bor� vky; mra�ené) 
b� �n �  dostupné v obchodech, zelený je� men - � erstvý a dopln� k stravy Mladík JE� MEN (� eská 
republika), propolis- V� ela�ství Petr Vydra (Brno) a inulin – rozpustná vláknina, FAN (� eská 
republika). 

4.3 Pou�ité reálné potraviny 
Vybrané � ástice byly aplikovány do t� chto vybraných potravin: polotu� né � erstvé mléko pasterované, 
Albert (Moravia Lacto a.s.): na 100 ml: 4,6 g sacharid� , 3,2 g bílkovin, 1,5 g tuk� , 190 kJ / 45 kcal, 
Actimel, (Danone) na 100 g: 10,5 g sacharid� , 2,8 g bílkovin, 1,6 g tuk� , 301 kJ / 71 kcal, selský 
jogurt bílý (Hollandia) na 100 g: 4,3 g sacharid� , 3,5 g bílkovin, 3,9 g tuk� , 277 kj / 66 kcal, 
choce� ský smetanový jogurt (Choce� ská mlékárna) na 100 g: 2,8 g sacharid� , 4,2 g bílkovin, 10,3 g 
tuk� , 500 kJ / 120 kcal.  
Dále byly pou�ity vzorky komer� ních nápoj� :pravý � erný � aj (Jem� a) -p�íprava: 1 sá� ek byl louhován 
ve 100 ml vroucí vody po dobu 20 minut, zelený � aj (Ahmad Tea)-p�íprava: 1 sá� ek byl louhován ve 
100 ml vody o teplot�  °C po dobu 20 minut, citronová minerálka (Ondrášovka) -slo�ení na 100 ml: 
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4,6g sacharid� , mén�  ne� 0,3 g bílkovin, mén�  ne� 0,1 g tuk�  a 0,008 g soli, 19 kcal, Nestea zelený � aj 
citrus (Nestea)-slo�ení na 100 ml: 4,5 g sacharid� , 0,02 g sodíku, 48 kcal, Coca Cola (Coca Cola)-
slo�ení na 100 ml: 10,5 g sacharid� , 42 kcal, pomeran� ový d�us Hello (Linea Nivnice)-slo�ení na 100 
ml: 11 g sacharid�  z toho 8 g cukr� , mén�  ne� 0,1 g bílkovin, mén�  ne� 0,1 g tuk� , 0,05 g, 40 kcal. 

4.4 Pou�ité mikroorganismy 
V této práci byly v experimentální � ásti pro testování antimikrobiální aktivity pou�ity � ty� i bakteriální 
kultury: Micrococcus luteus CCM 1569, Bacillus subtilis CCM 2794, Escherichia coli CCM 7395 a 
Serratia marcescens CCM 8587a jeden kvasinkový kmen: Candida glabrata CCM 8270. Veškeré 
kmeny byly získány z � eské sbírky mikroorganism�  v Brn� . K enkapsulaci byly v této práci pou�ity 
probiotické bakteriální kultury Lactobacillus acidophilus CCM 4833 a Bifidobacterium breve CCM 
7825T rovn� � získané z � eské sbírky mikroorganism�  v Brn� .  

4.4.1 Kultivace probiotik 
Pro kultivaci bakteriálních kultur Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve bylo pou�ito 
komer� ní MRS médium. Základní slo�ky MRS média: pepton 10 g/l, hov� zí extrakt 10 g/l, kvasni� ný 
extrakt 5 g/l, glukóza 20 g/l. Médium bylo smícháno s destilovanou vodou v ur� eném pom� ru 
v Erlenmayerov�  ba� ce a sterilizováno v tlakovém hrnci s otev�eným ventilem po dobu 30 minut. 
Kultury byly zao� kovány ve sterilním boxu. Kultivace probíhala p� i 37°C po dobu 24 hodin. Poté byly 
kultury pou�ity na stanovení viability na pr� tokovém cytometru a k enkapsulaci. V p�ípad�  p�ípravy 
tuhého média bylo dále p�idáno mno�ství agaru o koncentraci 15 g/l. Pevné médium bylo pou�ito k 
dlouhodobému uchovávání kultur p�i 4 °C v podob�  k�í�ového rozt� ru na agarové plotn� . U pou�itých 
mikroorganism�  byla stanovena r� stová k� ivka. R� stová k� ivka byla sestrojena pomocí série odb� r�  s 
následným m�� ením zákalu p� i 630 nm, v�dy po 4 hodinách. 

 
Graf 1. R� stová k� ivka - Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve 

4.4.2 Kultivace mikroorganism�  pro testování antimikrobiální aktivity 
Jako testovací modelové mikroorganismy pro sérii antimikrobiálních test�  byly zvoleny dva 
grampozitivní bakteriální kmeny - B. subtilis a M. luteus a dva gramnegativní bakteriální 
kmeny - E. coli a S. marcescens. Kultury byly dlouhodob�  uchovávány v podob�  k�í�ového rozt� ru na 
agarové plotn�  p� i 4 °C v lednici. V�dy p�ed samotnou kultivací bylo p�ipraveno z dlouhodob�  
uchovávané kultury inokulum zao� kováním do sterilního p�íslušného tekutého média. Pro kultivaci 
mikroorganism�  bylo v�dy pou�ito 50 ml p�íslušného média p�ipraveno do 100ml Erlenmayerových 
ban� k a sterilizováno v tlakovém hrnci s otev�eným ventilem po dobu 30 minut. Zao� kované tekuté 
médium bylo poté inkubováno 24h v termostatu p�i optimální teplot�  za stálého t�epání. Bacillus 
subtilis byl inkubován p�i 30 ºC a ostatní bakterie (Micrococcus luteus, Escherichia coli a Serratia 
marcescens)byly inkubovány p�i 37 ºC. Z p� ipraveného inokula byly po 24 hodinách zao� kovány 
(po 1 ml kultury) pevné agarové plotny a rovn� � bylo p�eo� kováno do nového tekutého média, které 
bylo pou�ito na stanovení antimikrobiální aktivity na mikrotitra� ní desti� ce.  



 
 

45

Agarové plotny byly kultivovány 24h v termostatu p� i optimální teplot�  a následn�  pou�ity pro 
stanovení antimikrobiální aktivity studovaných vzork� . U pou�itých mikroorganism�  byla stanovena 
r� stová k� ivka. R� stová k� ivka byla sestrojena pomocí série odb� r�  s následným m�� ením zákalu p�i 
630 nm, v�dy po 4 h, resp. no� ní m�� ení nebylo realizováno. 

4.4.2.1 P� íprava médií pro E. coli 
Jako kapalné médium bylo pou�ito komer� ní LB médium p�ipravené podle návodu na koncentraci 25 
g/l. V p�ípad�  p�ípravy tuhého média bylo dále p�idáno mno�ství agaru o koncentraci 20 g/l. Základní 
slo�ky LB média: trypton 10 g/l, kvasni� ný extrakt 5 g/l, NaCl 10 g/l. 

 
Graf 2. R� stová k� ivka – E. coli 

4.4.2.2 P� íprava médií pro B. subtilis 
Pro p�ípravu kapalného média bylo pou�ito následujícím slo�ení: 5 g/l peptonu, 3 g/l beef extraktu, 
0,01 g/l MnSO4·H2O. V p�ípad�  p�ípravy tuhého média bylo dále p�idáno mno�ství agaru o 
koncentraci 20 g/l. 

 
Graf 3. R� stová k� ivka – Bacillus subtilis 

4.4.2.3 P� íprava média pro M. luteus a S. marcescens 
Pro p�ípravu kapalného médium bylo pou�ito následujícím slo�ení: 5 g/l peptonu, 3 g/l beef extraktu a 
3 g/l NaCl. V p�ípad�  p�ípravy tuhého média bylo dále p� idáno mno�ství agaru o koncentraci 20 g/l. 

 
Graf 4. R� stová k� ivka – Micrococcus luteus 
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Graf 5. R� stová k� ivka – Serratia marcescens 

4.4.3 Kultivace Candida glabrata 
Candida glabrata byla kultivovaná v tekutých médiích v Erlenmayerových ba� kách i na pevných 
médiích na Petriho miskách. Kultivace probíhala p�i teplot�  37 ºC. Pro kultivací Candida glabrata 
bylo p� ipraveno medium o následujícím slo�ení: pepton 10g/l, glukóza 40g/l v p�ípad�  pevných médii 
s p�ídavkem agaru 15 g/l. 

 
Graf 6. R� stová k� ivka – Candida glabrata 

4.5 P� íprava mikroorganism�  pro enkapsulaci 
Probiotické kultury (L. acidophilus, B. breve) byly smíchány s obalovým materiálem a enkapsulovány. 
Pro enkapsulaci bun� k bez média bylo médium centrifugováno (10 min, 5 000 rpm, 25 °C) a peletky 
bun� k byla dispergovány v obalovém materiálu. 

4.6 P� íprava vzork�  k enkapsulaci a základní charakterizaci 

4.6.1 Propolis 
Byla p� ipravena tinktura o koncentraci 1 g propolisu na 100 ml absolutního ethanolu. Sm� s byla 
rozpoušt� na za stálého míchání po dobu 48 hodin, p�ed pou�itím byl roztok p�efiltrován pro odstran� ní 
p�ípadných pevných � ástic. 

4.6.2 Zelený je� men 
Pro p�ípravu nápoje z prášku byl pou�it komer� ní preparát. Dle doporu� ení na etiket�  (1-2 � ajové 
l�i � ky do nápoje) byla p�ipravena suspenze je� mene v obalovém materiálu o koncentraci 0,01 g/ml pro 
enkapsulaci za vzniku � ástic typu matrix. V p�ípad�  enkapsulace za vzniku � ástic typu kapsule byl 
p� ipravena suspenze je� mene ve vod�  o koncentraci 0,05 g/ml; suspenze byla centrifugována (2 min, 
12 000 rpm, 25 °C) a pro další práci byl pou�it supernatant. � erstvý je� men byl vyp� stován na vlh� ené 
celulóze. Po 10 dnech byly nat�  (cca 15 cm) sklizeny a rozmixovány pomocí ru� ního mixéru 
ve 100 ml vody, � ím� byly p�evedeny na suspenzi. Dle pot�eby byla následn�  pou�ita centrifugace 
(2 min, 12 000 rpm, 25 °C). 



 
 

47

4.6.3 P� íprava bylinných extrakt �  
Na základní p�ípravu bylinných extrakt�  bylo navá�eno 1 g sušené bylinky. Toto mno�ství bylo zalito 
a louhováno ve 100 ml vroucí vody, kyseliny citronové, p�ípadn�  40% roztoku ethanolu, po dobu 15 
minut. 

4.6.4 P� íprava kofeinových extrakt�  
Roztoky nápoj�  byly p� ipraveny podle návodu na obalu. Sypaný zelený � aj byl zalit vodou o teplot�  
70–80 °C v pom� ru 1,5 dl na 1 � ajovou l�i� ku (2,820 g). P�ipravený � aj byl ponechán k louhování 2–
3 minuty. Poté byl p�efiltrován p�es gázu. Sypaný � erný � aj byl zalit vroucí vodou v pom� ru 1,5 dl na 
1� ajovou l�i� ku (2,192 g). P�ipravený � aj byl ponechán k louhování 3–5 minut. Poté byl p�efiltrován 
p�es gázu. Sypaný bílý � aj byl zalit vodou o teplot�  p� ibli�n �  90 °C v pom� ru 1,5dl na 1 � ajovou 
l�i � ku (1,980 g). P�ipravený � aj byl ponechán k louhování 5 minut. Poté byl p�efiltrován p�es gázu. 
Guarana (semeno mleté) 1 � ajová l�i� ka (2,476 g) byla zamíchána do vroucí vody. Poté byl p� ipravený 
roztok p�efiltrován p�es gázu. Zrnka kávy byly pomocí mlýnku rozemlety. Na 1,5 dl byly pou�ity 2 
kávové l�i� ky mleté kávy (1,982 g). Káva byla zalita horkou vodou o teplot�  93–94 °C. P�ipravený 
roztok byl ponechán chvíli k louhování a poté byl p�efiltrován p�es gázu. 

4.6.5 P� íprava ovocných a zeleninových š� áv a extrakt�  
Š� áva z testovaného ovoce a zeleniny byla získána odš� avn� ním. Díky du�in�  byla š� áva velmi hustá. 
Roztoky byly tedy dále odst�ed� ny p� i 7 500 otá� kách za minutu po dobu 5 minut.  
Extrakty z testovaného ovoce a zeleniny byly získány extrakcí z lyofilizátu. K extrakci byly pou�ity 
následující roztoky: 1%, 5% a 10% kyselina citronová, 1%, 5% a 10% kyselina mlé� ná, ethylacetát a 
ethanol. 

4.7 Metody pro stanovení základních charakteristik 

4.7.1 Stanovení kofeinu metodou HPLC/PDA/MS 
K analyzování extrakt�  a stanovení všech slou� enin z potravin je d� le�ité nalézt ú� innou a rychlou 
analytickou metodu. K tomuto stanovení se obvykle vyu�ívá vysoce ú� inná kapalinová chromatografie 
(HPLC) s reverzní fází. Vzorky kofeinu byly aplikovány na kolonu pomocí dávkovací smy� ky o 
objemu 20 � l. D� lení sm� si probíhalo na kolon�  Kinetex 5u C 18 s reverzní fází p� i 30 °C. Eluce byla 
pou�ita izokratická p�i pr� toku mobilní fáze 0,6 ml·min-1. Mobilní fází byla sm� s methanolu a vody 
v pom� ru 60:40. Vzorky byly detekovány na PDA detektoru p� i vlnové délce 270 nm. 
Z chromatogram�  o r� zných koncentracích kofeinu byly zjišt� ny plochy pík�  a sestavena externí 
kalibra� ní k� ivka pro  kvantitativní stanovení koncentrace kofeinu, y=7·107·x (mg/ml). Pro potvrzení 
slo�ení reálných vzork� ��byla pou�ita rovn� � metoda hmotnostní spektrometrie s p�ímým nást� ikem. 
Hmotnostní spektrum typu „full scan“ bylo získáno pomocí ESI ionizace v negativním modu, jako 
detektor byla pou�ita iontová past. 

4.7.2 Stanovení celkových polyfenol�  
Ke stanovení se pou�ívá Folin-Ciocalteuovo � inidlo. Fenoly jsou oxidovány v zásaditém prost�edí a v 
� inidle p�ítomné molybdenany a wolframany jsou redukovány na sm� s modrých oxid�  wolframu a 
molybdenanu. Vzniklé modré zabarvení je úm� rné celkovému mno�ství p� vodní p�ítomných 
fenolických slou� enin a stanoví se spektrofotometricky p� i 750 nm. Získané výsledky lze interpretovat 
jako mno�ství celkových polyfenol�  ve vzorku, pop�. jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE, Gallic 
Acid Equivalent), proto�e kyselina gallová je zde pou�ita jako standard [155].  
Pro sestrojení kalibra� ní k� ivky byla p� ipravena kalibra� ní �ada kyseliny gallové od 0,1 do 0,7 mg/ml. 
Z nam�� ených hodnot byl následn�  sestrojen graf kalibra� ní závislost, A = 1,3307·c (mg/ml). 
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4.7.3 Stanovení celkových flavonoid�  
Chlorid hlinitý tvo�í stabilní kyselé komplexy s C4 ketoskupinou a s C3 nebo C5hydroxylovou 
skupinou flavonoid� , roztok tak získává oran�ové zabarvení, které je m�� eno 
spektrofotometricky [156]. Koncentrace neznámého vzorku je poté vypo� ítána z rovnice 
z kalibra� ního grafu závislosti absorbance na koncentraci standardu, kterým je katechin. Závislost 
absorbance na koncentraci byla v p�ípad�  katechinu prom�� ena v intervalu od 0,05-0,3 mg/ml. 
Z nam�� ených hodnot byl následn�  sestrojen graf kalibra� ní závislosti, A = 2,8729·c (mg/ml).  

4.7.4 Stanovení celkových antokyan�  
5 g vzorku bylo rozet�eno s 20 ml methanolu okyseleného kyselinou chlorovodíkovou. Sm� s byla 
extrahována po dobu 15 minut na t�epa� ce a poté centrifugována p�i 10 000 ot./min. po dobu 15 minut. 
Supernatant byl odlit a pevná fáze byla znovu extrahována okyseleným methanolem. Supernatanty 
z obou centrifugací byly spojeny a dopln� ny na objem 150 ml. Vzorky byly m�� eny 
spektrofotometricky p� i 528 nm. Jako blank byl pou�it okyselený methanol. Ka�dý vzorek byl 
analyzován t� ikrát a ze získaných hodnot byl vypo� ítán pr� m� r. Koncentrace byla vypo� ítaná 
z kalibra� ní k� ivky závislosti absorbance na koncentraci kyaninhydrochloridu, A = 60,3368·c (mg/ml). 

4.7.5 Stanovení jednotlivých flavonoid�  metodou RP-HPLC s UV-VIS detekcí 
Pro stanovení jednotlivých flavonoid�  metodou HPLC byla extrakce vzork�  provedena 
v 10% kyselin�  mlé� né, aby došlo k uvoln� ní vázaných polyfenolických slou� enin. Extrakt ze vzorku 
byl prot�epán v ethylacetátu. Poté byla organická fáze odd� lena a odpa�ená na rota� ní odparce. 
Odparek byl rozpušt� n v 1 ml mobilní fáze. Pro stanovení jednotlivých flavonoid�  byly pou�ité 
standardy morinu, myricetinu a luteolinu, které byly rozpušt� ny v ethanolu. Standard rutinu byl 
rozpušt� n v methanolu. Takto p�ipravené standardy byly p� idávány ke vzork� m a analyzovány 
metodou RP-HPLC/UV-VIS na kolon�  Zorbax Eclipse plus C18 p�i teplot�  30o C a pr� toku 
0,75 ml/min. Detekce byla provedena spektrofotometricky p� i vlnové délce 370 nm. Mobilní fáze je 
roztok o slo�ení acetonitril : methanol : voda : kyselina fosfore� ná v pom� ru 30 : 20 : 49,5 : 0,5. 
Nam�� ená data byla analyzována pomocí software Clarity. Rovnice kalibra� ních k� ivek (koncentrace v 
mg/ml):Rutin: A=12,13·c; Kyselina chlorogenová: A=14,44·c; Phloridzin: A=1,08·c; Myricetin: 
A=424,62·c; Morin: A=57,43·c; Quercetin: A=282,156·c. 

4.7.5.1 Úprava vzork�  pro stanovení individuálních flavonoid�  pomocí HPLC 
P�esn� ��zvá�ené mno�ství lyofilizátu vzorku bylo smícháno ve tm� ��a chladu hydrolyzováno pomocí 1 
M HCl. Poté byla sm� s odst�ed� na. K supernatantu byl p� idán ethylacetát a sm� s byla vyt�epávána. 
Vodná vrstva byla odstran� na, ethylacetátová vrstva byla p�evedena do odpa�ovací ba� ky. Na vakuové 
odparce byl ethylacetát odpa�en do sucha a odparek v ba� ce byl rozpušt� n v 1 ml mobilní fáze. Takto 
p� ipravený vzorek byl nast�ikován na HPLC. 

4.7.6 Stanovení individuálních katechin�  
Jako mobilní fáze byl pou�it roztok methanolu a vody v pom� ru 45 : 55. Eluce byla izokratická, 
kolona byla v termostatu zah�ívána na 30°C a pr� tok byl nastaven na 0,75 ml za minutu. Byla pou�ita 
kolona Eclipse XDB-C18. Na za� átek kolony byl do dávkovací smy� ky o objemu 20 � l nast�ikován 
vzorek a detekce látek probíhala v detektoru p� i 280 nm. Rovnice kalibra� ních k�ivek 
(koncentrace v mg/ml): Katechin: A=2,416.c; Epikatechin: A=3,752.c. 

4.7.6.1 Úprava vzork�  pro stanovení individuálních katechin�  pomocí HPLC 
Úprava vzorku pro stanovení individuálních katechin� �� byla tém�� �� toto�ná s úpravou vzork� �� pro 
stanovení individuálních flavonoid� ��(4.7.5.1). Odparek v ba� ce byl ale po odpa�ení rozpušt� n v 1 ml 
methanolu a tento vzorek byl poté nadávkován na HPLC. 
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4.7.7 Stanovení 	 -tokoferolacetátu pomocí HPLC 
Stanovení � -tokoferol acetátu bylo provedeno pomocí metody HPLC s UV-VIS detekcí. Podmínky 
analýzy byly nastaveny na teplotu 45 °C, pr� tok 1 ml·min-1, mobilní fáze byla absolutní methanol a 
kolona Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla provád� na p�i vlnové délce 289 nm. Reten� ní � as pro � -
tokoferol acetát byl 4,26 min. Rovnice kalibra� ní k�ivky: Y=1,59×107×x (mg/ml). 

4.7.8 Stanovení 
 -karotenu pomocí HPLC 
Stanovení 
 -karotenu bylo provedeno pomocí metody HPLC s UV-VIS detekcí. Podmínky analýzy 
byly nastaveny na teplotu 45 °C, pr� tok 1 ml/min, mobilní fáze byla absolutní methanol a kolona 
Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla provád� na p�i vlnové délce 450 nm. Reten� ní � as 
 -karotenu byl 
10,10 min. Rovnice kalibra� ní k� ivky: Y=2,13×105×x (mg/ml). 

4.7.8.1 Úprava vzork�  pro stanovení � -karotenu pomocí HPLC 
Sm� s karotenoid� ��byla z p�esn� ��zvá�eného mno�ství lyofilizátu vzorku extrahována pomocí n� kolika 
ml diethyletheru. Ten byl poté ze sm� si odpipetován do odpa�ovací ba� ky a na vakuové odparce byl 
odpa�en do sucha. Odparek byl poté rozpušt� n v 1 ml methanolu. Takto p� ipravený vzorek byl 
nast� ikován na HPLC. 

4.7.9 Stanovení kyseliny askorbové pomocí HPLC 
Jako mobilní fáze byl pou�it roztok 0,05 M octanu sodného a acetonitrilu v pom� ru 95 : 5. Eluce byla 
izokratická, kolona byla v termostatu zah�ívána na 30°C a pr� tok byl nastaven na 0,6 ml za minutu. 
Byla pou�ita kolona Supelcosil TM LC-NH2. Detekce probíhala p�i 254 nm. Rovnice kalibra� ní 
k� ivky (koncentrace v mg/l): A=273,35.c. 

4.7.9.1 Úprava lyofilizovaných vzork�  pro stanovení kyseliny askorbové pomocí HPLC 
Kyselina askorbová byla z p�esn� �� zvá�eného mno�ství lyofilizátu vzorku extrahována pomocí 
n� kolika ml 2% kyseliny metafosfore� né. Sm� s byla odst�ed� na a supernatant byl nast�ikován na 
HPLC. 

4.7.10 Titra � ní stanovení kyseliny L-askorbové  
Nejprve byla provedena standardizace. Navá�ka kyseliny L-askorbové byla rozpušt� na v 2% kyselin�  
chlorovodíkové. P�ipravený roztok byl titrován odm� rným roztokem 2,6-dichlorindofenolu o 
koncentraci 0,0005 mol·dm-3 do lososov�  r� �ového zbarvení stálého minimáln�  15 sekund. Vzorky 
� ástic s kyselinou L-askorbovou byly centrifugovány p�i 14 800 ot.·min. Pro stanovení byl pou�it 
supernatant. K 1 ml takto p� ipraveného vzorku bylo p� idáno 10 ml 2% kyseliny chlorovodíkové a 
titrováno do sv� tle r� �ového zbarvení. Koncentrace vitaminu C byla poté vypo� tena troj� lenkou za 
pou�ití získaných hodnou ze standardizace [144]. 

4.7.11 Stanovení antioxida� ní aktivity pomocí ABTS 
Ke stanovení antioxida� ní aktivity byla v této práci pou�ita metoda za pomocí � inidla s obsahem 
ABTS•+[157]. Tato metoda je jednou ze základních pro stanovení antioxida� ní kapacity. 
Kalibra� ní k� ivka byla sestavena pro standardní roztok Troloxu rozpušt� ném v 60% ethanolu. 
Rozmezí koncentrací bylo 50-400 ng/ml. Do rovnice byla dosazována hodnota � A (A0 - A10). 
Hodnota antioxida� ní aktivity byla vyjád�ena jako hodnota antioxida� ní aktivity vzorku ve stejné mí�e, 
jakoby vzorek obsahoval dané mno�ství Troloxu. Rovnice kalibra� ní k� ivky: y=1,389.10-3.x (� g/ml). 

4.7.12 Stanovení koncentrace klotrimazolu a ibuprofenu pomocí HPLC 
K analýze koncentrace lé� iv pomocí HPLC/PDA byla pou�ita jako mobilní fáze acetonitril:voda 
v pom� ru 6:4. Pr� tok mobilní fáze byl 1ml/min a teplota analýzy byla 30°C.   
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Jako stacionární fáze byla pou�ita kolona 150 mm Kinetex 5u C18 100 A, s vnit�ním pr� m� rem 
4,6 mm. Rovnice kalibra� ních k� ivek: klotrimazol y=3·107·x (mg/ml), ibuprofen y=1·107·x (mg/ml). 

4.7.13 Spektrofotometrické stanovení protein�  - metoda dle Haetree – Lowryho 
Jedná se o kolorimetrické stanovení, zalo�ené na dvouslo�kovém � inidle [158]. Tato metoda byla 
mnohokrát upravena. Dnešní verze vyu�ívá t� i � inidla, namísto p� vodních p� ti. Dochází 
k intenzivn� jšímu zbarvení roztoku a stanovení pracuje v širším rozsahu koncentrací. Roztoky jsou 
stabiln� jší a metoda je také mén�  pracná. Spektrofotometrické stanovení se provádí p� i vlnové délce 
�  = 650 nm proti blanku [158]. Pro sestrojení kalibra� ní k� ivky byl pou�it roztok albuminu a rovn� � 
roztok lysozymu, z n� ho� byla p� ipravena kalibra� ní �ada o koncentraci 0,15 a� 0,75 mg/ml respektive 
0,03 -0,12 mg /ml. Rovnice kalibra� ních k� ivek: albumin y=3,0992.x, lysozym y= 4,7104.x (mg/ml). 

4.7.14 Bicinchoninová metoda 
Metoda je zalo�ena reakci BCA � inidla se vzorky p� i 50 °C. Zm� na absorbance je poté m�� ena p�i 
562 nm proti slepému vzorku [159]. Kalibra� ní �ada nisinu byla p� ipravena o koncentraci 
125-2000� g/ml. Rovnice kalibra� ní k�ivky: y=1,9058.x (mg/ml). 

4.7.15 Stanovení koncentrace peptid�  metodou HPLC 
Pro analýzu peptid�  pomocí HPLC/PDA byla pou�ita 150 mm kolona Aeris Peptide XB-C18 
obsahující 3,6 � m � ástice Core-Shell® vázané na silikagelu s vnit�ním pr� m� rem 4,6 mm. Pr� tok byl 
zvolen na 600 � l·min-1 a kolona byla temperována na 30°C. Jako mobilní fáze byla dle specifikací 
kolony pou�ita sm� s rozpoušt� del voda a acetonitril v pom� ru 20:80, ob�  s 0,1% obsahem kyseliny 
trifluoroctové. Kalibra� ní závislost byla sestrojena pomocí koncentra� ní �ady v rozmezí u nisinu 
0,625-125 � g/ml a u lysozymu 7-1000 � g/ml.Rovnice kalibra� ních k� ivek: nisin y=1,7.105.x, lysozym 
y=9,8.103.x (� g/ml). 

4.7.16 Stanovení enzymových aktivit 

4.7.16.1 Stanovení proteasové aktivity 
P�i stanovení proteasové aktivity bromelainu, trypsinu, pepsinu, alkalasy, papainu, pankreatinu a 
kolagenasy byl jako substrát pou�it roztok azoalbuminu (5 mg/ml). Azoalbumin je chemicky 
modifikovaný protein s navázanou oran�ovou sulfanilamidovou skupinou. Enzymatickou hydrolýzou 
(37 °C) se uvol� ují barevné peptidy rozpustné v trichloroctové kyselin� , které jsou následn�  
detekovány p�i 440 nm. Jednotka aktivity je pak definována jako mno�ství enzymu katalyzující 
p�em� nu substrátu doprovázenou nár� stem absorbance o 0,001 za 1 minutu za podmínek testu [160]. 
Vlastní stanovení bylo provedeno smícháním 0,1 ml substrátu s 0,1 ml vzorku a inkubováno p�i 37 °C 
po dobu30 minut. Reakce byla zastavena p�ídavkem 0,41 ml 10% trichloroctové kyseliny, poté byly 
vzorky centrifugovány. K 0,5 ml získaného supernatantu bylo v kyvet�  p� idáno 0,7 ml 1M NaOH a 
zm�� ena absorbance p�i 440 nm proti blanku. 

4.7.16.2 Stanovení lipasové aktivity 
Stanovení lipolytické aktivity s vyu�itím p-nitrofenylpalmitátu je zalo�eno na schopnosti lipolytických 
enzym�  št� pit tento substrát za vzniku �lut�  zbarveného produktu p-nitrofenolu. P�i stanovení lipasové 
aktivity bylo 1,25 ml substrátu (0,0135 g p-nitrofenyl palmitát, 0,017g SDS, 1 g triton X-100) 
smícháno s 1,25 ml pufru o pH = 8 a s 0,5 ml vzorku. Takto vzniklý roztok byl inkubován p�i 55 °C po 
dobu 5 minut. Poté byla absorbance zm�� ena p�i 410 nm proti blanku, ve kterém byl vzorek nahrazen 
destilovanou vodou. Kalibra� ní k�ivka: y = 14,14.x (mmol/l). 
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4.7.17 Stanovení obsahu chlorofyl�  
K odebranému mno�ství zkoumaného roztoku bylo p� idáno stejné mno�ství acetonu. Byla zjišt� na 
absorbance p�i 645 a 663 nm, jako blank byl pou�it aceton z�ed� ný vodou 1:1 [158]. 
Obsah chlorofylu a byl zjišt� n pomocí rovnice: [ ]-1

645663a mlmg69,270,12 ××-×= AAc  

Obsah chlorofylu b byl zjišt� n pomocí rovnice: [ ]-1
663645b mlmg68,490,22 ××-×= AAc  

4.8 P� íprava � ástic 

4.8.1 P� íprava polysacharidových � ástic 
P�ipravené polysacharidové � ástice byly p� ipraveny na principu metody zesít� ní. P�i p�íprav�  
alginátových � ástic byl jako sí� ující roztok pou�it chlorid vápenatý [18, 20]. Dále byla testována 
mo�nost p�ípravy alginátových � ástic, které byly dále zpevn� ny pota�ením vrstvou chitosanu [161]. 
Chitosanové � ástice byly p� ipraveny pomocí roztoku tripolyfosfátu sodného [162]. Škrobové � ástice 
byly p� ipraveny srá�ením v ethanolu [163]. P�esné postupy jsou uvedeny ní�e. 

4.8.1.1 P� íprava alginátových � ástic A 
6 ml 0,5% chloridu vápenatého bylo p�ikapáváno za stálého míchání do 20 ml extraktu, ve kterém 
bylo rozpušt� no 0,06 g alginátu (vznikl 0,3% roztok alginátu). 

4.8.1.2 P� íprava chitosanových � ástic CH 
6 ml 0,5% roztoku tripolyfosfátu sodného (TTP) bylo za stálého míchání p�ikapáváno k 20 ml 
extraktu, ve kterém byla p�edem rozpušt� ná navá�ka 0,06 g chitosanu s p�ídavkem 0,2 ml 
koncentrované kyseliny octové. 

4.8.1.3 P� íprava škrobových � ástic Š 
Byl p� ipraven 1% roztok škrobu. Škrob byl rozpušt� n v roztoku NaOH a mo� oviny v pom� ru 0,8:1 
(hmotnostních procent). Do takto p� ipraveného roztoku byl p� idán vzorek ur� ený k enkapsulaci. 1 ml 
tohoto roztoku byl p�idáván za stálého míchání na magnetické mícha� ce po malých dávkách do 20 
methanolu. 

4.8.1.4 P� íprava alginátových � ástic pomocí ultrazvuku A 
60 mg alginátu bylo rozpušt� no ve 20 ml extraktu. Vzniklá sm� s byla sonifikována a po malých 
dávkách bylo p� idáváno 6 ml 0,5% roztoku chloridu vápenatého. 

4.8.1.5 P� íprava chitosanových � ástic pomocí ultrazvuku CH 
250 mg chitosanu bylo rozpušt� no ve 40 ml extraktu a poté bylo p�idáno 0,5 ml koncentrované 
kyseliny octové. Vzniklá sm� s byla ultrazvukována a po malých dávkách byly p� idávány 4 ml 2% 
tripolyfosfátu sodného. 

4.8.1.6 P� íprava chitosan-alginátové � ástice pomocí ultrazvuku CHA 
25 ml alginátu o koncentraci 6 mg/ml bylo smícháno s 25 ml enkapsulovaného vzorku, pH roztoku 
bylo pomocí HCl upraveno p�ibli�n �  na 5. Poté bylo do roztoku p�idáváno10 ml roztoku CaCl2 o 
koncentraci 3,35 mg/ml s pH upraveným na 5 pomocí HCl. V pr� b� hu p�idávání byl roztok 
ultrazvukován. Dále bylo k takto vzniklému roztoku p�idáváno 20 ml roztoku chitosanu. Ten byl 
p� ipraven rozpušt� ním chitosanu v 1% kyselin�  octové tak, aby vznikl roztok o koncentraci 0,8 mg/ml, 
pH tohoto roztoku bylo op� t upraveno p�ibli�n �  na 5pomocí NaOH. Takto vzniklý roztok byl po 
malých dávkách p�idáván do p�edchozího roztoku a celý roztok byl pr� b� �n �  homogenizován. 
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4.8.2 P� íprava polysacharidových � ástic pomocí enkapsulátoru 
Pro enkapsulaci byl rovn� � pou�it p �ístroj Enkapsulátor Büchi B-395 Pro. Jedná se o poloautomatický 
p�ístroj slou�ící k polymernímu zapouzd�ení chemických látek, biologických molekul, drog, v� ní a 
aromat, pigment� , extrakt� , bun� k a mikroorganism�  za sterilních i nesterilních podmínek. Tvorba 
kapsulí je zalo�ena na faktu, �e pokud regulovaný laminární kapalný proud vibruje s optimální 
frekvencí, rozbije se na kapky stejné velikosti. Hlavními sou� ástmi jsou regula� ní jednotka se 
st�íka� kovým � erpadlem, elektrický a pneumatický systém a reak� ní nádoba. Všechny sou� ásti 
p�ístroje, které jsou v kontaktu s kapsulemi, je mo�né sterilizovat autoklávováním. 
Enkapsulovaný produkt (bu� ky, mikroorganismy nebo jiné biologické látky a chemikálie) se smíchá 
se zapouzd�ovacím polymerem a sm� s je z tlakové láhve vzduchem tla� ena do pulza� ní komory. 
Kapalina pak prochází p�es p�esn�  definovanou trysku a na výstupu z trysky se rozd� luje do 
jednotlivých kapi� ek stejné velikosti. Tyto kapky procházejí elektrickým polem mezi tryskou a 
elektrodou, kde získají povrchový náboj. Elektrostatické odpudivé síly zp� sobí rozptýlení perli� ek 
dopadajících do vytvrzovacího roztoku. Velikost perli � ky reguluje n� kolik parametr�  v� etn�  frekvence 
vibrací, amplitudy, velikosti trysky, rychlosti pr� toku a fyzikálních vlastností sm� si produktu 
s polymerem. Obecn�  platí, �e pr� m� r perli� ky je dvojnásobkem pr� m� ru trysky, ale zm� nou rychlosti 
toku a frekvence vibrací m� �e být rozsah zm� n� n p�ibli�n �  o ± 15% [164]. V práci byly p� ipraveny 
dva základní typy � ástic. V prvním p�ípad�  (typ matrix) byla enkapsulovaná slo�ky do obalového 
materiálu dispergován a p�íprava probíhala výše popsaným zp� sobem. V druhém p�ípad�  (typ 
kapsule) byla enkapsulovaná slo�ka zapouzd�ena do obalového matriálu ve form�  jádra.  
V tomto p�ípad�  byla enkapsulovaná slo�ky pomocí st�íka� kového � erpadla vytla� ována p�es vnit�ní 
trysku do pulzní komory, do které byl sou� asn�  p�es vn� jší trysku z tlakové láhve vzduchem dávkován 
zapouzd�ovací polymer. Po vhodném nastavení podmínek byl získán �etízek kapi� ek, u kterých byl 
vnit�ní prostor tvo�en enkapsulovanou slo�kou a vn� jší � ást byla tvo�ena � istým polymerem. Tyto 
kuli� ky byly zachytávány v polymeriza� ním roztoku, kde došlo k jejich vytvrzení.  

4.8.2.1 Alginátové � ástice s jádrem – EA2%, EA4% 
Byl p� ipraven 2%roztok alginátu pro vytvo�ení obalu kolem aktivní látky. Jako srá�ecí roztok byl 
pou�it 50 ml 2% roztok CaCl2. 20 ml vzorku ur� eného k enkapsulaci bylo tla� eno tryskou o pr� m� ru 
150 � m. Velikost trysky pro obalovou látku byla 300 � m.  
Mikro� ástice z alginátu byly dále p� ipraveny ze 4% roztoku alginátu pou�itého pro vytvo�ení obalu 
kolem aktivní látky. Jako srá�ecí roztok bylo pou�ito 50 ml 2% roztok CaCl2. 20 ml vzorku bylo 
tla� eno tryskou o pr� m� ru 200 � m rychlostí 10,4 ml�í min-1. Velikost trysky pro obalovou látku 
byla 400 � m.  

4.8.2.2 P� íprava alginátových � ástic 
Vzorek, p�ípadn�  roztok vzorku ur� ený k enkapsulaci byl smíchán s roztokem 2% (4%) alginátu. 
Vzniklá sm� s byla p�evedena do zásobní láhve a pomocí enkapsulátoru (Büchi) byla tryskou o 
definovaném pr� m� ru rozprašována do 50 ml 2% chloridu vápenatého, který byl nep�etr�it �  míchán. 
Velikosti pou�itých trysek byly 300 a 450 � m. 

4.8.2.3 P� íprava alginát-škrobových � ástic 
Roztok škrobu o koncentraci 2 % byl p� ipraven rozpušt� ním odpovídající navá�ky škrobu v roztoku 
obsahujícím hydroxid sodný a mo� ovinu v jejich pom� ru 0,8:1,0 (hmotnostní procenta vzta�ena k 
roztoku). Následn�  byl alginátový a škrobový roztok smíchán ve zvoleném pom� ru; enkapsulace 
probíhala p� ikapáváním do vodného, resp. ethanolového roztoku CaCl2.  Velikost trysky byla 300 � m. 
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4.8.2.4 P� íprava alginát-CMC � ástic 
Postup je shodný s p�ípravou alginátových, jen obalový materiál pro enkapsulaci byl vytvo�en 
smícháním 2% alginátu a 2% CMC v r� zných pom� rech (4:1; 2:1; 1:1). Velikost trysky byla 300 � m. 

4.8.2.5 P� íprava chitosanových � ástic 
Byl p� ipraven 2% roztok chitosanu s obsahem enkapsulované slo�ky, pH bylo upraveno pomocí 
kyseliny octové na hodnotu pH 5. Enkapsulace probíhala p� ikapáváním do 2% roztoku tripolyfosfátu 
sodného. 

4.8.2.6 P� íprava chitosan-agarových � ástic 
V ur� eném pom� ru byl smíchán 2% chitosanový roztok, enkapsulovaný vzorek a 2% roztok horkého 
agaru; následn�  byly � ástice p�ípraveny p�ikapáváním do vychlazeného roztoku 2% tripolyfosfátu, 
dokud byl agar díky vyšší teplot�  dostate� né tekutý. 

4.8.2.7 P� íprava chitosan-škrobových � ástic 
Roztok chitosan byl smíchán s 1% roztokem škrobu v pom� ru 1:3 a 1:5, dále byl p� idán 
enkapsulovaný vzorek a sm� s byla p�evedena do zásobní láhve enkapsulátoru. Jako srá�ecí roztok byl 
pou�it 2% tripolyfosfát sodný. Velikost trysky byla 300 � m. P�i p�íprav�  byl pou�it 2% roztok 
chitosanu u kterého bylo pH upraveno kyselinou octová na hodnotu 5.  
Roztok 1% škrobu byl p� ipraven tak, �e byl škrob rozpušt� n v roztoku NaOH a mo� ovin�  v pom� ru 
0,8:1 (hmotnostních procent). 

4.8.2.8 P� íprava chitosan-alginátových � ástic 
Nejprve byly p� ipraveny z 2%alginátu s p�ídavkem enkapsulovaných mikroorganism�  a sm� s byla 
p� ikapávána za stálého míchání do 2%chloridu vápenatého. Poté byly � ástice odfiltrovány a p� idány za 
stálého míchání do 0,6% roztoku chitosanu okyselený pomocí kyseliny octové. Po vytvo�ení 
chitosanové vrstvy byly � ástice vytvrzeny v 2% tripolyfosfátu sodném. 

4.8.2.9 P� íprava agarosových � ástic 
Agarosové � ástice byly p� ipraveny rozpušt� ním agarosy ve vod�  za vzniku 2% roztoku agarosy, který 
byl za teplého stavu (40 °C) pipetován do studené vody, která m� la okolo 4 °C. 

4.8.2.10 P� íprava agarových � ástic 
Pro p�ípravu agarových � ástic byl pou�it 2% roztok agaru, který byl za teplého stavu (40 °C) 
pipetován do studené vody s teplotou okolo 4 °C. 

4.8.2.11 P� íprava alginát-agarosových � ástic 
P�i p�íprav�  alginát-agarosových � ástic byla p�ipravena 4% agarosa a 2% alginát. Tyto dva roztoky 
byly smíchány v pom� ru 1:1. Ve sm� si roztok�  byly suspendovány bu� ky a poté byl roztok 
p�ikapáván do studeného 2% roztoku chloridu vápenatého. 

4.8.2.12 P� íprava alginát-agarových � ástic 
Alginát-agarové � ástice byly p� ipraveny smícháním 2% agaru a 2% alginátu v pom� ru 1:1.V tomto 
roztoku byla suspendována kultura mikroorganism�  a poté byl roztok p�ikapáván do studeného 2% 
roztoku chloridu vápenatého. 
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4.8.2.13 P� íprava alginát-pullulanových � ástic 
P�i p�íprav�  alginát-pullulanových � ástic byl smíchán 4% roztok pullulanu a 4% roztok alginátu v 
pom� ru 1:1. V tomto roztoku byly suspendovány bu� ky a roztok byl p� ikapáván do 2 % roztoku 
chloridu vápenatého. 

4.8.3 P� íprava lipidových � ástic 

4.8.3.1 P� íprava liposomových � ástic pomocí ultrazvuku U 
Lecitin a cholesterol v r� zných navá�kách p�i zachování pom� ru 9:1 (lecitin:cholesterol) byly 
testovány pro p�ípravu liposom�  pomocí ultrasonifikace. Jako nejhodn� jší byla zvolena koncentrace 
450 mg lecitinu a 50 mg cholesterolu po p�ídavku do 20 ml vodného roztoku � i extraktu vzorku 
ur� eného k enkapsulaci. P�íprava liposom�  byla provedena pomocí ultrazvuku, kdy byla p� ipravená 
sm� s homogenizována po dobu n� kolika minut p�i pou�ití chladící lázn�  [165]. Liposomy byly rovn� � 
p� ipraveny (zejména p�i enkapsulaci ve vod�  nerozpustných slo�ek) s p�ídavkem organické fáze (U2). 
Sm� s sójového/vaje� ného lecitinu a  cholesterolu v chloroformu byla smísena s vodou v pom� ru 1:10 
(chloroform:voda). Takto p� ipravená sm� s byla ultrazvukována za vzniku emulze. Kádinka s roztokem 
byla p�i ultrazvukování pono�ena do studené vodní lázn� . Na záv� r byl z emulze na magnetické 
mícha� ce p�i 50 °C odpa�en chloroform. 

4.8.3.2 Odpa� ování na tenké vrstv�  – TLE 
80 mg sójového/vaje� ného lecitinu a 10 mg cholesterolu bylo rozpušt� no v 10 ml sm� si chloroformu 
a methanolu v pom� ru 80:20. Roztok byl p�elit do odpa�ovací ba� ky a na vakuové odparce byl 
odpa�en do sucha. K vytvo�enému lipidovému filmu bylo p� idáno 10 ml enkapsulováno vzorku a sm� s 
byla st� ídav�  míchána na vortexu a ultrazvuku do úplného rozpušt� ní lipidového filmu ze st� n ba� ky. 
V p�ípad�  enkapsulace hydrofobní slo�ky, byla daná aktivní látka p�idána spole� n�  s lecitinem ji� do 
sm� si chloroformu a methanolu. Vzniklý lipidový film byl poté rozpušt� n v 10 ml � isté vody [166]. 

4.8.3.3 Metoda reverzních fází – RP-TLE 
50 mg sójového/vaje� néholecitinu a 12,5 mg  cholesterolu bylo rozpušt� no ve sm� si chloroformu 
a methanolu v pom� ru 80:20. Roztok byl p�elit do odpa�ovací ba� ky a na vakuové odparce odpa�en do 
sucha. Vytvo�ený lipidový film byl rozpušt� n v 8 ml etheru. K tomuto roztoku byly p� idány 2 ml 
enkapsulovaného vzorku. Sm� s byla dále s p�estávkami ultrazvukována po dobu p�ibli�n �  1 minuty do 
vytvo�ení emulze. Poté byl ether odpa�en na vakuové odparce a vzniklá vodná suspenze byla dopln� na 
destilovanou vodou na kone� ný objem 10 ml. V p�ípad�  enkapsulace hydrofobní slo�ky, byla daná 
aktivní látka p�idána spole� n�  s lecitinem ji� do sm� si chloroformu a methanolu, 2 ml 
enkapsulovaného vzorku pak byly nahrazeny 2 ml vody [167]. 

4.8.3.4 Ethanolové vst� ikování EV 
Nejd�íve byl podle následujícího postupu izolován lecitin z vaje� ného �loutku, který byl následn�  
pou�it k nást�iku. P�i izolaci lecitinu byl vaje� ný �loutek smíchán s 25 ml acetonu a za ob� asného 
míchání ponechán stát 10 minut. Poté byla sm� s zfiltrována a ze sra�eniny na filtru byla izolace 
acetonem opakována. Vzniklá sm� s byla op� t zfiltrována. Sra�enina byla rozpušt� na v 10 ml ethanolu, 
sm� s byla zfiltrována a sra�enina byla znovu rozpušt� na v ethanolu a sm� s poté zfiltrována. Oba 
Ethanolové filtráty byly spojeny dohromady a odpa�eny do sucha [160]. Odparek (izolovaný lecithin) 
byl rozpušt� n v 15 ml ethanolu. Takto p�ipravený roztok lecitinu (o koncentraci 100 mg·ml-1) byl 
pomocí injek� ní st� íka� ky s tenkou jehlou velmi pomalu nast�ikován do enkapsulovaných vzork�  
v r� zných pom� rech [168].  
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4.8.3.5 Liposomy s p� ídavkem lipidového extraktu z lososa – marinosomy, M 
Pro p�ípravu liposom�  s p�ídavku lipidového extraktu z lososa byly vybrány pouze metody TLE a 
upravená metoda p�ípravy pomocí ultrazvuku. Jejich slo�ení bylo 10 mg cholesterolu, obsah 
lipidového extraktu z lososa bylo 2,5; 5; 10; 20; 25; 50 a 100%, jako zbytek do 100% (90 mg) byl 
p� idán lecithin. 

4.9 Izolace lipidového extraktu z lososa 
K izolaci lipid�  ze vzorku lososa byla pou�ita extrakce lipid�  dle Folche. Vzorek byl homogenizován 
ru� ním mixerem, poté byl 1 g takto upraveného vzorku míchán s 20 ml extrak� ní sm� si 
(chloroform:methanol v pom� ru 2:1) p� i laboratorní teplot�  po dobu 60 minut. Poté byl extrakt 
p�efiltrován. Vzorek z filtru byl p�eveden do kádinky a smíchán s 10 ml extrak� ní sm� si a op� t míchán 
p�i laboratorní teplot�  30 minut. Filtráty z obou krok�  byly smíchány, bylo k nim p�idáno 36 ml 
destilované vody (1,2 násobek).  
Takto p� ipravená sm� s byla centrifugována 5 minut p� i 1 000 ot/min. Spodní chloroformová fáze byla 
p�e� išt� na p�es bezvodý síran sodný. Na záv� r byl chloroform odpa�en na vakuové rota� ní odparce p�i 
40 °C.  

4.9.1 Stanovení obsahu mastných kyselin u lipidového extraktu z lososa 
Slo�ení lipidového extraktu z lososa bylo charakterizováno plynová chromatografie s plamenov�  
ioniza� ním detektorem. 
Podmínky analýzy zahrnovaly následující teplotní program: 60 °C 10  min, vzestupný gradient 
10 °C·min-1 do 200 °C s výdr�í 10  min, poté vzestupný gradient 5 °C·min-1 do 220 °C s výdr�í 15 min 
a vzestupný gradient 10 °C·min-1 do 240 °C s výdr�í 10 min. Celková doba analýzy byla 62,67 min. 
Teplota injektoru byla nastavena na 250 °C, splitless time byl 5 min a dávkování bylo zajišt� no 
pomocí autosampleru bez d� li � e toku (objem dávkovaného vzorku 1 � l). Nosným plynem byl dusík o 
pr� toku 0,5 ml·min-1.Jako detektor byl pou�it plamenov�  ioniza� ní detektor. Jeho teplota byla 
nastavena na 250 °C, pr� tok vzduchu na 350 ml·min-1, pr� tok vodíku 35 ml·min-1 a make-up dusíku 
na 30 ml·min-1. 

4.10 Stanovení enkapsula� ní ú� innosti 
Vzorek po enkapsulaci danými metodami byl centrifugován p�i 14 800 otá� kách za minutu, 
supernatant byl slit, z�ed� n v ur� itém pom� ru a byla v n� m stanovována pomocí HPLC � i 
spektrofotometrických metod (popsaných v kapitole 4.7) koncentrace zbylé volné enkapsulované 
slo�ky.  V p�ípad�  � ástic p�ipravených z enkapsulátoru byla místo centrifugace provedena filtrace. 
Vzorku byly analyzovány i p�ed enkapsulací. Z t� chto dvou hodnot byla poté vypo� ítána enkapsula� ní 
ú� innost dané metody. Vypo� et enkapsula� ní ú� innost byl proveden dle následující rovnice: 

. 

4.11 Stanovení velikosti � ástic pomocí DLS a stability pomocí zeta-potenciálu 
Velikost � ástic r� zn�  p� ipravených vzork�  byla stanovena na p�ístroji Zetasizer Nanoseries, který 
vyu�ívá dynamického rozptylu sv� tla. Tento p�ístroj m�� í � asovou závislost kolísání intenzity 
rozptýleného sv� tla dané Brownovým pohybem � ástic. Analýza intenzity rozptýleného sv� tla 
umo�� uje ur� it difúzní koeficient � ástic a vypo� ítat distribuci velikosti � ástic v daném vzorku [150]. 
P�ipravené � ástice byly vhodn�  z�ed� ny Mili-Q vodou a analyzovány.  
M�� ení zeta potenciálu bylo provedeno rovn� � na p�ístroji Zetasizer Nanoseries. M�� ení je zalo�eno na 
technice „Laser Doppler Velocimetry“, tedy na tom, jak rychle se pohybují � ástice v kapalin�  za 
p� sobení elektrického pole.  
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Zeta potenciál je rozdíl potenciál�  na pohybovém rozhraní, který se ustavuje p� i relativním pohybu 
tuhé fáze s elektrickou dvojvrstvou v�� i roztoku. Znaménko je opa� né ne� znaménko iont�  vn� jší 
vrstvy elektrické dvojvrstvy. � ím v� tší náboj � ástice nese, tím je stabiln� jší [150].  Vzorky byly op� t 
vhodn�  z�ed� ny a prom�� eny. 

4.12 Stanovení vlastností systému pomocí analytické centrifugace 
Pro analytickou centrifugaci byly pou�ity vzorky � ástic po enkapsulaci bez jakýchkoliv dalších úprav. 
Vzorky byly napipetovány do kyvet ur� ených pro analytickou centrifugaci, byly nastaveny vhodné 
otá� ky v kombinaci s dobou centrifugace a spušt� no m�� ení. P�i centrifugaci byla snímána m� nící se 
transmitance vzorku v kyvet� . Výsledky byly zobrazeny v grafech závislostí transmitance na pozici v 
kyvet� , co� vypovídá o rychlosti sedimentace daných � ástic[152, 153]. 

4.13 Stanovení stability � ástic v trávicích š� ávách 
Pro simulaci fyziologického prost�edí ke sledování stability � ástic v gastrointestinálním traktu byly 
p� ipraveny t� i modelové trávicí š� ávy dle � eskoslovenského lékopisu [169]. P�ipravené � ástice byly k 
roztoku trávicí š� ávy p�idávány v�dy v pom� ru 1:1. Inkubace probíhala p�i 37ºC  po dobu 20 min, 
v p�ípad�  �alude� ní a pankreatické š� ávy a 40 min v p�ípad�  �lu � ové š� ávy. Po ukon� ení inkubace 
byla pomocí HPLC a spektrofotometrických metod zm�� ena koncentrace uvoln� ných slo�ek z � ástic 
p� sobením trávících š� áv. V p�ípad�  enkapsulace probiotických bun� k bylo stanoveno uvoln� né 
mno�ství pomocí pr� tokové cytometrie, p�ípadn�  po� ítáním bun� k v Bürkerové kom� rce. Sou� asn�  
byla sledována viabilita uvoln� ných bun� k a také pom� r �ivých a mrtvých mikroorganism�  uvnit� 
� ástice.  

4.14 Stanovení stability � ástic v modelových potravinách 
Simulantem potraviny je zkušební roztok, který má p�esn�  definované slo�ení a p�esn�  definované 
vlastnosti. Tato potravina nahrazuje ur� itou potravinu nebo skupinu potravin. Pro potravinu, která má 
pH vyšší ne� 4,5 byla pou�ita destilovaná voda. Pro potravinu s pH ni�ším ne� 4,5 byl p� ipraven 3% 
roztok kyseliny octové. Pro potraviny a nápoje s alkoholem byl p� ipraven 10% roztok ethanolu [170].  
Pro tukové potraviny byl pou�it jako modelový roztok olej smíchaný s vodou v pom� ru 1:4 
(olej:destilovaná voda) [170]. Vzorek byl v�dy p� ipraven v pom� ru 1: 3 (� ástice:modelová potravina). 
� ástice byly v t� chto 4 modelových potravinách uchovány p�i teplot�  5°C/25°C. V pravidelných 
intervalech byla sledována koncentrace uvoln� ných enkapsulovaných slo�ek obdobným zp� sobem 
jako v p�ípad�  stability � ástic v trávicích š� ávách. 

4.15 Stanovení stability v reálných potravinách 

4.15.1 Stanovení stability � ástic v reálných nápojích 
Jako reálné nápoje byly pou�ity: Nestea zelený � aj, zelený � aj, � erný � aj, pomeran� ový d�us, citronová 
minerálka, Coca Cola a voda s medem (50 ml vody a 5,5g medu). Stabilita � ástic v reálné potravin�  
byla sledována v � ase nula, jeden týden a � ty� i týdny. U ru� n�  vyrobených � ástic (alginátové, 
chitosanové, chitosan-alginátové a liposomové) bylo pou�ito �ed� ní v pom� ru 1,3:0,2 reálná 
potravina:� ástice. V p�ípad�  � ástic z enkapsulátoru bylo pou�ito �ed� ní 1 ml reálné potraviny a 0,2 g 
� ástic. V pr� b� hu skladování byla sledována zm�� ena koncentrace kofeinu, vitaminu C a celkových 
polyfenol� . 

4.15.2 Stanovení stability � ástic v mlé� ných produktech 
Pro testování stability vybraných � ástic s obsahem probiotických kultur byly zvoleny tyto mlé� né 
výrobky (v závorce uvedená zkratka): polotu� né � erstvé mléko pasterované (M), jogurtový nápoj 
Actimel (A), selský jogurt bílý (S), a choce� ský smetanový jogurt (CH).  
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� ástice byly p� idány do reálných potravin v koncentraci 0,33 g/ml a po celou dobu uchovány p�i 
teplot�  5°C. Ve stanovených intervalech (v � ase nula, jeden týden a � ty� i týdny) byl proveden odb� r 
roztoku pro stanovení obsahu uvoln� ných slo�ek a probiotických bun� k. Sou� asn�  byl s mno�stvím a 
viabilitou uvoln� ných bun� k sledován rovn� � nár� st bun� k a jejich viabilita v � ásticích.  

4.16 Antimikrobiální testy 
Ke stanovení antimikrobiální aktivity testovaných vzork�  bylo vyu�ito standardních dilu� ních a 
difuzních testu[134, 135]. Testování bylo provedeno pomocí mikroorganism�  na vhodných 
kultiva� ních médiích a za optimálních podmínek viz. kap. 4.4.  

4.16.1 Bujónová dilu� ní metoda 
P�i této metod�  byl m�� ením zákalu sledován r� st mikroorganismu na mikrotitra� ní desti� ce. V�dy k 
150 µl bun� k v médiu (byly pou�ity v�dy � erstv�  p�eo� kované bu� ky a pro porovnání byla testována i 
24 hodinová kultura) bylo pipetováno 50 µl antimikrobiální látky � i extraktu. Jako blank byla pou�ita 
kultura s p�ídavkem 50 µl vody, p�ípadn�  jiného pou�itého rozpoušt� dla. R� st byl sledován v � ase 0, 3 
a 24 hod. 

4.16.2 Agarová difúzní metoda 
Nejprve byly p� ipraveny agarové plotny, na které bylo zao� kováno z 24 hod. kultury vybraných MO. 
Po dalších 24 hodinách, kdy došlo k nár� stu bun� k na povrchu tuhého média, byl zahájen test. Do 
tuhého média byly vytvo�eny jamky. Do jamek dle jejich velikosti bylo pipetováno 3-80 µl 
p� ipraveného antimikrobiálního vzorku. Jako blanky byla pou�ita voda, p�ípadn�  rozpoušt� dlo.  
Po 24 hodinách byla sledována velikost inhibi� ní zóny vytvo�ené okolo jamek. Druhou metodou byla 
aplikace vzork�  pomocí filtra� ních papírk�  o pr� m� ru 5 mm. Tyto disky obsahující 10 µl vzorku byly 
steriln�  aplikovány na agarové plotny s narostlou kulturou a rovn� � byly sledovány velikosti 
inhibi� ních zón. 

4.16.3 Testy antimikrobiální aktivity - zkumavkový test 
V této metod�  byl sledován r� st mikroorganismu pomocí zákalu. Pro testování byla p�ipravena série 
ban� k/zkumavek obsahující p�íslušná sterilní média, které byly zao� kovány 2% suspenze bun� k 
z inokula. Sou� asn�  byl p� idán testovaný roztok � i � ástice s antimikrobiální slo�kou. P�ipravené 
kultiva� ní nádoby byly inkubovány p�i optimální teplot�  a byl sledován zpomalený � i zastavený nár� st 
bun� k v porovnání s blankem, který v médiu neobsahoval antimikrobiální slo�ku. Nár� st bun� k byl 
sledován m�� ením zákalu p� i 630 nm v � ase 0, 24 a 48 hod. V p�ípad�  testování vlivu rozrušení 
liposom�  na antimikrobiální/antimykotický ú� inek byl k rozrušení liposom�  pou�it oleje. Jako blanky 
pak slou�ily zkumavky s p�ídavkem vody i oleje.  

4.16.4 Testy antimikrobiální aktivity monitorující kinetik u lyze bun� k G+ bakterií 
Princip tohoto stanovení vychází z podstaty ú� inku antibakteriálního lysozymu, kterou je schopnost 
katalyzovat hydrolýzu � -1,4 glykosidických vazeb peptidoglykan� , nacházejících se v bun�� né st� n�  
grampozitivních bakterií. Ze suspenze bun� k, resp. z ka�dé bu� ky se po enzymovém rozrušení 
bun�� né st� ny uvoln� ní jejich obsah do roztoku, co� bude mít za následek teoretické zvýšení zákalu. 
Pro tuto variantu antimikrobiálního testu byla p�ipravena suspenze bun� k z inokula z�ed� ná 1:10 
destilovanou vodou. Vlastní antimikrobiální test byl proveden p�idáním 100 � l p�íslušného roztoku 
testovaného vzork�  v destilované vod�  p�ímo do kyvety s 1,5 ml 10krát z�ed� né kultury. V � ase t=0 
byla ode� tena hodnota absorbance p�i 630 nm. Poté byla po 5 minutách ode� tena kone� ná hodnota 
zákalu. Ode� tením hodnot po� áte� ní a kone� né absorbance vznikla relativní porovnatelná 
antimikrobiální ú� innost reprezentovaná rychlostí lyze bun� k. 
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4.17 Analýza � ástic  -optický mikroskop 
Mikroskopie byla pou�ita ke sledování velikosti a morfologie p�ipravených � ástic. V p�ípad�  
enkapsulace probiotických bun� k byla vyu�ita rovn� � ke stanovení po� tu a viability bun� k uvnit� 
� ástice. V n� kterých p�ípadech, kde nebylo mo�né pou�ít pr� tokového cytometru, byl sledován rovn� � 
po� et a viabilita uvoln� ných bun� k.  
P�i stanovení viability byly � ástice suspendovány v roztoku methylenové mod�i, po 5 minutách bylo 
pozorováno modré zabarvení mrtvých bun� k. V p�ípad�  sledování po� tu a viability bun� k byla na 
ur� ená místa Bürkerovy kom� rky nanesena kapka vhodn�  z�ed� né suspenze bun� k, resp. modelové � i 
reálné potraviny. Byla p� idána kapka methylenové mod�i; obarvená suspenze byla p�ikryta krytým 
sklí� kem, které bylo uchyceno pomocí klips� . Po p� ti minutách, kdy byly bu� ky obarveny a 
sedimentovaly, byl spo� ten výskyt �ivých a mrtvých bun� k. 

4.18 Analýza � ástic  - elektronový mikroskop 
Mikroskopie byla pou�ita ke sledování velikosti a morfologie p�ipravených � ástic. M�� ení byla 
provedena pomocí skenovacího elektronového mikroskopu JEOL JSM-7600F (USA) ve spolupráci 
s Ústavem chemie materiál� . 

4.19  Analýza � ástic - fluorescen� ní mikroskop 
Fluorescen� ní mikroskopie bylo vyu�ito p�edevším ke stanovení viability enkapsulovaných 
probiotických bun� k. Pro zobrazení � ástic a bun� k na fluorescen� ním mikroskopu bylo pou�ito 
barvení pomocí fluoresceinu (FDA) a propidiumjodidu (PI). 
� ástice byly suspendovány v 1 ml destilované vody a obarveny 5 � l FDA a 5 � l PI. Po 20minutové 
inkubaci ve tm�  byly pozorovány ve fluorescen� ním mikroskopu pomocí excitace sv� tlem o vlnových 
délkách 470 a 552 nm, � ím� byly rozlišeny �ivé a mrtvé bu� ky. �ivé bu� ky pomocí svých enzym�  
p�em� ní fluorescein diacetát (FDA) na zelen�  fluoreskující fluorescein, naopak v p�ípad�  mrtvých 
došlo k vazb�  propidiumjodidu na DNA.  
První snímek p�i ni�ší vlnové délce zobrazil fluorescenci �ivých i mrtvých bun� k, vyšší vlnová délka 
zvýraznila fluorescenci pouze � erven�  svítících mrtvých bun� k.  

4.20 Pr� toková cytometrie 
Pr� toková cytometrie byla vyu�ívána ke stanovení po� tu a viability bun� k p�ed jejich pou�itím na 
testování antimikrobiální aktivity. Pro testovací bakteriální kmeny byly sou� asn�  stanoveny kalibra� ní 
k� ivky závislosti absorbance m�� ené p�i 630 nm na po� tu bun� k v médiu. Cytometrie byla rovn� � 
pou�ita ke stanovení po� tu a viability probiotických bun� k p�ed a po enkapsulaci a té� ke sledování 
mno�ství uvoln� ných bun� k s � ástic p�i dlouhodobém uchovávání v modelových i reálných 
potravinách a p�i simulovaných podmínkách za�ívacího traktu. Vzorek obsahující bu� ky byl vhodn�  
z�ed� n a umíst� n do sampleru pr� tokového cytometru. Byl zjišt� n po� et bun� k a po vizualizaci 
propidiumjodidem (5 � l·ml�1 20 minut ve tm� ), bylo stanoveno procentuální zastoupení mrtvých a 
�ivých bun� k. 

4.21 Lyofilizace 
Proces lyofilizace byl vyu�it k p�íprav�  lyofilizovaného vaje� ného bílku a vybraného ovoce, 
k p�íprav�  liposomových preparát�  pro pozorování na elektronovém mikroskopu a rovn� � jako jedna z 
mo�ností uchovávání vybraných polysacharidových � ástic. 
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4.22 Syntéza zlatých nano� ástic 
Zlaté nano� ástice byly p� ipraveny pomocí velmi rychlé a jednoduché metody fotochemické syntézy 
[171]. � erstv�  p� ipravené roztoky HAuCl4 a Irg o r� zných koncentrací v deionizované vod�  byly 
smíseny v r� zných pom� rech a ozá�eny ve fotoreaktoru s 108� W/m2 UVA sv� tlem (365 nm) po dobu 
15–60 minut, za vzniku zlatých nano� ástic.  

4.23 Imobilizace zlatých nano� ástic 
Zlaté nano� ástice byly imobilizovány spontánn�  po p�idání imobilizované látky v odpovídajícím pufru 
k p� ipraveným � ásticím. P�ebytek imobilizované slo�ky byl odstran� n pomocí centrifugace [172]. 
K imobilizaci byly pou�ity krátké peptidy a sekvence DNA. Mo�nost imobilizace byla testována na 
volné nano� ástice a rovn� � na nano� ástice, které byly nejprve pomocí polyelektrolytické p� ti-vrstvy 
(PEI,PSS,PAH,PSS,PAH)imobilizovány na sklen� ný povrch (poly(iminoethylen) (PEI), polystyren, 
polysulfonát sodný (PSS) a poly(allylamin-hydrochlorid) (PAH). 

4.24 Postup p� ípravy zlatých nano� ástic uvnit�  liposom�  
Pro syntézu malých nano� ástic s konstantní velikostí byla optimalizována p�íprava nano� ástic zlata 
uvnit�  liposom� . K p�íprav�  zlatých nano� ástic bylo op� t vyu�ito fotochemické syntézy. � erstv�  
p� ipravené roztoky HAuCl4 (0,1 mg/ml) a Irg (1 mM) v deionizované vod�  byly enkapsulovány do 
POPC (palmitoyloleoylfosfocholin, 2 mg/ml) liposom� , p�ipravených pomocí techniky hydratace na 
tenké vrstv� . Následn�  byl vzorek liposom�  upraven pomocí membránového extrudéru za pou�ití 
polykarbonátového filtru o velikosti pór�  100 nm. Po odstran� ní neenkapsulovaného mno�ství 
HAuCl4 a Irg odd� lením p�es kolonu Sephadexu G-25, byly vzorky ozá�eny ve fotoreaktoru s 
108� W/m2 UVA sv� tlem (365 nm) po dobu 15 minut, za vzniku stabilních zlatých nano� ástic uvnit� 
liposom� .  
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
P�edlo�ená práce je zam�� ena na vývoj a p�ípravu vybraných typ�  mikro- a nano� ástic obsahujících 
aktivní slo�ky s �ízenou dobou uvol� ování. Cílem práce bylo zavedení a srovnání r� zných technik 
enkapsulace. Do � ástic byly enkapsulovány jak nízkomolekulární látky a jejich sm� si, tak i 
vysokomolekulární slo�ky a mikrobiální bu� ky. U p�ipravených � ástic byla studována efektivita 
enkapsulace, dlouhodobá stabilita p�i r� zném pH, teplot� , v r� zných typech prost�edí i v simulovaných 
fyziologických podmínkách. Výstupem práce by m� l být návrh vhodných transportních systém�  pro 
�ízené uvol� ování aktivních látek v nových typech funk� ních potravin � i v kosmetických produktech. 

5.1 Enkapsulace kofeinu a jeho p� írodních extrakt�  
Tato � ást práce byla zam�� ena na studii enkapsulace vybraných p�írodních extrakt�  s obsahem kofeinu 
pro aplikaci v potraviná�ském pr� myslu a v kosmetice. Byly testovány mo�nosti enkapsulace 
standardu kofeinu a extrakt�  z kávy, � erného � aje, zeleného � aje, bílého � aje a guarany. Dále byly tyto 
extrakty kombinovány s ovocnými extrakty. Byly pou�ity extrakty pomeran� e, citronu, kiwi a 
kustovnice � ínské (goji). Všechny p�írodní extrakty byly nejprve charakterizovány a následn�  pou�ity 
k enkapsulaci. Na problematice enkapsulace kofeinu byla nov�  zavedena, optimalizována a ov�� ena 
p�evá�ná v� tšina metod p�ípravy a charakterizace mikro- a nano� ástic, které dosud nebyly na Ústavu 
chemie potravin a biotechnologií provád� ny.  

5.1.1 Charakterizace vybraných p� írodních extrakt�  
P�írodní rostlinné extrakty byly charakterizovány na obsah kofeinu dále na celkový obsah polyfenol� . 
V p�ípad�  ovocných extrakt�  byl sledován celkový obsah polyfenol�  a obsah vitaminu C. Podrobné 
postupy stanovení jsou uvedeny v kapitole 4.7. P�íprava jednotlivých extraktu probíhala dle postupu 
uvedeného v kapitole 4.6. 

Tabulka 1. Charakterizace pou�itých extrakt�   
 � erný � aj Zelený � aj Bílý � aj Guarana Káva 

Obsah kofeinu [mg/ml] 74,8±1,7 83,4±2,1 73,5±1,2 122,0±3,9 104,1±2,5 

Obsah celkových polyfenol�  [mg/ml] 38,0±0,8 87,5±1,3 99,0±1,8 81,1±1,2 55,8±0,6 

 Citron Kiwi Pomeran�  goji  

Obsah celkových polyfenol�  [mg/ml] 0,050±0,003 0,022±0,002 0,014±0,001 0,131±0,005 

Obsah vitaminu C [mg/ml] 1,003±0,012 0,390±0,025 0,320±0,016 0,481±0,035 

Obsah kofeinu, testovaných p�írodních extrakt� , stejn�  jako celkové obsahy polyfenol�  a vitaminu C 
jsou uvedeny v Tabulce 1. Nejvyšší obsah kofeinu byl stanoven u extraktu z guarany (122 mg/ml), 
naopak nejni�ší obsah byl detekován v bílém � aji (73,5 mg/ml). Bílý � aj obsahoval nejvyšší mno�ství 
polyfenol�  (99mg/ml), nejni�ší obsah polyfenolických látek m� ly káva a � erný � aj. Z ovocných slo�ek 
m� l nejvyšší obsah polyfenol�  extrakt z goji (0,13 mg/ml). Nejvyšší obsah vitaminu C byl nam�� en u 
š� ávy z citrónu. 

5.1.2 Stanovení enkapsula� ní ú� innosti 
K enkapsulaci byly pou�ity r� zné koncentrace standardu kofeinu a extrakty z p�írodních zdroj�  
kofeinu. Na záv� r byly extrakty z p�írodních zdroj�  kofein�  koenkapsulovány s p�ídavkem ovocných 
slo�ek. Vzorky po enkapsulaci danými metodami byly centrifugovány p�i 14 800 otá� kách za minutu, 
supernatanty byly slity, z�ed� ny ve vhodném pom� ru a byla v nich stanovována pomocí HPLC 
koncentrace zbylého volného kofeinu, stejn�  jako ve vzorcích p�ed enkapsulací. Z t� chto dvou hodnot 
byla poté vypo� ítána enkapsula� ní ú� innost dané metody. U p�írodních extrakt�  bylo navíc pomocí 
spektrofotometrické metody stejným zp� sobem sledováno mno�ství enkapsulovaných polyfenol�  a 
vitaminu C. Metody pro p�ípravu jednotlivých typ�  � ástic jsou uvedeny v kapitole 4.8. 
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5.1.2.1 Enkapsula� ní ú� innost standardního kofeinu 
Do liposomových a polysacharidových � ástic byl nejprve enkapsulován standard kofeinu, pomocí 
kterého byla provedena optimalizace jednotlivých metod p�ípravy � ástic. 

 
Graf 7. Enkapsula� ní ú� innost standardu kofeinu 

1 EV kofein 0,05 mg/ml 1:10 (lecitin:kofein) 8 U1 kofein 1 mg/ml – 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 15 kofein (0,1 mg/ml) RP-TLE  
2 EV kofein 0,1 mg/ml 1:10(lecitin:kofein) 9 U1 kofein 0,1 mg/ml – 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 16 kofein (0,2 mg/ml) RP-TLE 
3 EV kofein 1 mg/ml 1:10(lecitin:kofein) 10 U1 kofein 0,1 mg/ml – 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 17 kofein CH 
4 EV kofein 0,1 mg/ml 1:1(lecitin:kofein) 11 U2 kofein 0,1 mg/ml – 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 18 kofein CHA 
5 EV kofein 1 mg/ml 1:1(lecitin:kofein) 12 U2 kofein 0,1 mg/ml – 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 19 kofein A 
6 U kofein 1 mg/ml – 22,5 lec. 2,5 chol. (mg/ml) 13 kofein (0,1 mg/ml) TLE 20 kofein 2%EA 
7 U1  kofein 1 mg/ml – 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 14 kofein (1 mg/ml) TLE 21 kofein 4%EA 

Kofein se velmi dob�e enkapsuloval do liposomových i polysacharidových � ástic. V p�ípad�  pou�ití 
metody p�ípravy liposom�  vyu�itím ethanolového vst�ikování byl jako nejú� inn� jší zvolen postup, kdy 
byl pou�it roztok kofeinu o koncentraci 1 mg/ml a sou� asn�  byl ethanolový roztok lecithinu nast�íknut 
v mno�ství 1:1 k tomuto kofeinovému roztoku. U metody p�ípravy liposom�  pomocí ultrasonifikace 
byla nejvhodn� jší op� t koncentrace kofeinu 1 mg/ml, za pou�ití lecithinu o koncentraci 45mg/ml a 
cholesterolu 5 mg/ml. U metod TLE a RP-TLE bylo shodn�  dosa�eno vyšší enkapsula� ní ú� innosti 
v p�ípad�  pou�ití ni�ší koncentrace kofeinu. Do polysacharidových � ástic se obecn�  kofein 
enkapsuloval velmi dob�e (EU nad 80%). Nejlepších výsledk�  bylo dosa�eno p�i p�íprav�  � ástic na 
enkapsulátoru, kde byla enkapsula� ní ú� innost u 2% alginátových � ástic více ne� 97%. 

5.1.2.2 Enkapsula� ní ú� innost kofeinu ve form�  extrakt�  p� írodních zdroj�  
Enkapsulace kofeinu z jeho p�írodních zdroj�  byla rovn� � velmi ú� inná. Enkapsula� ní ú� innost se 
pohybovala v pr� m� ru okolo 55%.  

 

Graf 8.Enkapsula� ní ú� innost kofeinu z jeho p� írodních zdroj�  
1 guarana CH 8 guarana U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 15 zelený � aj TLE 
2 guarana CHA 9 guarana TLE 16 bílý � aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 
3 guarana A 10 � erný � aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 17 bílý � aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 
4 guarana U 11 � erný � aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 18 bílý � aj TLE 
5 guarana 2%EA 12 � erný � aj TLE 19 káva U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 
6 guarana 4%EA 13 zelený � aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 20 káva U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 
7 guarana U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 14 zelený � aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 21 káva TLE 
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Pouze u enkapsulace guarany a � erného � aje do liposom�  p� ipravených metodou TLE byla ú� innost 
enkapsulace kofeinu ni�ší (v pr� m� ru okolo 10%), u kávy byla u této metody enkapsula� ní ú� innost 
dokonce nulová. Nejvyšší enkapsula� ní ú� innost byla op� t nam�� ena u alginátových � ástic 
p� ipravených na enkapsulátoru. U liposomových � ástic bylo nejvyšší enkapsula� ní ú� innosti kofeinu 
dosa�eno pou�itím metody ultrasonifikace.  
Enkapsula� ní ú� innost polyfenolických slo�ek p� ipravených kofeinových extrakt�  byla o poznání ni�ší 
ne� v p�ípad�  enkapsulace kofeinu. Polyfenoly se nejlépe enkapsulovaly do polysacharidových � ástic 
(Graf 9). Z liposomových � ástic se polyfenolické slo�ky nejvýhodn� ji enkapsulovaly p� i pou�ití 
metody TLE, kde naopak bylo dosa�eno u kofeinu nejni�ší enkapsula� ní ú� innosti. 

 
Graf 9. Enkapsula� ní ú� innost polyfenol�  p� írodních zdroj�  kofeinu 
1 guarana CH 8 guarana U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 15 zelený � aj TLE 
2 guarana CHA 9 guarana TLE 16 bílý � aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 
3 guarana A 10 � erný � aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 17 bílý � aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 
4 guarana U 11 � erný � aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 18 bílý � aj TLE 
5 guarana 2%EA 12 � erný � aj TLE 19 káva U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 
6 guarana 4%EA 13 zelený � aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 20 káva U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 
7 guarana U1 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 14 zelený � aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 21 káva TLE 

5.1.2.3 Enkapsula� ní ú� innost extrakt�  kofeinu koenkapsulovaných s ovocnou slo�kou 
Dále byla testována mo�nost koenkapsulace kofeinových extrakt�  s vybranou ovocnou slo�kou. 

 
Graf 10. Enkapsula� ní ú� innost kofeinu – koenkapsulace jeho p� írodních zdroj�  s ovocnou slo�kou 

1 U1 -18lec.20chol. mg/ml) 2 U2-90lec.10chol.(mg/ml) 3 TLE- 80lec.10chol.(mg/ml)  4 CH 5 CHA 
6 A 7 U-450lec.50chol.(mg/ml) 8 2%EA 9 4%EA   

Koenkapsulace extrakt�  kofeinu a ovocných slo�ek byla úsp� šná ve všech typech testovaných � ástic a 
u všech pou�itých kombinacích. V pr� m� ru se enkapsula� ní ú� innost pohybovala okolo 60%. 
Enkapsula� ní ú� innost kofeinu p�i koenkapsulaci byla tak srovnatelná anebo vyšší ne� v p�ípad�  
enkapsulace samotných kofeinových extrakt� .  
P�i koenkapsulaci guarany a goji byla sledována i ú� innost enkapsulace polyfenol�  a vitamínu C. 
Z výsledk�  je patrné (Graf 11) �e polyfenolické slo�ky se enkapsulovaly obdobn�  jako vitamin C. 
Enkapsulace tedy probíhala komplexn�  bez preference polyfenolické � i vitaminové slo�ky.  
Rozdíly jsou patrné pouze ve srovnání s enkapsulací kofeinu. U � ástic s ni�ší enkapsula� ní ú� inností 
kofeinu bylo v�dy dosa�eno vyšší enkapsula� ní ú� innosti polyfenolických a vitaminových slo�ek. 
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Graf 11. Enkapsula� ní ú� innost polyfenol�  a vitaminu C – guarana a goji 

5.1.3 Stanovení velikosti a stability � ástic s obsahem kofeinu 
Velikost � ástic a jejich distribuce velikosti jsou klí� ové parametry pou�ívané pro hodnocení fyzikální 
stability nano� ástic. Zejména dynamický rozptyl sv� tla (DLS) je nejb� �n � ji pou�ívanou technikou pro 
m�� ení velikosti � ástic. DLS je široce pou�ívanou metodou k ur� ení distribuce velikosti, zejména 
malých � ástic suspendovaných v kapalném médiu. Dalším d� le�itým sledovaným parametrem, krom�  
pr� m� rné velikosti a distribuce velikosti � ástic, je index polydisperzity (PDI). Hodnoty PDI 0,1 a� 
0,25 indikují úzké rozd� lení velikosti, zatímco PDI v� tší ne� 0,5 poukazují na široké rozd� lení 
velikostí � ástic [148, 149, 175]. 
V této práci byly p� ipravené � ástice analyzovány na koloidním analyzátoru Malvern Zetasizer Nano 
ZS, který poskytl základní data o � ásticích jako distribuce velikosti � ástic, pr� m� rná velikost � ástic a 
index polydisperzity.  
Pomocí nástavce s elektrodou byl zm�� en rovn� � zeta potenciál, ze kterého byla p�ímo odhadnuta 
p�ibli�ná stabilita � ástic. Zeta potenciál (ZP) vyhodnocuje elektroforetickou pohyblivost 
suspendovaných � ástic v médiu. Dle obecného pravidla, absolutní hodnota ZP nad 60 mV zna� í 
vynikající stabilitu � ástic, hodnota 30 mV obecn�  udává dobrou stabilitou, 20 mV je p� ijatelných 
v p�ípad�  krátkodobé stability, mén�  ne� 5 mV zna� í ji� velmi rychlou agregaci a nestabilitu � ástic 
[150, 175]. 

Tabulka 2. Stanovení velikosti (nm) a stability (mV) � ástic 
 L U1 LU2 L U L TLE L RP-TLE L EV 

nm 166,9 212,3 111,1 257,8 283,7 293,1 

mV -33,4 -43,8 -40,6 -47,5 -39,9 -46,0 

 L TLE kofein L RP-TLE kofein L U guarana L U1 guarana L U1 káva L U1 � erný � aj 

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 zelený � aj L U1 bílý � aj 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 guarana 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 A guarana-goji 

nm 377,5 534,9 3148,5 623,35 260,1 1169,9 

mV -5,3 -0,8 -12,6 -17 -12,9 -7,5 
Zkratky: A-Alginátové � ástice, CH-chitosanové � ástice, CHA-chitosan-alginátové � ástice, L-liposomy, U-metoda 
ultrasonifikace  (U-22,5mg/ml lecithinu, U1-18mg/ml lecithinu, U2-18mg/ml lecithinu v chloroformu, TLE- metoda 
odpa�ování na tenké vrstv� , RP-TLE-metoda odpa�ování na tenké vrstv�  s reverzní fází, EV-etanolové vst� ikování. 
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Dle hodnoty zeta potenciálu (Tabulka 2) vykazovaly z p� ipravených � ástic p�edevším liposomy velmi 
dobrou stabilitu, v pr� m� ru okolo -50 mV. Z polysacharidových � ástic byly stabilní chitosanové 
� ástice s obsahem standardu kofeinu (42,5). Alginát-chitosanové � ástice se pohybovaly na hranici 
stability (okolo -25mV). Alginátové � ástice byly nejmén�  stabilní, hodnoty zeta potenciálu se 
pohybovaly od -7,5 do - 17 mV. 
Pr� m� rná velikost liposom�  byla 200 nm, liposomy p�ipravené metodou ultrasonifikace byly 
v porovnání s ostatními metodami menší a pr� m� rná velikost se u nich pohybovalo okolo 150 nm. 
Naopak nejv� tší liposomové � ástice byly p� ipraven pomocí metod RP-TLE a ethanolového 
vst� ikování, zde byla pr� m� rná velikost dvakrát vyšší (nad 300 nm).  
Pr� m� rná velikost polysacharidových � ástic byla ve srovnání s liposomy v� tší, v pr� m� ru 300 nm u 
chitosanových � ástic, u alginátových � ástic a chitosan-alginátových � ásticích byla pr� m� rná velikost 
600 a� 900 nm. Rovn� � indexy polydisperzity polysacharidových � ástic byly vyšší a pohybovaly se v 
rozmezí od 0,2 do 0,6, p�i� em� nejni�ší indexy polydisperzity byly nam�� eny u chitosanových � ástic. 

 
Obrázek 11. Ukázka DLS dat stanovení distribuce velikostí -liposomy metoda ultrazvuk 

I kdy� DLS technika, poskytují rychlé m�� ení velikosti � ástic a distribuci jejich velikosti, nemají 
schopnost hodnocení morfologie � ástic [175]. Proto byly v práci pou�ity i techniky mikroskopie a byla 
tak sledována i morfologie testovaných � ástic. Morfologie p� ipravených � ástic byla pozorována 
pomocí sv� telné a elektronové mikroskopie. 

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

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

   
TLE (300x) TLE (2000x) TLE (10000x) 

Obrázek 12. P� ipravené � ástice – snímky z optického a elektronového mikroskopu 
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5.1.4 Stanovení sedimenta� ní stability 
Vlivem gravita� ního zrychlení dochází k odd� lení dispergovaných � ástic v systému. � ástice s ni�ší 
hustotou ne� okolní prost�edí sm�� ují proti gravita� nímu zrychlení, � ástice s v� tší hustotou putují se 
zrychlením. Ze závislosti rychlosti usazování v odst�edivém zrychlení lze odhadnout rychlost 
usazování v tíhovém poli. Sedimentace � ástic se projeví vy� e�ením � ásti vzorku a zárove�  tvorbou 
sedimentu [152, 153]. 
Stanovení sedimenta� ních vlastností pomocí analytické centrifugace bylo provedeno podle postupu 
uvedeného v kapitole 4.12. Tabulka 3 porovnává nestabilitu jednotlivých vzork� . Index nestability 
udává sm� rnici k� ivky v prvních fázích centrifugace. � ím je hodnota vyšší, tím je systém mén�  
stabilní [153, 154]. Nejvyšší hodnota sm� rnice byla dosa�ena u liposom�  p� ipravených metodou 
RP-TLE. Tyto � ástice jsou tedy nejmén�  stabilní z testovaných � ástic a nejrychleji u nich dochází 
k sedimentaci. Následují liposomy p�ipravené pomocí ethanolového vst� ikování a liposomy p�ipravené 
metodou TLE. Sedimenta� ní stability u liposom�  tedy p�ímo úm� rn�  souvisí s pr� m� rnou velikostí 
� ástic.  

Tabulka 3. Porovnání indexu nestability jednotlivých vzork�  (K-kofein) 
� ástice Index nestability (1/h) � ástice 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 ± 0,2634 

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 
 

A B  

C D  
Graf 12. Rychlost usazování � ástic A) ethanolové vst� ikování; B) TLE; C) RP-TLE, D) 
polysacharidové � ástice 

V p�ípad�  polysacharidových � ástic bylo dosa�eno naopak lepších výsledk�  vzhledem k sedimenta� ní 
stabilit� . U chitosanových � ástic navíc nedocházelo k výraznému pozorování sedimentace, vzorky 
byly velmi � iré ji� na po� átku centrifugace, nedocházelo tedy ke zm� n�  transmitance vlivem 
odst�edivého pole, a proto nemohly být tyto vzorky vyhodnoceny pomocí indexu nestability.  
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U polysacharidových � ástic z�ejm�  došlo k tvorb�  gelové struktury (hydrogel� ), která tak celý systém 
stabilizovala a došlo u nich ke zvýšení sedimenta� ní stability. Vlivem enkapsulace kofeinu nedošlo u 
všech testovaných � ástic z pohledu jejich sedimenta� ní stability k �ádným výrazným zm� nám. Hlavní 
vliv na sedimentaci m� la tedy hlavn�  pou�itá metoda p�ípravy � ástic. V Grafu 12 jsou tyto rozdíly 
porovnány. K nejrychlejší sedimentaci docházelo u liposom�  p� i pou�ití metody ethanolového 
vst� ikování a RP-TLE, kde na po� átku centrifugace došlo k rychlému usazení v� tších � ástic, pozd� ji 
docházelo k homogenní sedimentaci drobn� jších liposom� . U p�ipravených liposom�  metodou TLE 
došlo z po� átku k rychlejšímu usazení v� tších � ástic, v tomto p�ípad�  však docházelo k výrazn� jší 
homogenní sedimentaci ne� u p�edchozích dvou metod. V p�ípad�  polysacharidových � ástic nebyla 
zaznamenána tak�ka �ádná sedimentace. Vzorky mohly být pro stanovení p�íliš � iré, nebo došlo 
k zmi� ované tvorb�  gelové struktury a následné sedimenta� ní stabilizaci celého vzorku. Díky vysoké 
sedimenta� ní stabilit�  jsou polysacharidové � ástice vhodné nap�íklad i pro aplikace do � irých nápoj� . 

5.1.5 Stanovení dlouhodobé stability – modelové potraviny 
� ástice s enkapsulovaným standardem kofeinu byly podrobeny analýze dlouhodobé stability 
v prost�edích modelových potravin. Ve stanovených intervalech byly provedeny odb� ry vzork�  
pro stanovení obsahu uvoln� ného kofeinu. Jako modelové potraviny byly zvoleny � ty� i základní typy 
modelových podmínek dle popisu v kapitole 4.14.   

Tabulka 4. Srovnání stability � ástic v r� zných podmínkách - kofein standard 
uvoln� né 

mno�ství % 
kofein/EV kofein/TLE kofein/U kofein/RP-LE kofein/A kofein/CH kofein/CHA 

vo
da

 

1 den ND ND ND ND ND ND ND 

3 dny ND ND ND ND 7,5 ND 10,2 

týden 5,5 ND ND ND 19,8 5,5 25,4 

2 týdny 11,9 ND ND ND 29,0 13,1 35,2 

3 týdny 23,4 8,6 3,5 7,9 42,5 21,6 51,6 

m� síc 31,7 11,2 9,5 12,3 44,8 35,0 54,2 

et
ha

no
l 

1 den ND ND ND ND ND ND ND 

3 dny 31,0 15,2 ND 18,6 ND ND ND 

týden 36,2 23,1 20,6 35,1 6,3 ND 11,1 

2 týdny 43,3 33,1 27,9 52,3 15,2 8,6 19,7 

3 týdny 50,9 45,0 39,1 65,9 24,6 15,5 34,8 

m� síc 67,5 49,1 44,4 72,2 26,9 18,1 51,2 

ky
se

lin
a 

1 den ND ND ND ND ND ND ND 

3 dny 5,7 ND ND ND ND ND ND 

týden 17,9 9,9 11,0 10,5 ND ND ND 

2 týdny 25,5 13,1 15,6 16,3 4,5 ND 12,4 

3 týdny 33,2 29,7 35,1 32,1 7,0 9,5 19,8 

m� síc 68,2 42,2 61,9 53,3 19,5 12,3 29,1 

ol
ej

 

1 den ND ND ND ND ND ND ND 

3 dny 15,9 ND ND ND ND ND ND 

týden 25,3 31,2 28,9 19,7 ND ND 13,2 

2 týdny 49,0 34,8 33,2 41,1 15,5 5,6 15,4 

3 týdny 52,9 44,5 32,2 50,2 18,5 8,9 22,4 

m� síc 69,9 48,3 38,1 68,0 35,0 11,8 31,2 
Zkratky: EV-metoda etanolové vst� ikování, U-metoda ultrasonifikace, TLE-metoda odpa�ení na tenké vrstv� , RP-TLE- 
metoda odpa�ení na tenké vrstv�  s reverzní fází, A-alginátové � ástice, CH-chitosanové � ástice, CHA-chitosan-alginátové 
� ástice, ND-nedetekováno. 
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Liposomové � ástice s obsahem kofeinu byly stabilní p�edevším v modelovém vodném prost�edí, kde 
nebylo z krátkodobého hlediska pozorováno �ádné uvoln� né mno�ství.  
Po m� síci bylo uvoln� né mno�ství u metody ethanolového vst�ikování 31,7%, u ostatních metod 
p�ípravy liposom�  bylo uvoln� no pouze do 12,3% enkapsulovaného mno�ství kofeinu.  
V p�ípad�  polysacharidových � ástic bylo ve vodném prost�edí uvoln� no vyšší mno�ství kofeinu, 
v pr� m� ru okolo 40% po m� síci skladování. Polysacharidové � ástice byly stabilní p�edevším 
v kyselých modelových podmínkách, kde bylo uvoln� no u alginátových a u chitosanových � ástic po 
m� síci pr� m� rn�  15% enkapsulovaného mno�ství kofeinu. Polysacharidové � ástice však vykazovaly 
dobrou stabilitu i v ethanolovém prost�edí a v tu� ném prost�edí, uvoln� né mno�ství se zde po m� síci 
skladování pohybovalo od 20 do 50%. Naopak liposomy vykazovaly v kyselém, alkoholovém i 
tu� ném prost�edí vyšší uvoln� né mno�ství enkapsulovaného kofeinu. Po m� síci se toto uvoln� né 
mno�ství pohybovalo v rozmezí od 40 do 70%.  
Obecn�  nejstabiln� jší liposomové � ástice byly � ástice p�ipravené metodou ultrasonifikace a � ástice 
p� ipravené metodou TLE. Z polysacharidových � ástic byly nejstabiln� jší chitosanové � ástice. Rovn� � 
alginátové � ástice m� ly dobrou stabilitu. Pouze v p�ípad�  p�ípravy dvouvrstvých alginát-
chitosanových � ástic byla pozorována ni�ší stabilita. 
V� tšina testovaných � ástic s obsahem kofeinu je tedy vhodná pro aplikace do potravin. Liposomy 
p�edevším do vodných potravin s neutrálním pH. Polysacharidové � ástice do ostatních testovaných 
prost�edí, zejména pak do potravin s kyselým pH. 

5.1.6 Stanovení dlouhodobé stability – modelové kosmetické prost� edí 
� ástice s enkapsulovaným standardem kofeinu, s jeho p�írodními extrakty a s kombinací kofeinových 
extrakt�  a ovocných slo�ek byly podrobeny analýze dlouhodobé stability. Velikost liposomových 
� ástic byla upravena pomocí membránového extrudéru na pr� m� rnou hodnotu 100 nm. � ástice byly 
poté p� idány do modelového vodného roztok�  a uchovávány p�i laboratorní teplot�  a p�i teplot�  5°C. 
Ve stanovených intervalech byly provedeny odb� ry pro stanovení obsahu uvoln� ných slo�ek. Bylo 
m�� eno mno�ství uvoln� ní kofeinu, celkových polyfenol�  a vitaminu C. 

Tabulka 5. Srovnání stability liposom�  udr�ovaných p� i r � zné teplot�  - kofein standard -3 týdny [%] 
Metody p�íprav liposom�  Ultrazvuk 1 Ultrazvuk 2 TLE RP-TLE 

Laboratorní teplota 12,11 31,06 ND ND 

Sní�ená teplota ND 17,50 ND ND 

Po týdnu nebylo u p�ipravených � ástic detekováno �ádné mno�ství uvoln� ného kofeinu. Po uplynutí 
3 týdn�  bylo ji� zaznamenáno malé mno�ství uvoln� ného kofeinu, p� i� em� k vyššímu uvol� ování 
kofeinu docházelo p�i vyšší teplot�  (Tabulka 5). 
P�i laboratorní teplot�  nebylo ani po 3 týdnech u metod TLE a RP-TLE detekováno �ádné uvoln� né 
mno�ství kofeinu. Kofeinu se nejvíce uvolnilo u � ástic p� ipravených pomocí metody Ultrazvuk 2, a to 
31,06 %. P�i sledování dlouhodobé stability p� i teplot�  5°C nebylo po 3 týdnech stanoveno �ádné 
uvoln� né mno�ství enkapsulovaného kofeinu u metod Ultrazvuk 1, TLE a RP-TLE. Kofein se tedy 
uvolnil pouze u � ástic p� ipravených pomocí metody Ultrazvuk 2, a to 17,5 %. 
U � ástic s enkapsulovanými extrakty kofeinu nebylo po týdnu, stejn�  jako v p�ípad�  enkapsulace 
standardu, detekováno �ádné uvoln� né mno�ství kofeinu. Po 3 týdnech bylo ji� v n� kterých p�ípadech 
zaznamenáno � áste� né uvoln� ní kofeinu. Nejvíce kofeinu se uvolnilo z � ástic s extraktem zeleného 
� aje, p�esn� ji 30,95 %. Naopak uvoln� ní kofeinu nebylo detekováno u � ástic s enkapsulovaným 
extraktem � erného � aje a kávy (Tabulka 6).  
Také u � ástic p� ipravených koenkapsulací extrakt�  z p�írodních zdroj�  kofeinu a ovocné slo�ky nebyla 
po týdnu detekována �ádná zm� na koncentrace kofeinu. Uvoln� né mno�ství kofeinu nebylo 
detekováno ani po 3 týdnech skladování u � ástic s extrakty z � erného, zeleného a bílého � aje.  
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Nejvíce kofeinu z � ástic p�ipravených metodou TLE se uvolnilo p� i enkapsulaci guarany, okolo 3 %. 
Touto metodou však bylo zárove�  enkapsulováno nejmenší mno�ství kofeinu, proto mohlo docházet 
k tak malému uvol� ování (Tabulka 7).  

Tabulka 6. Srovnání dlouhodobé stability – mno�ství uvoln� ného kofeinu – prost� edí voda 
  � erný � aj Zelený � aj Bílý � aj Guarana Káva 

1týden kofein ND ND ND ND ND 

polyfenoly 20,38 18,74 18,07 28,17 28,24 

3 týdny kofein ND 30,95 ND 18,77 ND 

polyfenoly 30 54,25 36,09 39,3 42,27 

K výrazn� jšímu uvoln� ní kofeinu docházelo u � ástic p�ipravených pomocí ultrazvuku, kde byla 
zaznamenána i nejvyšší enkapsula� ní ú� innost. Uvoln� né mno�ství bylo nejni�ší u extraktu z bílého 
� aje, 7,8 % a nejvyšší u extraktu z guarany, kde dosahovalo 45 %. 

Tabulka 7. Srovnání dlouhodobé stability koenkapsulovaných � ástic – mno�ství uvoln� ného kofeinu a 
polyfenol�  – prost� edí voda 

  metoda ultravuk metoda ultrazvuk 2 metoda TLE 

  kofein polyfenoly kofein polyfenoly kofein polyfenoly 

  3 týdny 1týden 3 týdny 3 týdny 1týden 3 týdny 3 týdny 1týden 3 týdny 

� erný � aj citron 32,76 22,02 26,45 3,08 4,52 11,64 ND 2,13 15,21 

Zelený � aj citron 27,39 8,69 19,9 ND 14,07 15,12 ND 25,83 31,13 

Bílý � aj kiwi 7,75 1,88 20,02 14,62 14,04 16,93 ND 0,31 18,78 

Guarana pomeran�  44,96 6,87 9,66 ND 5,66 13,37 3,56 0,35 6,85 

Káva pomeran�  25,25 5,71 24,84 43,14 49,48 56,37 2,97 6,02 21,37 

P�i sledování celkových polyfenol�  se po týdnu z � ástic s extrakty kofeinu uvolnilo nejmenší mno�ství 
v p�ípad�  enkapsulace extraktu z bílého � aje, 18,1 %. Naopak nejvíce se uvolnilo z � ástic 
s enkapsulovaným extraktem z kávy, a to a� 28,2 %. Pr� m� rn�  se uvoln� né mno�ství kofeinu po týdnu 
skladování pohybovalo okolo 20%. 
Po 3 týdnech došlo op� t k nár� stu uvoln� ných celkových polyfenol� . Nejmenší mno�ství celkových 
polyfenol�  se uvolnilo z � ástic s enkapsulovaným extraktem z � erného � aje (30 %). Naopak nejvíce se 
uvolnilo z � ástic s enkapsulovaným extraktem ze zeleného � aje, a to a� 54,3 %. V pr� m� ru se po t�ech 
týdnech skladování v modelovém vodném prost�edí uvolnilo ze všech � ástic 40% enkapsulovaného 
mno�ství polyfenol� .  
U koenkapsulovaných extrakt�  se mno�ství uvoln� ných polyfenol�  po týdnu navýšilo u všech t�í 
metod. Nejvíce polyfenol�  se uvolnilo z � ástic p� ipravených metodou Ultrazvuk 2 s enkapsulovaným 
extraktem z kávy (49,5 %). Nejmén�  polyfenol�  se uvolnilo po týdnu z � ástic p�ipravených metodou 
TLE s enkapsulovaným extraktem z bílého � aje (pouhých 0,31 %), a guarany (0,35 %). 
Velmi nízké mno�ství uvoln� ných polyfenol�  bylo stanoveno u všech � ástic p� ipravených metodou 
TLE. Výjimkou byly pouze � ástice s koenkapsulovanou sm� sí zelený � aj a citron, kde se uvolnilo 
25,8% enkapsulovaného mno�ství polyfenol� . 
Po 3 týdnech došlo op� t k nár� stu uvoln� ných polyfenol� . Nejvyšší uvoln� né mno�ství bylo stanoveno 
u � ástic p� ipravených metodou Ultrazvuk 2 s enkapsulovaným extraktem z kávy, a to a� 56,37 %. U 
ostatních � ástic p�ipravených metodou pomocí ultrazvuku se však uvoln� né mno�ství pohybovalo do 
27%. Nejmén�  se po 3 týdnech uvolnilo obecn�  z � ástic s koenkapsulovaným extraktem z guarany. 
Z výsledk�  je tedy z�ejmé, �e u � ástic docházelo b� hem skladování k postupnému uvol� ování 
polyfenol� . I po t�ech týdnech bylo však zachováno v � ásticích vysoké mno�ství enkapsulovaných 
polyfenol� . 
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Dále byla sledována stabilita � ástic z pohledu vitaminu C. Po 3 týdnech skladování nebylo detekováno 
�ádné uvoln� né mno�ství enkapsulovaného vitaminu C. Sní�ení koncentrace volného vitaminu C 
mohlo být zp� sobeno i jeho degradaci a mohlo tak zamaskovat jeho uvol� ování. 
Celkov�  jako nejvhodn� jší � ástice pro kosmetické ú� ely byly zvoleny liposomy p�ipravené 
ultrazvukovou metodou. Jejich dlouhodobá stabilita by vyhovovala aplika� ním po�adavk� m. Stejn�  
tak m� ly tyto � ástice dobrou stabilitu a vynikaly i vysokou enkapsula� ní ú� inností. Nejvhodn� jší 
aplika� ní formou obsahující tyto � ástice by byla nap�íklad ple� ová voda nebo gel. Navíc s delší dobou 
p� sobení na poko�ce by mohl p�ípravek dosahovat vysokého ú� inku.  
Mezi hlavní kosmetické ú� inky kofeinu pat�í antioxida� ní ú� inek, který chrání bu� ky proti UV zá�ení, 
kofein dále zpomaluje stárnutí poko�ky a vyhlazuje ji [72]. Díky kofeinu tak docílíme p�evá�n�  
vyhlazení pleti. P�i kombinací s dalšími aktivními látkami jako jsou polyfenoly a vitaminy, m� �eme 
dále navyšovat pozitivní ú� inky p�ípravk�  pro spot�ebitele. 

5.1.7 Stanovení stability � ástic v reálných podmínkách 
Dlouhodobá stabilita byla také sledována v r� zných reálných nápojích, p�edevším vliv na mno�ství 
uvoln� ných polyfenol�  a kofeinu. Cílem bylo ov�� it potenciální aplikaci p� ipravených � ásti do tzv. 
„energy drink� “. Pro tyto aplikace byly vybrány � ástice, do kterých byl enkapsulován jak � istý kofein, 
tak i komplexní zdroj kofeinu s nejvyšším obsahem kofeinu z testovaných p�írodních zdroj�  – 
guarana. Dále byla testována koenkapsulovaná sm� s guarany a goji, kde extrakt z goji poslou�il 
p�edevším jako zdroj vitaminu C, který podporuje ú� inek kofeinu. 

Tabulka 8. Dlouhodobá stabilita � ástic v r� zných nápojích hodnocená jako mno�ství uvoln� ného 
kofeinu v %  

kofein týden 
CHA 

týden 
CH 

týde
n A 

týden 
2%EA 

týden 
4%EA 

týden 
Lip. 

m� síc 
CHA 

m� sí
c CH 

m� sí
c A 

m� síc 
2%EA 

m� síc 
4%EA 

m� síc 
Lip. 

� erný 
� aj 

1,0 ND ND 27,4 25,9 0,1 12,8 3,6 21,6 27,6 36,0 30,6 

zelený 
� aj 

ND ND ND 14,6 31,2 ND 11,9 6,8 23,7 16,1 54,1 10,0 

coca-
cola 

ND ND ND 14,6 12,9 5,0 25,1 5,4 2,8 34,9 24,6 1,8 

nestea ND ND ND 14,6 15,3 ND 4,2 13,5 10,6 ND ND 4,2 

mine-
rálka 

ND ND ND 14,6 8,0 ND ND 8,2 4,3 ND 13,6 4,3 

voda+
med 

ND ND ND 14,6 ND ND ND 6,7 ND ND ND ND 

d�us 
pomera
n� . 

ND ND ND 14,6 18,2 ND ND 3,0 3,8 13,3 6,3 ND 

Stabilita � ástic byla hodnocena jako mno�ství aktivní látky uvoln� né z � ástic v pr� b� hu dlouhodobého 
uchovávání. P�ír� stek koncentrace v roztoku p�edpokládá rozpad � ástice a uvoln� ní obsahu.  
Dlouhodobá stabilita testovaných � ástic byla testována z pohledu uvoln� ného mno�ství kofeinu. V 
p�ípad�  � ástic s enkapsulovanou guaranou a koenkapsulovanou guaranou s goji i z pohledu mno�ství 
uvoln� ných polyfenol� . 
U kofeinových � ástic nebylo po týdnu zaznamenáno �ádné mno�ství uvoln� ného kofeinu. Pouze 
v p�ípad�  polysacharidových � ástic p� ipravených pomocí enkapsulátoru bylo detekováno uvoln� ní 
kofeinu v pr� m� ru okolo 10%. Po m� síci došlo k uvoln� ní kofeinu i ostatních testovaných � ástic, 
detekované uvoln� né mno�ství se pohybovalo od 0 do 54%, u v� tšiny � ástic však bylo stanoveno do 
10% uvoln� ného mno�ství kofeinu. 
P�i enkapsulaci guarany a koenkapsulaci guarany a goji bylo po týdnu skladování u v� tšiny typ�  � ástic 
stanoveno vyšší uvoln� né mno�ství kofeinu ne� p� i enkapsulaci standardu kofeinu. Po m� síci bylo u 
v� tšiny testovaných � ástic detekováno v pr� m� ru okolo 30% uvoln� ného mno�ství kofeinu. 
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Nejstabiln� jší byly liposomové � ástice. Celkov�  bylo u � ástic po m� síci skladování v reálných 
podmínkách stanoveno nejvyšší uvoln� né mno�ství kofeinu v p�ípad�   koenkapsulace guarany a goji. 
Enkapsulované polyfenolické látky vykazovaly v � ásticích menší stabilitu ne� kofein. Po týdnu došlo 
k uvoln� ní polyfenol�  z chitosanových � ástic, chitosan-alginátových � ástic a 4% alginátových � ástic 
p� ipravených na enkapsulátoru a to ve v� tšin�  sledovaných podmínek.  
Obecn�  nejvíce stabilní byly liposomové � ástice, zde nedošlo po týdnu k  uvoln� ní �ádného mno�ství 
enkapsulovaných polyfenol� .  
Po m� síci došlo ji� k uvoln� ní polyfenol�  i z liposomových � ástic, a to v pr� m� ru okolo 10%. 
U ostatních � ástic byly zaznamenány jen nepatrn�  zvýšené hodnoty uvoln� ných polyfenol�  
v porovnání s hodnotami po týdnu. Stejn�  jako v p�ípad�  uvol� ování kofeinu i u stanovení polyfenol�  
byl zaznamenán trend vyššího uvoln� ného mno�ství v p�ípad�  koenkapsulace guarany a goji ve 
srovnání s p�ípadem enkapsulace � isté guarany. 
Na záv� r byla u koenkapsulované varianty guarany a goji hodnocena dlouhodobá stability i z pohledu 
mno�ství uvoln� ného vitaminu C. Koncentrace volného vitaminu se po týdenním skladování zvýšila, 
pouze v coca-cole, � erném � aji a pomeran� ovém d�usu v p�ípad�  chitosan-alginátových � ástic. U 
týdenní stability vitaminu C v alginátových � ásticích p�ipravených na enkapsulátoru bylo zjišt� no 
uvoln� né mno�ství vitaminu C kolem 10 % v p�ípad�  uchovávání v coca-cole, nestea, minerálce a 
vod�  s medem. U ostatních typ�  � ástic byl zaznamenán pouze pokles koncentrace, zp� sobený s 
nejv� tší pravd� podobností degradací volného vitaminu C. Koncentrace vitaminu C poklesla rovn� � u 
všech testovaných � ástic po m� síci skladování. Sní�ení koncentrace volného vitaminu C zp� sobené 
jeho degradaci však mohlo zamaskovat jeho další uvol� ování.  

5.1.8 Stanovení stability � ástic obsahujících kofein v modelových trávicích š� ávách 
Stabilita � ástic v modelových trávicích š� ávách byla sledována pomocí zm� ny zeta potenciálu a 
mno�ství uvoln� ného enkapsulovaného mno�ství kofeinu. 
Ze studia stability � ástic pomocí zeta potenciálu v modelových podmínkách trávícího systému 
(Tabulka 9) vyplývá, �e byly � ástice nejmén�  stabilní v kyselém prost�edí �alude� ních š� áv. Kde došlo 
k nejvýrazn� jšímu poklesu hodnot zeta potenciálu.  

Tabulka 9. Stabilita � ástic v modelových trávicích š�ávách – mno�ství uvoln� ného kofeinu % a zm� na 
zeta potenciálu 

 
kofein/

EV 
kofein/ 
TLE 

kofein/
U 

kofein/ 
RP-TLE 

kofein/
A 

kofein/
CH 

kofein/ 
CHA 

ZP p� vodní hodnota (mV) -45,1 -54,5 -43,5 -52,5 -12,6 42,5 -29,2 

�alude� ní 
š� áva 

 

ZP � as 0 (mV) -1,2 -21,3 -25,3 -21,9 -14,2 38,3 -28,2 
ZP 15 min (mV) -0,6 -22,5 -23,9 -22,5 -14,3 35,7 -1,9 

uvoln� né 
mno�ství % 

76,4 26,4 18,1 38,4 3,5 0 49,7 

pankreati
cká š� áva 

 
 

ZP � as 0 (mV) -41,2 -43,0 -42,6 -48,8 -9,0 41,8 -7,8 

ZP 15 min (mV) -7,1 -45,4 -41,1 -50,7 -8,8 25,1 -4,6 

uvoln� né 
mno�ství % 

71,8 33,3 35,1 0 55,9 47,7 37,9 

�lu � ová 
š� áva 

 
 

ZP � as 0 (mV) -45,0 -52,9 -44,1 -53,2 -9,3 44,0 -28,4 
ZP 15 min (mV) -34,9 -51,4 -40,9 -52,0 -8,7 43,8 -24,1 

uvoln� né 
mno�ství % 

30,6 0 11,2 0 14,5 0 36,6 

Naopak nejvíce stabilní byly � ástice p� i zásaditém pH �lu� ové š� ávy, kdy se hodnota zeta potenciálu 
m� nila pouze minimáln� . V pankreatické š� áv�  byl rovn� � zaznamenán výrazn� jší vliv na stabilitu 
� ástice zejména v p�ípad�  chitosan-alginátových � ástic a liposom�  p� ipravených pomocí ethanolového 
vst� ikování.  
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U t� chto dvou � ástic byl rovn� � zaznamenán pokles jejich stability v pr� b� hu celého p� sobení 
trávících š� áv. U ostatních typ�  � ástic se stabilita od p�idání do m�� ení po 15 minutách ji� výrazn�  
nem� nila, co� m� �e poukazovat na p�ítomnost velmi pozvolného uvol� ování.  
Co se tý� e výsledk�  uvoln� ného mno�ství (Tabulka 9), ve �lu� ových š� ávách se v tomto krátkém � ase 
neuvolnilo u v� tšiny � ástic �ádné významné mno�ství, pouze u mén�  stabilních chitosan-alginátových 
� ástic a u liposom�  p� ipravených metodou ethanolového vst� ikování byl zaznamenán uvoln� ný kofein 
i p� sobením této trávicí š� ávy.  
Naopak v pankreatické š� áv�  se u v� tšiny � ástic uvolnilo nejv� tší mno�ství enkapsulovaných slo�ek. 
Výrazné mno�ství se uvolnilo rovn� � v �alude� ní š� áv� , kde � ástice vykazovaly nejni�ší zeta 
potenciál. 
Trend pozvolného uvol� ování p�i pr� chodu trávicím traktem byl pozorován u všech ostatních typ�  
� ástic. Tabulka 10 srovnává stabilitu liposomových � ástic, polysacharidových � ástic p�ipravených 
pomocí ultrazvuku a polysacharidových � ástic p�ipravených na enkapsulátoru. 
Obecn�  se nejvíce kofeinu i polyfenol�  uvolnilo vlivem modelové pankreatické a �lu� ové š� ávy, tedy 
v modelovém prost�edí tenkého st�eva. V �alude� ní š� áv�  bylo vyšší uvoln� né mno�ství kofeinu 
stanoveno pouze v p�ípad�  chitosan-alginátových � ástic.  

Tabulka 10. Stanovení stability � ástic - modelové trávení, mno�ství uvoln� ného kofeinu a polyfenol�  % 

  kofein 
guarana 
kofein 

guarana a goji 
kofein 

guarana 
polyfenoly 

guarana a goji 
polyfenoly 

�a
lu

de
�n

í 
š�

áv
a 

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 32,5 10,6 

2% A 3,2 0,5 1,5 0,0 34,6 

4% A 0,0 34,1 0,5 0,0 0,5 

Liposomy 11,8 16,9 6,0 3,2 5,4 

pa
nk

re
at

ic
ká

 
š�

áv
a 

CHA 39,8 84,8 36,3 92,7 21,4 

CH 52,6 55,1 46,9 20,3 23,4 

A 9,0 49,8 17,7 8,3 54,0 

2%EA 34,8 18,2 33,0 39,6 68,0 

4%EA 10,9 22,5 50,0 6,8 2,9 

Liposomy 30,0 40,5 7,1 11,0 30,0 

�lu
�o

vá
  

š�
áv

a 

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 22,6 53,4 

2%EA 32,0 6,3 18,8 9,0 35,6 

4%EA 13,9 17,5 51,7 42,7 7,6 

Liposomy 27,8 9,8 26,2 14,9 38,4 

P�i porovnání enkapsulované a koenkapsulované varianty bylo v p�ípad�  kofeinu dosa�eno obdobných 
výsledk� . V p�ípad�  polyfenol�  bylo výrazn� jší mno�ství uvoln� ných polyfenol�  vlivem modelového 
trávení detekováno z � ástic s koenkapsulovanými extrakty. 
Stabilita � ástic v modelovém trávení byla sledována také po jejich m� sí� ním skladování v reálných 
nápojích. Dlouhodobá stabilita v reálných nápojích je popsána v kapitole 5.1.7.  
I v tomto p�ípad�  byl zaznamenán shodný trend výrazn� jšího uvoln� ného mno�ství enkapsulovaných 
slo�ek v prost�edí tenkého st�eva. Vlivem dlouhodobého skladování však u n� kterých � ástic došlo 
k uvoln� ní v� tšího mno�ství enkapsulovaných slo�ek.  
P�i porovnání jednotlivých typ�  reálných prost�edí se nejvíce kofeinu i polyfenol�  vlivem trávení 
uvol� ovalo u � ástic skladovaných v � erném a zeleném � aji, coca-cole i pomeran� ovém d�usu.  
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Díky zachování výrazného trendu pozvolného uvol� ování v tenkém st�ev�  a díky velmi dobré 
dlouhodobé stabilit�  p�edevším manuáln�  p�ipravených chitosanových � ástic, alginátových � ástic a 
liposom�  v  reálných prost�edích lze vyu�ít testované � ástice pro aplikaci do „energy drink� “ 
s pozvolným uvol� ováním kofeinu v za�ívacím traktu. Zejména pou�ití � erného a zeleného � aje ale i 
coca-coly a pomeran� ového d�usu jako nosi� e vybraných � ástic je pro tyto aplikace velmi vhodným 
�ešením. 

5.2 Enkapsulace ovocných, zeleninových a rostlinných extrakt �  a š� áv 
s vysokým obsahem polyfenol�  a vitamin�  

V této díl� í � ásti práce byly testovány mo�nosti p�ípravy mikro- a nano� ástic a postupy enkapsulace 
vybraných p�írodních š� áv a r� zných extrakt�  s vysokým obsahem antioxidant� .  
K enkapsulaci byly pou�ity: š� áva z citronu, pomeran� e a kiwi, dále byly pou�ity vzorky mrkve, 
� ervených jablek a sm� s lesních plod�  (maliny, jahody, bor� vky). Rovn� � byly enkapsulovány 
standardy vitaminu C, 
 -karotenu, vitaminu E, kvercetinu, morinu, rutinu kyseliny gallové a 
katechinu. Dále byly enkapsulovány i extrakty guarany, goji a �enšenu. 

5.2.1 Charakterizace 
Š� áva z citronu, pomeran� e a kiwi byla získána odš� avn� ním p�íslušného ovoce. P�ipravená š� áva 
byla dále odst�ed� na p�i 7 500 ot/min po dobu 5 minut. Takto p� ipravené roztoky byly 
charakterizovány na obsah polyfenol�  a vitaminu C a pou�ity k enkapsulaci (výsledky charakterizace 
jsou uvedeny v kapitole 5.1.1). Vzorky byly rovn� � pou�ity v p �ípad�  koenkapsulace spole� n�  
s kofeinem a jeho extrakty (viz kap.5.1). 
R� zné extrakty z mrkve, � ervených jablek a sm� si lesních plod�  byla charakterizovány na obsah 
polyfenol� , flavonoid� , antokyan�  a antioxida� ní aktivity. Dále bylo pomocí HPLC sledováno 
mno�ství individuálních flavonoid� , katechin� , obsah 
 -karotenu a vitaminu C. 
V p�ípad�  extrakt�  z guarany, goji a �enšenu byl spektrofotometricky sledován obsah celkových 
polyfenol�  a flavonoid�  a pomocí HPLC i obsah individuálních flavonoid� . 
Nejprve byly porovnávány hodnoty celkových polyfenol�  a celkových flavonoid�  v  jednotlivých 
extraktech.  Výsledky jsou uvedeny v mg na g suchém podílu jedlé � ásti plod�  (Tabulka 11). 
Jednotlivé metody pro stanovení charakteristik jsou uvedeny v kapitole 4.7.  

Tabulka 11. Charakterizace – spektrofotometrické metody (jablka, mrkev, lesní plody) 
 celkové polyfenoly (mg/g) celkové flavonoidy (mg/g) 

typ extraktu Jablko Mrkev lesní plody Jablko Mrkev lesní plody 

š� áva 0,57±0,02 1,59±1,50 x 0,12±0,00 0,43±0,01 x 

voda 2,00±0,11 0,85±0,60 x 0,41±0,01 ND x 

ethylacetát 2,37±0,50 0,81±0,09 x 0,50±0,01 ND x 

ethanol 1,88±0,30 0,77±0,09 x 0,76±0,01 0,31±0,01 x 

1% kys. citronová 2,81±0,13 2,12±0,12 x 0,84±0,02 0,01±0,00 x 

5% kys. citronová 3,27±0,29 2,36±0,23 14,68±1,23 0,95±0,02 0,22±0,01 3,09±0,15 

1% kys. mlé� ná 2,78±0,08 2,34±0,56 x 0,62±0,01 0,02±0,00 x 

5% kys. mlé� ná 3,65±0,18 3,03±0,80 13,60±1,09 1,02±0,02 0,44±0,03 3,08±0,12 

10% kys. mlé� ná 4,25±0,20 2,57±0,95 11,08±1,16 1,40±0,02 0,35±0,02 3,26±0,10 

 antioxida� ní aktivity (mg/g) celkové antokyany (mg/g) 

 Jablko Mrkev lesní plody Jablko Mrkev lesní plody 

5% kys. citronová 3,62±0,22 1,29±0,21 12,54±0,36 0,21±0,01 0,06±0,01 33,98±0,50 

5% kys. mlé� ná 2,94±0,18 1,44±0,33 12,27±0,29 0,11±0,00 0,05±0,00 25,25±0,16 

10% kys. mlé� ná 2,41±0,12 1,29±0,15 8,51±0,11 0,10±0,00 0,05±0,01 24,94±0,18 
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U � erstvých plod�  byla pou�ita p�írodní š� áva, vodný, ethanolový a ethylacetátový extrakt. U 
lyofilizovaných vzork�  byly ov�� ovány extrakce do 1% a 5% kyseliny citrónové a 1%, 5% a 10% 
kyseliny mlé� né. Jak lze vid� t z výsledk�  uvedených v Tabulce 11, nejvhodn� jší extrak� ní � inidla se 
ukázaly 5% kyselina citrónová, 5% kyselina mlé� ná a 10% kyselina mlé� ná. Proto byly tyto t� i typy 
extrakce pou�ity ke stanovení ostatních charakteristik.  
Nejvyšší obsah polyfenol� , flavonoid� , antokyan�  byl nam�� en u všech typ�  extrakt�  u lesních plod� . 
Tyto hodnoty korespondovaly rovn� � s nejvyšší nam�� enou antioxida� ní aktivitou, která byla 
v p�ípad�  lesních plodu n� kolikanásobn�  vyšší v porovnání s extrakty z jablka a mrkve. 
Z Tabulky 12 je patrné, �e nejvyšší obsah ka�dého ze stanovovaných individuálních flavonoid�  a 
katechin� , stejn�  tak nejvyšší obsah vitaminu C, byl nam�� en u extraktu z lesních plod� . Obsah 

 -karotenu v mrkvi byl stanoven na 296,3 µg/g. Obsah karotenu u ostatních extrakt�  byl dle o� ekávání 
minimální. 

Tabulka 12. Charakterizace pomoci HPLC (jablka, mrkev, lesní plody) 

 Rutin [µg/g] k.chlorogenová [µg/g] quercetin [µg/g] 

Jablko 46,91±2,13 146,60±7,11 2,35±0,29 

Mrkev 10,58±0,55 116,05±6,23 ND 

Lesní plody 288,25±4,89 889,04±19,10 4,34±0,55 

 myricetin [µg/g] phloridzin [µg/g] 
  karoten [µg/g] 

Jablko ND 4285,86±51,03 4,97±0,90 

Mrkev ND 629,13±29,45 296,28±8,12 

Lesní plody 5,66±1,23 17314,11±182,30 4,43±0,85 

 vitamin C [µg/g] katechin [µg/g] epikatechin [µg/g] 

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 

Lesní plody 708,26±8,12 17,33±1,45 6,11±1,36 

Na záv� r byly rovn� � charakterizovány pou�ité extrakty guarany, goji a �enšenu. Op� t byl vyšší obsah 
fenolických slo�ek stanoven v kyselých extraktech. P�i� em� nejvyšší mno�ství polyfenol�  stejn�  jako 
ostatních testovaných slo�ek obsahoval extrakt z guarany. 

Tabulka 13. Charakterizace- guarana, goji, �enšen 
 polyfenoly [mg/g] flavonoidy [mg/g] antokyany [µg/g] 

 Voda 10% kys. mlé� ná Voda 10% kys. mlé� ná  

Guarana 63,38 ± 1,26 111,84 ± 2,58 30,94 ± 5,12 33,67 ± 2,87 1,45 ± 0,26 

Goji 2,78 ± 0,09 2,96 ± 0,04 0,19 ± 0,06 0,26 ± 0,08 0,21 ± 0,07 

�enšen 4,33 ± 0,15 4,75 ± 0,11 0,43 ± 0,03 0,44 ± 0,02 0,12 ± 0,01 

 Rutin [µg/g] Morin [µg/g] Myricetin [µg/g] Luteolin [µg/g]  

Guarana 112,60 ± 3,58 2,52 ± 0,72 2,20 ± 0,12 ND  

Goji 8,12 ± 0,09 ND ND ND  

�enšen 15,1 ± 1,56 ND 0,22 ± 0,02 1,19 ± 0,28  

Pro p�ípravu marinosom�  byl pou�it extrakt lipid�  z lososa. Tento extrakt byl p�ipraven a analyzován 
dle postupu uvedeného v kapitole 4.9.  
Zastoupení jednotlivých druh�  mastných kyselin v extraktu lipid�  z lososa: SFA 21,05%, MUFA 
6,55%, PUFA 74,82%, n3 6,85%. Extrakt obsahoval 0,17 % DHA a 0,16 % EPA (Obrázek 13). 
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� íslo 1 2 3 4 5 6 7 

mastná kyselina C14:0 C16:0 C16:1 n9c C18:0 C18:1 n9c C18:2 n6c C18:3 n3 
zastoupení % 3,55 13,12 3,50 3,18 48,81 15,67 6,18 

� íslo 8 9 10 11 12 13  
mastná kyselina C20:1 C20:3 n3 C20:5 n3 C22:0 C22:6 n3 C24:1  
zastoupení % 2,42 0,38 0,16 1,95 0,14 0,96  

Obrázek 13. Chromatogram plynové chromatografie s plamenov�  ioniza� ním detektorem – zastoupení 
mastných kyselin u extraktu z lososa 

5.2.2 Stanovení enkapsula� ní ú� innosti 
Metody pro p�ípravu jednotlivých typ�  � ástic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Vzorky po enkapsulaci 
danými metodami byly centrifugovány p�i 14 800 ot./min.  
Supernatant byl slit, a byla v n� m stanovována pomocí spektrofotometrické metody a pomocí HPLC 
koncentrace zbylých volných slo�ek, stejn�  tak jako ve vzorku p�ed enkapsulací. Z t� chto dvou hodnot 
byla poté vypo� ítána enkapsula� ní ú� innost dané metody. Pro ka�dý vzorek bylo m�� ení opakováno 
t�ikrát a ze získaných hodnot byl získán pr� m� r. Rozptyl hodnot m�� ení jednotlivých vzork�  nebyl 
v� tší ne� 5 %. 
 

 
Graf 13. Enkapsula� ní ú� innost – polyfenoly a vitamin C z ovoce 

Enkapsula� ní ú� innost ovocných š� áv do liposom�  byla sledována spektrofotometrickým stanovením 
celkových polyfenol�  a rovn� � stanovením enkapsulovaného mno�ství vitaminu C. Z výsledk�  je 
patrné, �e polyfenolické slo�ky se enkapsulovaly lépe ne� vitamin C.  
Polyfenolické látky se nejlépe enkapsulovaly z kiwi, naopak vitamin C se nejlépe enkapsuloval ze 
š� ávy z pomeran� e. P�i porovnání metod byla vhodn� jší metoda vyu�ívající ultrasonifikace (Graf 13). 
Z výsledk�  enkapsulace ovocných extrakt�  do r� zných typ�  � ástic je patrné, �e polyfenoly se lépe 
enkapsulovaly do liposom� .  
Zde bylo dosa�eno enkapsula� ní ú� innosti od 10 do 30%. Výjimkou byl pouze extrakt z jablka, kde 
byla ú� innost enkapsulace u metody RP-TLE 75,6%. Obecn�  se polyfenoly lépe enkapsulovaly z 
extrakt�  ne� ze š� áv.  
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Po srovnání enkapsula� ní ú� innosti jednotlivých � ástic p�i enkapsulaci guarany, goji a �enšenu 
(Graf 14) bylo nejlepších výsledky dosa�eno u metody p�ípravy � ástic na enkapsulátoru. P�edevším 
u 2% alginátových � ástic s jádrem, ú� innost enkapsulace u guarany a goji zde dosahovala 40%, u 
�enšenu a� 89,9%. Enkapsulátor tedy umo�� uje p�ípravu � ástic o definované velikosti, které jsou 
p�ipraveny optimalizovanou technologií, p� i ní� je eliminován p�ípadný negativní efekt slo�ek 
p�írodních extrakt�  na proces enkapsulace [164]. P�i porovnání výsledk�  u polysacharidových � ástic je 
patrné �e makro- a mikro� ástice jsou z hlediska enkapsulované mno�ství polyfenol�  vhodn� jší 
aplika� ní forma ne� nano� ástice. Dobrou enkapsulaci extrakt�  bylo však rovn� � mo�né pozorovat u 
obou typ�  liposom� , kde se nejlépe enkapsulovala guarana s ú� innosti kolem 40%. Do 
polysacharidových � ástic se nejlépe enkapsuloval �enšen, následoval extrakt guarany a nejmenší 
enkapsulaci polyfenolických látek vykazovala goji. 

 
Graf 14. Enkapsula� ní ú� innost polyfenoly 

1 manuáln�  Alginátové � ástice 5 na ultrazvuku liposomových � ástic 9 2%alginát 300 µm 
2 manuáln�  Chitosanové � ástice 6 TLE liposomových � ástic 10 1%alginát s jádrem 
3 na ultrazvuku Alginátové � ástice 7 1%alginát 300 µm 11 2%alginát s jádrem 
4 na ultrazvuku Chitosanové � ástice 8 1%alginát 450 µm 12 alginát+CMC s jádrem 

Z výsledk�  enkapsulace ovocných extrakt�  do r� zných typ�  � ástic je patrné, �e polyfenoly se lépe 
enkapsulovaly do liposom� . Zde bylo dosa�eno enkapsula� ní ú� innosti od 10 do 30%. Výjimkou byl 
pouze extrakt z jablka, kde byla ú� innost enkapsulace u metody RP-TLE 75,6%. Obecn�  se polyfenoly 
lépe enkapsulovaly z extrakt�  ne� ze š� áv.  
Vitamin C se velmi dob�e enkapsuloval do liposomových i polysacharidových � ástic, nejlépe se 
enkapsuloval ze š� ávy z lesních plod� , naopak nejmén�  se vitamin C enkapsuloval z jable� né š� ávy. 
Flavonoidy se rovn� � velmi dob�e enkapsulovaly do liposom�  i polysacharidových � ástic, p� i� em� u 
individuálních flavonoid�  byla zaznamenána vyšší ú� innost enkapsulace u liposom� , p� i stanovení 
celkového mno�ství se flavonoidy enkapsulovaly  výrazn� ji do polysacharidových � ástic. Z výsledk�  
srovnání enkapsulace extrakt�  a š� áv se obecn�  lépe enkapsulovaly flavonoidy ze š� áv, rozdíly však 
byly minimální.  
Katechiny se dob�e enkapsulovaly do liposomových i polysacharidových � ástic s pr� m� rnou 
enkapsula� ní ú� innosti 50%. Antokyany se velmi dob�e enkapsulovaly p�edevším do liposom� , u 
ethanolového vst� ikování zde byla enkapsula� ní ú� innost tak�ka 90%.  
Karoten se nejlépe enkapsuloval do alginát-chitosanových � ástic (92,5%). Rovn� � do liposom�  se 
beta-karoten enkapsuloval velmi dob�e s ú� inností okolo 50%, nejvyšší enkapsula� ní ú� innosti u 
liposom�  bylo dosa�eno u metody ethanolového vst� ikování.  
P�i srovnání enkapsulace jednotlivých standard�  flavonoid�  a polyfenol�  bylo dosa�eno obdobných 
výsledk�  jako p�i enkapsulaci jejich p�írodních sm� sí (Tabulka 14). Bylo potvrzeno, �e se tyto aktivní 
slo�ky lépe enkapsulují do liposomových � ástic. U jednotlivých standard�  však rovn� � zále�elo na 
pou�ité metod�  p�ípravy liposom� .  
Dále byla srovnána mo�nost enkapsulace vybraných standard�  do liposom�  a liposom�  s p�ídavkem 
lipidového extraktu z lososa (Graf 15).  
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Tabulka 14. Srovnání enkapsula� ní ú� innosti vybraných standard�  - % 
 kvercetin morin rutin katechin kys. Gallová 

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 25,4 54,7 93,2 

U 53,2 69,0 48,9 48,6 66,5 

CH 35,2 25,5 14,9 22,5 41,9 

A 29,6 34,3 37,1 49,9 53,7 

CHA 11,1 16,5 9,5 2,9 21,1 
 

 
Graf 15. Enkapsula� ní ú� innosti  

Nejvyšší enkapsula� ní ú� innost m� ly liposomové � ástice s vitaminem C 82,6 %, p�ídavek lipidového 
extraktu enkapsula� ní ú� innost sní�il o 15 %. Velice dobrou enkapsula� ní ú� innost vykazoval také 
 -
karoten, kdy p�i enkapsulaci do liposom�  byla jeho enkapsula� ní ú� innost 75,3 %. Nejni�ší hodnota 
enkapsula� ní ú� innosti byla stanovena pro � -tokoferol v liposomech 29,1 %. Celkov�  byla 
enkapsula� ní ú� innost vyšší v liposomech u 
 -karotenu a vitaminu C a v liposomech s lipidovým 
extraktem u � -tokoferolu a katechinu. 

5.2.3 Stanovení velikosti a stability � ástic s obsahem antioxidant�  
Velikost � ástic a jejich distribuce velikostí spole� n�  s indexem polydisperzity byly sledována p�i 
m�� ením na koloidním analyzátoru Malvern Zetasizer Nano ZS. Rovn� � byl zm�� en zeta potenciál pro 
posouzení stability p� ipravených � ástic.  
Dle hodnoty zeta potenciál (Tabulka 15) vykazovala v� tšina p�ipravených � ástic velmi dobrou 
stabilitu. U liposom�  byly stabilní všechny � ástice v� etn�  marinosom� . Pouze liposomy p�ipravené 
metodou ethanolového vst� ikování vykazovaly vyšší nestabilitu a rychlou agregaci. Hodnota zeta 
potenciálu se u nich pohybovala v rozmezí od -3,7 do -10,8 mV.  Z polysacharidových � ástic byly 
stabilní p�edevším chitosanové � ástice, pouze v p�ípad�  enkapsulace �enšenu u nich došlo 
k výraznému sní�ení hodnoty zeta potenciálu. Alginát-chitosanové a alginátové � ástice byly mén�  
stabilní hodnoty jejich  zeta potenciálu se pohybovaly od -20 do -25 mV.  
Pr� m� rná velikost liposom�  byla 200 nm, u v� tšiny � ástic došlo k mírnému zv� tšení jejich velikosti 
vlivem enkapsulované slo�ky. Nejv� tší liposomové � ástice byly p� ipraveny pomocí metod RP-TLE a 
ethanolového vst� ikování, zde byla pr� m� rná velikost nad 300 nm. Indexy polydisperzity se u všech 
p�ipravených liposom�  pohybovaly do hodnoty 0,2, pouze v p�ípad�  ethanolového vst� ikování se 
hodnoty polydisperzity pohybovaly od 0,2 do 0,3.  Pr� m� rná velikost polysacharidových � ástic byla, 
ve srovnání s liposomy v� tší, pohybovala se od 300 do 600 nm v p�ípad�  chitosanových � ástic a 
alginátových � ástic. U chitosan-alginátových � ástic byla pr� m� rná velikost 600 a� 900 nm. Rovn� � 
indexy polydisperzity polysacharidových � ástic byly vyšší a pohybovaly se v rozmezí od 0,2 do 0,6, 
p� i� em� nejni�ší indexy polydisperzity byly nam�� enu u chitosanových a alginátových � ástic. 
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Tabulka 15. Stanovení velikosti a stability p� ipravených � ástic 
 ø 

velikost 
[nm] 

ø zeta 
potenciál 
[mV] 

 ø 
velikos
t [nm] 

ø zeta 
potenciál 
[mV] 

L TLE jablko š� áva 188,2 -35,9 CH jablko š� áva 382,9 35,0 

L TLE jablko extrakt 540,7 -30,5 CH jablko extrakt 741,7 37,6 

L TLE mrkev š� áva 116,6 -44,1 CH mrkev š� áva 303,9 35,5 

L TLE mrkev extrakt 355,7 -30,1 CH mrkev extrakt 502,9 30,7 

L TLE lesní plody š� áva 213,6 -25,1 CH lesní plody š� áva 457,0 25,5 

L TLE lesní plody extrakt 380,8 -28,5 CH lesní plody extrakt 237,5 36,9 

L RP-TLE jablko š� áva 206,7 -42,1 CHA jablko š� áva 588,5 -26,3 

L RP-TLE jablko extrakt 222,6 -42,7 CHA jablko extrakt 867,4 -22,1 

L RP-TLE mrkev š� áva 203,6 -37,3 CHA mrkev š� áva 527,5 -25,5 

L RP-TLE mrkev extrakt 307,8 -41,9 CHA mrkev extrakt 851,9 -22,2 

L RP-TLE lesní plody š� áva 282,7 -30,6 CHA lesní plody š� áva 650,1 -19,7 

L RP-TLE lesní plody extrakt 138,9 -33,6 CHA lesní plody extrakt 1187,0 -17,6 

L EV jablko š� áva 524,0 -8,0 CH U - prázdné 1001,0 47,1 

L EV jablko extrakt 226,3 -9,9 CH U - goji 697,9 39,6 

L EV mrkev š� áva 258,8 -10,8 CH U - guarana 1156,0 44,4 

L EV mrkev extrakt 676,1 -3,7 CH U - �enšen 526,0 14,5 

L EV lesní plody š� áva 362,8 -3,0 CH - prázdné 326,4 25,3 

L EV lesní plody extrakt 403,0 -8,2 CH - goji 314,9 23,8 

L TLE 158,7 -55,4 CH - guarana 426,6 21,5 

L RP-TLE 154,7 -53,8 CH - �enšen 279,4 0,49 

L EV 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 A U - �enšen 361,8 -19,2 

U - goji 192,1 -35.0 M TLE 10% lip. extraktu 505,5 -37,1 

U - guarana 121,6 -43,3 M TLE 20% lip. extraktu 408,4 -34,5 

U - �enšen 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 

L U  241,7 -26,9 M U 10% lip. extraktu 170,9 -35,0 

M TLE 2,5% lip. extraktu 563,4 -33,9 M U 20% lip. extraktu 110,5 -36,3 
Zkratky: A-Alginátové � ástice, CH-chitosanové � ástice, CHA-chitosan-alginátové � ástice, L-liposomy,  M-marinosomy U-
metoda ultrasonifikace  (U-22,5mg/ml lecithinu, U1-18mg/ml lecithinu, U2-18mg/ml lecithinu v chloroformu, TLE- metoda 
odpa�ování na tenké vrstv� , RP-TLE-metoda odpa�ování na tenké vrstv�  s reverzní fází, EV-etanolové vst� ikování. 

5.2.4 Stabilita � ástic – modelové trávení 
P�ipravené � ástice s obsahem goji, guarany a �enšenu byly aplikovány do modelových trávících š� áv, 
kde bylo sledováno uvoln� né mno�ství enkapsulovaných slo�ek. Stejn�  jako v mnohých studiích 
byla testována mo�nost pozvolného uvol� ování a zajišt� ní vyšší biologické dostupnosti aktivních 
látek [5, 54]. 
Z dosa�ených výsledk�  vyplívá, �e v �alude� ní š� áv�  (Graf 16) byly nejstabiln� jší � ástice s obsahem 
goji, naopak nejvíce docházelo k uvol� ování enkapsulovaných polyfenolických slo�ek v p�ípad�  
enkapsulovaného �enšenu, u kterého byla však stanovena nejvyšší enkapsula� ní ú� innosti.  
Nejmenší stabilita byla nam�� ená u 1% alginátových � ástic p�ipravených na enkapsulátoru 
(tryska 450 µm) se zapouzd�eným �enšenem.  
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Zde se vlivem kyselého prost�edí �alude� ní š� ávy uvolnilo skoro veškeré mno�ství polyfenol� . U 
stejného typu � ástic, p� i enkapsulaci guarany bylo také uvoln� no významné mno�ství polyfenol�  
(76,7%). U alginátových � ástic s p�ídavkem CMC bylo zaznamenáno rovn� � vyšší mno�ství 
uvoln� ných polyfenol� , v p�ípad�  enkapsulace �enšenu 72,7%, u enkapsulace guarany 48,5%.  

 
Graf 16. Stabilita � ástic v modelovém trávení-uvoln� né polyfenoly 

na ultrazvuku Alginátové � ástice 1 na ultrazvuku liposomových � ástic 3 1%alginát 450 µm 5  
na ultrazvuku Chitosanové � ástice 2 1%alginát 300 µm 4 1%alginát s jádrem 6  

Ostatní polysacharidové � ástice byly obecn�  v �alude� ní š� áv�  stabilní a uvoln� né mno�ství se 
v pr� m� ru pohybovalo okolo 20%.  
Liposomové � ástice byly v �alude� ní š� áv�  stabilní p�edevším v p�ípad�  enkapsulace goji a guarany, 
kde nebylo zaznamenáno uvoln� né mno�ství do 9,4% enkapsulovaného mno�ství polyfenol� . U 
liposom�  s enkapsulovaným extraktem �enšenu bylo detekována vyšší uvoln� né mno�ství okolo 50%.  

 
graf 17. Stabilita � ástic v modelovém trávení-uvoln� né polyfenoly 

na ultrazvuku Alginátové � ástice 1 na ultrazvuku liposomových � ástic 3 1%alginát 450 µm 5  
na ultrazvuku Chitosanové � ástice 2 1%alginát 300 µm 4 1%alginát s jádrem 6  

P� sobením pankreatické š� ávy došlo k výrazn� jšímu uvoln� ní enkapsulovaných polyfenol�  ne� 
v p�ípad�  modelové �alude� ní š� ávy. Trend stability/nestability jednotlivých � ástic byl však zachován.  
Nejlépe se však polyfenoly v prost�edí tenkého st�eva (48 a� 83%) uvol� ovaly z 1% alginátových 
� ástic p� ipravených na enkapsulátoru , kde bylo v �alude� ní š� áv�  zaznamenáno minimální uvoln� né 
mno�ství. Polyfenoly se v prost�edí pankreatické š� ávy rovn� � velmi dob�e uvol� ovaly 
z chitosanových � ástic (26,5 a� 90%). U ostatních � ástic se uvoln� né mno�ství pohybovalo v pr� m� ru 
okolo 20%. Docházelo u nich tedy pouze k pozvolnému uvol� ování.  
Vlivem um� lé �lu � ové tekutin�  došlo k nejmenšímu rozpadu p�ipravených � ástic, v porovnání se 
�alude� ní a pankreatickou š� ávou. Pravd� podobn�  zde docházelo velmi pozvolnému uvol� ování. 
Nejlépe se polyfenoly uvol� ovaly u 1% a 2% alginátových � ástic p�ipravených na enkapsulátoru, dále 
pak u sm� sných � ástic alginátu a CMC a u chitosanových � ásticích. Naopak nejni�ší uvoln� né 
mno�ství bylo nam�� eno u liposom�  a 1% alginátových � ástic s tryskou 300 µ (v p�ípad�  alginátových 
� ástic došlo k uvoln� ní významného mno�ství v pankreatické š� áv� ).  
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graf 18. Stabilita � ástic v modelovém trávení-uvoln� né polyfenoly 
na ultrazvuku Alginátové � ástice 1 na ultrazvuku liposomových � ástic 3 1%alginát 450 µm 5  
na ultrazvuku Chitosanové � ástice 2 1%alginát 300 µm 4 1%alginát s jádrem 6  

Ze získaných výsledk�  je patrné, �e enkapsulace polyfenolických slo�ek a jejich extrakt�  lze vyu�ít k  
cílenému transportu trávicím traktem. Kdy p�i pr� chodu �aludkem dojde k  zachování stability � ástic, 
a k � ízenému uvol� ování aktivních slo�ek pak dochází v prost�edí st�ev. 

5.2.5 Stanovení dlouhodobé stability � ástic – modelové potraviny 
U � ástic s enkapsulovanými extrakty goji, guarany a �enšenu byla dále sledována dlouhodobá stabilita 
v modelových potravinách. Slo�ení jednotlivých modelových podmínek je uvedeno v kapitole 4.14. 
V modelové vodné potravin�  (Graf 19) docházelo k nejv� tšímu uvol� ování polyfenol�  u extraktu 
z goji v alginátových � ásticích p�ipravených na ultrazvuku i enkapsulátoru, dále u �enšenových 
extrakt�  v liposomech p�ipravených odpa�ením reversní fáze a rovn� � u 1% alginátových � ástic 
s jádrem. Naopak k nejmenšímu uvoln� ní polyfenol�  došlo u 1% alginátových � ástic typu matrix 
rovn� � s enkapsulovaným �enšenem. 
  

 
Graf 19. Dlouhodobá stabilita � ástic – uvoln� né polyfenoly – prost�edí voda 

na ultrazvuku Alginátové � ástice 1 na ultrazvuku liposomových � ástic 3 2%alginát 300 µm 5 
na ultrazvuku Chitosanové � ástice 2 1%alginát 300 µm 4 2%alginát s jádrem 6 
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V modelovém prost�edí kyselé potraviny (Graf 20) bylo nejvíce uvoln� ných polyfenolických látek u 
alginátových � ástic p�ipravených na ultrazvuku s extraktem z goji, kde bylo uvoln� no 93,34 % 
polyfenol� . Velká nestabilita byla rovn� � pozorovatelná u 1% alginátových � ástic s jádrem 
p�ipravených na enkapsulátoru s extraktem goji i �enšenu, kde byl rozpad stanoven na více ne� 80 %. 
Naopak nejv� tší stabilitu vykazovaly �enšenové � ástice typu matrix p�ipravené na enkapsulátoru, kde 
se uvolnilo pouze 25 %. Co se tý� e porovnání stability jednotlivých extraktu (Graf 20), nejv� tší 
uvol� ování polyfenolických látek dochází u extraktu z goji. Nejstabiln� jším extraktem v kyselém 
prost�edí je naopak �enšen, kde ve v� tšin�  � ástic nep�esáhlo uvoln� né mno�ství po m� síci skladování 
50 % enkapsulovaného mno�ství. 
 

 
Graf 20. Dlouhodobá stabilita � ástic – uvoln� né polyfenoly – prost�edí 3% kyselina octová 

na ultrazvuku Alginátové � ástice 1 na ultrazvuku liposomových � ástic 3 2%alginát 300 µm 5 
na ultrazvuku Chitosanové � ástice 2 1%alginát 300 µm 4 2%alginát s jádrem 6 

 
V modelové alkoholové potravin�  docházelo k nejv� tšímu uvol� ování polyfenol�  u alginátových 
� ástic p�ipravených na ultrazvuku a u 1% alginátových � ástic p�ipravených na enkapsulátoru s tryskou 
450 µm, kde se b� hem m� síce skladování uvolnilo v pr� m� ru 80 %enkapsulovaných polyfenolických 
slo�ek. U ostatních � ástic bylo po m� sí� ním skladování uvoln� né mno�ství v pr� m� ru 40%. 
K nejv� tšímu rozpadu � ástic v modelové tu� né potravin�  docházelo u �enšenu u 1% alginátu s jádrem, 
liposom�  p� ipravených na ultrazvuku a alginátových � ástic p� ipravených na ultrazvuku, kde došlo 
k uvoln� ní více ne� 70 % polyfenol� . Naopak nejstabiln� jší � ástice byly s enkapsulovaným extraktem 
z guarany a alginátové � ástice s enkapsulovaným �enšenem, kde se uvoln� ní polyfenol�  z � ástic 
pohybovalo kolem 20 %. 
Záv� rem lze �íci, �e p�i stanovení stability v modelových potravinách bylo jako nejvhodn� jší 
modelové prost�edí pro dlouhodobé uchovávání stanoveno vodné prost�edí, pro v� tšinu 
polysacharidových � ástic pak i kyselé prost�edí. Jako velmi vhodnou aplika� ní forma pro p�idání 
studovaných p�írodních extrakt�  do reálných potravin by mohly být alginátové � ástice p�ipravené na 
enkapsulátoru. Bylo u nich dosa�eno nejvyšší enkapsula� ní ú� innosti a rovn� � vykazovaly dobrou 
stabilitu v modelových t� lních tekutinách a modelových potravinách. Lze je tedy vyu�ít k cílenému 
transportu a uvol� ování enkapsulovaných aktivních látek v trávicím traktu a tím dosáhnout vyšší 
biologické dostupnosti a p�ínosnosti pro zdraví spot�ebitele. 
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5.2.6 Stanovení dlouhodobé stability � ástic s antioxidanty – modelové kosmetické 
prost� edí 

Stabilita � ástic s enkapsulovanými aktivními látkami byla testována ve � ty�ech modelových 
kosmetických prost�edích - voda, 2%, 10% a 30% emulze olej ve vod� . Liposomy i marinosomy byly 
p� ipraveny metodou pomocí ultrazvuku (kap. 4.8.3.1). Marinosomy byly p� ipraveny s p�ídavkem 10% 
lipidového extraktu (kap 4.8.3.5).  

 
Graf 21. Dlouhodobá stabilita – vitamin C 
Ozna� ení: L- liposomy; M-marinosomy 

Vitamin C vykazoval v liposomech postupné uvol� ování do 8. dne ve všech modelových prost�edích. 
Dále ji� docházelo k sní�ení obsahu vitaminu C ve volném prost�edí pravd� podobn�  vlivem 
degradace. Vitamin C v marinosomech vykazoval (Graf 21) vyšší stabilitu, a do vodného prost�edí se 
uvol� oval jen minimáln� . 

 
Graf 22. Dlouhodobá stabilita – katechin 
Ozna� ení: L- liposomy; M-marinosomy  

U liposom�  s obsahem katechinu (Graf 22) bylo dosa�eno v p�ípad�  � ist�  vodného prost�edí nejlepších 
výsledk� , kdy po m� síci skladování nebylo zaznamenáno �ádné uvoln� né mno�ství.  Naopak 
v prost�edí 30% emulze se ji� 4. den uvolnilo 100 % enkapsulovaného mno�ství katechinu. P�i 
sledování uvol� ování katechinu u marinosom�  nebylo op� t pozorováno �ádné výrazné uvol� ování do 
vodného prost�edí. Naopak v p�ípad�  emulzí se ji� v � ase 0 uvolnilo významné mno�ství. B� hem 
skladování docházelo k nár� stu uvoln� ného mno�ství, po m� síci skladování ji� bylo u všech emulzí 
uvoln� no veškeré enkapsulované mno�ství katechinu.  
Z výsledk�  v Grafu 23 je patrné, �e vitamin E se z liposom�  výrazn�  uvol� uje ji� b� hem prvních � ty� 
dn� . Uvoln� né mno�ství navíc roste se vzr� stající koncentrací oleje v modelových prost�edích. 
Naopak z marinosom�   se vitaminu E za� íná uvol� ovat do výhradn�  vodného prost�edí a� b� hem 8. 
dne. Po m� síci skladování se pak do vodného prost�edí uvolnilo jen 38 % enkapsulované mno�ství 
vitaminu E. V 2 % a 10% emulzi se ji� v den 0 uvolnilo � áste� né mno�ství vitaminu E, které bylo 
detekováno i po 4 dnech.  
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Následn�  b� hem dalšího skladování, z�ejm�  vlivem degradace, však docházelo ke sní�ení obsahu 
volného vitaminu E v testovaných prost�edích. V 30% emulzi došlo k okam�itému uvoln� ní veškerého 
enkapsulovaného mno�ství ihned po aplikaci vzorku do tohoto prost�edí. Uvoln� né mno�ství p�etrvalo 
v prost�edí do 4. dne. Poté op� t došlo ke sní�ení koncentrace volného vitaminu E pravd� podobn�  
vlivem degradace.  

 
Graf 23. Dlouhodobá stabilita - � -tokoferol 
Ozna� ení: L- liposomy; M-marinosomy 

P�i sledování stability liposom�  s obsahem 
 -karotenu (Graf 24) bylo v � ase 0 pouhým p�idání � ástic 
do emulze uvoln� no významné mno�ství karotenu. V p�ípad�  2% emulze se uvolnilo 42 % mno�ství, 
v p�ípad�  10% emulze tém��  85 %. U volného 
 -karotenu, který je na sv� tle nestálý, docházelo poté 
b� hem skladování k jeho výrazné degradaci. Naopak v � ist�  vodném prost�ed nebylo v pr� b� hu celého 
testu stanoveno �ádné uvoln� né mno�ství 
 -karotenu.U marinosom�  nedocházelo k tém��  �ádnému 
uvol� ování 
 -karotenu v pr� b� hu celého m� sí� ního skladování a ve všech sledovaných podmínkách, 
co� bylo patrné i ze zachování zbarvení � ástic. 

 
Graf 24. Dlouhodobá stabilita - � -karoten 
Ozna� ení: L- liposomy; M-marinosomy 

Tabulka16. Hodnoty uvol� ování karotenu z liposom�  pro r� zné koncentrace ve 4. den 

 
1 µg·ml-1 3µg·ml-1 6 µg·ml-1 

uvol� ování [%] 

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 liposom�  s 
 -karotenem byla porovnávána i pro r� zné koncentrace, jak je zobrazeno 
v tabulce 19. Ve vod�  se u ni�ší koncentrace 1 µg·ml-1uvolnilo tém��  20 %. U vyšších koncentrací 
byly � ástice ji� stabilní a nebylo detekováno �ádní uvoln� né mno�ství. Podobná data byla získána 
v p�ípad�  2% emulze.  



 
 

83

Z výsledk�  je patné, �e u všech koncentrací 
 -karotenu je uvol� ování nejvýrazn� jší v p�ípad�  
skladování ve 30% emulzi, v�dy okolo 20-40 % do 4. dne. Nejvhodn� jším prost�edím pro dlouhodobé 
skladování testovaných � ástic bylo vyhodnoceno vodné prost�edí. 
U p�ipravených emulzí byla rovn� � sledována sedimenta� ní stabilita po p�idání testovaných � ástic. 
Z dosa�ených výsledk�  lze konstatovat, �e vlivem � ástic nedochází ke zm� n�  sedimenta� ní stability 
emulzí. P�ipravené � ástice jsou tedy z hlediska sedimenta� ní stability vhodnou formou pro kosmetické 
aplikace ve form�  r� zných krém� . Vzhledem k dosa�eným výsledk� m dle uvoln� ného mno�ství 
aktivní látek b� hem skladování by však tyto kosmetické p�ípravky nem� ly obsahovat více ne� 2% 
lipidických slo�ek.  
U jednotlivých komponent byly dále, pro potenciální aplikace � ástic v opalovacích krémech, 
prom�� eny hodnoty SPF pomocí metody in vitro [173]. Ji� samotný lecithin vykazoval SPF 17. 
Z aktivních látek byl nejvyšší SPF 5 zjišt� n u 
 -karotenu, vitamin E vykazoval  SPF 3,8, srovnatelný 
SPF 1,5 m� li vitamin C a katechin. Dále byly prom�� eny i oleje pou�ité pro p�ípravu kosmetických 
emulzí (palmový, olivový a kokosový), u všech byl dosa�en SPF faktor 5-6. Celkov�  tedy m� �eme 
�íci, �e i samotné � ástice, vykazovaly ur� itý protektivní efekt v�� i UV zá�ení a všechny enkapsulované 
slo�ky tento SPF faktor zvyšovaly. Enkapsulované aktivní slo�ky jsou tedy vhodné do r� zných 
kosmetických p�ípravk�  v� etn�  opalovacích.  

 
Graf 25. P� ehled hodnot SPF faktor�  pro jednotlivé slo�ky � ástic, aktivní látky a rostlinné oleje 

Vitaminu E obohacuje p�ípravky o antioxida� ní ú� inky, zvlá�� uje dehydratovanou poko�ku a 
prodlu�uje rovn� � trvanlivost výsledného produktu. P�ídavek 
 -karotenu je velmi vhodné pro 
opalovací krémy díky vyššímu SPF a schopnosti zvýrazn� ní opálení. Vitamin C p�i aplikaci 
s vitaminem E zajiš� uje jeho regeneraci. Dále by samotný vitamín C, stejn�  jako katechin, mohl 
v cílovém výrobku p� sobit antioxida� n� , v p�ípad�  opalovacích p�ípravk�  m� �e vitamin C napomoci i 
p� i redukci pigmentových skvrn. 

5.2.7 Stanovení sedimenta� ní stability � ástic s antioxidanty 
Stanovení sedimenta� ní stability � ástic s antioxidanty bylo provedeno pomocí analytické centrifugace 
dle postupu uvedeného v kapitole 4.12. 

Tabulka 17. Analytická centrifugace – indexy nestability  
 TLE RP-TLE EV CH CHA 

jablko- š� áva 1,3589±0,0860 0,1160±0,0325 1,0106±0,850 1,0959±0,0320 2,4294±0,9523 

mrkev - š� áva 0,1872±0,0313 4,0149±0,2356 0,7070±0,0562 1,5251±0,7526 0,4464±0,2365 

lesní plody - š� áva 1,9613±0,0256 1,8987±0,0856 1,0748±0,9500 1,3112±0,5689 1,0796±03265 

jablko - extrakt 0,1183±0,0155 0,9855±0,0230 0,5674±0,0652 0,7127±0,0569 3,1061±0,8757 

mrkev - extrakt 0,8740±0,0475 2,3222±0,8652 0,6436±0,0453 0,3690±0,0236 2,991±0,7692 

lesní plody- extrakt 1,7752±0,0652 1,4887±0,0952 1,0830±0,0236 0,7063±0,0784 2,1905±0,8093 

prázdné 0,9280±0,0356 4,1029±0,7550 3,1580±0,9391 0,7781±0,0158 0,9566±0,6523 
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A B  

C D  
Graf 26. Stanovení sedineta� ní stability - vybrané vzorky; liposomy metoda RP-TLE A) mrkev 
(extrakt), B) mrkev(š�áva);chitosanové � ástice G) jablka(extrakt), H) jablka (š�áva) 

Z Tabulky 17 vyplývá, �e nejmén�  stabilní liposomy, p� ipravené metodou TLE, byly � ástice 
s obsahem extraktu i š� ávy z lesního ovoce. Relativn�  mén�  stabilní byly � ástice i p�i enkapsulaci 
jable� né š� ávy, naopak v p�ípad�  enkapulace jable� ného exktraktu byly tyto � ástice nejstabiln� jší. U 
metody RP-TLE byly nejmén�  stabilní vzorky � ástic bez enkapsulovaných látek, pom� rn�  málo 
stabilní byla také mrkvová š� áva. Ostatní vzorky u této metody vykazovaly dobrou sedimenta� ní 
stabilitu. Rovn� � u ethanolového vst� ikování byly prázdné liposomy nejmén�  stabililní, vlivem 
enkaspulace tak u ostaních vzork�  došlo ke zvýšení jejich sedimenta� ní stability. V p�ípad�  
chitosanových � ástic došlo ke sní�ení stability vlivem enkaspulace š� áv, v p�ípad�  extrakt�  byla 
sedimenta� ní stability naopak vyšší, v porovnání s � ásticemi bez enkapuslovné slo�ky. U chitosan-
alginátových � ástic došlo vlivem enkapulace š� áv i extrakt�  k destabilizaci systému. Nejvýrazn� ji pak 
v p�ípad�  enkapsulace jable� ných vzork� .  
Obecn�  u liposom�  p� ipravených metodou ethanolového vst�ikování docházelo k rychle sedimentaci 
velkých � ástic (Graf 26). U liposom�  p� ipravých metodami TLE a RP-TLE docházelo k homogenní 
sedimentaci, pouze v n� kterých p�ípadech, p�evá�n�  vlivem enkapsulace š� áv došlo k sní�ení stability 
a zvýšení rychlosti sedimentace. Polysacharidové � ástice byly z hlediska sedimenta� ní stability velmi 
stabilní, u alginát-chitosanových � ástic však vlivel enkapulace došlo ke sní�ení stability � ástic.  
Jako nejvhodn� ší z testovaných � ástic byly z hlediska sedimenta� ní stability, nap�íklad pro aplikace do 
nápoj� , vyhodnoceny chitosanové � ástice. U t� chto � ástic byla jejich vysoká sedimenta� ní stabilita 
zachována i v p�ípad�  enkaspulace aktivních slo�ek. Z enkapsulovaných slo�ek pak byly vhodné 
p�edevším ovocné extrakty. 

5.3 Enkapsulace antimikrobiálních látek, jejich p� írodních extrakt�  a 
vybraných lé� iv 

Další � ást práce byla zam�� ena na studium enkapsulace vybraných p�írodních antimikrobiálních 
extrakt�  z rostlinných a �ivo� išných zdroj� . K enkapsulaci byl pou�it propolis, nisin, dále lysozym a 
ovotransferin a jejich p�írodní zdroj - vaje� ný bílek. Z rostlinných zdroj�  byly testovány mo�nosti 
enkapsulace bylinných a ko�en� ných extrakt�  z šalv� je, rozmarýnu, kop�ivy, h�ebí� ku, levandule, 
he�mánku, � erného bezu, pely� ku, mate�ídoušky, echinacey, léko�ice, m� sí� ku, rakytníku, tymiánu, 
jitrocele, majoránky, t�ezalky, zázvoru a � esneku.  
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Tyto vzorky byly nejprve charakterizovány a následn�  pou�ity k enkapsulaci. Rovn� � byla testována 
mo�nost enkapsulace lé� iv klotrimazolu a ibuprofenu a jejich koenkapsulace s vybranými rostlinnými 
antimikrobiálními extrakty.   
U všech pou�itých antimikrobiálních slo�ek byla sledována jejich antimikrobiální/antimykotická 
aktivita p�ed a po enkapsulaci do r� zných typ�  � ástic.  

5.3.1 Charakterizace pou�itých antimikrobiálních slo�ek 
P�írodní rostlinné extrakty a propolis byly charakterizovány na obsah polyfenol�  a flavonoid� . Rovn� � 
byla sledována jejich antioxida� ní aktivity pomocí ABTS radikálu. U propolisu byla navíc sledována 
celková koncentrace bílkovin. Podrobné postupy stanovení jsou uvedeny v kapitole 4.7. P�íprava 
extraktu probíhala dle postupu uvedeného v kapitole 4.6. 
Antioxida� ní aktivity testovaných bylinných extrakt� , stejn�  jako celkové obsahy polyfenol�  a 
flavonoid�  jsou uvedeny v Tabulce 18. Nejvyšší antioxida� ní aktivita byla nam�� ena u extraktu z 
h�ebí� ku (46,7 mg/g) a extraktu z t�apatky (45,6 mg/g). Extrakty z tymiánu, šalv� je, � erného bezu, 
jitrocele, majoránka, t�ezalky, zázvor a � esneku m� ly velmi podobnou antioxida� ní aktivitu pohybující 
se v pr� m� ru kolem 30 mg/g. Ostatní testované bylinné extrakty m� ly antioxida� ní aktivitu pr� m� rn�  
10 mg/g. Nejni�ší antioxida� ní aktivita byla m�� ena u extrakt�  z he�mánku a kop�ivy. 

Tabulka 18. Charakterizace vodných bylinných extrakt�   
  pelyn� k tymián echinacea léko�ice m� sí� ek rakytník 

Antioxida� ní aktivita mg/g 10,3±1,3 30,4±1,3 45,6±1,3 7,8±0,8 9,7±0,5 10,3±0,6 

celkové polyfenoly mg/g 11,2±0,1 31,1±0,3 31,1±0,2 8,7±0,1 23±0,2 3,3±0,1 

celkové flavonoidy mg/g 14,3±0,2 29±0,2 23,6±0,1 6,1±0,1 15,5±0,1 1,2±0,0 

  šalv� j rozmarýn kop�iva  h�ebí� ek levandule he�mánek 

Antioxida� ní aktivita mg/g 34,8±1,6 11,9±0,8 9,5±0,2 46,7±1,5 9,6±0,5 3,8±0,3 

celkové polyfenoly mg/g 34,3±0,3 11,5±0,1 16,3±0,2 60,8±0,2 19,2±0,1 5,7±0,1 

celkové flavonoidy mg/g 17,2±0,1 9,5±0,1 13,8±0,1 16,2±0,1 10,8±0,1 0,6±0,0 

 � erný bez jitrocel majoránka t�ezalka zázvor � esnek 

Antioxida� ní aktivita mg/g 24±0,9 27,9±1,3 37,7±1,8 30,3±1,7 28,9±1,1 31,2±1,3 

celkové polyfenoly mg/g 38,8±0,2 43±0,3 48,7±0,5 44,1±0,6 1,4±0,1 1,5±0,0 

celkové flavonoidy mg/g 32,9±0,2 24,7±0,2 31,3±0,3 39,3±0,3 0,2±0,0 0,1±0,0 

Nejvyšší obsah celkových polyfenol�  byl nam�� en u h�ebí� ku (60,8 mg/g) dále u majoránky, tymiánu 
a t�ezalky (okolo 45 mg/g ). � erný bez a šalv� j m� li obsah polyfenol�  v pr� m� ru 36 mg/g. Nejni�ší 
hodnota obsahu celkových polyfenol�  byla zm�� ena u extraktu � esneku a zázvoru. Je zajímavé, �e tyto 
extrakty m� ly sou� asn�  vynikající antioxida� ní aktivitu. Výsledky mohou nazna� ovat, �e 
polyfenolické slo�ky nejsou jediným ukazatelem antioxida� ního charakteru rostlinných extrakt� . 
Výsledky obsahu celkových flavonoid� , ve v� tšin�  p�ípad� , kopírují stejný trend jako v p�ípad�  
obsahu celkových polyfenol� . Pouze extrakt h�ebí� ek, který vykazoval nejvyšší nam�� enou hodnotu 
celkových polyfenol� , m� l obsah flavonoid�  výrazn�  ni�ší. Nejvyšší celkový obsah flavonoid�  byl 
zaznamenán u t�ezalky (39,3 mg/g), následovaly extrakty z � erného bezu, majoránky, tymiánu a 
jitrocele, jejich� obsah celkových flavonoid�  se pohyboval okolo hodnoty 30 mg/g.  

Tabulka 19. Charakterizace propolisu - ethanolový extrakt 
 obsah aktivních slo�ek mg/g 

polyfenoly flavonoidy antioxida� ní aktivita bílkoviny 

propolis 273,9 ± 2,0 81,8 ± 1,7 302,2 ± 2,4 548,7 ± 1,9 

Z dosa�ených výsledk�  p� i charakterizaci bylin a propolisu je patrné, �e zcela nejvíce bio-aktivním 
extraktem je práv�  propolis, kde obsah sledovaných aktivních látek více ne� desetinásobn�  p�evyšuje 
ostatní extrakty.  
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5.3.2 Stanovení enkapsula� ní ú� innosti 
Metody pro p�ípravu jednotlivých typ�  � ástic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Pro ka�dý vzorek bylo 
m�� ení opakováno t� ikrát a ze získaných hodnot byl získán pr� m� r. Rozptyl hodnot m�� ení 
jednotlivých vzork�  nebyl v� tší ne� 5 %. 

5.3.2.1 Enkapsulace bylinných extrakt�  
Bylinný extrakt po enkapsulaci danými metodami byl v�dy centrifugován p�i 14 800 ot./min. 
Supernatant byl slit, a byla v n� m stanovována pomocí spektrofotometrické metody koncentrace 
zbylých volných polyfenol� , stejn�  tak jako ve vzorku p�ed enkapsulací. Z t� chto dvou hodnot byla 
poté vypo� ítána enkapsula� ní ú� innost dané metody. 
V práci byly pou�ity t� i základní typy extrakt� : vodné, ethanolové a kyselé viz kap. 4.6.3. Obecn�  lze 
�íci, �e polyfenolické slo�ky rostlinných extrakt�  se nejvýhodn� ji enkapsulovaly z vodných 
extrakt�  (Tabulka 20). Naopak, nejmenší enkapsula� ní ú� innost byla stanovena ve v� tšin�  
p�ípad�  p�i pou�ití extrakce pomocí kyseliny citrónové. 

Tabulka 20. Enkapsula� ní ú� innost polyfenol�  – r� zné typy extrakce – enkapsulace do liposom�  
EU% tymián jitrocel majoránka t�ezalka zázvor � esnek 

vodné extrakty 45,2 27,9 37,7 39,5 28,9 93,2 

ethanolové extrakty 33,6 15,4 42,5 35,6 11,5 15,2 

extrakty kyseliny citronové 17,2 22,7 33,9 28,9 8,0 9,6 

 pelyn� k echinacea léko�ice m� sí� ek rakytník šalv� j 

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 9,1 18,3 26,9 13,1 42,4 

 rozmarýn kop�iva  h�ebí� ek levandule he�mánek � erný 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 polyfenol�  do liposomových � ástic byla tedy úsp� šná ve všech typech vodných 
extrakt� . Nejvyšší ú� innost enkapsulace byla stanovena u � esnekového extraktu (93,2%). 
Naopak nejni�ší enkapsula� ní ú� innost m� ly extrakty z pely� ku a h�ebí� ku (v pr� m� ru okolo 
3,5%). Velmi dobrá enkapsula� ní ú� innost (nad 50%) byla stanovena u extrakt�  léko�ice, 
šalv� je, levandule a � erného bezu. Ostatní extrakty m� ly enkapsula� ní ú� innost v pr� m� ru 
okolo 30%. 

Tabulka 21. Enkapsula� ní ú� innost polyfenol�  – liposomy a polysacharidové � ástice 
EU% tymián jitrocel majoránka t�ezalka zázvor � esnek 

liposomy 45,2 27,9 37,7 39,5 28,9 93,2 

alginátové � ástice 36,5 41,6 11,7 20,5 68,4 62,6 

chitosanové � ástice 43,8 37 17,8 36,0 81,3 44,7 

 pelyn� k echinacea léko�ice m� sí� ek rakytník šalv� j 

liposomy 3,7 26,6 60,2 37,5 20,5 69,7 

alginátové � ástice 28,9 19,0 38,2 32,0 46,5 41,9 

chitosanové � ástice 35,5 28,4 47,3 35,7 39,5 50,3 

 rozmarýn kop�iva  h�ebí� ek levandule he�mánek � erný bez 

liposomy 35,3 48,5 2,5 71,9 77,0 51,7 

alginátové � ástice 13,9 18,1 29,6 31,8 22,5 31,5 

chitosanové � ástice 8,1 16,5 42,1 23,0 23,9 24,4 
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P�i porovnání enkapsulace polyfenolických slo�ek bylinných extrakt�  do liposom�  a 
polysacharidových � ástic (Tabulka 21), bylo lepších výsledk�  dosa�eno � ast� ji v p�ípad�  liposom� .  
U n� kterých extrakt� , nap�íklad u extraktu zázvoru bylo avšak výrazn�  vyšší enkapsula� ní ú� innosti 
dosa�eno u polysacharidových � ástic, zejména pak v p�ípad�  pou�ití chitosanu, kde byla enkapsula� ní 
ú� innost stanovena na 81,3%. To je zhruba 3x vyšší ú� innost ne� byla u stejného vzorku dosa�ena 
v p�ípad�  pou�ití liposomových � ástic. Vyšší enkapsula� ní ú� innosti v polysacharidových � ásticích 
bylo dosa�eno rovn� � u extrakt�  z pely� ku a h�ebí� ku. Obecn�  lze �íci, �e enkapsula� ní ú� innost 
alginátových i chitosanových � ástic byla dosti podobná, rozdíly jejich enkapsula� ních ú� inností byly 
v pr� m� ru okolo 10% a kopírovaly podobný trend v závislost na enkapsulované bylinné slo�ce. 

5.3.2.2 Enkapsulace antimikrobiálních peptid�  a bílkovin 
Roztoky peptid�  a bílkovin byly po enkapsulaci danými metodami centrifugovány p�i 14 800 ot./min, 
supernatant byl slit, a byla v n� m pomocí spektrofotometrické metody stanovena celková koncentrace 
bílkovin. Toto stanovování mno�ství volných peptid�  a bílkovin bylo provedeno stejn�  i ve vzorku 
p�ed enkapsulací. Z t� chto dvou hodnot byla poté vypo� ítána enkapsula� ní ú� innost dané metody. 
Enkapsula� ní ú� innost v p�ípad�  nisinu a lysozymu bylo rovn� � sledována pomocí vysokoú� inné 
kapalinové chromatografie (HPLC/PDA). 
 

Graf 27. Enkapsula� ní ú� innost lysozymu 

Enkapsula� ní ú� innost byla sledována u roztoku lysozymu o koncentraci 1 000 � g/ml (Graf 27). 
Nejlepší enkapsula� ní ú� innost (tak�ka 100%) bylo dosa�eno p�i enkapsulaci do chitosanových � ástic 
p� ipravených na enkapsulátoru. Je zajímavé, �e v p�ípad�  chitosanových � ástic p�ipravených manuáln�  
pomocí ultrazvuku bylo dosa�eno enkapsula� ní ú� innosti pouze 21,8%. Vysokou enkapsula� ní 
ú� innost vykazovaly i manuáln�  p�ipravené alginátové a škrobové � ástice (okolo 90%). Naopak 
enkapsula� ní ú� innost alginátových � ástic p� ipravených pomocí enkapsulátoru se v pr� m� ru 
pohybovala pouze lehce nad 40%. Roztok lysozymu se dále velmi dob�e enkapsuloval do liposom�  
p� ipravených pomocí ultrazvuku za pou�ití 450 mg lecitinu/10ml roztoku (okolo 91 %), a p�i pou�ití 
180 mg lecitinu (59,5 %). Naopak nejni�ší enkapsula� ní ú� innost byla nam�� ena v p�ípad�  liposom�  
p� ipravených metodou ethanolového vst� ikování, kdy hodnoty enkapsula� ní ú� innosti dosahovaly p� i 
pom� ru lecitin:vzorek 1:2 a 1:4 minimálních hodnot (okolo 4%). P�i pou�ití pom� ru 1:1 � inila 
ú� innost enkapsulace lysozymu 17,2 %. Metoda TLE poskytovala enkapsula� ní ú� innosti v pr� m� ru 
okolo 30 %. 
Enkapsula� ní ú� innost byla dále sledována u enkapsulace roztoku nisinu o koncentraci 25 � g/ml do 
liposom� . Enkapsula� ní ú� innost nisinu se u v� tšiny � ástic pohybovala v pr� m� ru okolo 25%. Nejni�ší 
enkapsula� ní ú� innost bylo dosa�eno p�i pou�ití metody ethanolového vst�ikování. Hodnoty 
enkapsula� ní ú� innosti p�i pom� ru lecitin:vzorek 1:2 a 1:4 se rovnaly tém��  nule. P�i pou�ití pom� ru 
1:1 � inila enkapsula� ní ú� innost nisinu 11,9 %. 
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5.3.2.3 Enkapsulace antimikrobiálních lé� iv 
Roztoky lé� iv (antimykotikum klotrimazol a protizán� tlivý lék ibuprofen), p�ípadn�  sm� sné vzorky 
lé� iv a bylinných extrakt�  po enkapsulaci danými metodami byly centrifugovány p�i 14 800 otá� kách 
za minutu. Supernatant byl slit, a byla v n� m stanovována pomocí HPLC/PDA, koncentrace zbylých 
volných lé� iv stejn�  tak jako ve vzorku p�ed enkapsulací. Z t� chto dvou hodnot byla poté vypo� ítána 
enkapsula� ní ú� innost dané metody. V p�ípad�  koenkapsulace s bylinnými extrakty byla rovn� � 
sledována obdobným zp� sobem enkapsula� ní ú� innost polyfenol�  pomocí spektrofotometrických 
metod. 

 
Graf 28. Enkapsula� ní ú� innost - klotrimazol, ibuprofen, � esnek, zázvor, tymián 

P�i enkapsulaci vybraných lé� iv bylo v p�ípad�  klotrimazolu dosa�eno velmi vysoké enkapsula� ní 
ú� innosti. V p�ípad�  alginátových � ástic byla ú� innost tak�ka 100%, u chitosanových a liposomových 
� ástic dosahovala ú� innost shodných 94%.  
V p�ípad�  enkapsulace ibuprofenu bylo dosa�eno rovn� � velmi dobré enkapsula� ní ú� innosti, u 
polysacharidových � ástic okolo 70%, u liposom�  byla ú� innost enkapsulace 60%.  
Dále byla sledována mo�nost koenkapsulace a to p�edevším v liposomových � ásticích. U klotrimazolu 
zde bylo op� t dosa�eno vysoké enkapsula� ní ú� innosti. V kombinaci s extraktem z � esneku p�i 
koenkapsulaci do chitosanových � ástic byla jeho enkapsula� ní ú� innost 71%. V p�ípad�  liposomových 
� ástic a koenkapsulace klotrimazolu se zázvorem, sejn�  jako v kombinaci klotrimazolu s � esnekem, 
ibuprofenem a tymiánem byla ú� innost enkapsulace klotrimazolu dokonce a� 93%. Ve srovnání 
s klotrimazolem se ibuprofen p�i koenkapsulacích enkapsuloval podstatn�  h�� e. U liposom�  
s � esnekem bylo dosa�eno ú� innosti pouze 28%, a u kombinace s � esnekem, klotrimazolem a 
tymiánem nebylo detekováno �ádné enkapsulované mno�ství ibuprofenu.  

5.3.3 Stanovení stability a velikosti � ástic 
Velikost � ástic a jejich distribuce velikosti spole� n�  s indexem polydisperzity byla sledována p�i 
m�� ením na koloidním analyzátoru Malvern Zetasizer Nano ZS. Pomocí nástavce s elektrodou byl 
zm�� en rovn� � zeta potenciál.  
Zeta potenciál p�ipravených liposom�  byl tém��  ve všech p�ípadech v rozmezí od -30 mV do -60 mV. 
Obecn�  lze �íci, �e nejstabiln� jší � ástice byly liposomy p�ipraveny p� sobením ultrazvuku, pop�ípad�  
metodou odpa�ování na tenké vrstv� , a to bez ohledu na zapouzd�enou ú� innou slo�ku. Jako nejmén�  
stabilní byly stanoveny � ástice škrobu (-12,4 mV). Polysacharidové � ástice m� ly obecn�  menší 
stabilitu ne� liposomové � ástice, absolutní hodnoty jejich  zeta potenciálu se pohybovaly nej� ast� ji 
od 20 do 30 mV. Vlivem enkapsulace n� kterých slo�ek došlo k destabilizaci n� kterých � ástic 
(nap�íklad chitosanové � ástice s extraktem z � esneku, 2,4 mV). Obecn�  byly však všechny p�ipravené 
� ástice dostate� n�  stabilní. 
Velikost liposom�  byla v pr� m� ru okolo 180 nm a hodnoty index�  polydisperzity nebyly v� tší ne� 
0,25. Pr� m� rná velikost polysacharidových � ástic byla, ve srovnání s liposomy v� tší, v pr� m� ru 300 
a� 600nm. Rovn� � indexy polydisperzity polysacharidových � ástic byly vyšší a pohybovaly se v 
rozmezí od 0,2 do 0,6.  
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Obecn�  se u v� tšiny p�ipravených � ástic v porovnání s prázdnými � ásticemi vlivem enkapsulace jejich 
velikost mírn�  zv� tšila. Nejlepší rozlo�ení velikosti � ástic bylo stanoveno v p�ípad�  liposom�  
p� ipravených pomocí ultrazvukové enkapsulace. Pro další aplikace byla však i u ostatních liposom�  
získána jednotná velikost � ástic (100 nm) pomocí membránového extrudéru. 

Tabulka 22. Stanovení velikosti a stability p� ipravených � ástic- bylinné extrakty 
 pelyn� k tymián echinacea léko�ice m� sí� ek rakytník 

L ø velikost (nm) 215,9 219,1 167,0 185,6 204,3 162,3 

L ø zeta potenciál (mV) -31,4 -28,3 -42,5 -37,7 -47,4 -47,0 

A ø velikost (nm) 456,3 523,9 423,6 489,2 502,3 401,3 

A ø zeta potenciál (mV) -23,1 -17,5 -25,0 -22,2 -27,4 -23,9 

CH ø velikost (nm) 348,9 356,2 295,5 326,6 289,9 301,0 

CH ø zeta potenciál (mV) 35,3 18,9 31,9 28,5 21,0 26,6 

 rozmarýn kop�iva h�ebí� ek levandule he�mánek � erný bez 

L ø velikost (nm) 186,0 192,0 121,0 183,0 202,0 204,0 

L ø zeta potenciál (mV) -37,4 -36,2 -44,9 -42,5 -35,1 -38,2 

A ø velikost (nm) 457,5 483,6 325,0 529,7 489,8 501,0 

A ø zeta potenciál (mV) -18,9 25,8 -27,1 -19,8 -24,7 -20,9 

CH ø velikost (nm) 368,5 352,0 299,1 415,2 409,5 321,9 

CH ø zeta potenciál (mV) 16,8 24,2 30,8 27,0 24,5 30,2 

 jitrocel majoránka t�ezalka šalv� j zázvor prázdné 

L ø velikost (nm) 187,1 199,5 211 188,0 175,9 166,9 

L ø zeta potenciál (mV) -42,2 -39,1 -45,7 -38,0 -31 -33,4 

A ø velikost (nm) 452,3 482,6 436,9 521,3 375,2 425,4 

A ø zeta potenciál (mV) -23,9 -19,3 -21,9 -24,0 -25,3 -22,6 

CH ø velikost (nm) 452,3 397,4 423,3 407,7 362,8 289,0 

CH ø zeta potenciál (mV) 27,6 19,5 28,1 25,0 32,1 42,9 

Tabulka 23. Stanovení velikosti a stability p� ipravených � ástic- nisin, lysozym  

typ � ástice/metoda 
liposomy 

U 

liposomy 

U 

liposomy 

U 

liposomy 

TLE 

liposomy 

TLE 

liposomy 

TLE 

liposomy 

EV 

koncentrace lecitinu 9 mg/ml 18mg/ml 45mg/ml 9 mg/m 11,25 mg/ml 13,5 mg/ml 10mg/ml 

nisin ø velikost (nm) 125,3 122,0 156,9 178,1 192,0 178,5 248,2 

nisin ø ZP (mV) -54,8 -53,8 -56,5 -55,3 -62,1 -59,4 -38,5 

lysozym ø velikost (nm) 183,7 198,2 280,8 166,0 174,9 190,6 312,0 

lysozym ø ZP (mV) -43,3 -63,5 -56,7 -49,0 -48,3 -49,0 -28,9 

� ástice alginát chitosan škrob � ástice alginát chitosan škrob 

lysozym ø velikost (nm) 533,8 297,9 311,8 
prázdné ø 

velikost (nm) 
458,7 289,2 303,1 

lysozym ø ZP (mV) -23,4 39,4 -12,4 
prázdné ø ZP 

(mV) 
-21,3 43,6 -13,4 

Tabulka 24. Stanovení velikosti a stability p� ipravených � ástic- klotrimazol,ibuprofen  
typ 

� ástice/metoda 
liposomy/U 

liposomy

/U 

liposomy

/U 

liposomy

/U 

liposomy

/U 
liposomy/U liposomy/U 

enkapsulovaná 

slo�ka 

ibuprofen+� es

nek 
ibuprofen � esnek 

klotrimaz

ol 

kombina

ce 
tymián 

klotrimazol+záz

vor 

ø velikost (nm) 209,5 227,7 358,3 159,6 156,3 195,3 252,5 

ø zeta potenciál 

(mV) 
-49,9 -49 -47,3 -43,2 -43 -37,3 -33,5 
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� ástice alginát alginát alginát chitosan chitosan chitosan chitosan 

enkapsulovaná 

slo�ka 
� esnek 

klotrimaz

ol 
prázdné 

klotrimaz

ol 
� esnek 

klotrimazol+� es

nek 
prázdné 

ø velikost (nm) 639,8 447,9 521,5 729,2 473,75 345,4 194,9 

ø zeta potenciál 

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

5.3.4 Dlouhodobá stabilita � ástic s antimikrobiálními látkami – základní model voda 
� ástice s enkapsulovanou antimikrobiální slo�kou byly rovn� � podrobeny analýze dlouhodobé 
stability. � ástice byly p� idány do modelového vodného roztok�  a uchovávány p�i teplot�  5°C.  

Tabulka 25. Dlouhodobá stabilita � ástic s obsahem bylin – uvoln� né polyfenoly %- prost�edí voda 
EU% pelyn� k tymián echinacea léko�ice m� sí� ek rakytník šalv� j rozmarýn kop�iva 

L týden ND ND 3,5 15,9 48,1 ND 6,4 ND 9,5 

L m� síc ND ND 21,6 39,8 80,8 21,4 12,1 12,9 25,6 

A týden 6,5 7,6 9,1 4,7 9,0 5,9 11,3 25,5 20,7 

A m� síc 20,5 15,5 31,0 16,6 25,9 18,7 22,1 39,0 42,9 

CH týden 12,1 25,9 26,0 19,8 24,4 12,9 21,7 12,9 23,1 

CH m� síc 25,9 49,9 39,5 50,0 38,5 25,9 40,2 19,6 52,2 

 h�ebí� ek levandule he�mánek 
� erný 

bez 
jitrocel majoránka t�ezalka zázvor � esnek 

L týden ND ND 44,1 ND ND ND 74,7 ND 29 

L m� síc ND 38,1 ND ND 5,5 ND 90,0 ND 28,6 

A týden 3,5 19,3 12,9 15,5 4,0 12,5 14,5 6,9 19,2 

A m� síc 14,8 32,4 25,5 27,8 20,1 35,9 24,4 18,5 41,9 

CH týden 11,1 21,9 22,5 19,5 14,3 20,1 17,1 29,0 24,5 

CH m� síc 19,0 43,7 46,6 27,0 27,9 43,2 38,7 52,1 41,0 

Ve stanovených intervalech byly provedeny odb� ry roztok�  pro stanovení obsahu uvoln� ných slo�ek. 
Pomocí spektrofotometrických metod bylo m�� eno mno�ství uvoln� ní celkových polyfenol� , p�ípadn�  
bílkovin a pomocí HPLC bylo sledováno mno�ství uvoln� ných lé� iv.  
U v� tšiny liposom�  s extrakty z bylin nebyl pozorován b� hem skladování ve vodném prost�edí rozpad 
� ástic, a rovn� � nebylo pozorováno �ádné mno�ství uvoln� ných polyfenolických slo�ek (Tabulka 25). 
U v� tšiny t� chto vzork�  docházelo pouze k degradaci volných polyfenol� . N� které z testovaných 
extrakt�  však p�ipravené liposomy destabilizovaly. V p�ípad�  enkapsulace t�ezalky bylo stanoveno ji� 
po jednom týdnu velmi významné uvoln� né mno�ství fenolických slo�ek (74,7%). Uvol� ování 
polyfenol�  z � ástic bylo pozorováno rovn� � v p�ípad�  liposom�  s � esnekem, he�mánkem a jitrocelem 
(pr� m� rná týdenní hodnota uvoln� ného mno�ství p� ibli�n �  30%). Dále byl zaznamenán nár� st 
koncentrace uvoln� ných polyfenol�  b� hem skladování u liposom�  s výta�ky z echinacey, léko�ice a 
m� sí� ku. P�i� em� nejvíce polyfenol�  se uvolnilo práv�  z liposom�  s extraktem z m� sí� ku, kde se po 
m� síci uvolnilo tém��  veškeré enkapsulované mno�ství.  
Z polysacharidových � ástic byly mén�  stabilní � ástice chitosanové. Po týdnu u nich došlo k uvoln� ní 
v pr� m� ru okolo 20%, u alginátových � ástic se uvolnilo do 15%. Po m� síci bylo zaznamenáno 
uvoln� ní v pr� m� ru 30% u alginátových � ástic a 40% u chitosanových � ástic. 
P�i sledování dlouhodobé stability � ástic s obsahem vybraných lé� iv nebylo pozorováno u v� tšiny 
� ástic �ádné uvoln� né mno�ství. Uvoln� né mno�ství bylo zaznamenáno pouze v p�ípad�  enkapsulace 
ibuprofenu. P�i jeho enkapsulaci do liposom�  se po týdnu uvolnilo ji� 30%, p�i koenkapsulaci 
s extraktem � esnek do stejného typu � ástic došlo dokonce k uvoln� ní 66% enkapsulovaného mno�ství. 
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Na základ�  výsledk�  lze konstatovat, �e z hlediska dlouhodobé stability � ástic a mno�ství uvoln� ných 
slo�ek ve vodném prost�edí, byly stabilní p�edevším liposomové � ástice. N� které z testovaných 
extrakt�  však p�ipravené liposomy destabilizovaly. 

5.3.5 Dlouhodobá stabilita � ástic s antimikrobiálními látkami - modelové potraviny 
V p�ípad�  testování dlouhodobé stability � ástic v modelových potravinách byly zvoleny � ty� i základní 
typy modelových podmínek dle popisu v kapitole 4.14. 

Tabulka 26. Dlouhodobá stability � ástic- mno�ství uvoln� né slo�ky – modelové potraviny 
 liposomy he�mánek � erný bez šalv� j h�ebí� ek lysozym 

vodné prost�edí 
týden 44,1 ND 6,4 ND 1,8 

m� síc ND ND 12,1 ND 13,2 

kyselé prost�edí 
týden ND ND 8,3 ND 7,2 

m� síc ND ND 55,3 ND 32,7 

ethanolové prost�edí 
týden ND ND 12,5 ND ND 

m� síc ND ND 41,3 ND 50,9 

tu� né prost�edí 
týden 27,4 28,5 37,1 25,1 97,2 

m� síc 5,9 ND 7,1 ND 100,9 

Ve vodné modelové potravin�  po týdnu došlo k nejv� tšímu uvoln� ní aktivních látek z liposom�  
he�mánku, kdy se uvolnilo 44 % enkapsulovaných polyfenol� . Nejstabiln� jší byly naopak liposomy 
s enkapsulovaným � erným bezem a h�ebí� kem, kde nedošlo k uvoln� ní �ádného mno�ství 
sledovaných polyfenol�  (Tabulka 26). U lysozymu se po týdnu uvolnilo 1,8 % enkapsulovaného 
mno�ství. Po m� sí� ním skladování ve vodném prost�edí se uvolnilo nejvíce aktivních látek z � ástic s 
lysozymem (13,2%). Nejstabiln� jší z� staly � ástice s � erným bezem a h�ebí� kem. U m� sí� ní stability 
byly v n� kterých p�ípadech zaznamenány ni�ší hodnoty uvoln� ného mno�ství ne� p� i stanovení po 
týdnu. B� hem m� sí� ního skladování se pravd� podobn�  uvolnilo v� tší mno�ství, které však s nejv� tší 
pravd� podobností degradovalo.  
V kyselé modelové potravin�  byly nejstabiln� jší liposomy s enkapsulovanými aktivními látkami 
he�mánku, � erného bezu a h�ebí� ku. Z � ástic šalv� je a lysozymu se uvolnilo pouze minimální 
mno�ství enkapsulovaných látek. V tomto p�ípad�  lze �íci, �e � ástice uchovávány v kyselém prost�edí 
po dobu 1 týdne jsou stabilní. Po m� sí� ním skladování se z liposom�  s he�mánkem, � erným bezem a 
h�ebí� kem také neuvolnily enkapsulované slo�ky a � ástice z� staly stabilní. Z liposom�  se šalv� jí se 
však ji� uvolnilo 55,3 % enkapsulovaných polyfenol�  a z liposom�  s lysozymem se uvolnilo 32,7 %. 
V modelové potravin�  s obsahem alkoholu byly po týdenní skladování � ástice stabilní. K uvoln� ní 
polyfenol�  došlo pouze v p�ípad�  enkapsulace šalv� je (12,5 %). I po m� sí� ním skladování byla v� tšina 
� ástic v tomto prost�edí stabilní. Z liposom�  s obsahem extraktu šalv� je se však ji� uvolnilo 41,3 % 
polyfenol� , z liposom�  s lysozymem se uvolnilo 50,9 % enkapsulovaného enzymu.  
V tu� né modelové potravin�  byly � ástice nejmén�  stabilní. K uvoln� ní � ásti enkapsulovaného obsahu 
došlo ji� po týdenní inkubaci u všech testovaných liposom� . U liposom�  s lysozymem došlo navíc po 
týdnu k uvoln� ní v� tšiny enkapsulovaného mno�ství.  
Z výsledk�  je tedy patrné, �e v modelových prost�edích byly liposomové � ástice z dlouhodobého 
hlediska nejmén�  stabilní v prost�edí obsahující olej, simulující tu� nou potravinu. U lysozymu zde po 
m� síci došlo k uvoln� ní celého enkapsulovaného obsahu. Vhodným prost�edím pro dlouhodobé 
stabilitu p�ipravených liposom�  je p�edevším vodné prost�edí. 
Studium stability liposomových � ástic s enkapsulovanými antimikrobiálními peptidy dle hodnoty zeta 
potenciálu ukázalo, �e po 7 dnech zeta potenciál klesl pod hranici stability (-30 mV) pouze v p�ípad�  
modelu kyselé potraviny. S poklesem stability � ástic rostlo i uvoln� né mno�ství enkapsulovaných 
aktivních látek. Uvoln� né mno�ství antimikrobiálních slo�ek v kyselém prost�edí simulujícím kyselou 
potravinu bylo tedy nejvýrazn� jší.  
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Naopak v destilované vod�  se neuvolnilo �ádné mno�ství enkapsulovaných bílkovin. V ethanolové 
potravin�  uvoln� ní ovliv� ovala p�edevším teplota skladování. P�i 28°C se uvolnilo výrazné mno�ství 
nisinu i lysozymu, ovšem p�i 5 °C se nebylo detekováno �ádné uvoln� né mno�ství. V p�ípad�  tu� né 
potraviny vykázaly � ástice op� t v� tší uvoln� né mno�ství. Z výsledk�  tedy vyplívá, �e p�i uchovávání 
p� i vyšší teplot�  dochází k výrazn� jšímu uvol� ování aktivních slo�ek.  
Nejvhodn� jším prost�edí pro dlouhodobé uchování liposomových � ástic s obsahem antimikrobiálních 
peptid�  je tedy voda. V p� ípad�  pot�eby �ízeného uvol� ování enkapsulované slo�ky v potravin�  lze 
vyu�ít vlastnosti rozpadu � ástic p� i ni�ším pH. A to nejen u kyselých potravin, ale také v p�ípad�  kdy 
vlivem mikroorganism�  klesá pH , tím by mohl být lépe regulována bezpe� nost a kvalita potravin. 
Dále, nap�íklad u masných výrobk� , lze díky vlastnosti liposom� , které se p�i delší dob�  v kontaktu 
s tukem rovn� � rozpadají a uvol� ují enkapsulovanou slo�ku, vyu�ít tyto � ástice k regulaci mikrobiální 
kontaminace. 

Tabulka 27. Dlouhodobá stabilita � ástic obsahující lysozym – uvoln� ní % - manuáln�  p� ipravené 
� ástice 

[%] Alginátové � ástice Chitosanové � ástice Liposomy Škrobové � ástice 

K
ys

el
in

a 1 den 0,83 0,85 1,45 0,32 

3dny 1,31 0,79 5,86 1,00 

7 dní 1,00 4,13 43,09 2,30 

28 dní 0,56 2,38 54,31 11,23 

V
od

a 

1 den 0,31 0,17 0,20 43,30 

3dny 0,17 0,670 0,20 50,20 

7 dní 9,30 26,70 1,10 56,80 

28 dní 22,70 34,20 11,50 63,60 

O
le

j 

1 den 2,00 1,75 25,65 11,13 

3dny 10,50 17,01 45,80 20,00 

7 dní 32,46 21,05 64,67 31,90 

28 dní 42,65 36,78 71,80 34,42 

A
lk

oh
ol

 1 den 0,10 3,69 0,73 31,20 

3dny 0,34 12,88 7,88 2,43 

7 dní 7,20 21,86 35,20 0,69 

28 dní 27,50 34,35 60,45 0,83 

Dále byla sledována stabilita liposom�  a polysacharidových � ástic s obsahem lysozymu (Tabulka 27 a 
Tabulka 28). P�i porovnání dlouhodobé stability manuáln�  p�ipravených � ástic ve vodném prost�edí 
lze pozorovat rozpad � ástic a uvoln� ní lysozymu zejména ze škrobových � ástic Dále docházelo k 
výrazn� jšímu uvol� ování enkapsulovaného obsahu i u manuáln�  p� ipravených chitosanových � ástic 
(Tabulka 27). Ostatní manuáln�  p�ipravené � ástice byly ve vodném prost�edí stabilní a neuvol� ovalo 
se u nich významné mno�ství enkapsulovaného lysozymu. V kyselém prost�edí byl pozorován rozpad 
a uvoln� ní lysozymu zejména u liposom� . V prost�edí 10% ethanolu se alginátové a chitosanové 
� ástice z hlediska dlouhodobé stability chovaly obdobn�  jako v p�ípad�  vodného prost�edí. Nejvíce 
stabilní � ástice v ethanolovém prost�edí byly � ástice škrobové, naopak nejmén�  stabilní byly 
liposomy, kde po m� síci došlo k uvoln� ní a� 60,5% enkapsulovaného lysozymu. Nejvyšší procento 
uvoln� ní lysozymu bylo však zaznamenáno v prost�edí s olejem. Nap�íklad z liposom�  zde došlo 
k uvoln� ní více ne� 70% enkapsulovaného mno�ství.  
� ástice p�ipravené pomocí enkapsulátoru (Tabulka 28) byly  obecn�  v modelovém prost�edí potravin 
podstatn�  stabiln� jší ne� manuáln�  p� ipravené � ástice. M�� ením uvoln� ného lysozymu bylo zjišt� no, 
�e u v� tšiny � ástic z enkapsulátoru se v pr� b� hu dlouhodobého uchovávání v modelových potravinách 
neuvolnilo v pr� m� ru více ne� 10 % lysozymu. Na rychlost uvol� ování lysozymu z � ástic bude mít 
z�ejm�  velký vliv velikost � ástice, kdy s rostoucí velikostí � ásti roste i jejich stabilita. 
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Tabulka 28. Dlouhodobá stabilita � ástic obsahující lysozym – uvoln� ní % - � ástice z enkapsulátoru 
[%] � as 

(dny) 
1% A 
300µm 

1% A 
450 µm 

2% A 
300µm 

2% A 
450 µm 

1% CH 
450 µm 

2% CH 
450 µm 

1% CH 
750µm 

2% CH 
750µm 

K
ys

el
in

a 

1 0,74 0 0 0 4,90 6,37 0 0,94 

3 2,89 5,02 3,11 3,53 5,70 14,2 1,27 0,28 

7 0,18 1,15 0,99 0,72 4,27 14,5 0 0,28 

28 1,41 0,84 1,28 0,46 5,45 15,3 0,37 1,84 

V
od

a 

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 

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 

O
le

j 

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 

7 9,64 3,56 3,4 3,79 2,49 1,7 0,69 1,66 

28 25,98 15,12 3,75 6,5 7,80 6,73 3,58 4,24 

A
lk

oh
ol

 

1 0 0 0 0 0 1,04 0 0,93 

3 3,62 2,88 2,22 2,10 0,72 0 0 0 

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 Stanovení stability antimikrobiálních � ástic -modelové trávení 
Vybrané � ástice s enkapsulovanou antimikrobiální slo�kou byly také podrobeny analýze stability 
v modelovém fyziologickém prost�edí. Simulováno bylo modelové trávení. � ástice byly p� idány do 
modelových trávících š� áv a inkubovány p�i teplot�  37°C. Ve stanovených � asech byly provedeny 
odb� ry roztok�  pro stanovení obsahu uvoln� ných slo�ek. Pomocí spektrofotometrických metod bylo 
m�� eno mno�ství uvoln� ní celkových polyfenol� , p�ípadn�  bílkovin.  

 
Graf 29. Stabilita liposom�  v modelových trávicích š�ávách – uvoln� né polyfenoly  

Tabulka 29. Stabilita polysacharidových � ástic v modelových trávicích š�ávách – uvoln� né polyfenoly  
[%] A - šalv� j A - rozmarýn A - h�ebí� ek A - levandule A - he�mánek A - � erný bez 

�alude� ní 20,5 30 11,5 26,3 32,5 36,8 

pankreatická 60,4 59,8 71,2 59,9 82,5 48,8 

�lu � ová 19,1 20,3 17,9 21,2 23,1 63,0 

 CH – šalv� j CH – rozmarýn CH – h�ebí� ek CH – levandule CH – he�mánek CH – � erný bez 

�alude� ní 40,5 32,6 7,9 24,0 54,2 23,8 

pankreatická 69,9 92,0 77,0 100 77,7 100 

�lu � ová 52,3 46,3 29,3 51,1 64,2 44,7 

P�ipravené liposomy obsahující enkapsulované bylinné extrakty byly v �alude� ní š� áv�  obecn�  
stabiln� jší v porovnání se st�evním prost�edí (Graf 29).  
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Nejvíce bylo v modelové �alude� ní š� áv�  rozlo�eno liposom�  s enkapsulovaným extraktem kop�ivy, 
kde došlo k rozpadu � ástic a uvoln� ní 95% enkapsulovaných polyfenol� . Druhým v po�adí byly 
liposomy s extraktem z he�mánku, zde p� sobením �alude� ní trávící š� ávy došlo k uvoln� ní 20% 
polyfenolických slo�ek. Ostatní vzorky byly v �alude� ním prost�edí stabilní. V modelové pankreatické 
a �lu� níkové š� áv�  byl pozorován výrazný rozpad � ástic a nejvýrazn� jší mno�ství uvoln� ných slo�ek. 
Nejlepších výsledk�  bylo dosa�eno u liposom�  s extraktem rozmarýnu. Tyto � ástice byly velmi 
stabilní v �alude� ní š� áv�  a p� sobení st�evních š� áv došlo k pozvolnému uvoln� né celého jejich 
antimikrobiálního obsahu. Rovn� � u všech testovaných polysacharidových � ástic docházelo 
k pozvolnému uvol� ování polyfenolických slo�ek p�edevším v modelových prost�edích tenkého st�eva 
(Tabulka 29). Ze studia stability liposom�  s enkapsulovaným nisinem a lysozymem, pomocí zeta 
potenciálu v modelových podmínkách, resp. modelových trávicích š� ávách (Tabulka 30) vyplývá, �e 
� ástice byly nejmén�  stabilní v kyselém prost�edí �alude� ních š� áv. Hodnoty zeta potenciálu klesly 
pod -5 mV, p�ípadn�  a� do kladných hodnot. Naopak nejvíce stabilní byly liposomy p�i zásaditém pH 
�lu � ové š� ávy, kdy sice hodnota zeta potenciálu klesla, ovšem stále nedosahovala hrani� ní hodnoty -
30 mV. V pankreatické š� áv�  se obecn�  hodnoty pohybovaly pod -20 mV. Obecn�  lze také �íci, �e 
stabilita se od p�idání � ástic do modelového prost�edí do m�� ení po 15 minutách ji� výrazn�  nem� nila, 
co� m� �e poukazovat na p�ítomnost velmi pozvolného uvol� ování. 

Tabulka 30. Stabilita � ástic v modelových trávicích š�ávách – uvoln� né antimikrobiální slo�ky a 
zm� na zeta potenciálu 

 
Nisin/ 
EV 

Nisin/ 
TLE 

Nisin/ 
U 

Lysozym/ 
EV 

Lysozym/ 
TLE 

Lysozym/
U 

ZP p� vodní hodnota (mV) -38,5 -59,4 -56,5 -30,0 -49,0 -56,7 

�alude� ní 
 

ZP � as 0 (mV) 17,7 -6,4 -5,1 17,6 -5,7 -5,5 

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

uvoln� né mno�ství % 33,7 13,1 9,7 12,5 4,7 1,6 

pankreatická 
 

ZP � as 0 (mV) -16,1 -18,0 -21,3 -17,0 -17,4 -22,4 

ZP 15 min (mV) -14,7 -18,7 -18,2 -16,5 -21,4 -19,1 

uvoln� né mno�ství % 56,8 21,9 17,3 20,4 0,9 0,2 

�lu � ová 
 

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 

uvoln� né mno�ství 0 0 0 1,3 1,2 0,1 

Co se tý� e výsledk�  uvoln� ného mno�ství, ve �lu� ových š� ávách se v tomto krátkém � ase neuvolnilo 
�ádné významné mno�ství, naopak v pankreatické š� áv�  se u v� tšiny � ástic uvolnilo nejv� tší mno�ství 
enkapsulovaných slo�ek. Výrazné mno�ství se uvolnilo rovn� � v �alude� ní š� áv� , kde � ástice 
vykazovaly nejni�ší zeta potenciál. Nízká hodnota zeta potenciálu poukazuje na sní�ení stability � ástic 
a vznik agregát� . Enkapsulované mno�ství však m� �e být v � ásticích zachováno, tak jak bylo 
stanoveno i v p�ípad�  testované �alude� ní š� ávy.  

Tabulka 31. Stabilita � ástic v modelových trávicích š�ávách – uvoln� ný lysozym % 
[%] 1% A 300µm 1% A 450 µm 2% A 300µm 2% A 450 µm A CH 

�alud� ní 0 0 0 0 38,9 103,9 

pankreatická 45,7 33,5 39,0 39,9 41,8 106,2 

�lu � ová 0,9 3,3 2,1 0,6 3,5 104,6 

 1% CH 450 µm 2% CH 450 µm 1% CH 750µm 2% CH 750µm Š L 

�alud� ní 0 0 0 0 0 47,8 

pankreatická 0 0 0 0 0 71,5 

�lu � ová 0 0 0,4 0 5,4 103,7 
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Z výsledk�  stability � ástic v modelovém trávení po enkapsulaci lysozymu do polysacharidových � ástic 
vyplývá (Tabulka 31), �e lysozym se z t� chto � ástic uvol� oval postupn� , a to zejména v simulovaném 
prost�edí tenkého st�eva. U menších � ástic byl rovn� � znatelný výrazn� jší vliv �alude� ní š� ávy. 
Nejmén�  stabilní byly v p�ípad�  enkapsulace lysozymu manuáln�  p� ipravené � ástice chitosanu u 
kterých došlo k uvoln� ní 100% obsahu ji� p�i p� sobení �alude� ní š� ávy. Tím se lišily od 
chitosanových � ástic p�ipravených pomocí enkapsulátoru, kde nebylo v prost�edí �alude� ní trávicí 
š� ávy stanoveno �ádné uvoln� né mno�ství lysozymu. Po aplikaci � ástic do modelové pankreatické 
trávicí š� ávy byly jako nejmén�  stabilní stanoveny manuáln�  p�ipravené chitosanové � ástice. Relativn�  
velké mno�ství se uvolnilo i ze všech ostatních testovaných � ástic s výjimkou škrobových � ástic a 
chitosanových � ástic p� ipravených na enkapsulátoru. Po aplikaci � ástic do �lu� ové trávicí š� ávy se 
uvolnilo mimo manuáln�  p� ipravených chitosanových � ástic a liposom�  jen nepatrné nebo �ádné 
enkapsulované mno�ství lysozymu. 
Polysacharidové � ástice p� ipravené pomocí enkapsulátoru byly tedy v trávicím traktu o poznání 
stabiln� jší v porovnání s manuáln�  p� ipravenými � ásticemi. Nejstabiln� jší byly chitosanové � ástice, 
naopak nejmén�  stabilní byly manuáln�  p� ipravené � ástice ze stejného materiálu. Velikost � ástic 
s enkapsulovaným lysozymem zde tedy hrála významnou roli. S rostoucí velikostí � ástic rostla i jejich 
stabilita, tedy mno�ství uvoln� ných slo�ek je v p�ípad�  mikro- a makro� ástic pozvoln� jší. Jako 
nejvhodn� jší materiál k enkapsulaci lysozymu byl stanoven alginát. Tyto � ástice m� ly dobrou stabilitu 
v �alude� ní š� áv�  a docházelo u nich k �ádoucímu pozvolnému uvol� ování v prost�edí tenkého st�eva.  
Záv� rem lze �íci, �e v modelovém fyziologickém prost�edí docházelo u testovaných � ástic s obsahem 
antimikrobiálních slo�ek k pozvolnému uvol� ování polyfenolických látek a antimikrobiálních peptid�  
p�edevším v podmínkách simulujících tenké st�evo. Díky tomuto cílenému a pozvolnému uvol� ování 
spole� n�  s velmi dobrou dlouhodobou stabilitou jsou p�ipravené polysacharidové � ástice i liposomy 
vhodné i k aplikaci do r� zných potravinových dopl� k� , nebo p�ímo do potravin, a to nap�íklad s cílem 
vyu�ití � ástic k  �ízenému uvol� ování antioxidant�  a antimikrobiálních slo�ek v prost�edí st�eva, co� 
by mohlo být výhodné pro zvýšení biologického ú� inku. Zejména pak polysacharidové � ástice 
vynikaly svou stabilitou v �alude� ní š� áv�  a �ízeným uvol� ováním antimikrobiálních a antioxida� ních 
obsah�  v cílovém prost�edí tenkého st�eva. 	 ízené uvol� ování antimikrobiálních slo�ek v prost�edí 
st�eva, m� �e dále napomoci nap�íklad k regulaci st�evní mikroflóry, nebo v p�ípad�  aplikace do 
potravin p�isp� t k antimikrobiální ochran�  p�i jejich skladování.   

5.3.7 Stanovení antimikrobiální aktivity 
Antimikrobiální aktivita je testována pomocí standardních antimikrobiálních test� . Testování je 
provád� no na mikroorganismech ve vhodných kultiva� ních médiích a p� i optimálních podmínkách. 
Antimikrobiální testy se d� lí na difúzní a dilu� ní [134, 135]. 
V práci byly pou�ity oba uvedené typy test� . Testovány byly tedy r� zné metody stanovení inhibi� ních 
vlastností zahrnující jak vizuální detekci inhibi� ních zón na tuhých agarových plotnách, tak m�� ení 
zm� ny koncentrace kultury v pr� b� hu kultivace v tekutých médiích. U vybraných vzork�  byla také 
sledována antimikrobiální ú� innost pomocí zm� ny zákalu b� hem lyze bun� k.  
Antimikrobiální ú� innost testovaných látek a extrakt�  byla sledována v�� i � ty�em druh� m 
bakteriálních kmen�  a v�� i jednomu kmenu kvasinek. Z bakteriálních kmen�  byli vybráni dva 
zástupci gram pozitivních kmen�  - Bacillus subtilis a Micrococcus luteus. A dva zástupci gram 
negativních kmen�  - Escherichia coli a Serratia marcescens. Z kvasinkových kmen�  byl pou�it kmen 
Candida glabrata. 

5.3.7.1 Disková a agarová difúzní metoda 
Disková difúzní metoda je velmi jednoduchá metoda stanovení antimikrobiální aktivity, jejím 
principem je difuze antimikrobiální látky z papírového disku do agarového média. Médium je 
nao� kováno stanovenou koncentrací testovaného mikroorganismu. Z agarového média se uvol� uje 
voda a rozpouští antimikrobiální látku, která je difúzi vpravována do média.  
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Kolem papírového disku vzniká koncentra� ní gradient ú� inné látky inhibující r� st mikroorganismu. 
Touto metodou je mo�né zjistit i ú� inné koncentrace antimikrobiálních látek. V tomto p�ípad�  bývají 
papírové disky napušt� né r� znými koncentracemi ú� inných látek. U agarové difúzní metody se 
antimikrobiální aktivita ur� uje na stejném principu jako u difúzní disková metoda. Rozdíl mezi t� mito 
metodami je v aplikaci antimikrobiálních látek. U agarové metody se antimikrobiální látky pipetují 
p�ímo do vyhloubených jamek v pevném médiu [135].  
P�íprava jednotlivých vzork�  a extraktu byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole4.6. P�esný 
postup celého antimikrobiálního testu je uveden v kapitole 4.16.2. 
Nejprve bylo u hodnocených bylin provedeno testování antimikrobiálních vlastnosti jejich r� zných 
typ�  extrakt� . Srovnání bylo provedeno mezi extrakty vody, ethanolu a kyseliny citronové. 
U jednotlivých extrakt�  došlo p�i m�� ení jejich antibakteriální aktivity k výrazným rozdíl� m. 

Tabulka 32: stanovení antimikrobiální aktivity bylinných extrakt�  – velikost inhibi� ních zón (mm)-
vodné extrakty 
 pelyn� k tymián echinacea léko�ice m� sí� ek rakytník šalv� j rozmarýn 

Bacillus subtilis 4,25 2,5 3,25 3,5 6 1,5 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 3,5 7 8,5 5 6 3 5,25 5,5 

 h�ebí� ek levandule he�mánek � erný bez jitrocel majoránka t�ezalka zázvor 

Bacillus subtilis 6,5 2 1,5 4,25 7 1,25 4,5 1,5 

Micrococcus luteus 4 2,5 1,5 5,5 5,5 4 7 4 

Serratia marcescens 5 1,5 1,5 4 3,5 2,5 2,5 2,5 

Escherichia coli 9 10 8,5 7,5 5 4,25 5,5 2,5 

Významn�  vyšší celkovou inhibi� ní ú� innost v�� i všem � ty�em testovaným bakteriím v porovnání 
s ostatními vykazovaly vodné extrakty. Pr� m� rné hodnoty inhibi� ních zón všech testovaných 
bylinných vodných extrakt�  jsou uvedeny v Tabulce 32. 
Antimikrobiální aktivita vybraných rostlinných extrakt�  byla tedy testována na � ty�ech bakteriálních 
kmenech. Všechny vodné extrakty vykazovaly alespo�  � áste� nou antimikrobiální aktivitu proti všem 
testovaných kmen� . Je zajímavé, �e v� tšina z bylinného extraktu m� la velmi dobrý antimikrobiální 
ú� inek i proti testovaným gram-negativním bakteriálním kmen� m. Na kmen E. Coli m� ly nejvyšší 
antimikrobiální ú� inek extrakty z levandule, h�ebí� ku, echinacey, he�mánku, � erného bezu, tymiánu, 
m� sí� ku a kop�ivy. Na druhý testovaný gram-negativní kmen Serratia marcescens m� ly extrakty 
menší inhibi� ní ú� inek, ne� v p�ípad�  E. Coli. Nicmén� , dobrou antimikrobiální aktivitu m� ly extrakty 
z pely� ku, rozmarýnu, kop�ivy, h�ebí� ku, léko�ice a echinacey.  
Extrakty z h�ebí� ku, m� sí� ku a jitrocele m� ly velmi dobrou inhibi� ní ú� innost proti gram-pozitivnímu 
kmenu Bacillus subtilis. Na druhém gram pozitivní kmen Micrococcus luteus m� ly nejvyšší 
antimikrobiální ú� inek extrakty z šalv� je, léko�ice, echinacey, t�ezalky, pely� ku, rozmarýnu, m� sí� ku, 
rakytníku, jitrocele, � erného bezu a tymiánu. U v� tšiny z extrakt�  byl zaznamenán lineární vztah mezi 
antioxida� ní aktivity a antibakteriální aktivitu. Nicmén� , v n� kterých p�ípadech u byliny s ni�ší 
antioxida� ní aktivitou (nap�íklad léko�ice, rakytník, kop�iva a he�mánek) byla pozorována vysoký 
antibakteriální aktivita. Tento jev, kdy i nefenolové slo�ky rostlinných extraktu mají schopnost p� sobit 
jako antimikrobiální látky, potvrzují i n� které další studie [87].  
P�i testování antimikrobiální aktivity lysozymu byl antimikrobiální ú� inek zaznamenán v�� i všem 
testovaným kmen� m (Tabulka 33). V p�ípad�  kmenu E. coli byl však tento inhibi� ní ú� inek 
v porovnání s ostatními kmeny minimální. Navíc p� i ni�ších koncentracích nebyl u tohoto kmene 
zaznamenán �ádný inhibi� ní ú� inek. Na ostatní kmeny lysozym p� sobil s vysokým inhibi� ním 
ú� inkem.  
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P�edevším na gram-pozitivní kmeny (z testovaných Bacillus subtilis a Micrococcus luteus) byl 
zaznamenán nejvyšší ú� inek, co� odpovídá i literárním údaj� m [80]. Zajímavé je, �e v p�ípad�  gram 
negativního kmenu Serratia marcescens bylo dosa�eno p�i vyšších koncentrací vysokého 
antimikrobiálního ú� inku. 

Tabulka 33. Stanovení antimikrobiální aktivity lysozymu – velikost inhibi� ních zón (mm) 
 lysozym 

1000µg/ml  

lysozym 

750µg/ml  

lysozym 

500µg/ml  

lysozym 

250µg/ml 

lysozym 

100µg/ml 

Bacillus subtilis (disky) 11 9 6 4 3 

Bacillus subtilis (jamky) 17 15 12 10 7 

Micrococcus luteus (jamky) 19 15 11 9 7 

Serratia marcescens (jamky) 17 14 9 6 4 

Escherichia coli(jamky) 5 3 1,6 0 0 

 lysozym 

50µg/ml 

lysozym 

2,50µg/ml 

lysozym 

10µg/ml 

lysozym 

0,50µg/ml 

lysozym 

0,25µg/ml 

Bacillus subtilis (disky) 2 1 0 0 0 

Bacillus subtilis (jamky) 5 4 3,5 1,5 0,5 

Micrococcus luteus (jamky) 4 3 2,5 1 0 

Serratia marcescens (jamky) 1 0 0 0 0 

Escherichia coli(jamky) 0 0 0 0 0 

Tabulka 34. Stanovení antimikrobiální aktivity nisinu – velikost inhibi� ních zón (mm) 
 nisin  

30µg/ml 

nisin  

10µg/ml 

nisin  

5µg/ml 

nisin  

2,5 µg/ml 

nisin  

1µg/ml 

nisin  

0,3µg/ml 

nisin  

0,03µg/ml 

Bacillus subtilis 18 15 12 9 5 3 1 

Escherichia coli 7,5 6 5 3 1 0 0 

Výsledky stanovení antimikrobiální aktivity lysozymu srovnávají metody za pou�ití disk�  a jamek 
(Tabulky 33).  Výsledky ukazují, �e jamková metoda v porovnání s metodou diskovou je výrazn�  
citliv � jší. Dále byla tetována antimikrobiální aktivita peptidu nisinu. Nisin stejn�  jako lysozym 
vykazoval výrazn� jší antimikrobiální ú� inek proti gram-pozitivním bakteriím (Tabulka 34).  

Tabulka 35. Stanovení antimikrobiální aktivity � ástic s enkapsulovaným lysozymem(L)/nisinem(N)– 
velikost inhibi� ních zón (mm) 

Pr� m� r inhibi� ní 

zóny (mm) 

alginátové � . 

L(1mg/ml) 

chitosanové � . 

L (1mg/ml) 

škrobové � . 

L (1mg/ml) 

liposomy  

L (1mg/ml) 

liposomy  

L (2,5mg/ml) 

B. subtilis 3 4 2 3 6,5 

E. coli 0 1 0 0 1 

 liposomy  

N (3 µg/ml) 

liposomy  

N (0,3 µg/ml) 

A 1%  300 µm 

L (1mg/ml) 

A 1%  450 µm 

L (1mg/ml) 

A 2%  300 µm 

L (1mg/ml) 

B. subtilis 2,5 1 3 4 5 

E. coli 0 0 0 1 1 

 A 2% 450 µm 

L (1mg/ml) 

CH 1%  450 µm 

L (1mg/ml) 

CH 1% 750 µm 

L (1mg/ml) 

CH 2% 450 µm 

L (1mg/ml) 

CH 2% 750 µm 

L (1mg/ml) 

B. subtilis 4 0 0 0 0 

E. coli 1 0 0 0 0 

Testování na tuhých médiích bylo pou�ito pro srovnání antimikrobiálního ú� inku volných ale i 
enkapsulovaných slo�ek (Tabulka 35). Bylo zjišt� no, �e � ástice, nezávisle na druhu enkapsulovaného 
peptidu vykazovaly menší antimikrobiální aktivitu ne� � istá antimikrobiální látka. Uvoln� né mno�ství 
antimikrobiální látky z � ástic je tedy pozvolné a p�ispívá k inhibici postupn� . 
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U všech � ástic byla detekována antimikrobiální aktivita zejména na gram-pozitivní kmeny, na gram-
negativních bakteriálních kmenech byla antimikrobiální aktivita lysozymu i nisinu minimální nebo 
nulové. Je zajímavé, �e chitosanové � ástice m� ly nejvyšší inhibi� ní ú� inek, ale sou� asn�  m� ly nejni�ší 
ú� innost enkapsulace. Tyto výsledky potvrzují záv� ry n� kterých studií, o mo�ném pou�ití 
antimikrobiální aktivity chitosanu. Chitosan je tak velmi vhodným kandidátem k enkapsulaci 
antimikrobiálních slo�ek. Vzhledem k jeho p�irozen�  kladnému náboji, m� �e interagovat s negativn�  
nabitými mikrobiálními bun�� nými st� nami a cytoplazmatickou membránou, co� m� �e vést ke sní�ení 
osmotické stability, narušení membrány a p�ípadn�  k lyzím bun� k. Krom�  toho, chitosan je schopný 
inhibovat mRNA a syntézu bílkovin vazbou na mikrobiální DNA. Navíc nano� ástice chitosanu, mají 
vyšší pom� r povrchu k objemu, co� vede k vyšší hustot�  povrchového náboje. Tím zvyšují tyto � ástice 
svou afinitu v�� i bakteriím, co� zp� sobují výrazn�  vyšší antimikrobiální aktivitu [174]. 

Tabulka 36. Zachování antimikrobiálního ú� inku lysozymu a � ástic s jeho obsahem v pr� b� hu 
skladování– B. subtilis 

zóny (mm) 
p� vodní 

hodnota 

kyselé 

pH 7 dní 

kyselé pH 

28 dní 

EtOH 

7 dní 

EtOH 

28 dní 

olej/voda 

7 dní 

olej/voda 

28 dní 

voda 

7 dní 

voda 

28 dní 

1%A 
� ástice 3,5 0 0 0 0 0 0 3 0 

roztok 5 0 0 0 0 2 0 4 0 

2%A 
� ástice 4,5 0 0 0 0 3 0 3 0 

roztok 5,5 0 0 0 0 2 0 3 0 

1%CH 
� ástice 0 3 0 4 2 0 0 3 0 

roztok 0 3 0 0 4 0 0 3 0 

2%CH 
� ástice 0 3 3 0 0 0 0 0 0 

roztok 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

A 
� ástice 3 5 3 3 3 4 3 5 3 

roztok 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

CH 
� ástice 4 3 0 3 0 0 0 0 0 

roztok 3 0 0 3 0 0 0 0 3 

L 
� ástice 2 4 3 0 4 3 3 0 0 

roztok 0 3 3 0 0 0 0 0 0 

Š 
� ástice 2 0 3 0 0 0 0 0 0 

roztok 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

lysozym volný 4 4 4 3 0 3 0 4 3 

U všech � ástic s obsahem lysozymu i u jejich supernatant�  a soub� �n �  u volného lysozymu byla po 
týdnu a následn�  po 4 týdnech ov�� ena antimikrobiální aktivita v pr� b� hu jejich skladování v r� zných 
modelových podmínkách (Tabulka 36). Na základ�  získaných výsledk�  je patrné, �e po aplikaci do 
modelových potravin ztrácejí � ástice � áste� n�  svou p� vodní antimikrobiální aktivitu. Antimikrobiální 
testy rovn� � potvrdily p�edpoklad, �e volný lysozym v t� chto r� zných prost�edích v � ase 
degraduje/denaturuje a ztrácí svou aktivitu. Dosa�ené výsledky tedy potvrzují, �e volný lysozym je 
pom� rn�  nestabilní a zapouzd�ení m� �e významn�  ovlivnit jeho pou�itelnost a zvýšit jeho stabilitu. 
 Obecn�  jako nejvhodn� jším prost�edím pro skladování v� tšiny � ástic bylo stanoveno vodné prost�edí. 
Avšak u polysacharidových � ástic p�ipravených na enkapsulátoru ovlivnilo antimikrobiální ú� inek 
� ástic nejmén�  kyselé prost�edí. Po � ty�ech týdnech byl však ji� antimikrobiální ú� inek u všech t� chto 
� ástic zanedbatelný. Naopak antimikrobiální aktivita manuáln�  p� ipravených alginátových � ástic a 
liposom�  z� stává zachována velmi dlouhou dobu a p�i porovnání s � erstv�  p� ipravenými � ásticemi 
byla jejich ú� innost srovnatelná v n� kterých p�ípadech i v� tší (z�ejm�  z d� vody klesající stability 
� ástic a tedy rychlejšímu uvol� ování lysozymu z � ástic). U chitosanových a škrobových � ástic byly 
dosa�ené obdobné výsledky jako u � ástic z enkapsulátoru. Postupem � asu se tedy jejich 
antimikrobiální ú� inek sni�uje.  
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Na základ�  výsledk�  lze konstatovat, �e p�ipravené � ástice, jsou vhodné pro skladování p�edevším ve 
vodném prost�edí s neutrálním, p�ípadn�  kyselým pH. Vybrané � ástice jsou zde stabilní, a také si zde 
zachovávají svoji antimikrobiální aktivitu. P�ipravené � ástice jsou tak vhodné pro pou�ití nap�íklad v 
r� zných formách gel�  na bázi vody, pro pou�ití v kosmetickém pr� myslu, p�ípadn�  pro aplikace do 
potravin. 
Pro potenciální aplikace v potraviná�ském pr� myslu byla rovn� � sledována schopnost � ástic zachovat 
svoji antimikrobiální aktivitu p�i pr� chodu trávicím traktem.  
Um� lá �alude� ní š� áva p� sobí zna� n�  destruktivn�  na aktivitu volného lysozymu, rovn� � v � ásticích 
došlo k � áste� né ztrát�  jeho aktivity. Antimikrobiální ú� inek z� stal zachován p�edevším u manuáln�  
p� ipravených alginátových � ástic a u škrobových � ástic. Vlivem pankreatické trávicí š� ávy docházelo 
rovn� � k � áste� né ztrát�  antimikrobiální aktivity volného lysozymu. Výsledky rovn� � potvrzují, �e 
pankreatická trávicí š� áva p� sobí svými enzymy na � ástice velmi intenzivn�  a dochází tak k  
uvol� ování enkapsulovaného lysozymu z � ástic. I �lu� ová trávicí š� áva zp� sobila potla� ení 
antimikrobiálního ú� inku volného lysozymu avšak ne tak výrazn�  jako u p�edchozích dvou trávících 
š� áv. Nejvyšší inhibi� ní ú� inek vykazovaly v tomto prost�edí p�edevším manuáln�  p�ipravené 
chitosanové � ástice a liposomy. 
Dosa�ené výsledky tedy potvrzují, �e volný lysozym je v pr� b� hu trávení relativn�  labilní a 
enkapsulace m� �e významn�  ovlivnit jeho vyu�itelnost v organismu, zejména p�i ochran�  p�ed 
negativním vlivem �alude� ní š� ávy. Dobrá dlouhodobá stabilita lysozymu v � ásticích spojená s nízkou 
odolností n� kterých � ástic v prost�edí st�eva je tak vhodným základem pro vývoj preparát�  s cíleným 
transportem lysozymu s pozvolným uvol� ováním v prost�edí tenkého st�eva. D� le�itým faktorem pro 
zachování antimikrobiální aktivity i v tomto prost�edí je však schopnost � ástic uvolnit v dostate� n�  
krátkém � ase po�adovanou minimální inhibi� ní koncentraci enkapsulovaného lysozymu. 
Jako jedna z dalších mo�ných aplika� ních forem byla testována mo�nost lyofilizace p�ipravených 
� ástic, avšak v tomto p�ípad�  došlo k úplné ztrát�  jejich antimikrobiální aktivity. 
Na záv� r byla u testovaných lé� iv a rostlinných extrakt�  sledována antimykotická aktivita na 
kvasinkový kmen Candida glabrata. Testovaný klotrimazol m� l velmi dobrý antimikrobiální ú� inek. 
Z testovaných rostlinných extrakt�  p� sobil antimikrobiáln�  p�edevším extrakt � esneku. U ostatních 
bylinných extraktu bylo dosa�eno pouze minimálního nebo nulového ú� inku. Extrakt � esneku i vzorek 
klotrimazolu byly úsp� šn�  enkapsulovány do liposom�  a chitosanových � ástic. Antimikrobiální ú� inek 
takto p� ipravených � ástic byl srovnatelný se vzorky bez enkapsulace, nebo byl jejich ú� inek vyšší. 
V p�ípad�  koenkapsulace klotrimazolu a � esneku do chitosanových � ástic byl stanoven nejvyšší 
inhibi� ní ú� inek (Tabulka 37). 

Tabulka 37. Stanovení antimykotické aktivity – velikost inhibi� ních zón (mm) 

Pr� m� r inhibi� ní zóny (mm) 
klotrimazol 
20mg/ml 

klotrimazol 
10mg/ml 

klotrimazol 
2mg/ml 

klotrimazol 
0,2mg/ml 

klotrimazol 
0,02mg/ml 

Candida glabrata 3 2 1,5 1 0 

 
L 

� esnek 
L 

klotrimazol 
CH 

klotrimazol 
CH 

klotrimazol+� esnek 
� esnek 
0,3g/ml 

Candida glabrata 2,5 2,5 2 3,5 3 

5.3.7.2 Bujónová dilu� ní metoda 
D�íve se tato metoda provád� la v �ad�  zkumavek. Dnes jsou hlavn�  vyu�ívány mikrotitra� ní desti� ky. 
Testované kultury mikroorganism�  se o� kují k testovaným látkám. Po inkubaci se hodnotí minimální 
inhibi� ní koncentrace antimikrobiální látky v t� ch suspenzích, kde nevznikl zákal nebo sediment, který 
vyjad�uje r� st mikroorganismu. Vyhodnocení lze provést vizuáln� , turbidimetricky, m�� ením 
absorbance nebo pomocí p�ímého stanovení po� tu bun� k v po� ítacích kom� rkách, � i pomocí 
pr� tokové cytometrie [134, 135].  
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Pomocí tohoto testu byla ov�� ena antimikrobiální aktivita všech testovaných rostlinných i �ivo� išných 
antimikrobiálních vzork�  p�ed i po enkapsulaci do r� zných typ�  � ástic.  
P�i stanovení antimikrobiální aktivity v  tekutém médiu bylo postupováno podle postupu uvedeného 
v kapitole 4.16.1. P�i testování p�ímého ú� ink�  na lyzi bun� k byl, v p�ípad�  v�dy 24 hodinového 
inokula, po 10 minutách sledovaný zákal zp� sobený rozpadem bun� k, viz. kap. 4.16.4.  
Inhibice r� stu mikroorganism�  v daných � asech byla stanovena pomocí spektrofotometrického 
m�� ení, p�ípadn�  pomocí pr� tokové cytometrie. Výsledky stanovení antimikrobiální aktivity lysozymu 
a nisinu, po 24 hodinách kultivace jsou uvedeny v Tabulce 38 a Tabulce 39.  
Lysozym i nisin p� sobily výrazn� ji na gram-pozitivní bakterie, obdobn�  jak bylo prokázáno ji� u 
diskového/jamkového difuzního testu. Minimální inhibi� ní koncentrace lysozymu byla stanovena pro 
kmen B. subtilis na více ne� 500 µg/ml, 1000 µg/ml pro kmen M. luteus a více ne� 1000 µg/ml pro 
testované gram-negativní kmeny. Minimální inhibi� ní koncentrace nisinu byla stanovena na 5 µg/ml, 
pro gram-pozitivní kmen B. subtilis a více ne� 50 µg/ml pro gram-negativní kmen E. coli. 

Tabulka 38. Stanovení antimikrobiální aktivity lysozymu – absorbance (630 nm) – 24hod. 

 
lysozym 

1000µg/ml 
lysozym 
750µg/ml 

lysozym 
500µg/ml 

lysozym 
250µg/ml 

lysozym 
100µg/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 
50µg/ml 

lysozym 
2,50µg/ml 

lysozym 
10µg/ml 

lysozym 
0,50µg/ml 

blank 

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. Stanovení antimikrobiální aktivity nisinu – absorbance (630 nm)  
 nisin 100µg/ml nisin50µg/ml nisin 30µg/ml nisin 10µg/ml nisin 5µg/ml 

B. subtilis 24 hod 0 0 0,004 0,022 0,037 

B. subtilis 48 hod 0 0 0,029 0,085 0,147 

E. coli 24 hod 0,025 0,094 0,225 0,415 0,565 

E. coli 48 hod 0,256 0,389 0,654 0,811 1,004 

 nisin 2,5µg/ml nisin 1µg/ml nisin 0,3µg/ml nisin 0,03µg/ml blank 

B. subtilis 24 hod 0,084 0,112 0,389 0,694 0,805 

B. subtilis 48 hod 0,338 0,678 1,215 1,518 2,698 

E. coli 24 hod 0,678 0,711 0,844 0,871 0,870 

E. coli 48 hod 1,089 1,112 1,529 1,632 1,563 

U nisinu byl tedy zaznamenán vyšší antimikrobiální ú� inek p�i pou�ití ni�ší koncentrace. Výsledky 
rovn� � nazna� ují i jeho dlouhotrvající inhibi� ní efekt. Po 48 hodinách kultivace v p�ítomnost nisinu 
v koncentraci vyšší ne� 10 µg/ml nebyl stále zaznamenán r� st gram pozitivních bun� k (Tabulka 39). 
Pro zachování inhibi� ního ú� inku po dobu 72 hodin bylo t�eba koncentrace nisinu v� tší ne� 50 µg/ml. 
Na ni�ších testovaných koncentracích byl postupn�  zaznamenán nár� st mikroorganizm� . V porovnání 
s kontrolním médiem, kde bylo ji� dosa�eno konce stacionární fáze (po 48 hod), docházelo u vzork�  
s nisinem (u koncentrace ni�ší ne� 2,5µg/ml) k r� stu bun� k v exponenciální fázi. Antimikrobiální 
ú� inek nisinu tedy z�ejm�  nespo� íval v usmrcení bun� k, ale pouze k oddálení jejich r� stu. 
Pro zajišt� ní komplexního antimikrobiálního ú� inky p�ípadného produktu by byla vhodná kombinace 
lysozymu se vzorky p� sobícími p�edevším na gram negativní bakterie, nap�íklad s bylinnými extrakty. 
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Tabulka 40. Antimikrobiální ú� inek po 24 hod – absorbance (630 nm) 
 pely-

n� k  

tymián echina-

cea 

léko�ice m� sí-

� ek 

rakytník šalv� j rozma-

rýn 

kop�iva  

Bacillus subtilis 0,776 0,694 0,237 0,425 0,436 0,966 0,644 0,86 0,275 

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 0,732 

Escherichia coli 0,283 0,304 0,257 0,31 0,443 0,067 0,692 1,057 0,634 

 h�ebí-

� ek 

levan-

dule 

he�má-

nek 

� erný 

bez 

jitrocel majorán-

ka 

t�ezal-

ka 

zázvor blank 

Bacillus subtilis 0,694 1,007 0,639 1,243 0,562 0,854 0,686 0,849 0,877 

Micrococcus luteus 0,181 0,927 0,473 1,237 0,669 0,798 0,65 0,774 0,905 

Serratia marcescens 0,812 1,488 0,991 1,396 0,801 0,852 0,939 0,844 0,941 

Escherichia coli 0,033 0,752 0,522 0,989 0,719 0,731 0,705 0,885 0,904 

Z výsledk�  stanovení antimikrobiální aktivity bylinných extrakt�  (Tabulka 40), lze pozorovat inhibi� ní 
ú� inek na gram-pozitivní bakterie, a rovn� � i na gram-negativní bakteriální kmeny.  
Na kmen B. subtilis vykazoval antimikrobiální aktivitu p�edevším extrakt z echinacey a z kop�ivy. 
Dále byla stanovena vysoká antimikrobiální aktivita u pou�itých extrakt�  z léko�ice a m� sí� ku. 
� áste� ný inhibi� ní ú� inek vykazovaly extrakty jitrocele, šalv� je, h�ebí� ku, he�mánku a t�ezalky. 
Stejné extrakty jako v p�ípad�  prvního kmene m� ly antimikrobiální ú� inek i na druhý testovaný gram-
pozitivní kmen Micrococcus luteus.  
Navíc nejvyšší antimikrobiální aktivita u kmenem Micrococcus luteus byla detekována u extraktu z 
rakytníku. Na gram-negativní kmen Serratia marcescens m� ly inhibi� ní ú� inek extrakty z rakytníku, 
m� sí� ku, kop�ivy, h�ebí� ek, echinacey, jitrocele, majoránky, zázvoru, tymiánu a léko�ice. Na druhém 
testovaném gram-negativním kmenu E. coli byla zjišt� na antimikrobiální aktivita u všech testovaných 
extrakt�  krom�  rozmarýnu a � erného bezu. V p�ípad�  extraktu h�ebí� ku byl nam�� en tém��  100% 
inhibi� ní ú� inek po celých 24 hodin. 

Tabulka 41. Antimikrobiální ú� inek liposom�  - 24 hod – absorbance (630 nm) 

liposomy 
pely-
n� k 

tymián 
echina-

cea 
léko-
� ice 

m� sí-
� ek 

rakyt-
ník 

šalv� j 
rozma-

rýn 
kop�i-

va 

Bacillus subtilis 0,513 0,512 0,215 0,276 0,129 0,112 0,027 0,714 0,110 

Micrococcus luteus 0,507 0,489 0,325 0,388 0,199 0,020 0,004 0,789 0,256 

Serratia marcescens 0 0,213 0 0,453 0,202 0,284 0,025 0,952 0,389 

Escherichia coli 0,253 0,441 0,469 0,16 0,107 0,112 0,171 0,901 0,407 

liposomy 
h�ebí
-� ek 

levan-
dule 

he�má-
nek 

� erný 
bez 

jitro-
cel 

majo-
ránka 

t�ezal
-ka 

zázvor blank 

Bacillus subtilis 0 0,800 0,156 0,789 0,423 0,765 0,301 0,415 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 0,728 0,408 0,533 0,997 

Escherichia coli 0 0,717 0,035 0,740 0,597 0,821 0,490 0,565 0,794 

Dále byly testovány inhibi� ní ú� inky p� ipravených � ástic. Všechny testované liposomy obsahující 
extrakty bylin vykazovaly v�� i všem testovaným kmen� m alespo�  � áste� ný inhibi� ní ú� inek 
(Tabulka 41). Ze všech testovaných � ástic m� ly výrazný antimikrobiální ú� inek zejména liposomy a 
chitosanové � ástice (Tabulky 41, 42 a 43). Nejvýrazn� jší antimikrobiální ú� inek vykazovaly liposomy 
s extraktem z h�ebí� ku (u extraktu z h�ebí� ku byla nam�� ena nejvyšší antioxida� ní aktivita).  
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Tyto � ástice vykazovaly 100% antimikrobiální ochranu po celých 24 hodin u všech testovaných 
kmen� . Dále m� ly velmi vysoký antimikrobiální ú� inek, na všechny testované kmeny, liposomy 
s obsahem lysozymu, šalv� je, he�mánku, rakytníku, a m� sí� ku. Na kmen Serratia marcescens m� ly 
100% inhibi� ní ú� inek liposomy s obsahem pely� ku a echinacey. 

Tabulka 42. Antimikrobiální ú� inek polysacharidové � ástice - 24 hod – absorbance (630 nm)- alginát 
alginát pely-

n� k 
tymiá

n 
echina-

cea 
léko�-

ice 
m� sí-
� ek 

rakyt
-ník 

šalv� j rozma-
rýn 

kop�i-
va 

Bacillus subtilis 0,592 0,685 0,335 0,336 0,293 0,516 0,273 0,814 0,615 

Micrococcus luteus 0,489 0,529 0,425 0,288 0,309 0,520 0,294 0,809 0,560 

Serratia marcescens 0,123 0,334 0,304 0,555 0,448 0,649 0,225 0,897 0,896 

Escherichia coli 0,421 0,641 0,619 0,316 0,507 0,683 0,370 0,710 0,747 

alginát h�ebí-
� ek 

levan-
dule 

he�má-
nek 

� erný 
bez 

jitro-
cel 

majo-
ránka 

t�ezal-
ka 

zázvor blank 

Bacillus subtilis 0,227 0,858 0,56 0,659 0,203 0,853 0,366 0,401 0,846 

Micrococcus luteus 0,114 0,760 0,367 0,755 0,295 0,692 0,350 0,359 0,917 

Serratia marcescens 0,320 0,899 0,339 0,762 0,468 0,721 0,488 0,500 0,997 

Escherichia coli 0,289 0,671 0,345 0,694 0,702 0,809 0,460 0,526 0,794 

Z alginátových � ástic (Tabulka 42) m� ly � ástice rovn� � dobrý inhibi� ní ú� inek. Pouze � ástice 
s obsahem extrakt�  z majoránky, levandule, � erného bezu, rozmarýnu a kop�ivy vykazovaly 
minimální nebo nulový ú� inek. V p�ípad�  chitosanových � ástic (Tabulka 43) byl rovn� � u rozmarýnu, 
levandule a majoránky pouze minimální ú� inek.  
U ostatních extrakt�  byl zaznamenán ji� výrazn� jší antimikrobiální efekt, zejména pak u � ástic 
s obsahem h�ebí� ku, echinacey, léko�ice, rakytníku, šalv� je a m� sí� ku. 

Tabulka 43. Antimikrobiální ú� inek polysacharidové � ástice - 24 hod – absorbance (630 nm)-chitosan 
chitosan pely-

n� k 
tymián echina-

cea 
léko-
� ice 

m� sí-
� ek 

rakyt-
ník 

šalv� j rozma-
rýn 

kop�i-
va 

Bacillus subtilis 0,327 0,385 0,037 0,113 0,103 0,096 0,063 0,614 0,433 

Micrococcus luteus 0,288 0,329 0,105 0,158 0,198 0,022 0,099 0,706 0,480 

Serratia marcescens 0,023 0,140 0,296 0,099 0,338 0,152 0,154 0,834 0,551 

Escherichia coli 0,111 0,291 0,453 0,102 0,205 0,131 0,277 0,801 0,740 

chitosan h�ebí-
� ek 

levan-
dule 

he�má-
nek 

� erný 
bez 

jitro-
cel 

majo-
ránka 

t�ezal-
ka 

zázvor blank 

Bacillus subtilis 0,026 0,712 0,123 0,598 0,124 0,812 0,232 0,209 0,846 

Micrococcus luteus 0,009 0,852 0,229 0,550 0,195 0,764 0,197 0,101 0,917 

Serratia marcescens 0,052 0,899 0,481 0,705 0,221 0,783 0,274 0,394 0,997 

Escherichia coli 0,044 0,750 0,592 0,788 0,544 0,757 0,329 0,310 0,794 

Tabulka 44. Antimikrobiální ú� inek prázdných � ástic po 24 hod – absorbance (630 nm) 
 blank liposomy alginátové � ástice chitosanové � ástice 

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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P�i stanovení antimikrobiální aktivity prázdných � ástic byl � áste� ný antimikrobiální ú� inek 
zaznamenán u liposomových a chitosanových � ástic (tabulka 44). Oba typy � ástic tedy p�ispívají 
k antimikrobiálnímu ú� inku enkapsulovaných slo�ek.  
Tento jev je patrný i v p�ípad�  enkapsulace lysozymu, kdy bylo u liposom�  a chitosanových � ástic 
dosa�eno výrazn�  vyššího antimikrobiálního ú� inku ne� v p�ípad�  alginátových � ástic (tabulka 45). 

Tabulka 45. Antimikrobiální ú� inek � ástic lysozymu po 24 hod – absorbance (630 nm) 
liposomy blank lysozym chitosanové � ástice lysozym alginátové � ástice lysozym liposomy 

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 

Významné zvýšení antimikrobiální aktivity po enkapsulaci m� �e podporovat vyu�ití testovaných 
bylinných extrakt�  a antimikrobiálních vzork�  pro pr� myslové aplikace, a to nejen v kosmetice, ale i 
ve farmaceutických aplikacích a v potraviná�ském pr� myslu. D� le�itým faktorem pro zachování 
inhibi� ního ú� inku je p�edevším schopnost � ástice uvolnit antimikrobiálních obsah v dostate� n�  
krátkém � ase a v po�adované minimální inhibi� ní koncentraci. 

Antimykotické testy 

P�i sledování antimykotické aktivity nebyl u �ádné ze zvolených bylin zaznamenán výrazný inhibi� ní 
ú� inek. Antimikrobiální charakter v�� i kvasinkovým kmen� m vykazoval pouze extrakt � esneku 
(Graf 30). Jeho inhibi� ní ú� inek se navíc vyrovnal ú� inku klotrimazolu. Rovn� � druhé testované 
lé� ivo, ibuprofen, vykazoval drobný inhibi� ní ú� inek. 

 
Graf 30. Antimykotická aktivita – inhibice r� stu (Candida glabrata) – absorbance 630nm – 24 hod 

P�i sledování antimykotické aktivity p� ipravených liposom�  a polysacharidových � ástic (Graf 30) byl 
výrazný inhibi� ní ú� inek v�� i kvasinkovému kmeni stanoven u všech � ástic s obsahem extraktu 
� esneku � i klotrimazolu. Vysoký antimikrobiální ú� inek � ástic s klotrimazolem byl stanoven 
p�edevším u polysacharidových � ástic. Inhibi� ní ú� inek � esnekových � ástic se op� t vyrovnal ú� inku 
� ástic s obsahem klotrimazolu. Ibuprofen takté� vykazoval i po enkapsulaci drobný inhibi� ní ú� inek.  
Po koenkapsulaci vykazovaly p� ipravené � ástice � áste� ný inhibi� ní ú� inek, pouze v p�ípad�  
koenkapsulace klotrimazolu a extraktu z � esneku do chitosanových � ástic, byl zaznamenán vysoký 
inhibi� ní ú� inek. Klotrimazol i extrakt � esneku si svoji aktivitu zachovali i po enkapsulaci do 
liposom� . K v� tšímu ú� inku však došlo v�dy p� sobením rozrušených liposom�  v porovnání 
s neporušenými. Došlo zde tedy k p�edpokládanému jevu, kdy se u rozrušených liposom�  (rozrušení 
liposom�  bylo provedeno stykem s olejem – takto byl simulován styk s poko�kou a pozvolné uvoln� ní 
lé� iv) poda�ilo rychleji uvolnit enkapsulovanou antimikrobiální slo�ku.  
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Lze konstatovat, �e antimikrobiální ú� inek � ástic klotrimazolu i � ástic obsahujících extrakt � esneku 
byly v�� i kmenu Candida glabrata srovnatelné. 
Na záv� r byl testován inhibi� ní ú� inek pou�itím zkumavkového testu (kap.4.16.3). I v tomto testu 
inhibice r� stu vykazovaly vyšší inhibi� ní ú� inek rozrušené liposomy, v porovnání neporušenými. 
Ovšem i neporušené liposomy pozvolna uvol� ovaly enkapsulovanou slo�ku a m� ly tak velmi dobrý 
inhibi� ní ú� inek na r� st kvasinkových bun� k.  

 
Graf 31. Antimykotická aktivita – inhibice r� stu kvasinek (Candida glabrata) – absorbance 630nm 

To bylo potvrzeno v p�ípad�  všech typ�  testovaných liposom� , avšak 100% inhibi� ního ú� inku po 
celých 48 hodin bylo dosa�eno pouze v p�ípad�  neenkapsulovaného roztoku klotrimazolu o 
koncentraci 10 mg/ml (Graf 31). U neenkapsulovaného extraktu � esneku byl 100% antimikrobiální 
ú� inek zajišt� n po dobu 24 hod.  
Pro získání 100% inhibi� ního ú� inku i u � ástic je tak t�eba pou�ít jejich vyšší koncentraci nebo vyu�ít 
mo�nosti koenkapsulace. Koenkapsulací klotrimazolu, ibuprofenu, � esneku a tymiánu a � áste� ným 
narušením liposom�  (simulace kontaktu s poko�kou) bylo rovn� � dosa�eno 100% inhibi� ního ú� inku 
po minimáln�  24hodin.  

5.4 Enkapsulace enzym� , jejich sm� sí a p� írodních zdroj �  
Tato � ást práce byla zam�� ena na p�ípravu a testování vhodné formy enkapsulovaných enzym�  
s potenciálním vyu�itím v potraviná�ském pr� myslu, stejn�  tak i v kosmetice a farmacii, a to zejména 
pro hojení ran a regeneraci tkání.  
K enkapsulaci byly pou�ity následující enzymy: alkalasa, bromelain, kolagenasa, lipasa, lysozym, 
pankreatin, papain, trypsin a jako komplexní vzorek mladý zelený je� men. Enzymy byly 
enkapsulovány p�edevším do polysacharidových � ástic tvo�ených alginátem, chitosanem, škrobem a 
jejich kombinacemi. Dále byla testována mo�nost enkapsulace enzym�  do liposomových � ástic.  

5.4.1 Stanovení enkapsula� ní ú� innosti 
Metody pro p�ípravu jednotlivých typ�  � ástic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Vzorky po enkapsulaci 
danými metodami byl centrifugovány p�i 14 800 ot./min, p�ípadn�  u � ástic p�ipravených na 
enkapsulátoru byla pou�ita filtrace. V supernatantu/filtrátu byla následn�  stanovována pomocí 
spektrofotometrické metody, koncentrace zbylých volných enzym� , stejn�  tak jako ve vzorku p�ed 
enkapsulací. Z t� chto dvou hodnot byla poté vypo� tena enkapsula� ní ú� innost dané metody. 
Obdobným zp� sobem byla stanovena i enkapsula� ní ú� innost dle stanovení enzymových aktivit, kde 
byl rovn� � pozorován vliv enkapsulace na aktivitu jednotlivých enzym� . Pro ka�dý vzorek bylo 
m�� ení opakováno t� ikrát a ze získaných hodnot byl získán pr� m� r. Rozptyl hodnot m�� ení 
jednotlivých vzork�  nebyl v� tší ne� 5 %. 
U manuáln�  p�ipravených polysacharidových � ástic (Graf 32) byla obecn�  nejvyšší enkapsula� ní 
ú� innost stanovena u v� tšiny testovaných enzymu v p�ípad�  chitosanových � ástic (nad 70%).  
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Pouze alkalasa se lépe enkapsulovala do alginátových � ástic. Do alginátových � ástic se rovn� � velmi 
dob�e enkapsuloval extrakt ze zeleného je� mene.  
U alginátových � ástic zpevn� ných chitosanem došlo k vyšší nebo srovnatelné enkapsula� ní ú� innosti 
jako u alginátových � ástic. Pouze u zeleného je� mene bylo zaznamenáno výrazné sní�ení enkapsula� ní 
ú� innosti, a to a� o 30%. Do škrobových � ástic se velmi dob�e enkapsuloval p�edevším bromelain 
(76,2%), u ostatních enzym�  se enkapsula� ní ú� innost pohybovala v pr� m� ru okolo 48%. 

 
Graf 32. Enkapsula� ní ú� innost enzymy – polysacharidové � ástice manuáln�  p� ipravené – bílkoviny 

Obdobných výsledk�  jako v p�ípad�  stanovení koncentrace bílkovin, bylo dosa�eno i p� i stanovení 
enzymových aktivit (Graf 33). Pouze u alkalasy, lipasy a pepsinu byla enkapsula� ní ú� innost v p�ípad�  
alginátových � ástic výrazn�  ni�ší ne� u stanovení celkových bílkovin. Tato odchylka mohla být 
zp� sobena nár� stem aktivity jednotlivých enzym�  p� i procesu enkapsulace. Obecn�  je z výsledk�  
patrné, �e si enzymy zcela � i alespo�  � áste� n�  zachovaly svoji p� vodní enzymovou aktivu. 

 
Graf 33. Enkapsula� ní ú� innost enzymy – polysacharidové � ástice manuáln�  p� ipravené - aktivity  

 
Graf 34. Enkapsula� ní ú� innost enzymy – polysacharidové � ástice p� ipravené na enkapsulátoru – 
bílkoviny 
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U polysacharidových � ástic p�ipravených pomocí enkapsulátoru (Graf 34) bylo dosa�eno z hlediska 
enkapsula� ní ú� innosti nejlepších výsledk� . Ú� innost enkapsulace se pohybovala v pr� m� ru okolo 
80%. Obecn�  se enzymy lépe enkapsulovaly do chitosanových � ástic. Stejn�  jako v p�edchozím 
p�ípad�  u manuální p�ípravy � ástic. Rovn� � koncentrace pou�itého polysacharidu m� la vliv na 
enkapsula� ní ú� innost, p� i� em� v� tšina enzym�  se lépe enkapsulovala v p�ípad�  pou�ití 1% roztoku 
polysacharidu. 

 
Graf 35. Enkapsula� ní ú� innost enzymy – liposomy 

Rovn� � liposomové � ástice jsou vhodnou formou pro enkapsulace enzym� , co� potvrzují i další 
studie [25]. Enkapsulace byla úsp� šná u všech testovaných enzym�  a dosahovala v pr� m� ru 50%. 
Také aktivita testovaných enzym�  byla � áste� n�  � i zcela zachována i po procesu enkapsulace.  
Obecn�  se enzymy velmi dob�e enkapsulovaly do všech typ�  testovaných � ástic. Nejvyšších 
enkapsula� ní ú� inností bylo dosa�eno u polysacharidových � ástic p�ipravených pomocí enkapsulátoru, 
kde dosahovala pr� m� rná enkapsula� ní ú� innost hodnot nad 80%. U manuáln�  p�ipravených 
polysacharidových � ástic a u liposom�  byla stanovená enkapsula� ní ú� innost ni�ší, i tak však byla ve 
v� tšin�  p�ípad�  vyšší ne� 50%. Navíc b� hem procesu enkapsulace nedošlo u testovaných enzym�  ke 
ztrát�  jejich aktivity. 

5.4.2 Stanovení velikosti a stability � ástic 
Velikost liposom�  a manuáln�  p�ipravených polysacharidových � ástic byla stanovena m�� ením na 
principu DLS, stabilita � ástic byla sledována pomocí stanovení zeta potenciálu. 

Tabulka 46. Stanovení velikosti a stability p� ipravených liposom�  
enzym ø velikost 

[nm] 
ø zeta potenciál 

[mV] 
enzym ø velikost 

[nm] 
ø zeta 

potenciál [mV] 

prázdné 111,8 -57,7 pepsin 156,5 -53,9 

alkalasa 173,5 -46,4 trypsin 219,3 -58,6 

bromelain 178,1 -56,0 mladý je� men 215,2 -33,0 

kolagenasa 125,7 -55,8 bromelain a lysozym 125,0 -52,4 

lipasa 198,7 -61,0 koleganasa a 
lysozym 

135,1 -67,9 

papain 178,4 -44,3 papain a lysozym 131,4 -38,4 

pankreatin 180,9 -58,2    

Zeta potenciál p� ipravených liposom�  byl ve všech p�ípadech v rozmezí od -30 mV do -60 mV. 
Liposomy tedy vykazovaly velmi dobrou stabilitu. Nejmén�  stabilní byly liposomy s enkapsulovaných 
obsahem zeleného je� menu (-33 mV). Velikost liposom�  byla v pr� m� ru okolo 180 nm a hodnoty 
index�  polydisperzity nebyly v� tší ne� 0,2. Z p� ipravených polysacharidových � ástic, dle hodnoty zeta 
potenciálu, vykazovaly velmi dobrou stabilitu pouze chitosanové � ástice.   
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Alginátové � ástice se pohybovaly na hranici stability, jejich zeta potenciál byl okolo -25 mV. 
Chitosan-alginátové a škrobové � ástice m� ly ni�ší stabilitu, jejich zeta potenciál se pohyboval okolo -
10 mV.   

Tabulka 47. Stanovení velikosti a stability p� ipravených polysacharidových � ástic 
 Škrob Chitosan-alginát Chitosan Alginát 

 ø 
velikost 

[nm] 

ø zeta 
potenciál 

[mV] 

ø 
velikos
t [nm] 

ø zeta 
potenciál 

[mV] 

ø 
velikost 

[nm] 

ø zeta 
potenciál 

[mV] 

ø 
velikost 

[nm] 

ø zeta 
potenci
ál [mV] 

prázdné 266,6 -16,8 715,5 -29,6 242 48,65 597,6 -19,45 

alkalasa 956,7 -15,6 1281 -2,3 236 30,4 459,7 -25,7 

bromelain 171,1 -22,4 1372 -5,7 204 33,7 542,7 -25,4 

lipasa 151,8 -17,9 1503 -10 452 39,1 591,7 -27,1 

pankreatin 279,5 -9,5 743,3 -12 323 36,1 615,2 -24,2 

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 

mladý 
je� men 

251,2 -11,8 935,3 -15,2 2161 32,45 1037 -2,63 

Pr� m� rná velikost polysacharidových � ástic byla, ve srovnání s liposomy v� tší, v pr� m� ru 300 nm u 
chitosanových a škrobových � ástic, u alginátových � ástic a u chitosan-alginátových � ástic byla 
pr� m� rná velikost 600 a� 900 nm. Rovn� � indexy polydisperzity polysacharidových � ástic byly vyšší 
a pohybovaly se v rozmezí od 0,2 do 0,6. P�i� em� nejni�ší indexy polydisperzity byly nam�� enu u 
chitosanových a u alginátových � ástic. 

5.4.3 Stanovení dlouhodobé stability – modelové kosmetické prost� edí 
Jako první modelové kosmetické prost�edí pro sledování dlouhodobé stability � ástic byla zvolena voda 
(Graf 36). Stabilita byla sledována u alginátových � ástic a chitosanových � ástic p�ipravených na 
enkapsulátoru a u p� ipravených liposom� . Testované � ástice obsahovaly enkapsulovaný papain 
bromelain a kolagenasu. Tyto enzymy jsou jedny z � ast� ji pou�ivých v kosmetickém pr� myslu [98]. 

 
Graf 36. Dlouhodobá stabilita � ástic – prost� edí voda 

Z � ástic obsahujících bromelain byly ve vod�  nejmén�  stabilní liposomové � ástice, z nich� se 
po 21 dnech uvolnil prakticky veškerý enkapsulovaný obsah. Naopak z alginátových a chitosanových 
� ástic bylo po 28 dnech uvoln� no mén�  ne� 20 % enkapsulovaného enzymu. � ástice s obsahem 
papainu, byly ve vodném prost�edí velice stabilní.  Z alginátových i chitosanových � ástic bylo po 28 
dnech uvoln� no jen p�ibli�n �  5 % enzymu.V p�ípad�  liposom�  došlo po 28 dnech k uvoln� ní asi 30% 
enzymu. � ástice s kolagenasou byly z testovaných � ástic p�i skladování ve vodném prost�edí nejmén�  
stabilní.  
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Z alginátových a chitosanových � ástic bylo po 28 dnech uvoln� no tém��  30 % enkapsulovaného 
mno�ství a z liposomových � ástic se uvolnilo více ne� 90 %. 
V další � ásti experiment�  byla testována mo�nost koenkapsulace sm� sného preparátu obsahujícího 
dva r� zné hydrolytické enzymy (jednotlivé enzymy bromelain, papain i kolagenasa byly v�dy 
kombinovány spole� n�  s lysozymem) s cílem zachování jejich aktivity v kombinovaném preparátu. I 
v p�ípad�  koenkapsulace jednotlivých enzym�  s lysozymem byla pozorována vyšší stabilita v p�ípad�  
polysacharidových � ástic a nízká stabilita v p�ípad�  enkapsulace do liposom�  (Graf 37). P�i srovnání 
enkapsulované a koenkapsulované formy došlo k výrazn� jšímu uvol� ování enkapsulovaných enzym�  
v p�ípad�  jejich koenkapsulace. P�i srovnání polysacharidových � ástic a liposom�  m� �e být hlavním 
d� vodem odlišné stability pevnost a p�edevším velikost jednotlivých � ástic. Zatímco polysacharidové 
� ástice byly p� ipraveny na enkapsulátoru a jejich velikost byla kolem 600 � m, p� ipravené liposomy 
dosahovaly pr� m� rné velikosti kolem 180 nm (viz kap. 5.4.2).  

 
Graf 37. Dlouhodobá stabilita � ástic – prost� edí voda – koenkapsulace s lysozymem 

Dále byl navr�en hydrogel jako jedno ze simulovaných reálných prost�edí pro p�edpokládané 
dlouhodobé uchovávání � ástic. Hydrogel z karboxymethyylcelulózy byl zvolen jako základní prost�edí 
pro tato stanovení.  

 
Graf 38. Dlouhodobá stabilita � ástic – prost� edí gel 

U hydrogelu (Graf 38) byl zazanmenám obdobný trend jako v p�ípad�  uchovávání ve vodném 
prost�edí. Jako nejstabiln� jší byly op� t vyhodnoceny chitosanové � ástice. S enzym�  byl nejvíce 
stabilní papain a naopak nejmén�  stabilní byla kolagenasa. Z alginátových i chitosanových � ástic bylo 
po 28 dnech uvoln� no asi 20 % enkapsulovaných enzym�  pouze v p�ípad�  kolagenasy a jeji 
enkapsulace do alginátových � ástic bylo uvoln� no více ne� 60% enzymu.  
Zajímavým zjišt� ním bylo zvýšení stability liposomových � ástic. Liposomy byly v prost�edí hydrogelu 
velmi stabilní, po dobu 21 dn�  se neuvolnilo �ádné nebo pouze minimální mno�ství enkapsulovaných 
enzym� .  
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Významn� jší mno�ství uvoln� ných bílkovin bylo zaznamenáno a� po 28 dnech skladování, nejvíce u 
bromelainu a to více ne� 60 %. Naopak u nejstabiln� jšího papainu bylo detekované uvoln� ní pouze 
6% enkapsulovaného enzymu po 28 denním skladováním v hydrogelu. 
V p�ípad�  koenkapsulace s lysozymem bylo op� t zaznamenáno u v� tšiny � ástic vyšší uvoln� né 
mno�ství ne� v p�ípad�  enkapsulace. U polysacharidových � ástic bylo po 28 dnech pr� m� rn�  uvoln� no 
30% enkapulovaných enzym� . U liposomových � ástic bylarovn� � zaznamená ni�ší stability, ji� po 14 
dnech bylo detekováno v pr� m� ru 10 % uvoln� ných bílkovin. K výrazné destabilizaci liposom�  došlo 
p�edevším v p�ípad�  koenkapsulace papainu a lysozymu, kde bylo po 28 dnech uvoln� no veškeré 
enkapsulované mno�ství.   
Emulze byla vedle gelu zvolena jako druhé simulované reálné prost�edí pro stanovení stability 
p� ipravených � ástic. Pou�ita byla 10% emulze O/V p�ipravená pomocí ultrazvuku a stabilizovaná 
pomocí lecitinu.  
U alginátových i chitosanových � ástic bylo ji� po 7 dnech uchování v emulzi zjišt� no úplné uvoln� ní 
enkapsulovaných enzym� . Z liposomových � ástic byly veškeré enzymy uvoln� ny v p�ípad�  
bromelainu po 14 dnech a v p�ípad�  papainu po 21 dnech skladování. U koenkapsulovaných enzym�  
s lysozymem bylo u alginátových a chitosanových � ásticích dosa�eno obdobných výsledk�  jako 
v p�ípad�  liposom� , úplného uvoln� ní enzym�  bylo dosa�eno ji� po 7 dnech skladování. 
U liposomových � ástic došlo p�ekvapiv�  p� i koenkapsulaci k jejich stabilizaci v prost�edí emulze. 
Veškeré enzymy byly uvoln� ny v p�ípad�  koenkapsulace papainu a lysozymu po 28 dnech skladování, 
v p�ípad�  � ástic s obsahem bromelainu a lysozymu bylo pozorováno po 28 dnech uvoln� ní 60% 
enkapsulované obsahu. Tento jev mohl být zp� sobený imobilizací uvoln� ných enzym�  na povrch 
liposomové � ástice, která tak byla více chrán� na p�ed nep�íznivým vlivem lipidického prost�edí. 
Obecn�  lze �íci, �e alginátové � ástice s enkapsulovanými enzymy byly nejstabiln� jší v modelovém 
vodném prost�edí, nejmén�  stabilní byly tyto � ástice v emulzi. Chitosanové � ástice i liposomy m� ly 
nejvyšší stabilitu v gelu, a nejni�ší pak op� t v emulzi. Emulze v pou�itém slo�ení tedy není vhodným 
prost�edím pro dlouhodobé uchovávání t� chto typ�  � ástic v potenciálních kosmetických výrobcích. U 
v� tšiny � ástic uchovávaných v emulzi docházelo k velmi rychlé ztrát�  stability a uvoln� ní celého 
enkapsulovaného mno�ství ji� po sedmi dnech skladování. Na druhou stranu lze z t� chto výsledk�  
usuzovat, �e p� i styku s poko�kou, je� má lipidický charakter, dojde k �ádoucímu uvoln� ní obsa�ené 
aktivní slo�ky. Jako nejvhodn� jší prost�edí pro potenciální aplikace byl vyhodnocen gel, p� i pou�ití 
vhodných � ástic by tato forma mohla být vysoce perspektivní pro hojení ran. Co� potvrzují i další 
studie [98].  

5.4.4 Stanovení proteolytické aktivity uvoln� ných enzym�  b� hem skladování 

Dále byla testována zbytková proteolytická aktivita enzym�  uvoln� ných z � ástic v pr� b� hu jejich 
dlouhodobého skladování. Proteolytická aktivita byla zjiš� ována s vyu�itím metody uvedené 
v kapitole 4.7.16.1. Výsledná aktivita byla vyjád�ena jako mno�ství substrátu rozlo�eného p� sobením 
enzymu vzta�ené na � as a mno�ství enzymu [µmol/(min.ml)]. Pro ka�dý enzym byla p�ed enkapsulací 
stanovena hodnota referen� ní aktivity v daném prost�edí p�i známém mno�ství enzymu. Po zjišt� ní 
mno�ství uvoln� ného enzymu (m�� ení koncentrace bílkoviny Hartree-Lowryho metodou, kap. 4.7.13) 
byla nam�� ená aktivita porovnána s referen� ní hodnotou. Výsledek byl vyjád�en jako procentuální 
podíl referen� ní aktivity.  
Z výsledk�  vyplývá (Tabulka 48), �e nejvhodn� jším prost�edím pro uchování proteolytické aktivity 
testovaných enzym�  je gel.  Bromelain zde vykazoval proteolytickou aktivitu i po 28 dnech 
uchovávání. Ve vod�  byla aktivita tohoto enzymu nulová ji� po 14 dnech skladování, v emulzi 
dokonce ji� po 7 dnech. Obdobných výsledk�  jako u bromelainu bylo dosa�eno i v p�ípad�  papainu, 
který si nejlépe zachoval svoji aktivity rovn� � v hydrogelu. U n� kterých typ�  � ástic vykazoval i po 
21denní inkubaci více ne� 50 % p� vodní aktivity. Naopak v emulzi jeho aktivita prudce klesla ji� po 7 
dnech inkubace.  
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Kolagenasa uvoln� ná do gelu také vykazovala i po 28 dnech skladování tém��  50 % své p� vodní 
aktivity. Ve vod�  její proteolytická aktivita výrazn�  klesla po 14 dnech a po 28 dnech byla nulová. 
V p�ípad�  emulze nebyla �ádná aktivita kolagenasy zaznamenána ji� po 7 dnech skladování.  

Tabulka 48. Zachování proteolytické aktivity uvoln� ných enzym�  v pr� b� hu skladování – vyjád� eno v 
% p� vodní aktivity 

�á
st

ic
e 

prost�edí 
bromelain papain kolagenasa 

7 
dní 

14 
dní 

21 
dní 

28 
dní 

7 
dní 

14 
dní 

21 
dní 

28 
dní 

7 
dní 

14 
dní 

21 
dní 

28 
dní 

al
gi

ná
t voda 98,5 5,8 0,2 0,0 64,2 2,6 0,0 0,0 95,7 34,6 23,7 0,0 

gel 86,3 60,1 43,6 7,6 75,8 20,3 0,0 0,0 73,5 69,3 64,6 44,1 

emulze 15,1 6,1 5,1 0,8 26,4 15,0 10,1 4,0 0 0 0 0 

ch
ito

sa
n voda 24,0 3,8 0,6 0,0 80,0 59,2 19,6 0,0 92,3 10,9 0,0 0,0 

gel 52,3 20,6 4,8 0,0 82,7 70,7 57,6 3,2 97,0 89,9 58,6 55,8 

emulze 6,1 2,9 2,4 0,3 1,7 1,2 0,5 0,0 0 0 0 0 

lip
os

om
y voda 42,6 2,2 0,2 0,0 60,5 31,2 0,0 0,0 45,9 12,1 6,9 0,0 

gel 92,3 70,9 48,3 15,5 99,2 95,1 61,9 51,7 81,1 69,4 54,2 43,7 

emulze 9,6 3,5 0,9 0,4 24,6 21,9 3,6 2,6 0 0 0 0 

Celkov�  lze shrnout, �e nejlepším prost�edím pro uchování proteolytické aktivity enzym�  je podle 
dosa�ených výsledk�  hydrogel. Enzymy v gelu jsou aktivní i po 28 dnech skladování.  

5.4.5 Stanovení dlouhodobé stability enkapsulovaných enzym�  v prost� edí modelových 
potravin 

P�i sledování dlouhodobé stability � ástic v modelových potravinách byly pou�ity � ty� i základní typy 
modelových podmínek.  

Tabulka 49. Dlouhodobá stabilita � ástic – mno�ství uvoln� ných slo�ek %- modelové potraviny 

% 
týden m� síc 

alginát chitosan škrob liposomy alginát chitosan škrob liposomy 

vo
da

 

bromelain 3,2 7,6 4,1 8,2 3,5 8,0 4,5 12,6 

mladý je� men 0,0 1,1 4,7 0,5 2,3 1,5 5,0 4,9 

pankreatin 14,3 3,4 10,7 0,1 14,5 9,9 11,0 3,9 

trypsin 14,5 21,5 8,2 20,9 14,5 22,2 8,5 21,0 

ky
se

lin
a 

bromelain 1,2 1,5 2,0 7,7 7,7 1,5 2,5 10,5 

mladý je� men 0,1 1,1 0,3 1,5 5,9 4,1 3,0 1,5 

pankreatin 2,1 0,5 0,1 0,4 20,7 5,7 1,8 6,6 

trypsin 19,4 10,1 7,7 0,9 32,6 10,5 8,7 16,3 

et
ha

no
l bromelain 9,5 7,9 3,7 21,0 10,6 8,0 4,0 26,4 

mladý je� men 2,0 1,2 4,4 12,0 4,4 4,4 4,5 12,5 

pankreatin 22,3 3,5 3,1 17,7 30,2 7,3 3,5 18,0 

trypsin 37,6 22,4 7,0 40,5 59,7 27,8 7,5 40,5 

ol
ej

/v
od

a bromelain 6,4 8,0 0,2 23,1 31,5 8,5 1,0 23,6 

mladý je� men 0,1 1,2 1,3 10,3 0,7 1,2 1,7 10,5 

pankreatin 9,1 2,1 1,4 1,0 9,5 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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P�i pozorování krátkodobé stability (týden) v simulovaných potravinách se v p�ípad�  testovaných 
manuáln�  p�ipravených polysacharidových � ástic a liposom�  ukázalo jako nejvhodn� jší prost�edí ke 
skladování, prost�edí kyselé potraviny. � ástice byly p�evá�n�  stabilní i ve vodném prost�edí. Obecn�  
nejmén�  stabilní byly � ástice v alkoholovém a tu� ném modelovém prost�edí (Tabulka 49).  
Po m� sí� ním skladování v simulovaných potravinách bylo dosa�eno obdobných výsledk�  jako po 
týdnu. U v� tšiny � ástic byla pozorována pouze minimální zm� na v uvoln� ném mno�ství. 
Z dlouhodobého hlediska byly tedy p�ipravené � ástice stabilní. U v� tšiny � ástic bylo po m� síci 
zachováno nad70% enkapsulovaného mno�ství. V pr� m� ru se uvoln� né mno�ství pohybovalo okolo 
10%. Pouze v p�ípad�  enkapsulace trypsinu do alginátových � ástic bylo uvoln� né mno�ství podstatn�  
vyšší a to zejména v simulovaném ethanolovém a tu� ném prost�edí.  
P�i stanovení dlouhodobé stability v modelových potravinách u polysacharidových � ástic p� ipravených 
pomocí enkapsulátoru  bylo pozorováno vyšší uvoln� né mno�ství ne� u manuáln�  p� ipravených � ástic. 
Vysoké uvoln� né mno�ství u všech testovaných � ástic a ve všech prost�edích bylo zaznamenáno 
p�edevším v p�ípad�  enkapsulace trypsinu, kdy po m� síci bylo uvoln� no pr� m� rn�  80% 
enkapsulovaného mno�ství. U ostatních enzym�  se jejich uvoln� né mno�ství ve všech testovaných 
prost�edí pohybovalo v rozmezí do 40%, p�i� em� stabilita � ástic v jednotlivých typech prost�edí se 
výrazn�  nelišila.  

Tabulka 50. Dlouhodobá stabilita � ástic v modelových potravinách – zm� na zeta potenciálu 
mV voda 3% kys. octová 10% ethanol olej/voda 

� as 0 7 dní � as 0 7 dní � as 0 7 dní � as 0 7 dní 

al
gi

ná
to

vé
 �á

st
ic

e Prázdné -19,5 -14,4 -11,3 -12,2 -10,3 -9,8 -13,6 -18,9 

Trypsin -23,2 -13,6 -19,6 -16,6 -22,4 -17,4 -26,6 -32,1 

Pepsin -24,3 -21,4 -20 -22,1 -26,3 -25,9 -24,1 -25,7 

Brom. -25,4 -24,9 -24,9 -22,7 -27,7 -21,4 -33,7 -23,9 

Pankr. -24,2 -23,5 -21,3 -17,2 -25,1 -23,7 -28,9 -20,5 

Lipasa -27,1 -23,5 -21,5 -20,8 -22,9 -14,9 -30,6 -36,8 

Alkalasa -25,7 -25,7 -18 -20,9 -17,5 -20,1 -34,5 -28,3 

ch
ito

sa
no

vé
 �á

st
ic

e Prázdné 48,6 31 43,2 55 47,8 56,9 52,2 46,7 

Trypsin 32,9 28,5 53,6 52,3 54,7 54,6 41,9 41,3 

Pepsin 34,3 32,2 42,6 40,7 43,5 41,5 39,4 33,4 

Brom. 33,7 31,5 34,2 35,7 32,4 33,7 34,4 21,7 

Pankr. 35,3 33,2 44,1 44,2 41,8 39,7 39,2 31,1 

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 

šk
ro

bo
vé

 
�á

st
ic

e 

Prázdné -16,8 -16,8 -35,1 -34 -41,6 -36 -45,7 -32,2 

Trypsin -22,9 -22,4 -31,3 -23,6 -36,2 -30,6 -45,1 -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 

lip
os

om
y 

Prázdné -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 -55,5 -53,8 -57,7 

Pepsin -54,7 -53,9 -35,5 -33,8 -42 -41,4 -53,5 -58,1 

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 -35,3 

Lipasa -61 -59,4 -34,9 -32,2 -40 -39,5 -51,9 -53,1 

Alkalasa -46,4 -44,6 -35,1 -30,6 -37,9 -41 -41,1 -44,3 

Dlouhodobá stabilita � ástic byla rovn� � sledována z pohledu zeta potenciálu. Stanovení bylo 
provedeno u vybraných manuáln�  p�ipravených chitosanových, alginátových a škrobových � ástic a u 
liposom�  (Tabulka 50).  
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Chitosanové � ástice byly ve vod�  po 7 dnech stabilní. V kyselém prost�edí byl nam�� en zeta potenciál 
vyšší ne� v � ase nula, co� zna� í, �e chitosanové � ástice jsou v ni�ším pH stabiln� jší ne� p� i pH vyšším. 
V alkoholovém prost�edí a v roztoku olej/voda byly chitosanové � ástice takté� stabilní. Alginátové 
� ástice vykazovaly mírnou nestabilitu ve vod� . V 3% kyselin�  octové byly alginátové � ástice stabilní i 
po n� kolika dnech. V 10% roztoku ethanolu stejn�  jako v emulzi olej/voda byly alginátové � ástice po 
7 dnech stabilní pouze u n� kterých enkapsulovaných enzym�  a hodnota zeta potenciálu mírn�  klesala. 
Stabilita škrobových � ástic se vlivem modelových prost�edí dle hodnoty zeta potenciálu po 7 dnech 
výrazn�  nelišila. Škrobové � ástic vykazovaly nejvyšší stabilitu p�edevším v ethanolovém prost�edí a 
v emulzi olej/voda. Naopak nejmén�  stabilní byly tyto � ástice ve vodném prost�edí.  
Liposomové � ástice byly naopak velmi stabilní p�edevším ve vod� . Po 7 dnech docházelo k mírnému 
poklesu zeta potenciálu, i tak však � ástice z� stávaly stabilní s hodnotu zeta potenciál�  pohybující 
okolo -50 mV. V 3% kyselin�  octové byly liposomové � ástice po týdnu stabilní, op� t docházelo pouze 
k mírnému poklesu zeta potenciálu. V roztoku ethanolu a emulzi olej/voda byly liposomové � ástice 
rovn� � stále stabilní dle hodnoty zeta potenciálu, která se m� nil jen minimáln� .  
P�i pozorování krátkodobé (týdenní) stability v simulovaných potravinách pomocí zeta potenciál�  se 
potvrdila stabilita testovaných � ástic. Docházelo pouze k drobným zm� nám hodnot zeta potenciálu 
s velmi pozvolným uvol� ováním enkapsulovaných enzym� . 

5.4.6 Stanovení stability � ástic – modelové trávení 
Stabilita � ástic s enkapsulovanými enzymy byla pozorována v modelové �alude� ní, pankreatické a 
�lu � ové š� áv�  (s dobou inkubace 20 min, resp. 40 minut pro š� ávu �lu� ovou). Stabilita byla sledována 
pomocí stanovení koncentrace uvoln� ných protein� . Z rozdílu koncentrace protein�  p�ed p� sobením a 
po p� sobení modelových t� lních tekutin bylo ur� eno mno�ství uvoln� ných protein�  a vyjád�eno v 
procentech. Na základ�  m�� ení (Graf 39) bylo zjišt� no, �e pr� m� rn�  nejstabiln� jší byly manuáln�  
p� ipravené polysacharidová � ástice a liposomy v �alude� ní š� áv� . Naopak nejvíce enzym�  se uvolnilo 
p� sobením �lu� ové š� ávy. Rovn� � v pankreatické š� áv�  docházelo k výraznému uvol� ování 
enkapsulovaných enzym� .  
Vyšší stabilita v kyselém prost�edí um� lé �alude� ní š� ávy je výhodou pro cílený transport 
enkapsulovaných enzym�  do tenkého st�eva, kde jsou p� sobením pankreatické a �lu� ové š� ávy � ástice 
rozlo�eny a enzymy se mohou uvolnit a být po�ity nap�íklad k enzymové terapii.  

 
Graf 39. Stanovení stability � ástic – mno�ství uvoln� né slo�ky – modelové trávení – manuální � ástice 

Výsledky stability � ástic p� ipravených na enkapsulátoru (Graf 40) byly podobné dat� m získaným u 
� ástic p� ipravených manuáln� . I v tomto p�ípad�  byla zjišt� na vyšší stabilita v kyselém prost�edí um� lé 
�alude� ní š� ávy. T� chto vlastností polysacharidových � ástic tedy m� �e být vyu�ito pro cílený 
transport s pozvolným uvol� ování enkapsulovaných enzym�  do tenkého st�eva. 
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Graf 40. Stanovení stability � ástic – mno�ství uvoln� né slo�ky – modelové trávení – enkapsulátor 

Tabulka 51. Stanovení stability vybraných � ástic v modelových fyziologických podmínkách – zm� na 
zeta potenciálu p� i modelovém trávení  

 
zeta potenciál 

[mV] 

p� vodní  

hodnota 

�alude� ní 

š� áva 

uvoln� no 

(%) 

pankreatická 

š� áva 

uvoln� no 

(%) 

�lu � ová 

š� áva 

uvoln� no 

(%) 

   0 min 
20 

min 
 

0 

min 

20 

min 
 

0 

min 

40 

min 
 

al
gi

ná
to

vé
 �á

st
ic

e alkalasa -25,7 -12 -11,1 1,9 -20,0 -19,7 54,8 -23,5 -24,3 2,0 

bromelain -25,4 -19,8 -19,1 24,9 -27,1 -29,0 28,2 -28 -25,9 22,2 

lipasa -27,1 -15,1 -13,5 16,8 -22,9 -28,5 21,2 -23,6 -22,1 2,9 

pankreatin -24,2 -12 -14,4 6,8 -26,0 -28,0 34,2 -22,3 -21,4 2,6 

pepsin -24,3 -12,3 -13,2 3,5 -21,3 -29,1 31,8 -25,5 -24,8 1,9 

trypsin -23,2 -13,9 -9,2 25,4 -26,4 -26,7 43,6 -26,3 -23,9 58,6 

ch
ito

sa
no

vé
 

�á
st

ic
e 

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 44,1 44,3 18,0 

lipasa 39,1 50,5 42 6,1 34,5 33,5 39,3 54,7 49,4 17,2 

pankreatin 36,1 38 38,6 2,5 32,6 31,4 54,7 41,1 43,7 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 

šk
ro

bo
vé

 �á
st

ic
e alkalasa -15,6 2,7 1,3 3,5 -14 -16,7 30,2 -15,6 -17,4 5,9 

bromelain -22,4 -2,2 1,0 30,9 -15,6 -15,0 36,7 -21,5 -21,2 37,1 

lipasa -17,9 -5,3 -4,8 2,1 -16,9 -14,3 14,0 -18,1 -16,5 8,2 

pankreatin -9,5 2,5 1,8 33,7 -6,5 -5,3 22,3 -11,2 -13,7 47,1 

pepsin -16,3 0 1,8 0 -15,1 -16,7 20,9 -22,1 -22,9 2,5 

trypsin -10,2 0,8 -1,2 1,9 -16,6 -16,3 13,1 -18,2 -16,9 20,7 

lip
os

om
y 

alkalasa -46,4 -42,6 -34,8 5,2 -41,0 -55,3 25,2 -44,5 -48,7 2,1 

bromelain -56,0 -46,3 -26,6 23,5 -49,2 -52,5 44,2 -43,2 -49,1 17,8 

lipasa -61,0 -35,1 -1,61 7,3 -52,4 -56 21,5 -40,6 -52,3 1,3 

pankreatin -58,2 -49,8 -27,2 3,9 -59,2 -57,6 29,9 -44,6 -48,9 16,7 

pepsin -53,9 -42,8 -30,4 2,1 -47,2 -59,7 32,2 -43,9 -54,2 6,6 

trypsin -58,6 -42,1 -14,5 6,5 -58,8 -56,9 55,7 -49,5 -50,3 10,5 

Z výsledk�  stanovení stability � ástic pomocí zeta potenciálu v modelových trávicích š� ávách 
(Tabulka 51) vyplývá, �e testované � ástice byly nejmén�  stabilní v kyselém prost�edí �alude� ních 
š� áv. Hodnoty zeta potenciálu klesly zejména u alginátových a škrobových � ástic, co� odpovídá i 
stanovení uvoln� ného mno�ství, které bylo u t� chto � ástic výrazn� jší.   
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V pankreatické a �lu� ové š� áv�  se hodnota zeta potenciál m� nila pouze minimáln� . U � ástic bylo však 
zaznamenáno uvoln� né mno�ství enkapsulovaných enzym�  zejména vlivem st�evních š� áv s vyšším 
pH, tedy v pankreatické a �lu� ové š� áv� . Vlivem �alude� ní š� ávy tedy došlo zejména k agregaci 
testovaných � ástic a pouze k � áste� nému uvoln� ní jejich obsahu (do 30%). V p�ípad�  aplikace do 
modelových st�evních š� áv pak dále došlo k pozvolnému uvoln� ní zbylých enkapsulovaných enzymu.  
Proteasy a lipasy jsou jedny z nejperspektivn� jších enzym�  v potraviná�ském a farmaceutickém 
pr� myslu [10]. Jak bylo potvrzeno i �adou studií je mo�né jejich imobilizaci [9], ale i enkapsulace do 
r� zných typ�  � ástic v� etn�  liposom�  [25]. Dle dosa�ených výsledk�  jsou testované � ástice 
s enkapsulovanými enzymy vhodné pro potraviná�ské i farmaceutické aplikace. Zejména v podob�  
p�ípravk�  s cíleným transportem enzym�  do trávicího traktu s pozvolným uvol� ováním, p� i zachování 
jejich dostate� né aktivity. Díky enkapsulaci, jak potvrzují i jiné studie [96], jsou tedy enzymy stabilní 
v r� zných podmínkách a zachovávají si i svoji aktivitu. 
Dále byla pomocí jamkového difuzního testu potvrzena antimikrobiální aktivita jak prázdných � ástic, 
p�edevším chitosanových, ale zejména � ástic, které obsahovaly sm� s proteás a lysozymu. Provedené 
experimenty potvrdily, �e lysozym i po enkapsulaci spole� n�  s n� kterými proteasami nedegraduje a 
zachovává si i svoji aktivitu (stejn�  jako v p�ípad�  jeho enkapsulace samostatn�  viz. kap.5.3.7). M� �e 
být tedy sou� ástí i víceslo�kového preparátu ur� eného ke komplexnímu hojení ran, p�ípadn�  pro 
aplikace v enzymové terapii. Tyto p�edpoklady a potenciální aplikace potvrzují i další odborné 
studie [98, 102]. 

5.4.7 Stanovení sedimenta� ní stability � ástic s enkapsulovanými enzymy 
Stanovení sedimenta� ních vlastností pomocí analytické centrifugace bylo provedeno u manuáln�  
p� ipravených polysacharidových � ástic a liposom� , podle postupu uvedeným v kapitole 4.12. 
Tabulka 52 porovnává nestabilitu jednotlivých vzork� . Index nestability udává sm� rnici k� ivky 
v prvních fázích centrifugace. � ím je hodnota vyšší, tím je systém mén�  stabilní. 

Tabulka 52 Porovnání index�  nestability vybraných vzork�  - stanovení sedimenta� ní stability  
� ástice Index nestability (1/h) � ástice Index nestability (1/h) 

CHA - Trypsin 3,1122±0,0665 CHA - Bromelain 3,5164±0,0712 

A - Trypsin 0,4992±0,0265 A - Bromelain 1,8253±0,0520 

L - Trypsin 0,8926±0,0318 L - Bromelain 1,0582±0,0451 

L - prázdné 0,4876±0,0356 A - prázdné 0,7677±0,0299 

CHA - prázdné 2,3958±0,0625  

Nejvyšší hodnota sm� rnice byla dosa�ena u prázdných chitosan-alginátový � ástic. Tyto � ástice jsou 
tedy nejmén�  stabilní z testovaných � ástic a nejrychleji u nich dochází k sedimentaci. U škrobových a 
chitosanových � ástic nedocházelo k viditelnému usazování vzork� . Vzorky byly velmi � iré ji� na 
po� átku centifugace, nedocházelo tedy ke zm� n�  transmitance vlivem odst�edivého pole, a proto 
nemohly být tyto vzorky vyhodnoceny pomocí indexu nestability. 
V následujících grafech je zobrazena na ose y transmitance, na ose x pak pozice v kyvet�  (vpravo je 
dno kyvety). Vzorky chitosanových � ástic byly vemi � iré a nebyla u nich pozorovat �ádnou 
sedimentaci stejn�  jako u škobových � ástic. Obecn�  lze �íci, �e vlivem enkapsulace enzym�  se 
sedimenta� ní vlastnosti � ástic nezm� ní nebo pouze minimáln� . U chitosan-alginátových � ástic 
docházelo k homogenní sedimentaci. U dna byl pozorován vznik sedimentu. Pouze u tohoto typu � átic 
docházelo k odlišné sedimentaci prázdných � ástic a � ástic s enzymem. P�i� em� u prázdných � ástic 
dochází k výrazn� jší sedimentaci ne� u vzork�  s enkapsulovaným enzymem. U alginátových � ástic 
docházelo z po� átku k homogennímu usazování � ástic s pozvolným náznakem zónové sedimentace. 
Pravd� podobn�  tedy postupn�  dochází k tvorb�  agregát�  a jejich následnému hromadnému usazování. 
U prázdných liposom�  docházelo k homogenní sedimentaci a tvorb�  sedimentu na dn�  kyvety. 
U liposom�  s enkapsulovanými enzymy však docházelo spíše k vzlýnání a ne� k sedimentaci vzorku. 
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1A  1B  

2A  2B  
Graf 41. Stanovení sedimenta� ní stability � ástic A) prázdné � ástice; B) � ástice s bromelainem; 
1- alginát-chitosanové � ástice; 2- liposomové � ástice 

5.5 Enkapsulace probiotik a prebiotik 
V této � ásti práce byly testovány mo�nosti enkapsulace probiotických kmen� . Dále byla testována 
mo�nost koenkapsulace probiotických bakterií a zeleného je� mene jako prebiotika.  
Modelovými mikroorganismy pro enkapsulace byly zvoleny kmeny Lactobacillus acidophilus a 
Bifodobacter breve. Byly p� ipraveny alginátové, chitosanové, chitosan-alginátové, chitosan-agarové, 
chitosan-škrobové, alginát-agarové, alginát-agarosové, alginát-škrobové, alginát-pullulanové � ástice a 
alginátové � ástice s p�ídavkem CMC.  
Mikroorganismy byly kultivovány v komer� ním MRS médiu p�i teplot�  37°C. Po 24 hodinách byly 
bu� ky enkapsulovány. P�írodní extrakty zeleného je� mene byly nejprve charakterizovány a následn�  
pou�ity k enkapsulaci. 

5.5.1 Charakterizace 
P�írodní extrakty zeleného je� mene, p�ipravené dle návodu uvedeného v kapitole 4.6.2., byly 
charakterizovány pomocí následujících skupinových charakteristik: stanovení celkových polyfenol� , 
celkových flavonoid� , stanovení antioxida� ní aktivity, stanovení obsahu bílkovin a chlorofylu a a b. 

Tabulka 53. Charakterizace zelených je� men�   
c (mg/g) polyfenoly flavonoidy antioxida� ní aktivita bílkoviny chlorofyl a chlorofyl b 

práškový 
je� men 

6,33 ± 0,09 1,09 ± 0,04 5,95 ± 0,03 36,15 ± 0,32 ND ND 

� erstvý 
je� men 

0,80 ± 0,01 0,02 ± 0,004 0,18 ± 0,006 2,63 ± 0,11 840,92 758,51 

Dle výsledk�  uvedených v Tabulce 53 má práškový je� men zejména vysoký obsah bílkovin, co� 
potvrzuje fakt, �e zelený je� men je bohatý na obsah enzym� . V porovnání s práškovým je� menem 
byly u � erstvého je� mene stanoveny velmi nízké hodnoty bílkovin. V práškovém preparátu tedy došlo 
k zna� nému zkoncentrování protein�  vlivem odstran� ní vody. Naopak obsah chlorofyl�  a a b byl 
zjišt� n pouze u � erstvého je� mene, v práškovém je� meni nebyly identifikovány v detekovatelném 
mno�ství. D� vodem je z�ejm�  obecn�  nízká stabilita chlorofyl� . 
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5.5.2 Stanovení enkapsula� ní ú� innosti 
Pro p�ípravu � ástic byl pou�it enkapsulátor Büchi B-395 Pro, p�esný postup je uveden v kapitole 4.8.2. 
Ú� innost enkapsulace byla zjišt� na dle mno�ství volných polyfenol� , bílkovin p�ípadn�  bun� k po 
enkapsulace stejn�  jako p�ed enkapsulací a byla vyjád�ena v procentech.  
Mno�ství polyfenol�  a bílkovin bylo stanoveno pomocí spektrofotometrických metod. Mno�ství 
bun� k bylo sledováno pomocí pr� tokové cytometrie, p�ípadn�  po� ítáním bun� k pomocí Bürkerovy 
kom� rky.  

Tabulka 54. Stanovení enkapsula� ní ú� innosti - je� men 
materiál typ � ástice je� men 

� erstvý 
je� men 
sušený 

alginát kapsule (centrif) 25,7 26,1 

alginát matrix 100 100 

alginát škrob (1:1) matrix x 100 

alginát škrob (4:1) matrix x 100 

chitosan matrix 100 100 

chitosan a agar matrix 100 100 

alginát kapsule 56,2 x 

U v� tšiny � ástic bylo dosa�eno tak�ka 100% enkapsula� ní ú� innosti (Tabulka 54 a Tabulka 55). 
Nejmenší ú� innosti bylo dosa�eno u zeleného je� mene p�i pou�ití � ástic z alginát�  typu kapsule (kdy 
je� men tvo�il jádro a obal tvo�il � istý alginát). U testovaných � ástic s obsahem probiotik byla 
enkapsula� ní ú� innost 100%, pouze u � ástic s p�ídavkem škrobu byla ú� innost ni�ší, pohybovala se od 
80 do 98%.  

Tabulka 55. Stanovení enkapsula� ní ú� innosti – probiotika 
materiál/typ 

� ástice 
alginát 

agar/matrix 
alginát 

pullulan/matrix 
alginát škrob 
(1:1)/matrix 

alginát škrob 
(4:1)/ matrix 

alginát/ 
kapsule 

EU (%) 100 100 100 80 93,2 

materiál/typ 
� ástice 

alginát, 300 
µm/matrix 

alginát, 450 
µm/matrix 

alginát/škrob 
(2:1)/matrix 

alginát CMC 
(4:1)/ matrix 

alginát CMC 
(2:1)/ matrix 

EU (%) 100 100 95 100 100 

materiál/typ 
� ástice 

chitosan/ matrix 
alginát 

chitosan/matrix 
chitosan škrob 
(4:1)/ matrix 

chitosan škrob 
(2:1)/ matrix 

chitosan a 
agar/matrix 

EU (%) 100 100 98 90 100 

Po enkapsulaci byly � ástice dále charakterizovány z hlediska jejich velikosti a morfologie pomocí 
mikroskopie. 

   
160x alginátové � ástice 

Lactobacillus acidophilus 
640x alginátové � ástice 

Lactobacillus acidophilus 
1600x alginátové � ástice 
Lactobacillus acidophilus 
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1600x alginátové � ástice 
Bifidobacter breve 

40x – alginát-chitosanové � ástice 
Lactobacillus acidophilus 

40x– alginát-chitosan-
alginátovéLactobacillus 

acidophilus 
Obrázek 14. Stanovení morfologie a velikosti � ástic s obsahem probiotických bun� k – sv� telná 

mikroskopie 

  
A B 

Obrázek 15. Stanovení viability bun� k v � ásticích pomocí fluorescen� ní mikroskopie A všechny 
bu� ky); B) mrtvé bu� ky 

Viability bun� k byla sledována p�ed enkapsulací pomocí pr� tokové cytometrie (pou�itá fluorescen� ní 
sonda byl propidiumjodid, viz Tabulka 56. V p�ípad�  enkapsulace probiotických bakterií byla 
sledována rovn� � viabilita enkapsulovaných bun� k, a to i v pr� b� hu skladování a vlivem trávení. 
Viabilita bun� k v � ásticích byla sledována pomocí optické a fluorescen� ní mikroskopie (Obrázek 15) 
za vyu�ití methylenové mod�i a propidiumjodidu.  

 

 
Obrázek 16: P� iklad stanovení viability a po� tu bun� k na cytometru 

detekované 

bu� ky 

podíl 

�ivých  

bun� k 

podíl 

mrtvých 

bun� k 



 
 

118

Mno�ství uvoln� ných bun� k bylo sledováno pomocí pr� tokové cytometrie (Obrázek 16), p�ípadn�  
po� ítáním bun� k pomocí Bürkerovy kom� rky s pou�itím methylenové mod�i.   

Tabulka 56. Pom� r �ivých a mrtvých bakterií po 24hodinové kultivaci 
druh bakterie M�� ení Po� et bun� k v 1 µl �ivé bu � ky v 1 µl [%] 

LA 1 230 580 95 

2 261 510 94 

3 211 710 93 

BB 1 195 740 98 

2 202 650 99 

3 217 700 99,5 
 

A B C  
Obrázek 17. Alginátové � ástice A) koenkapulace probiotik a zeleného je� mene - 400 µm; 

B)enkapsulace probiotik- 300 µm, C- koenkapulace probiotik a zeleného je� mene - 900 µm 

5.5.3 Stanovení stability � ástic s prebiotiky v modelových podmínkách trávicího traktu 
U � ástic s enkapsulovanou aktivní slo�kou byla sledována jejich stabilita v modelovém fyziologickém 
prost�edí simulujícím trávení. Odolnost � ástic v podmínkách gastrointestinálního traktu byla sledována 
pomocí modelových trávicích š� áv p� ipravených dle b� �né receptury  (4.13). Byla pou�ita �alude� ní, 
pankreatická a �lu� ová š� áva. 

 A B  

Graf 42. Stabilita � ástic obsahujících práškový je� men – mno�ství uvoln� ných A)polyfenol� , B) 
bílkovin % – modelové trávení  
Zkratky: A - alginátové � ástice; A-Š – alginátové � ástice s p� ídavkem škrobu; CH – chitosanové � ástice 

B� hem trávení docházelo k pozvolnému uvol� ování enkapsulovaných slo�ek. U � ástic obsahujících 
zelený je� men (Graf 42) docházelo k nejvýrazn� jšímu rozpadu vlivem st�evních š� áv. � ástice jsou 
tedy vhodné k pozvolnému uvol� ování aktivních slo�ek v za�ívacím traktu. V kyselém �alude� ním 
prost�edí byly stabilní zejména alginátové � ástice, u kterých docházelo i v prost�edí st�eva k 
minimálnímu uvoln� ní enkapsulovaných slo�ek.  
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Díky kombinaci alginátu a škrobu bylo však dosa�eno ji� vhodn� jších vlastností � ástic s 
výrazn� jším pozvolným uvol� ováním v cílovém prost�edí tenkého st�eva. V p�ípad�  zeleného je� menu 
byla testována nejen mo�nost pou�ití komer� ního práškového produktu, ale i � erstv�  vyp� stovaného 
je� mene, ze kterého byl p� ipraven extrakt (Graf 43). Srovnáním stability obou testovaných bylo ve 
fyziologickém prost�edí modelového trávení dosa�eno obdobných výsledk� . 

A B  
Graf 43. Stabilita � ástic obsahující � erstvý je� men – mno�ství uvoln� ných A)polyfenol� , B) bílkovin % 
– modelové trávení 
Zkratky: A - alginátové � ástice; A-Š – alginátové � ástice s p� ídavkem škrobu; CH – chitosanové � ástice 

Rovn� � u p� ipravených � ástic s obsahem probiotických bun� k byla sledována jejich stabilita 
v simulovaných t� lních tekutinách, a to nejen z pohledu mno�ství uvoln� ných bun� k (Tabulka 57), ale 
i z hlediska zachování viability enkapsulovaných a uvoln� ných bun� k (Tabulka 58).  
Bakterie byly po 24hodinové kultivaci a enkapsulaci vlo�eny do modelových t� lních tekutin. 
V pankreatické š� áv�  a v �alude� ní š� áv�  byly inkubovány po dobu 20 minut a ve �lu� ové š� áv�  byly 
ponechány 40 minut, vše p�i teplot�  37°C. Ve volném roztoku bylo pomocí pr� tokové cytometrie 
sledováno mno�ství a viabilita uvoln� ných bun� k. V � ásticích byl pom� r �ivých a mrtvých bun� k 
sledován pomocí optické a fluorescen� ní mikroskopie za vyu�ití methylenové mod�i a 
propidiumjodidu.  
P� sobením �alude� ní š� ávy na p�ipravené � ástice nebyla pozorována �ádná v� tší zm� na, uvolnilo se 
jen nepatrné mno�ství bakterií a v� tšina z nich byla �ivá. Uvnit�  kapsle byla také p�evá�ná v� tšina 
�ivých bun� k. Mimo � ástice bylo uvoln� no maximáln�  30 % bakterií, a to z obalu, který byl tvo�en 
kombinací chitosanu a škrobu. Ostatní � ástice byly odoln� jší a do �alude� ní š� ávy uvol� ovaly jen do 
10 % enkapsulovaných bun� k. Polysacharidové � ástice tedy z� staly v�� i této modelové š� áv�  odolné a 
splnily tak hlavní kritérium pro ochranu bun� k p�ed nep�íznivým vlivem kyselé �alude� ní š� ávy. 
Druhou testovanou byla pankreatická š� áva (model za� átku tenkého st�eva). Z výsledk�  vyplývá, �e na 
strukturu � ástic p� sobila více ne� �alude� ní prost�edí a �lu� ová š� áva. Bylo v ní nejvíce uvoln� ných 
bun� k. V procentech se po� et uvoln� ných bun� k pohyboval nej� ast� ji mezi 40 % a� 60 % 
enkapsulovaného mno�ství. U n� kterých � ástic, p�edevším u alginát-škrobových, p�ípadn�  chitosan-
škrobových � ástic, došlo k výrazn� jšímu rozpadu a po� et uvoln� ných bun� k byl nad 70 %. Bakterie 
uvoln� né z � ástice byly ve v� tšin�  p�ípad�  �ivé, výskyt mrtvé bun� k se v maximech pohyboval do 20 
% z celkového po� tu uvoln� ných. V � ásticích modifikovaných škrobem bylo mno�ství mrtvých bun� k 
jen nepatrné. Uvnit�  ostatních kapslí byl po� et �ivých bakterií nad 80 %. 
V posledním testovaném modelu (tenkého st�eva), ve �lu� ové š� áv� , bylo nalezeno podobné mno�ství 
uvoln� ných bun� k jako v �alude� ní š� áv� . Nejvíce uvoln� ných bun� k bylo stanoveno z � ástic, které 
byly modifikovány škrobem, okolo 50 %. Z toho ve v� tšin�  p�ípad�  byly všechny bu� ky �ivé. Rovn� � 
alginátové � ástice modifikované pullulanem uvol� ovaly v� tší mno�ství enkapsulovaných bun� k. 
V ostatních � ásticích se po� et uvoln� ných bakterií pohyboval kolem 20 %. Uvnit�  � ástic s podílem 
škrobu byly p�evá�n�  všechny bu� ky �ivé. U ostatních typ�  � ástic byl po� et mrtvých bun� k uvnit� 
kapslí do 20 %. 
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Tabulka 57. Mno�ství uvoln� ných bun� k z � ástic - modelové trávení  
Uvoln� né mno�ství %  �alude� ní š� áva Pankreatická š� áva �lu � ová š� áva 

Typ � ástice LA BB LA BB LA BB 

alginát, 300 µm 3,8 9,6 55,1 42,3 15,6 17,8 

alginát, 450 µm 5,4 5,1 52,8 40,1 20,1 7,3 

alginát škrob (4:1) 2,1 11,9 81,1 72,5 25,2 31,4 

alginát škrob (2:1) 6,0 3,3 80,0 75,3 28,5 43,0 

alginát CMC (4:1) 3,9 4,9 46,7 41,5 20,1 25,2 

alginát CMC (2:1) 4,5 8,8 54,8 51,2 28,7 7,9 

4% alginát, 450 µm 6,5 4,9 63,4 37,6 27,2 24,1 

 chitosan  škrob (4:1) 23,1 30,8 85,8 83,0 44,6 50,1 

chitosan škrob (2:1) 30,2 20,4 86,6 79,8 55,7 42,7 

Tabulka 58. Procenta �ivých bakterií v kapsli a mimo kapsli - modelové trávení  
�ivé bakterie % �alude� ní š� áva Pankreatická š� áva �lu � ová š� áva 

 uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli 

Typ � ástice LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB 

alginát, 300 µm 90 91,3 100 66,7 92,3 92,9 90 80 86,7 85 100 75 

alginát, 450 µm 95 95,2 100 100 84,6 100 100 100 88,2 93,3 60 100 

alginát škrob (4:1) 98 94,4 100 100 81,8 89 83,3 81,8 92,3 81,8 100 100 

alginát škrob (2:1) 94,4 94 100 100 83,3 85,7 83,3 92,6 70,6 87,5 100 100 

alginát CMC (4:1) 83,9 91,3 50 100 83,3 93,3 83,3 71,4 83,3 72,7 100 100 

alginát CMC (2:1) 92 88,5 100 100 85,7 94,7 95,5 78,6 77,8 89,5 100 66,7 

4% alginát, 450 µm 96,9 87,5 100 100 94,7 94,1 100 92,3 84 92,6 100 100 

 chitosan  škrob (4:1) 100 100 100 66,7 100 100 100 91,7 100 100 100 100 

chitosan škrob (2:1) 100 100 100 100 87,5 100 94,7 100 87,5 100 85,7 83,3 

 

Graf 44. Stabilita � ástic obsahující probiotika a je� men – mno�ství uvoln� ných bun� k % – modelové 
trávení  
Zkratky: A - alginátové � ástice; A-Š – alginátové � ástice s p� ídavkem škrobu; CH – chitosanové � ástice 

Rovn� � i u polysacharidových � ástic s koenkapsulovanou sm� sí probiotik a zeleného je� menu byl u 
� ástic zaznamenán stejný trend pozvolného uvol� ování bun� k v prost�edí tenkého st�eva (Graf 44) a 
minimální uvoln� ní bun� k v simulovaném �alude� ním prost�edí. 
Záv� rem lze �íci, �e p� ipravené polysacharidové � ástice (p�edevším však � ástice s p�ídavkem 
modifikovaného škrobu) jsou velmi vhodné k ochran�  probiotických bun� k i enzym�  a antioxidant�  
zeleného je� mene p�ed nep�íznivým vlivem �alude� ní š� ávy. Tím m� �e dojít k jejich pozvolnému 
uvol� ování v prost�edí tenkého st�eva, kde mohou v plné síle plnit svoji funkci. 
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5.5.4 Stanovení stability � ástic s probiotiky a prebiotiky v modelových potravinách 
Dále byla u � ástic, obdobným zp� sobem jako v p�ípad�  sledování stability ve fyziologickém prost�edí, 
sledována i stabilita v modelových a reálných potravinách dle postupu v kapitole 4.14.  

5.5.4.1 Prebiotika – zelený je� men 
P�i sledování dlouhodobé stability � ástic v modelových potravinách bylo u � ástic s obsahem zeleného 
je� mene sledováno mno�ství uvoln� ných polyfenol� , protein�  a chlorofyl� .  

Tabulka 59. Dlouhodobá stabilita � ástic osahujících práškový je� men – mno�ství uvoln� ných 
polyfenol�  % - modelové potraviny 

typ � ástice 
doba 

skladování 
vodné 

prost�edí 
kyselé prost�edí 

alkoholové 
prost�edí 

tu� né 
prost�edí 

alginát kapsule 

1. týden 25,0 40,5 41,9 49,6 

4. týden 41,8 46,0 42,9 62,0 

8. týden 47,0 51,6 43,8 71,4 

alginát matrix 

1. týden 25,7 19,6 21,3 26,3 

4. týden 26,7 20,1 26,8 28,5 

8. týden 36,2 31,5 37,4 36,7 

alginát škrob matrix 
(1:1) 

1. týden 49,0 51,2 25,4 47,8 

4. týden 62,5 56,7 42,6 54,8 

8. týden 72,6 66,0 63,4 63,0 

alginát škrob matrix 
(4:1) 

1. týden 17,8 34,2 18,3 32,6 

4. týden 25,4 34,8 19,7 34,5 

8. týden 35,6 39,0 40,3 40,6 

chitosan matrix 

1. týden 12,9 13,2 11,5 23,9 

4. týden 17,5 22,4 20,9 31,8 

8. týden 27,3 23,3 32,8 36,9 

chitosan agar matrix 

1. týden 10,3 11,9 7,2 11,6 

4. týden 10,5 15,0 12,2 15,1 

8. týden 14,3 19,9 14,4 21,7 

Stabilita � ástic obsahujících práškový je� men byla ovlivn� na nejen druhem obalového materiálu, ale i 
zp� sobem enkapsulace (Tabulka 59). Zcela nejni�ší stabilita byla zaznamenána u alginátových kapslí s 
obsahem je� mene v jádru. Po osmi týdnech skladování došlo k uvoln� ní p�ibli�n �  poloviny 
enkapsulovaného mno�ství, v tu� ném prost�edí dokonce a� 71,4 %. Také u � ástic tvo�ených alginátem 
s p�ídavkem škrobu v pom� ru 1:1 došlo k uvoln� ní vysokého mno�ství enkapsulovaných 
polyfenolických slo�ek, nad 60%. Zde má na nestabilitu hlavní podíl obsah škrobu.  
Alginátové � ástice m� ly obdobnou stabilitu jako � ástice alginát-škrobové p�ipravené v pom� ru 4:1. 
Alginát-škrobové � ástice ale navíc vykazovaly mnohem lepší stravitelnost. Po dvou m� sících 
skladování se u t� chto � ástic, a to ve všech testovaných prost�edích, uvolnilo do 40% enkapsulovaných 
polyfenol� . Nejvyšší stabilita byla však stanovena u chitosanových � ástic, p� i� em� v p�ípad�  p�ídavku 
agaru došlo navíc nejen k vylepšení mechanické stability t � chto � ástic, ale rovn� � i k zvýšení jejich 
dlouhodobé stability p�i uchovávání v modelových potravinách. Uvoln� né mno�ství se po 
dvoum� sí� ním skladování pohybovalo do 20%. P�i porovnání stability v jednotlivých prost�edích 
nebyly u v� tšiny testovaných � ástic zaznamenány výrazné rozdíly. U alginát-škrobových (4:1) a 
chitosan-agarových � ástic, které byly vyhodnoceny jako nejvhodn� jší pro enkapsulaci práškového 
zeleného je� menu, byla rovn� � sledována míra uvoln� ní bílkovin, resp. enzym� .  
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Graf 45. Dlouhodobá stabilita � ástic obsahujících práškový je� men – mno�ství uvoln� ných bílkovin % 
- modelové potraviny 

I v tomto p�ípad�  stejn�  jako u sledování mno�ství uvoln� ných polyfenolických slo�ek byly jako 
stabiln� jší vyhodnoceny chitosan-agarové � ástice (Graf 45). Míra uvoln� ní bílkovin zde byla o více 
ne� polovinu ni�ší, ne� v p�ípad�  alginát-škrobových � ástic. P�i srovnání stability v jednotlivých 
prost�edích nebyly op� t zaznamenány výrazné rozdíly.  

Tabulka 60.  Dlouhodobá stabilita � ástic osahujících � erstvý je� men – mno�ství uvoln� ných polyfenol�  
% - modelové potraviny  

typ � ástice 
doba 

skladování 
vodné prost�edí kyselé prost�edí alkoholové prost�edí tu� né prost�edí 

alginát kapsule 

1. týden 25,7 34,4 46,6 24,7 

4. týden 27,6 35,4 57,7 38,5 

8. týden 47,1 42,2 59,2 44,8 

alginát matrix 

1. týden 5,7 6,7 9,7 11,5 

4. týden 6,4 8,1 15,1 17,4 

8. týden 9 8,9 17 22,9 

chitosan matrix 

1. týden 13,4 11 14 15,3 

4. týden 36,5 35,4 31,7 24,5 

8. týden 50,5 51,5 48,4 54,6 

chitosan agar 
matrix 

1. týden 12,2 8,2 21,7 16,6 

4. týden 38 29 39,4 31,4 

8. týden 43,4 34,4 36,7 42,3 

Stejn�  jako v p�ípad�  enkapsulace práškového je� mene i v p�ípad�  pou�ití � erstvého je� menu m� ly 
� ástice typu kapsule nejni�ší stanovenou stabilitu (Tabulka 60). V p�ípad�  enkapsulace � erstvého 
je� menu byla zaznamenána zvýšená stabilita alginátových � ástic, a naopak ni�ší stabilita u 
chitosanových � ástic ve srovnání s � ásticemi se sušeným je� menem, kde byly stabiln� jší chitosanové 
� ástice. U chitosanových � ástic s p�ídavkem agaru bylo op� t sledováno zvýšení dlouhodobé stability.  
Obecn�  nejstabiln� jší modelovou potravinou byla modelová kyselá a alkoholická potravina. Naopak 
neutrální vodné prost�edí a tukové prost�edí p� sobilo na sní�ení stability polysacharidových � ástic. 
Rozdíly byly však op� t minimální.  
Analýzou míry uvoln� ní obsahu bílkovin v rámci dlouhodobé stability (Graf 46) byl v p�ípad�  
enkapsulace � erstvého extraktu zeleného je� menu vyhodnocen jako nejstabiln� jší obalový materiál 
alginát. Nejvyšší uvoln� né mno�ství bílkovin bylo detekováno u chitosanových � ástic, kde po 
8 týdnech skladování došlo k uvoln� ní a� 90 % enkapsulovaného mno�ství bílkovin.  
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� erstvý je� men obsahuje vyšší mno�ství aktivních enzym� , které jsou tak destabiliza� ních faktor�  a 
zkracují interval, po který � ástice vykazují dostate� nou stabilitu. Pro dlouhodobé uchovávání � ástic 
s obsahem je� menu je vhodn� jší pou�ití jeho práškové formy. 

 
Graf 46. Dlouhodobá stabilita � ástic obsahujících � erstvý je� men – mno�ství uvoln� ných bílkovin % - 
modelové potraviny 

Jako další z charakteristik v pr� b� hu sledování dlouhodobé stability � ástic byl zjiš� ován obsah 
uvoln� ných chlorofyl�  a a b. Nejvyšší uvoln� né mno�ství chlorofyl�  bylo stanoveno u alginátových 
� ástic typu kapsule, kde bylo v pr� m� ru po 8 týdnech uvoln� no 6% enkapsulovaného mno�ství. 
U ostatních � ástic, kde byl pou�it typ � ástice matrix, bylo zaznamenáno po 8 týdnech pouze minimální 
uvoln� né mno�ství do 2%. P�i interpretaci t� chto dat je však t�eba vzít do úvahy vysokou nestabilitu 
chlorofyl�  p� i manipulaci a jejich velmi nízký obsah v preparátu zeleného je� mene.  
Záv� rem lze �íci, �e optimální obalový materiál pro � ástice s enkapsulovaným práškovým je� menem 
p�edstavovala sm� s alginátu a škrobu v pom� ru 4:1, p� i� em� p�ídavek škrobu zvyšoval rozpad � ástic 
v po�adovaných � ástech trávicí soustavy. Dalším vhodným materiálem byla sm� s chitosanu a agaru 
v pom� ru 1:1. A to zejména z hlediska ochrany a stability enzym�  a bílkovin obsa�ených v je� meni. 
Zásadní podmínkou je volba � ástic typu matrix, kdy je mo�né enkapsulovat i vlákninu obsa�enou 
v nerozpustném podílu. V p�ípad�  � erstvého je� mene byla obecn�  zjišt� na ni�ší kompatibilita 
s obalovými materiály, d� vodem m� �e být obsah výrazn�  aktivn� jších slo�ek ve srovnání s je� menem 
sušeným. Jako optimální obalový materiál k enkapsulaci � erstvého je� menu z hlediska dlouhodobé 
stability byl vyhodnocen alginát. Bylo zjišt� no, �e tento materiál maximáln�  chrání obsa�ené 
antioxidanty, chlorofyly i bílkoviny, navíc uvoln� ní všech aktivních slo�ek nastává a� ve st�evním 
prost�edí. � ástice jsou tedy vhodné pro aplikace do potravin a �ízené uvol� ování aktivních látek 
v za�ívacím traktu. 

5.5.4.2 Probiotika 

Další � ást práce se týkala enkapsulace probiotických bakterií za ú� elem jejich stabilizace a uchování 
viability. Ihned po enkapsulaci a aplikaci do modelových potravin nebyly uvoln� ny �ádné bu� ky. Po 
dvou dnech, kdy byly � ástice v modelových potravinách, nedošlo tém��  k �ádnému uvoln� ní bun� k. 
V� tší po� et uvoln� ných bakterií byl pozorován pouze u n� kterých � ástic, zejména u � ástic s obsahem 
škrobu. Co se tý� e viability bun� k, po� et mrtvých bun� k ve všech typech � ástic a u všech testovaných 
prost�edích nep�esáhl 10%.  
Po 6 dnech skladování bylo uvoln� no u v� tšiny � ástic a ve všech typech modelových prost�edí okolo 5 
% z enkapsulovaného mno�ství bun� k (Tabulka 61).  
Uvnit�  kapslí (Tabulka 62), uchovávaných ve vodném prost�edí, nebyly nalezeny �ádné mrtvé bu� ky. 
P�i uchovávání v roztoku ethanolu byl po� et �ivých bun� k uvnit� � ástic nad 80 %. V kyselém prost�edí 
bylo uvnit�  v� tšiny � ástic asi 15 % mrtvých bun� k.  
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Tabulka 61. Uvoln� né mno�ství bun� k % - modelové potraviny  
 destilovaná voda ethanol kyselina octová 3% Sm� s voda: olej v pom� ru 1:4 

 6 dní 4 týdny 6 dní 4 týdny 6 dní 4 týdny 6 dní 4 týdny 

A 3,9 55,1 4,6 15,5 3,1 10,6 2,5 39,1 

B 5,5 64,2 3,8 12,0 2,4 22,8 2,5 40,3 

C 6,9 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 6,7 46,7 4,2 21,8 5,9 20,1 4,0 45,7 

F 6,3 54,8 3,4 16,0 4,5 11,9 2,1 31,2 

G 3,8 63,4 1,1 9,6 2,5 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 5,9 49,8 
Pozn.: A) alginát, 300 µm; B) alginát, 450 µm; C) alginát škrob (4:1); D) alginát škrob (2:1;) E) alginát CMC 
(4:1;) F) alginát CMC (2:1); G) 4% alginát; H) chitosan  škrob (4:1); I) chitosan škrob (2:1) 

Tabulka 62. Procenta �ivých bakterií v kapsli a mimo kapsli - modelové potraviny 
 6 dní destilovaná voda 4 týdny destilovaná voda 6 dní ethanol 4 týdny ethanol 

 uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli 

 LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB 

A 66,7 70 97,1 100 68,7 55 60 61,1 57,1 58,8 0 0 72,7 58,3 75 50 

B 60 29,4 87,5 100 78,3 57,1 45,5 66,7 70,6 58,3 0 0 63,6 58,8 60 57,1 

C 89,5 50 71,4 96,3 76,5 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 66,7 66,7 73,3 66,7 66,7 

E 84,6 96,9 92,3 92,3 84,6 78,9 72,7 78,9 88,9 90 66,7 100 70,8 70,8 60 66,7 

F 92,9 85,7 90 71,4 81,2 81,8 76,9 80 90,5 89,5 66,7 66,7 75 73,9 66,7 66,7 

G 58,3 70 100 75 75 75 77,8 75 52,6 64,5 66,7 66,7 66,7 75 75 60 

H 100 75 80 75 � � 95 91,7 60 75 66,7 66,7 � � 80 71,4 

I 100 100 75 66,7 � � 100 90,9 80 75 66,7 66,7 � � 62,5 66,7 

 6 dní kyselina octová 3% 4 týdny kyselina octová 3% 6 dní Sm� s voda: olej v pom� ru 1:4 4 týdny Sm� s voda: olej v pom� ru 1:4 

 uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli 

 LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB 

A 56,5 52 48,2 45,0 64,7 45 60 50 70,6 75 69,5 65,0 60,9 66,7 50 45,5 

B 36,4 41,7 39,0 33,3 53,6 54,5 50 33,3 45,5 73,3 50 58,1 73,3 61,9 50 54,5 

C 85,7 86,2 66,7 25 76,5 75 83,3 66,7 89,5 88,2 96 95,7 72,2 69,6 62,5 66,7 

D 87,5 85,7 50 35,0 85,7 86,7 66,7 66,7 87,5 83,3 95 84,6 72,2 70,6 70 66,7 

E 83,6 87,5 50 33,3 76,5 73,7 75 66,7 83,3 90,5 77,8 84,6 72,2 65 62,5 57,1 

F 88,5 85,7 66,7 30,2 77,8 75 66,7 66,7 87,5 85 77,8 94,1 97,4 70 60 70 

G 72,2 50 66,7 39,5 73,3 71,4 50 50 80,8 86,4 90 80 80 75 66,7 66,7 

H 83,3 66,7 60 66,7 � � 88,9 83,3 71,4 77,8 80 75 � � 66,7 75 

I 75 84,6 75 55 � � 83,3 83,3 83,3 75 100 100 � � 77,8 80 

Pozn.: A) alginát, 300 µm; B) alginát, 450 µm; C) alginát škrob (4:1); D) alginát škrob (2:1;) E) alginát CMC 
(4:1;) F) alginát CMC (2:1); G) 4% alginát; H) chitosan  škrob (4:1); I) chitosan škrob (2:1) 

V p�ípad�  skladování v modelové potravin�  s obsahem oleje bylo po 6 dnech stanoveno v � ásticích 
mezi 15 % a 25 % mrtvých bun� k. Po� et mrtvých bakterií, které byly uvoln� ny z � ástice, byl nej� ast� ji 
do 20 %. V kyselém prost�edí byl podíl mrtvých bun� k, které se nacházely mimo � ástici, nad 50 %, 
p�edevším pak u kmene Bifidobacter breve.   
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Po 4 týdnech skladování ve vodném prost�edí byl po� et mrtvých bun� k uvnit�  kapsle stanoven pod 
25%, jen u � ástic z alginátu byl po� et mrtvých bakterií nad 30 %. Mimo � ástici byl po� et mrtvých 
bun� k mezi 20-40 %, pouze u chitosanových � ástic modifikovaných škrobem bylo mrtvých bakterií 
pod 10%. Mno�ství uvoln� ných bun� k bylo u v� tšiny � ástic 50-60 % enkapsulovaného mno�ství. 
V prost�edí alkoholu byl po� et uvoln� ných bakterií z � ástic za 4 týdny od 10 % do 20 %, z toho 
mno�ství bylo 30 % a� 50 % mrtvých bun� k. Uvnit�  kapsle byl po� et mrtvých bun� k stanoven mezi 
20% a� 30 %. V kyselém prost�edí bylo po � ty�ech týdnech uvoln� no do 30 % enkapsulované 
mno�ství bun� k. � ástice obsahovaly v pr� m� ru okolo 30 % mrtvých bun� k, mimo � ástici bylo 
mrtvých bun� k zhruba o 10 % více. Po 4 týdnech v modelovém tu� ném prost�edí bylo uvoln� no 40% 
z p� vodního po� tu bakterií a � ástice obsahovaly více ne� 60 % �ivých bun� k. Enkapsulované 
probiotické bakterie lze tedy pova�ovat za pom� rn�  stabilní i p� i dlouhodobém uchovávání v r� zných 
modelových podmínkách 
V p�ípad�  � ástic, u kterých bylo v úvodním experimentu p�i enkapsulaci probiotik dosa�eno nejlepších 
výsledk�  stability a které byly rovn� � pou�ity k enkapsulaci zeleného je� mene, byla dále p�esn� ji 
posuzována jejich dlouhodobá stabilita. U � ástic byla sledována nejen viabilita a mno�ství uvoln� ných 
bun� k, ale rovn� � nár� st bun� k uvnit�  � ástice. Enkapsulovány byly bu� ky bez média.  
Vyšší uvoln� né mno�ství enkapsulovaných bun� k bylo zaznamenáno u � ástic z alginátu p� i pou�ití 
typu kapsule, rovn� � byl u t� chto � ástic stanoven zvyšující se podíl mrtvých bun� k. Jev m� �e být 
zp� soben vyšší nestabilitou � ástic a ni�ší difúzí �ivin do st�edu � ástic v porovnání s p�ípady, kdy jsou 
bu� ky dispergovány v celém objemu. U ostatních � ástic bylo zaznamenáno pouze minimální uvoln� né 
mno�ství enkapsulovaných probiotických bun� k (do 1%), a to ve všech typech testovaných 
modelových prost�edí. 
V � ásticích byl rovn� � pozorován nár� st mikroorganizm� . Nejni�ší mno�ství bylo zaznamenáno u 
chitosanových � ástic, kde byl nár� st bun� k okolo 10%. U alginátových � ástic byl zaznamenán vyšší 
nár� st bun� k, v pr� m� ru okolo 50%. Nejvyšší nár� st bun� k byl stanoven u alginát-škrobových a 
chitosan-agarových, kde bylo stanoveno ji� po týdnu 100% navýšení po� tu bun� k ve všech typech 
modelových prost�edí. Agar tedy zmír� uje nep�íznivé prost�edí chitosanu a m� �e slou�it jako substrát 
pro bu� ky. Stejn�  tak škrob, v p�ípad�  alginátových � ástic, slou�í z�ejm�  jako substrát. 
Dále byla ov�� ována viability enkapsulovaných a uvoln� ných bun� k. Viabilita bun� k v 
polysacharidových � ásticích byla v jednotlivých prost�edích velmi podobná, rovn� � mezi jednotlivými 
� ásticemi nebyly znamenány p�íliš výrazné rozdíly. U všech testovaných � ástic bylo po m� síci 
v � ásticích zaznamenáno v pr� m� ru 25% mrtvých. Po dvou m� sících skladování v modelových 
potravinách byl po� et mrtvých bun� k v � ásticích v pr� m� ru 50%. Nejvíce �ivých bun� k bylo 
stanoveno v alginát-škrobových a alginátových � ásticích. V p�ípad�  uvoln� ných bun� k vykazovala 
viabilita shodný trend jako v � ásticích, p� i� em� u uvoln� ných bun� k bylo stanoveno v pr� m� ru o 10% 
vyšší mno�ství mrtvých bun� k. Výrazn� jší podíl mrtvých bun� k v provedeném experimentu je 
výsledkem nedostatku �ivin v modelových potravinách.  
Výsevem � ástic na pevná média po skon� ení experimentu byla rovn� � ov�� ena �ivotaschopnost bun� k. 
V p�ípad�  v� tšiny � ástic, došlo okolo � ástic na pevném médiu k nár� stu kolonií. Pouze � ist�  
chitosanové � ástice poskytly negativní výsledek a po dvoum� sí� ním skladování nebyl zaznamenán na 
pevných médiích r� st takto enkapsulovaných bun� k.  
Obecn�  byl jako nejvhodn� jší materiál pro enkapsulace bun� k zvolen alginát.  Je mo�né, �e bu� ky 
doká�ou v ur� ité mí�e vyu�ít alginát jako substrát, kde�to chitosan m� �e p� sobit spíše mírn�  
antimikrobiáln� . Nejvhodn� jšími � ásticemi byly s nejvyšším po� tem bun� k v � ásticích a s nejvyšší 
viabilitou bun� k stanoveny alginát škrobové � ástice (pom� r 4:1) a dále chitosan agarové � ástice. Agar 
zmír� oval nep�íznivé prost�edí chitosanu, zpev� oval � ástice a pro bu� ky slou�il jako substrát. 
Z dosa�ených výsledk�  vyplívá, �e � ástice byly v modelových potravinách pom� rn�  stabilní. Obecn�  
lze tedy konstatovat, �e enkapsulace významn�  prodlu�uje dlouhodobou �ivotaschopnost a 
biologickou aktivitu probiotik i v nep�íznivém vn� jším prost�edí.  
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Byl tedy potvrzen, stejn�  jako v �ad�  dalších studií [104, 105], pozitivní vliv enkapsulace na ochranu 
mikrobiálních bun� k p�ed nejr� zn� jšími negativními vlivy prost�edí. 

5.5.5 Stanovené dlouhodobé stability � ástic s probiotiky v prost� edí reálné potraviny 
Dále byla sledována stability � ástic v reálných potravinách. Pou�ity byly mléko, jogurtový nápoj 
Actimel, selský jogurt a choce� ský smetanový jogurt. 
V úvodním experimentu byla sledována stabilita r� zných typ�  � ástic v mléce. Po 6 dnech skladování 
bylo uvoln� no (Tabulka 63) v pr� m� ru okolo 10 % enkapsulovaného mno�ství bun� k, u alginátových 
� ástic však nebyly pozorovány �ádné uvoln� né bu� ky. Ve všech p�ípadech bylo mimo � ástici 90 % 
bun� k �ivých. Uvnit�  kapsle bylo rovn� � tak�ka 100% bun� k �ivých, pouze u n� kterých alginátových 
� ástic byl po� et mrtvých bun� k p� ibli�n �  10 %. 

Tabulka 63. Uvoln� né mno�ství bun� k z � ástice a procenta �ivých bakterií v kapsli i mimo kapsli - 
reálná potravina - mléko 

 6 dní mléko 4 týdny mléko 

% uvnit� kapsle mimo kapsli uvnit� kapsle mimo kapsli 

 viability bun� k viability bun� k uvoln� no viability bun� k viability bun� k uvoln� no 

 LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB 

alginát, 300 µm 100 87,5 / / 0 0 85 81,2 92,9 77 11,5 9,3 

alginát, 450 µm 100 80 / / 0 0 81 75 85,7 75 9,2 10,8 

alginát škrob (4:1) 100 100 96,3 95,9 2,2 3,8 86,7 88,9 94,5 92,9 9,5 7,9 

alginát škrob (2:1) 100 100 92,9 87,2 16,9 11,5 92,9 98 90,0 87,7 11,2 6,0 

alginát CMC (4:1) 100 100 94,4 95,0 1 1 92,9 87,5 90,1 92 43,3 43,4 

alginát CMC (2:1) 100 100 89,9 91,3 4,5 6,0 92,9 88,9 88,9 89,6 48,6 41,9 

4% alginát 88,9 95,5 / / 0 0 82,4 88,2 87,5 87,5 4,9 3,8 

chitosan  škrob (4:1) 100 100 96,6 95,3 1,9 3,2 89,2 90,6 100 100 34,5 33,9 

chitosan škrob (2:1) 100 100 96,7 89,3 2,5 6,5 87,5 90,0 100 100 41,9 43,1 

Po 4 týdnech, kdy byly � ástice skladovány v mléce, se po� et mrtvých bakterií v � ásticích navýšil, ale 
pouze o necelých 10%. Mimo � ástici se nacházelo p� ibli�n �  10-50 % enkapsulovaného mno�ství 
bakterií, z toho bylo u všech � ástic nad 80 % bun� k �ivých. V � ásticích sou� asn�  došlo i k nár� stu 
bun� k, který byl podrobn�  sledován v dalším experimentu (Graf 48), kde byly také porovnány všechny 
testované reálné potraviny. 

 Graf 47. Dlouhodobá stabilita � ástic (alginát-matrix)v reálných potravinách – mno�ství uvoln� ných 
polyfenol�  
zkratky: Polotu� né � erstvé mléko pasterované (M), jogurtový nápoj Actimel (A), Selský jogurt bílý (S), a Choce� ský 
smetanový jogurt (CH) 
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V reálných potravinách byla sledována stabilita alginátových � ástic obsahující probiotika i stabilita 
� ástice s enkapsulovaným zeleným je� menem. Analýze byly podrobeny rovn� � koenkapsulované 
� ástice a sm� sné preparáty. 
Nejmén�  stabilní byly dle uvoln� ných polyfenol�  ve všech typech reálných potravin stanoveny � ástice 
obsahující � erstvý zelený je� men (Graf 47). Srovnáním � ástic, kdy v prvním p�ípad�  byly smíchány 
enkapsulované � ástice obsahující práškový je� men a probiotika a v druhém p�ípad�  byly extrakty 
je� mene s probiotiky nejprve smíchány a poté koenkapsulovány je patrné, �e v p�ípad�  koenkapsulace 
u � ástic došlo k v� tšímu uvoln� ní polyfenol�  ne� v p�ípad�  sm� sných � ástic. � ástice 
s enkapsulovaným � erstvým je� menem byly nejvíce stabilní v choce� ském smetanovém jogurtu. 
Ostatní � ástice vykazovaly nejvyšší stabilitu v selském jogurtu. Nicmén�  stabilita � ástic ve všech 
reálných mlé� ných produktech byla z hlediska uvoln� ných polyfenol�  velmi podobná. 

 
Graf 48. Dlouhodobá stabilita � ástic obsahujících probiotické kultury v reálných potravinách – nár� st 
bun� k v � ástici a jejich viability % 
Polotu� né � erstvé mléko pasterované (M), jogurtový nápoj Actimel (A), Selský jogurt bílý (S), a Choce� ský smetanový 
jogurt (CH) 

� ástice obsahující probiotické kultury byly dále analyzovány pomocí mikroskopických metod. Bylo 
stanoveno mno�ství a �ivotnost bun� k v � ásticích (Graf 48) a v okolním prost�edí (Graf 49) po týdnu a 
m� síci skladování. 

 
 Graf 49. Dlouhodobá stabilita � ástic obsahujících probiotické kultury v reálných potravinách -
uvoln� né mno�ství bun� k z � ástic a jejich viabilita% 

Polotu� né � erstvé mléko pasterované (M), jogurtový nápoj Actimel (A), Selský jogurt bílý (S), a Choce� ský smetanový jogurt (CH) 

M�� ení byla provedena na fluorescen� ním mikroskopu za pomocí barvení � ástic fluoresceindi-
acetátem a propidiumjodidem.  
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Z výsledk�  je patrné, �e i po 4 týdnech je zachována vyhovující viabilita bun� k ve všech testovaných 
prost�edích. Alginátový materiál tedy zajiš� uje dobrou difúze �ivin dovnit�  � ástic. Stejn�  tak je 
z výsledk�  z�ejmé, �e u sm� sí � i koenkapsulací je� mene nedošlo k ovlivn� ní viability bun� k, ve 
druhém p�ípad�  byla zjišt� na pouze ni�ší koncentrace bun� k v � ásticích.  
Nejvyšší nár� st a viabilitu zejména pak p�i skladování v mléce vykazovaly � ástice s obsahem � ist�  
probiotické sm� si bakterií. Jev je zp� soben dostatkem �ivin v mléce, které difundují do � ástice. 
Vynikající viabilita bun� k v � ásticích uchovávaných v mléce byla zachována i po � ty�ech týdnech 
skladování. U sm� sných � ástic a u koenkapsulovaných � ástic byl ve 4. týdnu ji� zaznamenán pokles 
po� tu bun� k v � ásticích, stejn�  jako ni�ší viabilita. Co se tý� e mno�ství uvoln� ných bun� k, vyšší 
hodnoty byly zjišt� ny u jogurtového nápoje Actimel, kde byla detekována i výrazn� jší úmrtnost 
bun� k. Je mo�né, �e vysoká úmrtnost byla zp� sobena vysokým mno�stvím bun� k a nedostatkem 
vhodných �ivin v tomto prost�edí.  
Záv� rem lze konstatovat, �e aplikace � ástic obsahující probiotika je mo�ná do široké skupiny 
mlé� ných výrobk� , a to nejen z d� vodu ochrany bun� k p�ed negativním vlivem technologických 
krok� , ale i pro poskytnutí dostate� né ochrany p�ed ú� inky �alude� ní š� ávy a schopnost �ízeného 
uvol� ování bun� k v prost�edí st�ev. Zejména na dosa�ení t� chto vlastností se zam�� ují nejnov� jší 
výzkumy, proto�e pouze p�i dostate� né �ivotaschopnosti jsou probiotika schopny plnit svoji 
funkci [110, 113, 117, 118]. Mezi hlavní funkce probiotik pat�í zachování zdravé st�evní mikroflóry, 
zamezení r� stu patogenních bakterií a stimulace imunitního systému [113, 116].  
Z výsledk�  m� �eme usoudit, �e pomocí enkapsulátoru je mo�né úsp� šn�  enkapsulovat oba typy 
probiotických bakterií do n� kolika druh�  polysacharidových obal� . V� tšina takto p� ipravených � ástic 
je stabilní i po delší dobu a enkapsulované bakterie si udr�ují svou �ivotaschopnost. Vhodným 
obalovým materiálem probiotických kultur byl stanoven alginát p�ípadn�  sm� s alginátu se škrobem, 
který vykazoval dostate� nou stabilitu i schopnost � ízeného uvol� ování. Vhodným postupem je 
enkapsulace za vzniku � ástic typu matrix, kdy je zajišt� na lepší difúze �ivin k bu� kám dispergovaných 
v celém objemu oproti typu kapsule. Testované � ástice umo�� uje rovn� � dostate� ný prostor pro nár� st 
bun� k a také ochranu p�ed p�evahou startovacích kultur v mlé� ných produktech.  
Enkapsulace dále rozši�uje pole aplikace i mimo mlé� né výrobky. Díky dostate� né stabilit�  
polysacharidových � ástic, zejména v kyselém prost�edí, a zachování viability bun� k i p� i 
dlouhodob� jším skladování do úvahy p�ipadají i r� zné ovocné š� ávy a sirupy. Tyto aplikace potvrzují i 
další výzkumné skupiny [115, 120]. � ástice obsahující probiotika je mo�né navíc kombinovat i s  
komplexními prebiotiky, jako je nap�íklad zelený je� men a vytvá�et jak koenkapsuláty, tak sm� sné 
� ástice. P�ípravky s probiotiky/prebiotiky s � ízeným uvol� ováním by bylo mo�né pou�ít jako kvalitní 
dopln� k k podpo�e zdravého �ivotního stylu.  

5.5.6 Optimalizace mno�ství biomasy 
U � ástic s obsahem probiotických kultur byla sledována schopnost r� stu bun� k a jejich viabilita 
v p�ítomnosti/nep�ítomnosti média. Dále byla provedena studie, která sledovala vliv výchozí 
koncentrace bun� k v médiu na po� et a viabilitu enkapsulovaných probiotických bun� k. Byly 
provedeny dva experimenty – v prvním p�ípad�  byly enkapsulovány bu� ky s médiem, v druhém 
p�ípad�  bylo médium odstran� no centrifugací a enkapsulovány byly pouze bu� ky. Oba experimenty 
byly p� ipraveny z kultur z�ed� ných na r� znou koncentraci bun� k.  
Po dobu 22 dní byla sledována míra uvoln� ní bun� k z � ástic a jejich viabilita, stejn�  jako po� et a 
viabilita bun� k v � ásticích v modelovém vodném prost�edí. 

Tabulka 64. Výchozí koncentrace bun� k ur� ených k enkapsulaci 
koncentrace inokula (po� et 

bun� k/ml) 
podíl mrtvých 

bun� k [%] 
koncentrace bun� k sm� sné kultury po z�ed� ní (po� et 

bun� k/ml 

L. acidophilus B. breve 
3 

2krát 10krát 50krát 100krát 

4,63·108 3,86·108 2,12·108 4,24·107 8,49·106 4,24·106 
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Graf 50. Probiotika s médiem – nár� st a viabilita v � ásticích 

P�i srovnání r� zných výchozích koncentrací probiotických bun� k lze konstatovat, �e ni�ší po� áte� ní 
koncentrace bun� k v � ásticích má pozitivní vliv na mno�ství a r� st enkapsulovaných probiotik 
(Graf 50). Exponenciální fáze r� stu bun� k trvala v � ásticích a� do 13. dne, poté nastala stacionární 
fáze r� stu a byl pozorován postupný úbytek bun� k, které byly ve vyšší mí�e uvol� ovány do okolí. 
Tento trend je patrný zejména v p�ípad�  vyššího z�ed� ní. 
Pokud jsou tedy bu� ky dostate� n�  na�ed� ny a je dostupný dostatek �ivin, velmi rychle se mno�í i 
v prost�edí � ástice (nár� st p�es 900 % po 8 dnech u 100násobného z�ed� ní). Intenzita mno�ení roste s 
mírou z�ed� ní, a tedy s poklesem výchozího po� tu bun� k. V p�ípad�  vyšší po� áte� ní koncentrace 
bun� k nebylo z�ejm�  zajišt� no dostate� né mno�ství �ivin pro jejich r� st. 

 
Graf 51. Probiotika bez média – nár� st a viabilita v � ásticích 

 
Graf 52. Probiotika bez média – uvoln� né mno�ství bun� k a jejich viabilita 
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V p�ípad�  enkapsulace bun� k bez média (Graf 51) byla zjišt� na vyšší úmrtnost, ne� tomu bylo v 
p�ípad�  jeho p�ítomnosti v � ásticích. Exponenciální fáze však rovn� � trvala p� ibli�n �  do 13. dne. Ve 
srovnání s � ásticemi s obsahem média byl však nár� st bun� k ni�ší, zhruba 1,5krát.  
Mno�ství uvoln� ných bun� k do prost�edí bylo naopak výrazn�  ni�ší (Graf 52). Úmrtnost uvoln� ných 
nar� stala od 13. dne skladování. Vzhledem k tomu, �e po� et bun� k v � ásticích po 13. dnu klesá, je 
patrné, �e nastává intenzivn� jší uvol� ování bun� k do prost�edí a v okolním prost�edí bez p�ítomnosti 
�ivin docházelo k vyššímu odumírání bun� k. 
Pro aplikaci do reálných potravin je st� �ejní zajišt� ní stability � ástic a viability bun� k po minimální 
trvanlivost daného výrobku. Dle toho parametru je t�eba nastavit výchozí koncentraci probiotik tak, 
aby ve zvoleném termínu narostly do po�adovaného mno�ství, se zachováním jejich optimální aktivity 
a viability i p�i konzumaci. Dle dosa�ených výsledk�  lze doporu� it maximální dobu úchovy do 14. 
dne, p�i� em� výchozí koncentrace bun� k by se m� la pohybovat v �ádu 106 CFU·ml�1 média.  

5.5.7 Zachování viability bun� k v � ásticích 
Jak ji� bylo stanoveno, pro zachování vyšší viability � ástic a zajišt� ní vyšší koncentrace bun� k 
v produktech, by bylo vhodné zajistit dostatek �ivin ve výrobku, p�ípadn�  p�ímo v � ásticích.  
Mikrobiální médium však není dle senzorického hlediska nejvhodn� jší volbou. Byla tedy testována 
mo�nost jeho nahrazení p�ídavkem glukosy, respektive inulinem. Jako modelové byly pou�ity 
alginátové � ástic.  

 
Graf 53. Srovnání dlouhodobé stability � ástic - p� ídavek r� zných �ivin - viability bun� k v � ásticích a 
mimo � ástice 

Výsledky potvrzují, �e p� i zajišt� ní dostate� ného mno�ství �ivin v � ásticích, p�ípadn�  v potravin�  mají 
bu� ky v � ásticích vynikající viabilitu po dobu 14 dni. Po této dob�  ji� dochází k výrazné dezintegraci 
� ástic vlivem r� stu bun� k a rovn� � k poklesu jejich viability. Naopak p�i nedostatku �ivin nedochází 
k tak výraznému r� stu a následnému uvol� ování bun� k, avšak viabilita bun� k a jejich koncentrace 
v � ásticích je ni�ší. Optimálním �ešením je ni�ší výchozí koncentrace bun� k a adekvátní mno�ství 
�ivin. Ideální je obohacení � ástic o zdroj �ivin ve form�  r� zných vyu�itelných polysacharid�  
(prebiotik), nap�íklad inulinu (Graf 53). Bu� ky v tomto p�ípad�  dosahovaly ideální rychlosti r� stu, 
nedocházelo k tak výraznému uvoln� ní bun� k jako v p�ípad�  enkapsulace bun� k s médiem a rovn� � 
viabilita bun� k byla b� hem skladování v modelovém vodném prost�edí vyhovující. Po dvou týdnech 
bylo v � ásticích pouze 11,5% mrtvých bun� k, po t�ech týdnech obsahovaly tyto � ástice 30% mrtvých 
bun� k, p� i� em� nár� st bun� k b� hem skladování dosahoval 10násobku p� vodní koncentrace.Prebiotika 
navíc mohou slo�it jako � áste� ný zdroj �ivin v pr� b� hu skladování, ale i v tenkém st�ev�  po po�ití 
� ástic. Zdravotní p� inos pro spot�ebitele by byl v takovém p�ípad�  vyšší.  
Na záv� r byla jako jedna z mo�ností zachování dlouhodob� jší viability bun� k p� i skladování 
enkapsulovaných mikroorganizm�  zvolena lyofilizace. Proces lyofilizace je v p�ípad�  probiotik velmi 
u�ívanou metodou v p�íprav�  komer� ních preparát� .Enkapsulované preparáty byly lyofilizovány a 
uchovány v chladu a suchu po dobu jednoho m� síce.  
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Poté byla stanovena viabilita bun� k v t� chto preparátech a porovnána s ne-enkapsulovanými 
lyofilizovanými bu� kami a s výsledky p�ed enkapsulací. Stanovení bylo provedeno pomocí pr� tokové 
cytometrie a barvení propidiumjodidem. Lyofilizované � ástice byly dezintegrovány a ponechány ve 
fyziologickém roztoku n� kolik hodin, uvoln� né bu� ky byly poté obarveny a stanoveny. Ve všech 
testovaných typech � ástic byly po lyofilizaci p�ítomny p�evá�n�  �ivé bu� ky. Viabilita bun� k byla tedy 
shodná s viabilitou bun� k p�ed enkapsulací a lyofilizací. Rovn� � ne-enkapsulované bu� ky po 
lyofilizaci, vykazovaly velmi dobrou viabilitu. Zachování viability bun� k v lyofilizovaných � ásticích 
se p�edpokládá na n� kolik m� síc� . Mikrokapsle v podob�  suchého preparátu rovn� � umo� � ují snadnou 
manipulace.  
� ástice po rehydrataci však nedosahovaly stejných mechanických vlastností jako � erstv�  p� ipravené 
� ástice. Došlo k poklesu jejich mechanické stability, � ástice rychleji degradovaly a uvol� ovaly 
enkapsulované bu� ky. Po rehydrataci jsou tedy � ástice ur� eny spíše k rychlejší spot�eb�  (v �ádech 
hodin a� dn� ) ne� pro dlouhodobé uchování. � ástice s probiotickou kulturou s/bez p�ídavku r� zných 
prebiotik je tedy mo�né pou�ít jako lyofilizovaný dopln� k stravy. Takovýto výrobek by bylo mo�né 
re-hydratovat v r� zných mlé� ných výrobcích, d�usech � i vod� . Po konzumaci by byl zajišt� n 
transportovat probiotické bu� ky s vysokou viabilitou do cílového prost�edí st�ev.  

5.6 Anorganické nano� ástice a mo�nosti jejich kombinace s organickými 
� ásticemi 

Tato kapitola byla �ešena v rámci pobytu Erasmus na Linköping University ve skupin�  doc. Daniela 
Aili, která se zabývá vývojem nanomateriál�  pro medicínské aplikace, zejména pro aplikace 
v diagnostice, �ízeném uvol� ování lé� iv a regenerativní medicín� .  

5.6.1 Zlaté nano� ástice 
Zlaté nano� ástice mají rozsáhlé vyu�ití v oblasti biosenzor� , katalyzátor� , v plazmonice, elektronice a 
nanomedicín� , nap�íklad v diagnostice � i transportu lé� iv. Také mnohé kosmetické produkty vyu�ívají 
nano� ástic zlata coby nosi� e aktivních látek za ú� elem zvýšení jejich pr� niku do poko�ky.  
Vzhledem k jejich širokému pou�ití a vyu�ití, byla vyvinuta �ada metod pro jejich syntézu. Tém��  ve 
všech t� chto metodách, je základním principem p�ípravy � ástic redukce Au(III) na Au(0). Krom�  
reduk� ního � inidla, se v n� kterých p�ípadech pou�ívají také r� zná stabiliza� ní � inidla, která se 
p�idávají do reak� ní sm� si, aby se zabránilo agregaci syntetizovaných nano� ástic [127, 128, 129]. 

5.6.2 P� íprava zlatých nano� ástic - metoda fotochemické syntézy 
V této práci byly zlaté nano� ástice p�ipraveny velmi jednoduchou a rychlou metodou fotochemické 
syntézy. V této syntéze, dochází k redukci Au p� sobením radikál�  generovaných p� sobením UVA 
zá�ení na fotoiniciátor Irgacure-2959 (Irg) [171]. 
Touto metodou jsou syntetizovány v� tšinou monodisperzní sférické zlaté nano� ástice, které jsou 
stabilní v suspenzi.  Faktory, které mají vliv na velikost a tvar syntetizovaných zlatých nano� ástic, jsou 
nap�íklad koncentrace reaktant�  (zlaté soli a Irg) a doba oza�ování [171]. P�esný postup p�ípravy 
zlatých nano� ástic je uveden v kapitole 4.22. 

 
Graf 54. Vliv koncentrace reaktant�  a doby oza� ování na mno�ství p� ipravených nano� ástic zlata  
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V práci byla nejprve testována nejvhodn� jší koncentrace obou reaktant�  a jejich vhodný pom� r. Dále 
byla sledována vhodná doba syntézy (doba oza�ování UVA zá�ením). Z výsledk�  je patrné, �e p� i 
vzr� stající koncentraci reaktant�  je t�eba delší doby oza�ování pro vznik nano� ástic. Dobu oza�ování 
lze zkrátit p�ídavkem vyššího mno�ství fotoiniciátor� . Jako nejvhodn� jší byly vyhodnoceny vzorky 
s následujícím obsahem reaktant� : 0,1 mg/ml HAuCl4; 1 mM Irg a 0,2 mg/ml HAuCl4; 4 mM Irg. 
Doby syntézy nano� ástic, p� i daných koncentracích reaktant� , byly 15 minut. V p�ípad�  pot�eby 
získání velkého mno�ství nano� ástic je poté vhodné pou�ít sm� s reaktant�  o koncentraci 1 mg/ml 
HAuCl4 a 10 mM Irg, p� i tomto slo�ení je však pot�ebná doba oza�ovaní 45 minut. 
U syntetizovaných zlatých nano� ástic byla rovn� �, m�� ením pomoci DLS, stanovena jejich pr� m� rná 
velikost a distribuce jejich velikostí. Obecn�  lze konstatovat, �e bylo p� i syntéza zlatých nano� ástic 
fotochemickou syntézou dosa�eno pr� m� rné velikosti 30-70 nm. 
Velikost a tvar syntetizovaných zlatých nano� ástic byl sledován pomocí elektronové mikroskopie 
(Obrázek 18). Kde bylo potvrzeno, �e b� hem testované syntézy docházelo k p�íprav�  sférických 
nano� ástic.  

A B  
Obrázek 18. Zlaté nano� ástice syntetizované fotochemickou syntézou (TEM); A) 56000x; B) 190000x 

V dalších testech byl rovn� � sledován vliv pH na syntézu nano� ástic, p�edevším na jejich tvar a 
velikost. Z výsledk�  je jasn�  patrné, �e p� i ni�ším pH docházelo k syntéze menších nano� ástic, navíc 
� ástice si zachovaly sférický tvar i syntetizované mno�ství.  
Velikost � ástic závisela rovn� � na koncentraci pou�itých reaktant� . P�i pou�ití ni�ších koncentraci 
bylo mo�né p�ipravit menší � ástice, p� i pou�ití koncentrace 0,2 mg/ml HAuCl4 a 4 mM Irg byla 
pr� m� rná velikost 20 nm. P�i dvojnásobné koncentraci reaktantu byla pr� m� rná velikost 50 nm. Se 
vzr� stající koncentrací tedy velikost syntetizovaných zlatých nano� ástic rostla. 
Velikost nano� ástic zlata lze velmi jednoduše sledovat rovn� � pomocí spektrofotometrie. P�i m�� ení 
pomocí UV-VIS spekter, lze vzr� stající velikost nano� ástic detekovat posunem absorp� ního maxima 
do delších vlnových délek. Tento posun je p�ímo úm� rný zm� ny velikosti nano� ástic. 
Optické vlastnosti zlatých nano� ástic vyplývají z frekvence oscilace volných elektron�  kovu na jeho 
povrchu. Tyto rezonan� ní oscilace jsou známé jako povrchové plazmony [176]. 
V p�ípad�  malých monodisperzních nano� ástic zlata povrchová plazmonová rezonance zp� sobuje 
absorpci sv� tla v modro-zelené oblasti, zatímco � ervená spektra se odrá�í. Tím získáme pov� tšinou 
syt�  � ervené zbarvení roztoku nano� ástic. Se zvyšující se velikostí nano� ástic, dochází k absorp� ním 
posun� m do delších, � ervených vlnových délek. � ervené sv� tlo je pak absorbováno, a modré sv� tlo se 
odrá�í. Tím získávají roztoky fialové, a� modré zbarvení [176]. 
Tento jev je pozorovatelný i p�i agregaci, � i imobilizaci nano� ástic, kdy se barva roztoku m� ní z 
� ervené na modrou. Koloidní nano� ástice zlata malých rozm� r�  (5-40 nm) se tedy jeví jako jasn�  
� ervené. U v� tšiny nano� ástic (velikost 30-40nm) je dosa�eno absorp� ního maxima v oblasti 530 nm. 
U menších nano� ástic (5-10nm) je toto maximum posunuto do oblasti 520 nm [176]. Optické 
vlastnosti nano� ástic zlata jsou dále závislé nejen na jejich velikosti, ale i tvaru � i povrchu. Díky t� mto 
unikátním vlastnostem lze jednoduše pozorovat viditelné zm� ny a detekovat je m�� ením absorbance. 

20 nm 
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5.6.3 Imobilizace zlatých nano� ástic 

5.6.3.1 Imobilizace zlatých nano� ástic na sklen� né povrchy a jejich následná 
funkcionalizace 

V tomto testu byly k imobilizaci pou�ity komer� ní sférické zlaté nano� ástice o velikosti 50 nm. 
Imobilizace nano� ástic na povrch byla provedena pomocí polyelektrolytické vícevrstvy, která je 
zalo�ena na principu st�ídání vrstev s opa� ným nábojem. Jako nejvhodn� jší byla zvolena imobilizace 
za vyu�ití 5 vrstev (PEI, PSS, PAH, PSS, PAH). Nevhodn� jší doba imobilizace stanovena na 15 
hodin. Po delší dob�  docházelo ješt�  k další imobilizaci � ástic, ale toto mno�ství ji� nebylo vzhledem 
� asové náro� nosti dosta� ující. Zlaté nano� ástice imobilizované na sklen� ném povrchu byly dále 
funkcionalizovány peptidy a kratšími sekvencemi DNA, kap. 4.23. Imobilizace aktivních látek na 
povrch nano� ástic byl potvrzen pomocí UV-VIS m�� ení, kde p�i úsp� šné imobilizaci došlo k nár� stu 
absorbance a posunu absorp� ního maxima do delších vlnových délek.  
Tento posun je p�ímo úm� rný zm� ny velikosti funkcionalizovaných nano� ástic. Nap�íklad p�i 
imobilizaci E-peptidem, došlo k posunu absorp� ního maxima z 514 nm na 518 nm, co� je ji� velmi 
výrazná a dob�e m�� itelná zm� na Z výsledk�  vyplývá, �e nejvhodn� jší doba imobilizace peptid� , na 
povrch nano� ástice, je 1 hodina. P�i delší imobilizaci ji� nedocházelo k významným zm� nám. P�i 
imobilizaci K-peptidem došlo k výrazn� jšímu posunu absorp� ního maxima, ne� tomu bylo u E-
peptidu. P�esn� ji, maximum se posunulo z 514 nm na 519 nm. K-peptid je v� tší ne� E-peptid. Tento 
posun tedy op� t potvrzuje, �e jeho velikost je p�ímo úm� rná zm� n�  velikosti imobilizovaných 
nano� ástic. 
P�i testování byl pozorován také vliv teploty na mno�ství imobilizovaných struktur. Testování bylo 
provedeno p�i dvou r� zných teplotách, a to p�i laboratorní teplot�  25°C a p�i 50°C. U všech 
testovaných vzork�  nedocházelo vlivem teploty k významným zm� nám. Všechny ostatní postupy 
imobilizace byly tedy provád� ny p�i laboratorní teplot� . 

 
Graf 55. Funkcionalizace zlatých nano� ástic imobilizovaných na sklen� ném povrchu pomocí 
kombinace E a K peptid�  – UV-VIS m�� ení 

Pro zv� tšení posunu absorp� ního maxima byla testována také imobilizace pomocí kombinace obou 
pou�ívaných peptid�  (E a K), které je mo�no vzájemn�  vázat do dvou-šroubovice [172]. P�i tomto 
testu bylo dosa�eno absorp� ního posunu 7 nm (Graf 55). 
K funkcionalizaci zlatých nano� ástic lze pou�ít i �ada dalších látek, jako jsou proteiny, � i DNA. Toto 
bylo v  práci potvrzeno testováním imobilizace nano� ástic r� znými krátkými sekvencemi DNA. 
Velkou výhodou takto funkcionalizovaných zlatých nano� ástic je nejen snadná manipulace s nimi, 
jeliko� jsou imobilizovány na sklen� ném povrchu, ale také mo�nost jejich regenerace a opakovaného 
pou�ití.  
Velmi jednoduchou metodou regenerace je nap�íklad p� sobení regenera� ních roztok�  HCl o r� zném 
pH. V našem p�ípad�  byl jako nejvhodn� jší roztok pro regeneraci imobilizovaných peptid�  zvolen 
roztok o pH 3. Sní�ením pH, lze � ástice nejen regenerovat pro další pou�ití, ale rovn� � m� �e slou�it 
k � ízenému uvol� ování imobilizovaných slo�ek.  
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Zlaté nano� ástice s imobilizovanými antimikrobiálními peptidy by tak mohly být vhodné pro aplikace 
do r� zných potravinových obal� , kde by mohlo být vlivem pH �ízeno pozvolné uvol� ování 
antimikrobiální slo�ky. Díky barevné zm� n�  (v� tší imobilizované � ástice mají fialové a� modré 
zbarvení, naopak � ástice bez imobilizace mají barvu � ervenou) by rovn� � mohly slou�it i jako senzor 
sni�ujícího se pH, blí�ící se doby spot�eby, apod. 

5.6.3.2 Funkcionalizace zlatých nano� ástic 
Obdobných zp� sobem, jak bylo postupováno p�i imobilizaci aktivních látek na zlaté nano� ástic na 
sklen� ném povrchu, lze r� zné látky imobilizovat i na volné zlaté nano� ástice v roztoku. 
Na zlaté nano� ástice byly op� t úsp� šn�  imobilizovány postupn�  oba komplementární peptidy, co� bylo 
potvrzeno posunem absorp� ního maxima p�i spektrofotometrickém m�� ení.  
Lze tedy také konstatovat, �e další mo�ná pou�itelnost t� chto � ástic je jako velmi rychlá detekce 
p�ítomnosti peptidových � i proteinových látek v roztocích a snadná identifikace jejich velikosti.  
V této práci byla dále potvrzena mo�nost opakovaného pou�ití zlatých nano� ástic. � ástice lze velmi 
snadno regenerovat zvýšenou teplotou, regenera� ními roztoky s kyselým pH, a dokonce i p� sobením 
laser� . Této regenerace lze vyu�ít také v p�ípad�  r� zných biosenzor� , kde lze vyu�ít kontinuální 
funkce.  
Mo�nost regenerace byla testována zejména pro zlaté nano� ástice s imobilizovanými peptidy. 
Schopnost regenerace, jak ji� bylo zmín� no, byla potvrzena ve všech testovaných p�ípadech. 
Sledováno bylo pou�ití teploty, regenera� ních roztok�  s kyselým pH a pou�ití laseru.  
V p�ípad�  regenerace pou�itím teploty bylo optimální regenerace dosa�eno p�i teplot�  50°C. P�i ni�ší 
teplot�  byla regenerace s krátkodobého hlediska mén�  ú� inná, p�i vyšší teplot�  by naopak mohlo dojít 
k poškození imobilizovaných peptid� . P�i teplot�  37 °C bylo veškeré imobilizované mno�ství 
zachováno. Této vlastnosti lze vyu�ít v p�ípad�  nano� ástic jako nosi��  lé� iv. V takovémto p�ípad�  by 
lé� ivo v t� le z� stalo navázáno na � ástice a k jeho uvoln� ní by došlo a� v cílovém míst�  s vyšší 
teplotou (zán� t, infekce, atd.).  
Velmi rychlým zp� sobem regenerace je pou�ití kyselého pH, � áste� ná regenerace byla potvrzena u 
roztok�  s pH 3, pro ú� inn� jší regeneraci bylo nutné pou�it roztok�  s pH 1,5. Toto prost�edí však ji� 
m� �e negativn�  ovlivnit další pou�itelnost imobilizovaných slo�ek.  
Velmi ú� inným zp� sobem regenerace imobilizovaných � ástic bylo pou�ití laseru. V tomto p�ípad�  
docházelo vlivem laseru k lokálnímu zvýšení teploty a uvoln� ní imobilizovaných slo�ek. K  uvoln� ní 
imobilizovaných peptid�  došlo ji� po desetiminutovém p� sobení. Laser je tedy jednou z velmi 
efektivních mo�ností pro �ízené uvol� ování imobilizovaných aktivních látek [130]. 

5.6.3.3 Vyu�ití liposom�  jako nanoreaktor�  pro fotochemickou syntézu nano� ástic zlata 
P�i potenciálních aplikacích nano� ástic pro cílený transport lé� iv hledají r� zné v� decké skupiny 
mo�nosti rychlé a snadné syntézy � ástic s velmi malou velikostí, a to p�edevším pro zajišt� ní 
dostate� n�  velkého povrchu. Dalším zásadním parametrem pro tyto aplikace je i jednotná velikost 
p� ipravených nano� ástic [177]. 
Liposomy se nabízejí jako vynikající kandidáti na �ízenou syntézu zlatých nano� ástic. Syntéza uvnit� 
liposom�  nabízí mo�nost kontrolovat dané prost�edí a rovn� � � ídit velikost syntetizovaných 
nano� ástic. Navzdory t� mto výhodám, p�edchozí pokusy o syntézu zlatých nano� ástic uvnit�  liposom�  
nem� ly tak p�íznivé výsledky. Velikost � ástic byla velmi polydisperzní, � ástice byly také 
nehomogenní ve svém tvaru, nebo docházelo k nízkému výt� �ku syntetizovaných 
nano� ástic [177, 178]. V posledních letech, bylo dosa�eno lepších výsledk�  p� i syntéze zlatých 
nano� ástic uvnit� liposom� , díky p�ídavku stabiliza� ních � inidel do enkapsulovaného roztoku soli 
zlata, nebo p�ídavkem lipid�  s glycerolem, které p� sobily jako reduk� ní � inidlo. Nicmén� , u t� chto 
postup�  bylo pro �ízenou syntézu nano� ástic zlata nutné bu�  upravit zp� sob p�ípravy liposom� , nebo 
pou�ít speciální fosfolipidy [179, 180, 181].  
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V této práci je navr�ena a popsána jednoduchá metoda (kap.4.24) pro �ízenou syntézu sférických 
zlatých nano� ástic uvnit�  liposom� . 

A B  
Graf 56. UV-Vis spektra liposom�  A) s enkapsulovaným zlatými nano� ásticemi (zelená) a liposom�  se 
zlatými nano� ásticemi syntetizovanými uvnit�  nich (� ervená) B) prázdné liposomy (modrá), liposomy 
s nano� ásticemi zlata (� ervená) 

Takto syntetizované zlaté nano� ástice byly homogenní, co se tý� e jejich velikosti i tvaru. Krom�  toho, 
tento jednoduchý zp� sob obchází nutnost odd� lovat ne-enkapsulované zlaté nano� ástice po jejich 
syntéze, co� bylo p� i pou�ití zavedených metod mnohdy náro� né. Za pou�ití této metody lze uvedený 
náro� ný krok separace obejít díky za�azení tohoto kroku ji� p�ed samotnou syntézu zlatých nano� ástic. 
Dochází tedy pouze k separaci ne-enkapsulovaného solného roztoku zlata pomocí sloupcové 
chromatografie (Sephadex G-25), co� je mnohem jednodušší a rychlejší ne� odstra� ování zlatých 
nano� ástic.  
Díky této metod�  lze tedy syntetizovat zlaté nano� ástice, ani� by bylo nutné modifikovat techniky pro 
p�ípravu liposom� , p� idávat další stabiliza� ní � inidla, nebo upravovat slo�ení fosfolipid� . 
Fotochemická syntéze zlatých nano� ástic uvnit�  liposom�  byla potvrzena p�ítomností lokalizované 
povrchové plazmonové rezonance se st�edem okolo 530 nm (Graf 56).  
Alternativní strategie pro získání enkapsulovaných zlatých nano� ástic v liposomech je enkapsulace 
p�edem p�ipravených nano� ástic. Liposomy byly op� t p� ipravovány metodou hydratace tenké vrstvy, 
kde byl tenký film fosfolipid�  hydratován suspenzí zlatých nano� ástic o pr� m� rné velikosti 15 nm. Po 
extruzi liposom� , p�i� em� byla velikost upravena na 100 nm, následoval proces separace. Vzhledem 
k malému rozdílu v jejich velikosti (zlaté nano� ástice a liposomy), však byla separace 
neekapsulovaných � ástic � asov�  náro� n� jší.  
Rozdíl v koncentraci nano� ástic uvnit� liposom�  je patrný v Grafu 56-B. V p�ípad�  syntézy obsahují 
liposomy výrazn�  vyšší koncentraci nano� ástic. Lze tedy p�edpokládat, �e velikost syntetizovaných 
nano� ástic bude menší. 

A B  
Graf 57. DLS m�� ení vzorku liposom�  A) s enkapsulovanými reaktanty p� ed pou�itím uv zá� ení; B) se 
syntetizovanými zlatými nano� ásticemi 
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Pro zjišt� ní ú� ink�  UV zá�ení na liposomy, byly vzorky analyzovány pomocí dynamického rozptylu 
sv� tla (DLS) p�ed i po vystavení UV zá�ení. M�� ením bylo potvrzeno, �e si liposomy zachovávají 
svou velikost, co� je znamení, �e si udr�ují svou integritu a nedochází k jejich poškození vlivem 
zá�ení (Graf 57).  
Dále byly m�� ením pomocí transmisní elektronové mikroskopie (TEM) potvrzeny rozdíly ve velikosti 
nano� ástic. Rozdíl ve velikosti zlatých nano� ástic syntetizovaných uvnit� liposom�  a ve volném 
rozpoušt� dle je zobrazen na Obrázku 19. 
V p�ípad�  zlatých nano� ástic syntetizovaných uvnit�  liposom�  byly zaznamenány velmi homogenní 
� ástice jak v p�ípad�  jejich kulovitého tvaru, tak i velikosti (Obrázek 19-A).  

 
Obrázek 19. A - Zlaté nano� ástice syntetizované fotochemickou syntézou uvnit�  liposom�  (TEM), B - 
Zlaté nano� ástice syntetizované fotochemickou syntézou (TEM) 

Analýzou distribuce velikosti nano� ástic, m�� ením na principu DLS, byla p�esn�  stanovena jejich 
pr� m� rná velikost na 2,8±1,6 nm. Pro srovnání, je zde tedy významný rozdíl ve velikostech 
v porovnání se zlatými nano� ásticemi syntetizovanými ve volném rozpoušt� dle, kde se velikost 
pohybuje od 3 do 30 nm. Nano� ástice syntetizované mimo liposomy jsou tedy podstatn�  v� tší a více 
polydisperzní.  
Z m�� ení na TEM (Obrázek 19-A), je také z�ejmé, �e n� které zlaté nano� ástice jsou p�ítomny vn�  
liposom� . To je s nejv� tší pravd� podobností zp� sobeno v d� sledku kombinace n� kolika faktor�  (1) 
ší�ení stopových mno�ství zlata z vnit�ní oblasti liposom�  b� hem fáze izolace a purifikace (2) v 
d� sledku rozpadu liposom�  b� hem fáze izolace a purifikace a/nebo (3) narušením liposom�  p� i 
p�íprav�  vzork�  pro m�� ení na TEM.  
V p�ípad�  zlatých nano� ástic syntetizovaných v liposomech je tedy obtí�né p�esn�  zjistit jejich 
umíst� ní. Krom�  toho, �e se nacházejí ve vodné oblasti liposom� , v menší mí�e, se o� ekává, jejich 
zachyceny jak na periferiích liposom�  (prost�ednictvím elektrostatické interakce), tak uvnit� 
dvojvrstvy. 
Záv� rem lze �íci, �e fotochemickou syntéze uvnit�  liposom� , p� ipravených pomocí metody hydratace 
tenké vrstvy, bylo dosa�eno vzniku zlatých nano� ástic o pr� m� rné velikosti 2,8±1,6nm. Další výhodou 
této metody byla nejen homogenní velikost a tvar, ale i snadná izolace a purifikace. Dohromady tyto 
výsledky ukazují, �e je mo�né syntetizovat zlaté nano� ástice uvnit�  liposom� , ani� by bylo nutné 
upravit metody jejich p�ípravy. Je pravd� podobné, �e tento zp� sob syntézy m� �e být rozší�en na další 
metody p�ípravy liposom� . I kdy� byla prokázána pouze �ízená syntéza zlatých nano� ástic v liposom�  
p� ipravených z POPC, lze p�edpokládat potenciální rozší�ení této metody i na liposomy p�ipravené 
z jiných fosfolipid� . Výb� rem t� chto fosfolipid�  lze pak dále kontrolovat jejich stabilitu a �ídit 
uvoln� ní nano� ástic a p�ípadn�  na nich imobilizovaných látek. Toho lze vyu�ít nap�íklad pro systémy 
s �ízeným uvol� ováním lé� iv. Tato metoda však nemusí být vhodné pro všechny látky, omezení je 
dáno interakce dané látky se zlatými nano� ásticemi a také stabilitou dané látky v�� i UVA zá�ení. 
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6 ZÁV � R 
P�edlo�ená dizerta� ní práce je zam�� ena na vývoj a p�ípravu vybraných typ�  mikro- a nano� ástic s 
obsahem aktivní slo�ek s �ízeným uvol� ováním. Byly testovány r� zné techniky enkapsulace, 
p�edevším do liposom�  a polysacharidových � ástic. Enkapsulovány byly jak nízkomolekulární látky a 
jejich sm� si, tak i vysokomolekulární slo�ky a mikrobiální bu� ky. U p�ipravených � ástic byla 
studována efektivita enkapsulace, dlouhodobá stabilita p� i r� zném pH, teplot� , v r� zných typech 
prost�edí i v simulovaných fyziologických podmínkách. Záv� rem byly navr�eny vhodné transportní 
systémy pro �ízené uvol� ování jednotlivých aktivních slo�ek a aplikace v nových typech funk� ních 
potravin � i v kosmetických produktech. 

První � ást práce byla zam�� ena na studium mo�nosti enkapsulace kofeinu a jeho p�írodních zdroj�  
(káva, guarana, � erný, zelený, a bílého � aj). Kofein a jeho extrakty byly enkapsulovány do r� zných 
liposom�  i polysacharidových � ástic. Jako nejvhodn� jší metoda p�ípravy liposom�  byla vyhodnocena 
metoda ultrasonifikace. Takto p� ipravené liposomy vykazovaly velmi vysokou enkapsula� ní ú� innost 
(a� 94%) a rovn� � dobrou dlouhodobou stabilitu v testovaných prost�edích. P�ipravené liposomy m� ly 
i velmi dobrou stabilitu dle hodnoty  zeta  potenciálu (-50 mV). V p�ípad�  polysacharidových � ástic 
bylo také dosa�eno vysoké enkapsula� ní ú� innosti a stability � ástic. Bylo prokázáno pozvolné 
uvol� ování obsahu � ástic v prost�edí tenkého st�eva. Díky velmi dobré dlouhodobé stabilit�  p�edevším 
manuáln�  p�ipravených chitosanových, alginátových � ástic a liposom�  v modelových i reálných 
prost�edích lze vyu�ít testované � ástice pro aplikaci do r� zných energetických nápoj�  � i funk� ních 
potravin s pozvolným uvol� ováním kofeinu a dalších aktivních slo�ek v za�ívacím traktu. P�i 
aplikacích do nápoj�  p�ípadn�  potravin s neurálním pH jsou vhodné p�edevším liposomy, pro aplikace 
do prost�edí s ni�ším pH jsou velmi vhodné chitosanové i alginátové � ástice.  
Další sledovanou aplikací bylo vyu�ití vybraných typ�  nano� ástic v kosmetice. Jako nejvhodn� jší 
� ástice byly pro tyto ú� ely vybrány liposomy. � ástice m� ly dobrou stabilitu a vysokou enkapsula� ní 
ú� innost. Také jejich dlouhodobá stabilita vyhovovala aplika� ním po�adavk� m. Navíc pro zlepšení 
kvality potencionálních p�ípravk�  byly � ástice s obsahem kofeinu a jeho p�írodních extrakt�  úsp� šn�  
obohaceny i o ovocnou slo�ku. Jako nejvhodn� jší aplika� ní forma obsahující liposomy byla navr�ena 
ple� ová voda a gel, pou�ívaný nap�íklad jako p�ípravek proti celulitid� . P�ípravky vynikají díky 
schopnosti liposom�  prostupovat poko�kou a vnášet aktivní látky do hlubších vrstev k� �e. Díky své 
povaze jsou liposomy navíc schopny hydratace, napomáhají tak ke sní�ení suchosti k� �e, co� 
p�edstavuje hlavní p�í� inu jejího stárnutí. Díky kofeinu pak dochází k vyhlazení pleti, kofein vyniká i 
svým antioxida� ní ú� inek, chrání tak bu� ky proti UV zá�ení a zpomaluje stárnutí poko�ky. P�i 
kombinací s dalšími aktivními látkami jako jsou polyfenoly a vitaminy, lze dále navyšovat pozitivní 
ú� inky kosmetických p�ípravk� . 

Druhá � ást práce byla zam�� ena na p�ípravu a enkapsulaci p�írodních extrakt�  s vysokým obsahem 
polyfenolických látek a vitamin� . Enkapsulovány byly extrakty z guarany, �enšenu a goji. Dále byla 
testována mo�nost enkapsulace š� áv a extrakt�  z vybraných druh�  ovoce a zeleniny – citronu, 
pomeran� e, kiwi, jablek, mrkve a sm� si lesních plod� . Rovn� � byly enkapsulovány vybrané 
standardy: vitamin C, 
 -karoten, vitamin E, kvercetin, morin, rutin, kyselina gallová a katechin. 
Aktivní látky byly enkapsulovány do liposom�  a polysacharidových � ástic. P�i stanovení stability 
v um� lých modelových trávicích tekutinách docházelo op� t k nejvýrazn� jšímu uvol� ování 
enkapsulovaných aktivních slo�ek v modelových st�evních š� ávách. V �alude� ní š� áv�  docházelo 
pouze k � áste� né degradaci � ástic. P�i stanovení stability v modelových potravinách bylo jako 
nejvhodn� jší modelové prost�edí pro dlouhodobé uchovávání stanoveno prost�edí vodné, pro v� tšinu 
polysacharidových � ástic pak i kyselé prost�edí. Jako nejvhodn� jší aplika� ní forma pro p�idání 
studovaných p�írodních extrakt�  do reálných potravin byly zvoleny alginátové � ástice p�ipravené na 
enkapsulátoru.  
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Bylo u nich dosa�eno nejvyšší enkapsula� ní ú� innosti a rovn� � vykazovaly dobrou stabilitu 
v modelových t� lních tekutinách i modelových potravinách. Lze je tak vyu�ít k cílenému transportu a 
uvol� ování enkapsulovaných aktivních látek v trávicím traktu a tím dosáhnout vyšší biologické 
dostupnosti a p�ínosnosti pro zdraví spot�ebitele. Pou�itelné by byly rovn� � do p�ípravk�  pro d� tskou 
vý�ivu. 
Práce se rovn� � zabývala aplikací liposom�  s aktivní látkou v kosmetice. Jako modelová prost�edí 
byla pro aplikaci v kosmetice testována destilovaná voda a 2; 10 a 30% emulze oleje ve vod� . Se 
zvyšujícím se obsahem lipid�  v prost�edí docházelo b� hem dlouhodobého skladování k výrazn� jšímu 
rozpadu � ástic a uvoln� ní aktivních slo�ek. U p�ipravených emulzí byla sledována také sedimenta� ní 
stabilita po p�idání testovaných � ástic. Z dosa�ených výsledk�  lze konstatovat, �e vlivem � ástic 
nedochází ke zm� n�  sedimenta� ní stability emulzí. P�ipravené � ástice jsou tedy vhodnou formou i pro 
kosmetické aplikace ve form�  r� zných krém� . B� hem skladování by však tyto kosmetické p�ípravky 
nem� ly obsahovat více ne� 2% lipidických slo�ek. � ástice jsou díky dobrému protektivnímu efektu 
v�� i UV zá�ení vhodné i pro aplikace do opalovací kosmetiky. Stejný aplika� ní potenciál naleznou 
� ástice s obsahem testovaných antioxidant�  a vitamin�  i v p�ípad�  hydratace poko�ky, ochrany k� �e 
p�ed oxida� ním stresem a p�ed� asnému stárnutí. 
 
Ve t�etí � ásti práce byl testován antimikrobiální ú� inek lysozymu, nisinu propolisu a extrakt�  z 
r� zných ko�ení a bylin p�ed a po enkapsulaci. Rovn� � byla testována mo�nost enkapsulace lé� iv 
klotrimazolu a ibuprofenu a jejich koenkapsulace s vybranými rostlinnými antimikrobiálními extrakty. 
Inhibi� ní ú� inky byly pozorovány pomocí antimikrobiálních test�  proti gram-negativním a gram-
pozitivním bakteriálním kmen� m pomocí difúzních i dilu� ních metod. Studie prokázala, �e 
jednoduché extrakty z bylin mají velmi dobrý antimikrobiální ú� inek proti gram-pozitivním i gram-
negativním bakteriím. Lysozym a nisin m� ly velmi dobrý antimikrobiální ú� inek zejména proti gram-
pozitivním kmen� m, ve vyšší koncentraci i v�� i gram-negativním kmen� m. U bylinných extrakt�  
spole� n�  s klotrimazolem byla testována i jejich antimykotická aktivita. Tuto aktivitu z testovaných 
p�írodních vzork�  vykazoval p�edevším extrakt � esneku. P�ed i po enkapsulaci se svou ú� innosti 
vyrovnal antimykotickému lé� ivu – klotrimazolu. Dále byly po enkapsulaci jako nejú� inn� jší a 
nejkomplexn� jší stanoveny liposomové � ástice s extraktem z h�ebí� ku, zde byl po dobu 24 hodin zcela 
zastaven r� st všech testovaných bakterii. Také chitosanové � ástice m� ly velmi vysoký inhibi� ní 
ú� inek, zp� sobený z�ejm�  kombinovaným ú� inkem samotného chitosanu a enkapsulovaných 
antimikrobiálních komponent. Antimikrobiální slo�ky byly tedy úsp� šn�  enkapsulovány do liposom�  i 
polysacharidových � ástic. P�ipravené � ástice vykazovaly velmi dobrou stabilitu dle hodnoty zeta 
potenciálu. Dlouhodobá stabilita � ástic a mno�ství uvoln� ných slo�ek byla sledována v r� zných 
modelových podmínkách. Na základ�  výsledk�  lze konstatovat, �e p� ipravené � ástice byly stabilní, 
p� i� em� liposomy jsou vhodné pro skladování p�edevším ve vodném prost�edí, polysacharidové 
� ástice spíše v kyselém prost�edí. � ástice byly v modelových podmínkách navíc nejen stabilní, ale 
také si zachovaly antimikrobiální aktivitu. V modelovém fyziologickém prost�edí docházelo 
k pozvolnému uvol� ování enkapsulovaných slo�ek p�edevším v podmínkách simulujících tenké 
st�evo. Díky tomuto cílenému a pozvolnému uvol� ování spole� n�  s velmi dobrou dlouhodobou 
stabilitou jsou p�ipravené polysacharidové � ástice i liposomy vhodné k aplikaci do r� zných 
potravinových dopl� k�  a potravin. 	 ízené uvol� ování antimikrobiálních slo�ek v prost�edí st�eva 
m� �e napomoci nap�íklad k regulaci st�evní mikroflóry, v p�ípad�  aplikace do potravin p�isp� t 
k antimikrobiální ochran�  p� i jejím skladování. P�ipravené � ástice s enkapsulovanými 
antimikrobiálními bylinnými a ko�en� nými extrakty a/nebo s � ásticemi s obsahem lysozymu/nisinu by 
mohly být také pou�ity pro antimikrobiální p�ípravky s �ízeným uvol� ováním ve form�  hydrogel� . 
Antibakteriální ú� inek gelu spolu s antioxida� ní aktivitou z bylinných extrakt�  by mohl být velmi 
slibným nástrojem pro dezinfekci a hojení ran. 
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Další � ást práce byla zam�� ena na p�ípravu a testování vhodných forem pro enkapsulaci enzym�  
s potenciálním vyu�itím ve form�  potravinových dopl� k� , ale i kosmetických a farmaceutických 
p�ípravku. Pro enkapsulaci byly pou�ity enzymy bromelain, papain, trypsin, pepsin, alkalasa, lipasa, 
pankreatin, lysozym, kolagenasa a mladý je� men jako komplexní p�írodní preparát. Enzymy byly 
enkapsulovány do polysacharidových � ástic a liposom� . Polysacharidové � ástice byly p� ipraveny 
jednak manuáln�  a rovn� � pomocí enkapsulátoru. Z polysacharid�  byly pou�ity alginát, chitosan a 
škrob. Z nam�� ených výsledk�  lze konstatovat, �e p�i pou�ití vhodných materiál�  lze úsp� šn�  
enkapsulovat všechny vybrané enzymy i jejich kombinace. Nejvyšších enkapsula� ní ú� inností bylo 
dosa�eno u polysacharidových � ástic p�ipravených pomocí enkapsulátoru, kde dosahovala pr� m� rná 
enkapsula� ní ú� innost hodnot nad 80%. Všechny testované � ástice byly stabilní i p� i dlouhodobém 
uchovávání a enkapsulované enzymy si uchovávaly i svoji aktivitu. P�i testování v modelovém 
fyziologickém prost�edí vykazovaly p�edevším polysacharidové � ástice nejvyšší stabilitu v prost�edí 
um� lé �alude� ní š� ávy. V rámci studia stability � ástic v simulovaných potravinách bylo zjišt� no, �e 
polysacharidové � ástice v potravinách s ni�ším pH jsou stabiln� jší. Liposomové � ástice byly naopak 
velmi stabilní p�edevším ve vod�  p�i neutrálním pH. Enkapsulace je tedy jednou z perspektivních 
metod pro produkci kvalitních potravin a potravinových dopl� k�  s vysokou p�idanou hodnotou 
s mo�ností transportu enzym�  a jejich �ízenému uvoln� ní v trávicí soustav� .  
Enkapsulované enzymy mohou být rovn� � sou� ástí p�ípravk� , je� slou�í k hojení ran a regeneraci 
poškozené tkán�  po nejr� zn� jších typech poran� ní v� etn�  popálenin, nekróz apod. Nejlepší volbou pro 
základ potenciálního kosmetického � i farmaceutického p�ípravku je podle zjišt� ných výsledk�  
prost�edí hydrogelu. Všechny p�ipravené typy � ástic byly v hydrogelu stabilní a v tomto prost�edí 
rovn� � docházelo k nejmenšímu poklesu proteolytické aktivity enzym� . Výsledky potvrzují, �e p�i 
styku p�ipravených � ástic s poko�kou, je� má hydrofobní charakter, dojde k �ádoucímu uvoln� ní 
obsa�ené aktivní slo�ky. U sm� sných  preparát�  s lysozymem byl potvrzen rovn� � vysoký 
antimikrobiální ú� inek, p� i� em� tento efekt z� stal zachován i po dlouhodobém uchovávání. � áste� nou 
antimikrobiální aktivitu prokázaly i prázdné chitosanové � ástice a � ástice s ostatními tetovanými 
enzymy. Tento fakt m� �e napomáhat p�i rychlosti procesu hojení a obnovování poko�ky. 
 
Další � ást práce byla zam�� ena na testování mo�nosti enkapsulace probiotických kultur (Lactobacillus 
acidophilus a Bifidobacter breve) a prebiotik do polysacharidových � ástic. Jako prebiotikum byl 
pou�it inulin a komplexní p�írodní extrakt zeleného je� mene. Z výsledk�  m� �eme usoudit, �e pomocí 
enkapsulátoru je mo�né úsp� šn�  enkapsulovat oba typy probiotických bakterií do n� kolika druh�  
polysacharidových obal� . V� tšina � ástic byla stabilní i p�i dlouhodobém skladování a enkapsulované 
bakterie si udr�ovaly svou �ivotaschopnost. Vhodným postupem byla enkapsulace za vzniku � ástic 
typu matrix, kdy je zajišt� na lepší difúze �ivin k bu� kám dispergovaných v celém objemu oproti typu 
kapsule. Vhodným obalovým materiálem pro enkapsulace probiotických kultur byl stanoven alginát, 
p�ípadn�  sm� s alginátu se škrobem. Zachování vysoké viability probiotik bylo potvrzeno po dobu 4 a� 
5 týdn� . Optimální obalový materiál pro � ástice s enkapsulovaným práškovým je� menem 
p�edstavovala sm� s alginátu a škrobu v pom� ru 4:1, p� i� em� p�ídavek škrobu zvyšoval rozpad � ástic 
v cílových � ástech trávicí soustavy. Úpravou obsahu škrobu je tedy mo�né modelovat cílené 
uvol� ování obsahu � ástic. Dalším vhodným materiálem byla sm� s chitosanu a agaru v pom� ru 1:1. 
A to zejména z hlediska ochrany a stability enkapsulovaných enzym�  a bílkovin obsa�ených 
v je� meni. Zásadní podmínkou je op� t volba � ástic typu matrix, kdy je mo�né enkapsulovat i vlákninu 
obsa�enou v nerozpustném podílu. V p�ípad�  � erstvého je� mene byl jako optimální obalový materiál 
stanoven alginát. P�i stanovení stability polysacharidových � ástic v modelových fyziologických 
podmínkách bylo zjišt� no, �e všechny testované � ástice byly pom� rn�  stabilní v �alude� ní š� áv� . Ve 
st�evní š� áv�  došlo v�dy k nejvýrazn� jšímu rozpadu � ástic a k uvoln� ní probiotik i prebiotik do 
prost�edí. Nejvíce pak z � ástic obohacených p�ídavkem škrobu. Tato skute� nost by mohla být vyu�ita 
p� i cíleném transportu probiotik/prebiotik do st�evního traktu.  
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P�edevším pak enkapsulované bifidobakterie mohou lépe odolávat kyselému prost�edí �aludku a být 
doru� ený do cílového místa ve st�ev�  v �ivotaschopném stavu. � ástice byly pom� rn�  stabilní i 
v modelových potravinách. Ve všech typech � ástic byl i po 4 týdnech skladování po� et �ivých bun� k 
nad 80 %. Obecn�  lze tak konstatovat, �e enkapsulace významn�  prodlu�uje dlouhodobou 
�ivotaschopnost a biologickou aktivitu probiotik i v nep�íznivém vn� jším prost�edí. Nejvíce �ivých 
bun� k bylo však zachováno v reálných potravinách, p�edevším v mléce. V reálných potravinách 
docházelo rovn� � k vyššímu nár� stu bun� k v � ásticích. Optimální výchozí koncentrace bun� k, pro 
maximální zachování r� stu a viability bun� k, byla stanovena nejvýše na 106 CFU·ml�1 . P�i této 
koncentraci je však zásadní i zajišt� ní dostate� ného mno�ství �ivin v � ásticích, p�ípadn�  v okolním 
prost�edí. Nejvhodn� jší je zajišt� ní optimálního mno�ství �ivin v � ásticích ve form�  r� zných 
prebiotik,nap�íklad inulinu, � i jiného vyu�itelného polysacharidového zdroje. Na záv� r byla potvrzena 
i úsp� šná mo�nost koenkapsulace do � ástice obsahující probiotika i prebiotika, jako je nap�íklad 
zelený je� men � i inulin a bakterie. P�ípravky s probiotiky/prebiotiky s � ízeným uvol� ováním by tak 
bylo mo�né pou�ít jako kvalitní dopln� k k podpo�e zdravého �ivotního stylu. Testované � ástice by 
mohly být p� idány do r� zných mlé� ných výrobk� , s ohledem na kvalitu pou�itých materiál�  i do 
výrobk�  ur� ených pro d� tskou vý�ivu. Enkapsulace dále rozši�uje pole aplikace i mimo mlé� né 
výrobky. Díky dostate� né stabilit�  polysacharidových � ástic, zejména v kyselém prost�edí, a 
zachování viability bun� k i p� i dlouhodob� jším skladování do úvahy p�ipadají i r� zné ovocné š� ávy 
apod. Dále jsou p�ipravené � ástice vhodné pro aplikace do r� zných potravinových dopl� k� , p� i� em� 
pou�itelnost enkapsulovaných probiotik byla potvrzena i ve form�  lyofilizovaných preparát� . 
 
V rámci zahrani� ní stá�e byla testována mo�nost kombinace organických a anorganických nano� ástic. 
Nejprve byla optimalizována metoda fotochemické syntézy zlatých nano� ástic. Na tyto � ástice byly 
dále imobilizovány p�edevším peptidy a byla sledována mo�nost � ízeného uvol� ování pro potenciální 
aplikace jako nosi� e lé� iv, p�ípadn�  pro aplikaci na poli biosenzor� . Z organických � ástic byly pou�ity 
liposomy, které slou�ily p�edevším jako reaktor pro p�ípravu zlatých nano� ástic. Takto p� ipravené 
nano� ástice dosahovaly velmi malých a konstantních rozm� r�  (okolo 3 nm). Velikost syntetizovaných 
nano� ástic zlata mimo liposomy byla 10x v� tší a podstatn�  polydisperzn� jší. I kdy� byla prokázána 
pouze �ízená syntéza zlatých nano� ástic v liposom�  p� ipravených z POPC, lze p�edpokládat 
potenciální rozší�ení této metody i na liposomy p�ipravené z jiných fosfolipid� . Výb� rem t� chto 
fosfolipid� , lze pak dále kontrolovat jejich stabilitu a �ídit uvoln� ní nano� ástic, p�ípadn�  na nich 
imobilizovaných látek. Toho lze vyu�ít nap�íklad pro systémy s �ízeným uvol� ováním lé� iv. 
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7 SEZNAM POU�ITÝCH ZKRATEK 
A  alginátové � ástice 
DHA  dokosahexaenová kyseliny 
DLS  dynamický rozptyl sv� tla 
EFSA  Evropského ú�adu pro bezpe� nost potravin (European Food Safety Authority) 
EPA  eikosapentaenová kyselina 
EU  enkapsula� ní ú� innost 
EV  ethanolové vst�ikování (metoda p�ípravy liposom� ) 
FSC  p�ímý rozptyl (forward scatter)  
GRAS  obecn�  pova�ováno za bezpe� né (Generally Recognised As Safe) 
HPLC vysokoú� inná kapalinová chromatografie (high-performance liquid chromatography) 
CH  chitosanové � ástice 
CHA  alginátové � ástice pota�ené chitosanem 
ILSI  International Life Science Institute  
L  liposomy 
LDL  low-density lipoprotein 
MO  mikroorganismus 
MUFA  mononenasycené mastné kyseliny 
NIR  infra� ervené zá�ení (near-infrared) 
PAH  poly(allylamin-hydrochlorid 
PCS  Photon Correlation Spectroscopy 
PDA  detektor diodového pole (Photodiode Array Detector) 
PEI  poly(iminoethylen 
POPC  1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol fosfatidylcholin 
PSS  Polystyren sulfonát sodný 
PUFA  polynenasycené mastné kyseliny 
RP-TLE metoda p�ípravy liposom�  odpa�ením na tenké vrstv�  s reverzní fází (thin layer 

evaporation on reverse phase) 
SSS  bo� ní rozptyl (side scatter) 
SFA  nasycené mastné kyseliny 
Š   škrobové � ástice 
TEM  transmisní elektronová mikroskopie (transmission electron microscopy) 
TLE  metoda p�ípravy liposom�  odpa�ením na tenké vrstv�  (thin layer evaporation) 
U  liposomy p�ipravené pomocí ultrazvuku (ultrasonifikace) 
UV-VIS detektor ultrafialovo-viditelné oblasti(Ultraviolet–visible) 
WHO   Sv� tová zdravotnická organizace (World Health Organization)  
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