VYSOKE UEENI| TECHNICKE V BRNI

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

VYUZITI RUZNYCH TECHNIK ENKAPSULACE K @iZENEMU
UVOLOOVANI AKTIVNICH LATEK V POTRAVINAGSKYCH A
KOSMETICKYCH P@IPRAVCICH

DIZERTAENI PRACE
DOCTORAL THESIS

AUTOR PRACE Ing. PETRA MATOUSKOVA
AUTHOR

BRNO 2015



VYSOKE UEENI TECHNICKE V BRNI

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

NS

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

VYUZITI RUZNYCH TECHNIK ENKAPSULACE K
@IZENEMU UVOLOOVANI AKTIVNICH LATEK V
POTRAVINA@SKYCH A KOSMETICKYCH
P@IPRAVCICH

USE OF SOME ENCAPSULATION TECHNIQUES TO CONTROLLED RELEASE OF ACTIVE
SUBSTANCES IN FOOD AND COSMETICS PRODUCTS.

DIZERTAENI PRACE
DOCTORAL THESIS

AUTOR PRACE Ing. PETRA MATOUSKOVA
AUTHOR

VEDOUCI PRACE prof. RNDr. IVANA MAROVA, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2015



Vysoké ueeni technické v Brni
Fakulta chemicka
Purkyoova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani dizertaeni prace

Eislo dizertaéni prace: FCH-DIZ0108/2014 Akademicky rok: 2014/2015
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Ing. Petra Matouskova

Studijni program: Chemie a technologie potravin (P2901)

Studijni obor: Potravinagska chemie (2901Vv021)

Vedouci prace prof. RNDr. Ivana Marova, CSc.

Konzultanti:

Nazev dizertaeni prace:
Vyuziti ruznych technik enkapsulace k gizenému uvoloovani aktivnich latek v potravindgskych a
kosmetickych pgipravcich

Zadani dizertaeni prace:

Cilem prace bylo zavést metody enkapsulace za Ueelem pgipravy mikro- a nanoeéastic s gizenym
uvoloovanim pro aplikaci do potravinagstvi, pgipadni kosmetiky. Souéasti zadani je geSeni nasledujicich
dileich ukolu:

- zpracovani literarni reSerSe

- zavedeni postupu pro pgipravu organickych mikro- a nanoeastic

- metody enkapsulace vybranych nizkomolekularnich latek a jejich smisi

- metody enkapsulace vysokomolekularnich slozek a bunik

- zavedeni metod stanoveni enkapsulaéni Géinnosti a charakterizace eastic

- enkapsulace vybranych molekul a smis a komplexni charakterizace vzniklych eastic

- testy kratkodobé i dlouhodobé stability a biologické aktivity éastic v ruznych typech modelovych a reélnych
prostgedi

- navrh vhodnych transportnich systému pro gizené uvoloovani aktivnich latek v novych typech
potravinagskych a kosmetickych produktu

Termin odevzdani dizertaeni prace: 31.8.2015

Dizertaéni prace se odevzdava v dikanem stanoveném poétu exemplagu na sekretariat Gstavu a v
elektronické formi vedoucimu dizertaéni prace. Toto zadani je pgilohou dizertaéni prace.

Ing. Petra Matouskova prof. RNDr. Ivana Marova, CSc. prof. RNDr. Ivana Marova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Peditel ustavu
V Brni, dne 30.9.2011 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dikan fakulty



ABSTRAKT
P edlo ena dizertani prace je zamena na studium enkapsulacé&@dnich aktivnich latek do znych
typ organickych mikro- a nandéstic, zejména do liposoma polysacharidovych &stic.
Polysacharidové astice byly pipraveny metodou pracujici na principu zesit polymeru, jako
material byly pouity pedevdim alginat, chitosan a Skrob. Polysacharidly wgvn r zn
kombinovany s dalSimi materialy jako agar, agardsaboxymethylceluléza a pullulan. Liposomy
byly p ipraveny ze smsi vaje ného/sojového lecitinu a cholesterolu, pou ity byhetody sonifikace,
odpaeni na tenké vrsty odpaeni na tenké vrstvs reverzni fazi a ethanolové webvani. Jako
aktivni slo ky byly enkapsulovany kofein, klotrimelz ibuprofen, antioxidanty a vitaminy —.p
kyselina gallova, katechin, beta-karoten, vitamjrvi@amin E. Dale byly enkapsulovanyzné bylinné
extrakty, lysozym, nisin a dal3i antimikrobidlntkid Enkapsulovany byly i vybrané hydrolytické
enzymy, pedevSim proteasy (pepsin, trypsin, bromelain, peatka, alkalasa, kolagenasa) a lipasy.

astice byly pouity i pro enkapsulaci vybranych bimtickych kmen Bifidobacterium brevea
Lactobacillus acidophilusa prebiotik. Prebiotika byla rovn koenkapsulovana spola s
probiotickymi bu kami. Z pirodnich extrakt byly enkapsulovany napextrakty z guarany, ensenu,
kustovnice inské, zeleného jenenu, propolisu erného, zeleného a biléhaje, kdvy, ovoce a
zeleniny.
Enkapsulani G innost byla stanovena pomoci spektrofotometrick§ettod a pomoci HPLC/PDA.
Dlouhodoba stabilitadstic a mno stvi uvolmych slo ek bylo sledovano v modelovych i v realnyc
potravinach a v modelovych fyziologickych prestich. Velikost liposomovych astic a
polysacharidovych nanéstic byla m ena pomoci DLS. Velikost a morfologieigravenych astic
byla sledovana rovn pomoci svtelné a elektronové mikroskopie. Koloidni stabilitastic byla
m ena pomoci zeta potencialuj gm v3echny pipravené astice vykazovaly dobrou stabilitu. Ke
stanoveni sedimentai stability &stic byla pou ita analyticka centrifugace. Antimokialni aktivita
byla testovana ppou iti dvou gram-pozitivnich bakteriBacillus subtilis Micrococcus luteus dvou
gram-negativnich bakteriiE6cherichia coli Serratia marcescehsa jednoho kvasinkového kmene
(Candida glabraty Pro stanoveni antimikrobialni vlastnosti akivitbyly pouity dv
metody - agarova difuzni metoda a bujénova dilumetoda. ivotaschopnost probiotickych kmen
byla stanovena pomoci gokové cytometrie a také pomoci fluoresagimmikroskopie.
Enkapsulace aktivnich slo ek byla u§ma ve vSech typechastic. Liposomy vykazovaly velmi
dobrou dlouhodobou stabilitu, zejména ve vodnychdnpiokdch s neutrdlnim pH. Naopak,
polysacharidové astic byly stabilni v kyselém prosti. Pipravené astice byly také stabilni v
modelovém prosédi aludeni $é&vy, k uvolnni aktivnich slo ek dochazelo pak v modelovém
prostedi stevni Savy.

astice s kofeinem, stejako i s dalSimi testovanymi antioxidanty a vitagnby mohly byt pou ity
pro aplikace do modernich typenergetickych nédpoj potravinovych dopk a také pro rkteré
kosmetické aplikace. Enkapsulované antimikrobiéloiky Ize také vyu it v potravindtvi, ale i v
kosmetice a farmaceutickém pnyslu jako antimikrobialni a hojivé fpravky. Enkapsulované
enzymy s izenym uvolovanim mohou byt pouity v fpravcich pro hojeni ran, dale naleznou
uplatn ni jako souast farmaceutickych fpravk a potravinovych dopk ur enych pro enzymovou
terapii. Enkapsulované probiotické bakterie a t&kénkapsulovana probiotika s prebiotiky diky
zachovéni vysSi dlouhodobé ivotaschopnosti tim stability astic jsou rovn vhodné k aplikaci do
potravinaskych vyrobk a doplk stravy s pozitivnimi Ginky na lidsky organismus.

KLi OVA SLOVA: kofein, antioxidanty, nisin, lysozym, tmikrobialni aktivita, enzymy,
enkapsulace, imobilizace, liposomy, polysacharido@stice, prtokova cytometrie, probiotika,
dynamicky rozptyl sutla, analytick& centrifugace.



ABSTRACT

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

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

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

The efficiency of encapsulation was determined B 8/PDA and by spectrophotometry. Long-term
stability of particles and amount of released congod in model/real foods, in model cosmetic
conditions and in a model physiological environmeate monitored too. Size of prepared liposomes
and polysaccharide particles was determined byrdimbight scattering and by light microscopy and
electron microscopy, respectively. Stability of fheticles was measured using a zeta potentiaathnd
prepared particles exhibited good stability. Alaoalytical centrifugation was used to measuremgént o
sedimentation velocity and stability of the prephparticles. The antimicrobial activity were tested
using two Gram-positiveBacillus subtilis Micrococcus luteus two Gram-negativeEscherichia coli
Serratia marcescehsbacteria and one fungal strain€afidida glabraty For determining the
antimicrobial properties of active component angpgred particles two the most widely used methods
were used - agar diffusion method and broth ditutieethod. The viability of probiotic strains were
performed using flow cytometry and fluorescencerascopy.

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

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

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

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

Produkce potravin je jednim ze zakladnich npyslovych odvtvi ve vSech zemich,
kvalita a bezpenost potravin jsou prioritou spebitel , jako i potravinaského prmysl . Pr mysl|
proto stale hleda nové technologie, aby mohl nabigeobky s lepsi chuti, fchuti, texturou, delSi
trvanlivost a vySSi bezprosti. Jsou hledany také nové gpby, jak sni it mno stvi soli, cukru, tuku,
um lych barviv a konzervanich latek v produktech, aSit tim souvisejici onemoani, jako je
obezita, vysoky krevni tlak, cukrovka, kardiovasknl onemocmi, za ivaci poruchy, rkteré druhy
rakoviny (nap. rakovina tlustého stva) a potravinové alergie. Potravisié technologie, materidly a
systémy zamené na zlep3eni kvality, vy ivové hodnoty, bezpeasti a trvanlivosti potravin se tak
stéle intenzivn rozviji. Mezi tyto technologie pdti enkapsulani techniky (zejména mikro- a
nano astice).

Hlavnim cilem jsou pedevsim astice sizenym uvolovanim zapouz@énych biologicky aktivnich
molekul (nap. antioxidanty, stabilizatory, vitaminy, enzymyjnatlatory atd.), které mohou byt
pou ity pro obohacovani potravin, napag potravinovych dopk . Ziskame tak vyrobky s podnim
slo enim, ale vysokou kvalitou, stabilitou aiganou hodnotou. Proto ma trend nanotechnologii
obrovsky potencial, avSak i mnoho otazek, jakogp ilklad vhodn& technologid bezpenost t chto
astic.

Enkapsulace se v potravis&ém prmyslu pou iva ji mnoho let. Nanoenkapsulace v3ainasi dalSi
vyhody. Vy33i biologicka dostupnost otevira rozeatdblast pou iti v dalSich potravinach lidadem
jsou nanoenkapsulace vitamjrantioxidant, barviv, pichuti i konzervanich latek. LepSi optické
vlastnosti nandastic také umo uji pouiti v celé ad vyrobk , jako jsou napklad i iré napoje.
Nanoenkapsulace Ize tak pouit k zachovani slo elp éssad bhem zpracovani a skladovani,
maskovani nejjlemné chut a pichut, izenému uvolovani latek, lepSimu rozptylu ve vod
nerozpustné potravinovychipad a aditivi p iprav inteligentnich obal.

Nové trendy se rozviji i v kosmetickych a farmadadyich aplikacich. S pouitim nové generace
aktivnich latek pichdzi i problémy s udrenim stability vyrobku komplikace pi pouiti vice

U innych latek. To vede technology k vyvoji novyclansportnich systém Hlavnim cilem tchto
novych technologii je najklad dorueni aktivni slo ky pipravku na cilové misto.

V kosmetickém prmyslu se tak nandstice vyu ivaji jako nose aktivnich latek, které umouji
izené uvolovani a pomahaji lepSimu walbani aktivnich latek do poko ky, vlas i neht. Mezi
nej astji pouivané nosie pati liposomy. V medicin je enkapsulace vyu ivana gdevsim k
cilenému transportu 1& do organismu, k vyvoji novych dezinfekich a ochrannych prosdk , k
urychleni hojeni ran, fpadn zefektivn ni diagnostickych metod.

Cilem této prace je vyvijet a testovat vhodné tygstic pipravenych z grodnich material, p ipravit
je ve stabilni form a ov it jejich pou itelnost do potravin i kosmetickychrquukt . A tim ziskat
moderni funkni potraviny a napoje s lepSimi vy ivovymi a serizkymi vlastnostmi a vysokou
p idanou hodnotou. Bpadn kosmetické a farmaceutickéipravky s vysokou funknosti.
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2 TEORETICKA AST

Enkapsulace je definovana jako technologie balemnhych latek, kapalin nebo plynnych materido
uzavenych kapsli, které mohou uvolat svj obsah za definovanych a kontrolovanych podminek.
P ipravené &stice mohou mit pm r n kolika nm a nkolik mm. V potravinaském prmyslu se
enkapsulace z enych dvod vyu iva ji vice ne 60 let, napiklad chrani material pd nepiznivym
vlivem okolniho prosedi (jako je teplota, vihkost, vzduch, #e), ushaduje také manipulaci

s enkapsulovanym materialem [1, 2, 3].

Déle umo uje pozvolné nebo cilené uvolvani, im Ize sniit potebné mno stvi aditiv a
konzervanich latek. izené uvolovani Ize definovat jako metodu, ve které je jedmdo vice

G innych latek k dispozici v po adovaném mist ase, koncentraci a davkovana s po adovanou
rychlosti. K uvol ovani enkapsulovanych slo ek, v zavislosti nasgibu pou iti, Ize vyu it napgklad

zm ny pH, mechanického naf, teploty, enzymatické aktivity,asu, osmotické sily, atd. [1].
Nap iklad pi enkapsulaci aktivnich latek do polymernich nosilochazi k uvolovani hydrofilnich
latek difuzi, zatimco lipofilni sloweniny jsou uvolovany pevan enzymatickou degradaci
proteinového nose v za ivacim traktu [4].

Enkapsulaci lze také pouit k maskovani riggnné chuti (napklad hokd a svirava chu
polyfenol ), zabranni odpaovani tkavych latek, jako je aromaj odd leni slo ek smsi, které by
spolu jinak reagovaly. KromvySe uvedeného ne byt enkapsulace pou ita také k uzeni bunk
nebo enzym, u kterych se rovn vyu iva dalSich technik imobilizace[1, 2].

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

Obrézek 1. Dva zakladni typgstic[5]
Vlastnosti kapsli jako je velikost, slo eni, form& mechanismus uvobvani Ize jednodu3e mit
vyb rem vhodné metodyi materiélu [1]. Existuje celdada technik pro enkapsulaci potravsig/ch
latek. Vzhledem k tomu, e enkapsulované skniny jsou velmi asto v kapalné form mnoho
technologii je zalo eno na suSeni (sprejové suddnadové/mrazové suseni, fluidni vrstva, extruze).
NejstarSi a nejroz&n jSi enkapsulani metodou v potravindkém prmyslu je prav sprejové suseni,
a to zejména diky své flexibilit mo nosti kontinuélni pgpravy a ekonomickému provozu. DalSimi
enkapsulanimi technikami jsou sprejové chlazeni, lyofilizacextruze, emulgace, koacervace,
p iprava liposom a dalSi [2]. Mezi metody imobilizace pazmin na enkapsulace, dale adsorpce,
iontova, kovalentnii afinitni vazba a mnohé dalsi [2]. Bli e se metodénobilizace a enkapsulace
v nuji nasledujici kapitoly.

2.1 Metody imobilizace

2.1.1 Vazba na povrch nosie

Tato technika je nefst jSi formou imobilizace a byla ejm prvnim pikladem bun né imobilizace.
Bu ky jsou vazany na porézni material pomoci fyziké&iniebo chemickych sil, nejst ji adsorpci i
kovalentni vazbou na nosiktery pIni funkci podprného materialu [6, 7]. Vyhody této techniky jsou
jednoducha a rychla imobilizace, minimalni chemieké ny imobilizovanych latek nebo poskozeni
bun k a mo nost reverzibilniho procesu, ktery umoje opakované pouiti. Mezi nevyhody pat
nespecifické vazby, nizkd ochranaeg nepiznivym vlivem okolniho prosedi a vySSi
pravd podobnost uvolmi imobilizovanych slo ek [2, 6, 8].
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2.1.1.1Adsorpce

P i adsorpci jsou aktivni slo ky (gdevSim enzymy) zachyceny na povrch nogiomoci fyzikalnich
sil (van der Waalsovy sily), ale uplaji se i dalSi interakce, jako iontové nebo vod&kmazby a
hydrofobni interakce. Jako nosise nejast i pou ivaji sklo, kemi itany a silikagel. Vyhodou této
metody je jednoduchost, nevyhodou mala pevnostake zavisla na pH, teplgtiontové sile,
koncentraci substratu a pou itém rozpoui¢. Usp3n byla touto metodou imobilizovana lipasa na
praskovy oxid kemi ity a enkapsulovana do silikagelu, kde bylo dosa emySené teplotni stability
[6, 9, 10, 11]. V pipad imobilizace bunk se pou ivaji jako nose devni piliny, porézni sklo,
keramika, aktivni uhli, elatina a ionexové nasi6, 7]. Hlavni vyhodou této metody jeipy kontakt
mezi ivinami, nosiem a bukou. D le it4 je volba vhodné velikosti pér napiklad pi pou iti malé
velikosti dochazi k limitaci difuze [6, 7, 8].

2.1.1.2lontova vazba

lontova vazba je zalo ena na elektrostatickiéadivosti opa n nabitych skupin nose a enzymu. Pro
vazbu zapornnabitych skupin enzymu se jako nosyu iva anex, pro vazbu kladmabitych skupin
enzymu se jako nosivyu iva katex. Velkou vyhodou této imobilizai metody je snadnost navazani
enzymu a velice snadna regenerace [6, 9].

2.1.1.3Kovalentni vazba na nerozpustny nosi

Imobilizace pou itim kovalentni vazby je jednou gjmzSien jSich technik zachyceni enzymu.
Nejv tSi vyhodou tohoto postupu je vysoka stabilita yaziezi enzymem a nogm. Biokatalyzator

je stabilnjsi, je lokalizovan na povrchu nosia tudi v neomezeném kontaktu se substratem [12].
Jako nosie mohou byt pou ity organické latky, ippzené nebo syntetické polymery, musi vSak byt
nerozpustné a mit hydrofobnihydrofilni povrch. K vazb dochazi pes aminoskupiny, karboxylové,
sulfhydrylové, hydroxylové, imidazolové a fenolog&upiny bilkoviny. Je v dy nutné uskuteit
vazbu pes ty skupiny, které nejsou ld ité pro samotnou reakci, aby nebyla ovlivia aktivita
enzymu [6, 9]. Mechanismus kovalentni vazby se mga rovn Kk imobilizaci pr myslov

vyu ivanych mikroorganism. Ke vzniku kovalentni vazby doch&zi mezi aktivnémorganickym
nosiem a bukou v pitomnosti siujiciho reagentu. Vhodnym nosm je pedevSim oxid

k emi ity [8].

2.1.1.4Afinitni vazba

Imobilizace afinitni vazbou je kdy zahrnovana mezi techniky adsorpce. Jedna s¢vo eni pevné
afinitni vazby mezi biokatalyzatorem a nasi vybavenym komplementarnimi afinitnimi ligandy.
Diky existenci nespdu druh afinitnich par nabizi tato metoda rozsahlé mo nosti vyu iti [13].

2.1.1.5Vazba pomoci kovu

Chelatace je vzhledem k relativpevné vazb nosi e a biokatalyzatoru a zarovenadné regeneraci
pou ivana nejastji jako chromatografickd metoda. lontygehodnych kov jsou vazany na povrch
organického nose koordinani vazbou. Nosi vSak neni schopny vazat vSechna koordihanista
kovu a proto jsou rkterd volna pro vazbu s ligandy. Meré postranniet zce aminokyselin (histidin,
tryptofan, tyrosin, cystein, fenylalanin) maji sphost substituovat slabs/dzané ligandy kovovych
iont a umo nit tak vazbu enzymu na kov. Pro chelataei\yu it velké mno stvi pechodnych kov

a vyhoda metody tak spiwd v jeji Siroké pou itelnosti [12].

2.1.1.6Disulfidicky m stek

Zachyceni pes disulfidicky mstek byva nkdy zaazovano mezi imobilizace pomoci kovalentni
vazby. Vznikla vazba mezi thiolovou skupinou cystea aktivovanym noseém je velmi pevnd, avsak
u za pomrn mirnych podminek lze tuto vazbu rozst [12].
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2.1.2 Cross-linking (zesit ni)

Tvorba pi nych vazeb (cross-linking; zegif) je ireverzibilni technikou imobilizace gdevsim
enzym , ktera nevy aduje nosi Metoda vyu iva siovaci inidlo, kterym je nejastji glutaraldehyd.
Glutaraldehyd je levny a Siroce dostupny pronmyslové vyuiti, avS8ak pro zesiti n kterych
enzym nevhodny; v takovych fpadech se vyu iva jinychinidel, nap. dextranu i diazoniovych
soli [12].

2.1.3 Entrapment - zachyceni v porovitém materialu

Entrapment (zachyceni) je ireverzibilni metodou lkifizace, kde jsou biokatalyzatory zachyceny
uvnit vhodné matrice. Nejde it jSim faktorem determinujicim innost metody je vyl vhodné
matrice, pedevsim z hlediska mno stvi a velikosti jejich péde dleité zabezpeit inkorporaci
dostateného mno stvi biokatalyzatoru do matrice. Imobitizazachycenim v pérovitém materialu je
nejb n ji pouivana metoda imobilizace mikrobialnich bén Vhodnymi organickymi nosi jsou
agar, alginat, chitosan;karagenan, kolagen polyvinylalkohol a elatina. Mpou ivané anorganické
nosi e v této metodpati polystyren, polyuretan azné silikatové gely [6, 12].

2.1.4 Enkapsulace

Enkapsulace je dalSi ze zékladnich forem imobiézatprocesu enkapsulace je enkapsulovana slo ka
obalena asten propustnou membranou, nastji ve form kapsule. Membrana umauje vstup
okolniho prostedi do nitra astice, avSak zamezuje Uniku aktivni latky do pesit Velikost por
membrény je tedy hlavnim determinujicim faktoreto @etody. Membrana musi umavat pistup
substratu a nutrient ale zarove biokatalyzator ochranit pd nepiznivymi podminkami vnjSiho
prostedi [12]. Princip metody je nejstji zaloen na polymerace gelu provad v prostedi
enkapsulované aktivni slo ky. Pro tentoeliimobilizace se pou iva nejst ji agar, agarosa elatina,
alginét, karagenan a dalSinedni polymery [6, 9, 14].

2.2 Metody enkapsulace

2.2.1 Sprejové suSeni

Sprejové suseni je nejrozsm jSi a nejstarSi enkapsutd metodou pou ivanou v potravirgkém

pr myslu. Touto metodou je ipravovano 80-90%astic v potravindtvi, astice jsou ppravovany

v dobré kvalit a jejich velikost je mensi ne 40 um. Velikoststic vSak zavisi na povrchovém nip

a viskozit kapaliny, na rychlosti sprejovani a jeho teplotastice pipravené touto metodou spiji
adouci senzorické a texturni vlastnosti [1,2]. @ &#chnika se pou iva k fprav suchych a stabilnich
potravinaskych pidatnych latek a jchuti. Proces je Usporny a flexibilni [1].

Jedinym omezenim této metody je vhodny obalovy ri#tektery musi byt rozpustny ve vad

Typickym obalovym materialem jsou arabska guma,tadaixtriny, modifikovany Skrob a jejich

sm si. Ostatni polysacharidy (alginat, karboxymethlylmessa, guarova guma) a proteiny (syrovatkove,

sojové proteiny, kasein) mohou byt také pou itygadbalovy material, ale jejich pou iti je drasi a
asov naron jSi z d vodu jejich nizké rozpustnosti ve vodK enkapsulaci doch&zi homogenizaci

enkapsulované aktivni latky s obalovym material&m.s je poté pomoci vysokotlakych trysek nebo
rota niho rozpraSova sprejovana do prostoru susarnyh&m tohoto procesu dochazi k tvofidmu

na povrchu kapek. Diky horkému vzduchu pak, dock@mpaeni vody a ke shromaovani &stic na

dn suSéarny. Dle iti je volba spravné teploty suSiciho vzduchby amedochazelo k phati astic a

degradaci teplotnsenzitivnich aktivnich latek [1, 15].

Sprejové suSeni se v pnyslovém m itku pouiva rovn p i enkapsulaci probiotickych kultur.
Bu ky v polymernim roztoku jsou unaseny do horkéhdcshé vzduchu a zde jsou prudce vysuSeny.
Mikrokapsle jsou pak jpraveny ve form suchého prasku [16, 17].
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Nejd le it jSim bodem je volba vhodné teplotyiyvdd ného vzduchu. Nizka teplota vzduchu sni uje
rychlost odpaovani vody, co vede k tvorbagregat. Naopak pilis vysoka teplota vzduchu ne
nepizniv ovlivnit ivotaschopnost burk. Mikrokapsle v podob suchého prasku Ize dlouhou dobu
skladovat a manipulace s nimi je velmi jednodud@ [L7].

2.2.2 Sprejové chlazeni

Sprejové chlazeni je obdoba technologie sprejovéiieni. Jednd se o nejlej metodu pro
enkapsulace organickych i anorganickych latek. Sraktivni latky a obalového materialu je
vst ikovana do chlazeného prostoruigadn jsou drobné kapky chlazeny i proudem vzduchu. Tato
technika tedy neni zalo ena na principu odp&ni vody. Kapsle se vytviaztuhnutim obalového
materidlu kolem jadra tveného enkapsulovanou latkou.i Réto metod se jako nosie hojn
vyu ivaji lipidy, zejména oleje nebo jeho derivatiicmén Ize pou it Sirokou Skalu material
Mikrokapsle pipravené technologii sprejového chlazeni, jsou zpustné vod v d sledku své
lipidové vrstvy a vtSinou jsou pouivany kenkapsulaci ve vodozpustnych latek (mineraly,
vitaminy, enzymy, dchut ...), které tvoi jadro [1, 15].

2.2.3 Extruze

Tavenina slo ena ze sacharosy, Skrobu, maltodextmgukosového sirupu nebo z dalSich mono- a
disacharid i jejich smsi je emulgovana s enkapsulovanym materialem dapeoia pes otvor i
otvory trysek. Poté jsou proudy odkapavajiciéstic zchlazeny chladnym prastim a dehydrataci
rozpoustdlem, pi em k enkapsulaci aktivni latky dochazi ztvrdnutibalového materidlu p
kontaktu s timto rozpou&tlem. Nejastji se pou iva isopropanol a tekuty dusikastice pipravené
touto metodou jsou ve vodozpustné a jejich velikost se pohybuje v rozmeeizi 200-2000 m

[1, 15. Diky elektrostatické extruzi Ize touto metodouppavit i malé astice, a to astice okolo 50
um. Alternativni metodou mohou byt takéippavovany nagklad sférické kapsle s hydrofobnim
jadrem a hydrofilnim obalem [2]. Vyhodou technologixtruze je, e enkapsulovany materiél je zcela
obklopen materialem tvitim stny kapsle. astice jsou tak velmi odolné a stabilni, velrasto se
pou ivaji k enkapsulaci latek podléhajicich oxidacilatek s pozvolnym uvobvanim [1]. Extruze je
také b n vyuivana metoda pro enkapsulace mikrobialnich kurPi této metod se polymerni
roztok nejprve smicha s mikrobialni kulturou a potaytla uje tryskou jako kapky do roztoku
zesiovaciho inidla. Mezi faktory, které ovlivuji velikost pipravovanych kuliek, je prm r trysky,
viskozita, teploty, rychlost ptoku polymerniho roztoku a vzdalenost otvoru trysiy siujiciho
roztoku. Mezi hlavni vyhody metody extruze je jedachost vyroby, ni3i naklady a vysoka
ivotaschopnost burk. Vhodnymi polymery jsou op chitosan, alginat a dalSiipdni polymery.

| kdy mé& metoda vySe uvedené vyhody, ve velkémnprslovém m itku nedosahuje po adované
efektivity z d vodu vysSich naroku na pet trysek a jejich udr eni sterility dstoty [16, 17].

2.2.4 Tvorba polymernich kapsli

Metoda pracuje na principu igapavani roztoku nebo taveniny do elirujici vytvrzujici
lazn [2, 15]. Napiklad alginét je touto formou Usgn pou ivan k enkapsulaciady aktivnich slo ek

v etn mikrobialnich bunk, které si udri svou ivotaschopnost iipdlouhodobych kultivacich
[18].V p ipad enkapsulace buf je velmi d le ité zajist ni snadnou difuze pro substraty i produkty
[6]. Alginat jako materidl ziskavany zippdnich zdroj m e obsahovat zbytkové nistoty (proteiny

a polyfenoly, lipopolysacharidy), které mohou Zjistostatenou vy ivu pro enkapsulované bky,
rovn vSak mohou omezovat jeho biokompabilitu a tirel pou iti ve farmacii [6, 18].

Alginatové kapsle se obvykle ipravuji kapanim bunné suspenze v roztoku alginatu dougtiho
roztoku dvojmocného iontu. Ve t§in p ipad je pou ivan C&', jsou znamy i studie za pou iti Ba
kde bylo dosa eno \3i pevnosti, aviak barium nevynika biokompabilimko vapnik [18].

15



Podobnym zpsobem jako alginat Ize také pou itkaragenan, ktery se zegjeme pomoci vapniku,
nebo drasliku [6, 16, 19]. Kapajicim nastrojem enbyt jednoduSe pipeta, #a ka, tryska, i
rozpraSova. Vlastnosti astic, jako je nagklad velikost, I1ze mnit pou itim r zné teploty, tlaku p
enkapsulaci, koncentraci nosj i tvaru a velikosti trysky [2, 15].
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Obrazek 2. Imobilizace buk do alginatovych kapsli [20]

Prvni kuli ky z alginatu vapenatého byly poprvéppaveny v roce 1980. Alginatovéastice byly

p ipraveny i pou itim opaného postupu, kdy byla ipravena sms enkapsulované slo ky v roztoku
chloridu vapenatého aigavana do roztoku alginatu[20].

Mezi pou ivané nosie pati tedy alginat, dale modifikovany Skrob, celuloagar, agarosa, karagenan,
kolagen, chitosan, celulosa a dal3fquni polymery [1, 20].

2.2.5 Emulgace

DalSi hojn vyu ivanou metodou je metoda emulzifikace. Vyu isé nejastji v p ipad enkapsulace
ve vod rozpustné aktivni latky. Existuji diombinace, emulze voda/olej nebo emulze olej/voda.
Emulze nejastji vznikaji mechanickym zpsobem: pomoci homogenizérmixér , michadel, v
koloidnich mlynech. Je mo né idat i emulgéatory a stabilizatory pro zvySeni jejstability [2, 21].
Emulze je poté mono susit znymi zp soby, jako je sprejové susSeni, nebo lyofilizacetak
produkovat astice ve form prasku. Tyto suSené emulze mohou byt pou ity @au potravingkych
vyrobk [2]. Technika emulgace je Siroce pou ivanou enkig$i metodou i rznych mikrobialnich
bun k. Rozptylené vodné kagiy monomeru a burk, michané v organické sii vytvoi emulzi.
P idavkem polymerizaniho inidla, dochazi ke vzniku kapsli. Kapsle jsou ndsle ziskany
odsted nim. Vhodnym netoxickym noem v této metodje napiklad chitosan [20]. Velikost kapsli
Ize ovliv ovat rychlosti michanii koncentraci pou ité povrchovaktivni latky. Metoda emulgace
vSak vede ve Sin pipad ke vzniku kapsli s Sirokou distribuci velikostilaMni nevyhodou této
metody je potencialni toxicita pou itych organickycozpoustdel. K piprav emulzi Ize tak vyu it
olej , avSak odstrami oleje ze snsi je slo it jSi a ekonomicky narm jSi ve srovnani s organickymi
rozpoustdly [16, 17].

2.2.6 Fluidni vrstva

Fluidni vrstva je technika enkapsulace, kde se meamsulovanou latku nanési ochranny povlak.
Nanéseni je kontinudini proces, kde je na aktiétku v proudu vzduchu ipkonkrétni teplot
nanaden atomizovany material, tod st nu kapsle. Mezi nejpou ivaisi materialy tvoici stnu
astic pati roztoky celuldzy, Skrobu, kterych bilkoviny a jejich derivaty [2].
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V poslednich letech se objevuiji takéstice z lipid, hydrogenovanych rostlinnych olejmastnych
kyselin, emulgator, vosk a jejich smsi. Pvodn byla tato metoda vyvinuta pro farmaceuticky
pr mysl, stéle astji se vSak pou iva i v potravindkém prmyslu. Mezi hlavni vyhody této metody
pati vznik mikrokapsli, které vynikaji stabilitou, otaschopnosti, texturou a dobrou
manipulovatelnosti. Technologie fluidni vrstvy smipva k enkapsulaci Siroké palety potravisi&/ch
aditiv. Fluidni technologii ovlivuje ada faktor jako je poloha trysky, pou iti chladnéhd horkého
vzduch, koncentrace obalové latky, rychlost atopezatd. Fluidni vrstva se pouiva négad

k ochran eleza, k enkapsulaci kyseliny migé, kyseliny sorbové, kyseliny octové, vitamia jejich

sm si, hydrogenuhlitanu sodného a dalSich soli s uplatim zejména v pekarenském a masném
pr myslu [1, 15].

2.2.7 Koacervace

Koacervace je metoda,ifkteré dochazi k rozdeni polymerniho roztoku na dwnemisitelné kapalné
faze, z nich jedna bohatd4 na makromolekularni métse oznauje jako koacervani faze, a druha,
z ed n4, se nazyva koacervd médium. Koacervani médium pak tvad jadro astice a koacervai
faze jeho obal. Koacervace selidpodle mechanismu na jednoduchou a komplexnindeucha
koacervace je ¢, kdy separace nastava vitpmnosti jednoho typu makromolekularni latky,
komplexni koacervace probih& vitpmnosti dvou a vice opa nabitych polymer. B hem procesu
koacervace se tedy vytvadrobné kapky, které se usazuji nebo spojuji avaviytodd lenou
koacervovanou fazi. Pokud jsou v roztokit@mna jadra, kapky koacervatu se kolem nich hrdraad
po pidani vhodného sbvaciho inidla vytvai st nu koacervat. Michanim roztoku se me p edejit
shlukovani a sedimentaci kapek koacervatu. ktarych pipadech je nezbytny folavek stabilizatoru,
aby nedochézelo ke koagulaci vyslednych mi&stic. Tvorba mikroéstic koacervaci obvykle
vy aduje dalSi kroky pro jejich zpevni. T mi mohou byt relativh jednoduché procesy vedouci
k odstranni zbytkového rozpou&tla, nap. sni enim teploty a proplachnuti srd ecim roztokaebo
stabilizace siovacimi inidly [1]. Kapsle se obvykle oddl filtraci nebo odstd nim, promyji
vhodnym rozpouStllem a nésledn vysuSi. Nejastji pouivanymi materidly vtéto metodje
kombinace elatiny a arabské gumy. DalSimi monadstnjsou napiklad elatina-
karboxymethylcelulosa, elatina-gliadin, polyvinjkahol, karagenan,chitosan, sojovy protein,
dextran atd. Jednou z mo nosti je také vyu itineiky vicevrstvé koacervace. Tento postup zahrnuje
vytvo eni vicevrstvych kapsli, tak e na sy kapsle je aplikovana dalSi vrstvamych koacervanich
fazi. Metoda koacervace ma takékteré nevyhody. Tento proces je velmi nakladny anpo

slo ity. DalSim problémem klasické koacervace jennenost enkapsulace za laboratorni teploty, tedy
enkapsulace kavych latek a latek citlivych na teploeSenim m e byt odd leni koacervanich fazi
pomoci Upravy pH, faze se odid vodna faze se nahradi velkym mno stvim enkapgahé aktivni
slo ky, které ma laboratorni teplotu. Dochazi teklyychlému snieni teploty v celém systému.
Vysokda teplota psobi jen velmi kratce a nedochazi tak k degradairaam aktivnich latek [15].
Koacervace je velmi innou metodou imobilizace i pro imobilizace mikralmich bunk, ale jedna se
o nakladny proces [16, 20].

2.2.8 Lyofilizace

Lyofilizace je také jednou z enkapsutich technik. Pou iva se k enkapsulaci ve vedzpustnych

p irodnich aromatickych latek, esenci a materdtlivych na teplo. Hlavnimi nevyhodami lyofilizac

je vSak vysoka vstupni energie a dlouha dolpravy. Krom toho, v prb hu zpracovaniéstic s
otevenou porézni strukturou dochazi mezinaou latkou a okolim k nedostateé ochran [1, 2].
Nosi a aktivni latka se nejprve rozpousti ve vadnasledné zmrazuji. Za sni eného tlaku (vakua) je
odstranna voda pomoci sublimace. Rtly se u ivaji tzv. kryoprotektanty, které maji @kol chranit a
stabilizovat citlivé slo ky pi mra eni [21].

17



Lyofilizace se vyuiva i vpipad enkapsulace buk. ivotaschopnost burk v pipad pou iti
lyofilizace je v mnoha ppadech vy3Si ne ppou iti nap iklad sprejového suseni. Nicmépot ebné
zmra eni ped samotnou lyofilizaci rovnzp sobuje aste nou ztratu viability burk[16, 17].

2.2.9 Kokrystalizace

Kokrystalizace je enkapsulai technika vyu ivajici jako z&kladni material tiwiho stnu astic
sacharézu. Cukrovy sirup se koncentruje despceného stavu a udr ujeipteplot dostaten
vysoké, aby se zabranilo krystalizaci. Enkapsulgvamateridl se poté mé& do tohoto
koncentrovaného sirupu a za mechanického michadhadd k postupné krystalizaci a saané
enkapsulaci aktivnich slo ek. Enkapsulovany prodsetpoté susi na po adovanou vihkost (pokud je
to nutné) a idi dle velikosti. Dle itym faktorem je izeni krystalizace pomoci teploty a rychlosti
michéni. Vyhodou metody je jeji jednoduchost, aiékdstic v suchém stavu (snazSi manipulace),
vysoka dostupnost zakladniho materialu a Sirokdaskao nosti aplikace v potravingkém a
farmaceutickém pmyslu [1].

2.2.10 Enkapsulace do liposom

Mechanismus pro vytveni liposom je v podstat hydrofilni a hydrofobni interakce mezi fosfolipidy
a molekulami vody [2]. Liposomy jsou definovany gaalé sférické vezikuly, které jsou vytemy z
jedné nebo vice lipidovych dvojvrstev, které jsoeva n tvo eny fosfolipidy. Do liposomm e byt
enkapsulovdnaada aktivnich latek, pem hydrofobni latky jsou enkapsulovany do lipidové
dvojvrstvy a hydrofilni latky do vnihiho vodného prostdi [22].

2.2.10.1D leni liposom

Liposomy mohou byt gpraveny s rznym povrchovym nabojem v zavislosti na pou itérsftdipidu,

o r zné velikosti i potu lamel (unilamelarni, multilamelarni). VSechnyrgraetry jsou zavislé na
zvolené metod p ipravy a chemickém slo eni liposomNaboj je nezbytny pro zajisti stability.
Liposomy sloené z neutralnich fosfolipidjsou nachylné k agregaci a nasledné sedimentaci.
Unilamelarni liposomy jsou ohraminy pouze jednou dvojvrstvou membranou, velikdsttic se
pohybuje v rozmezich od 25 do 1 000 nm. Oproti amftelarnim liposomm maji vyhodu ve vysoké
enkapsulani U innosti ve vod rozpustnych aktivnich latek. Multilamelarni liposy maji nejmeén
dv dvojvrstvé membrany, jejich velikost se pohybujes® do 10 000 nm [22, 23].

U t chto liposom Ize vSak opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanimaldwmut zwvtSeni
uzaveného objemu a tim také dosahnout vy3Si enkaggulannosti [22, 23].

Pro pipravu liposom r zné fosfolipidy. V pipad potravindskych aplikaci se negstji pou iva
lecithin a cholesterol. Lecithin neboli fosfatidgtlin je ziskavan negstji z p irodnich zdroj
(vaje ny loutek, séjové boby), ale I1ze ho vSakigravovat i synteticky. Cholesterol je pou ivan pro
zlepSeni stability lipidové dvojvrstvy. Stabilitpdsom Ize také zvySit pota enim povrchu itym
polymerem, jako je najklad polyethylenglykol nebo chitosan [24, 25].

2.2.10.2Techniky pipravy liposom

Z&akladni metodou pro fpravu liposom je metoda hydratace fosfolipidového filmu, kde luxi
odpaenim roztoku fosfolipidu v organickém rozpowufie ke vzniku tenkého filmu na stach baky.
Po pevrstveni tohoto filmu vodou dojde spontanke vzniku liposom. Liposomy lze rovn

p ipravit pidanim vodného roztoku k roztoku fosfolipidu v ongekém rozpoustle a odpaenim
tohoto rozpousdla. V tomto pipad po pidani vodné faze vzniknou nejprve reverzni micely.

P i odpaovani rozpousdla doch&zi postupnrk jejich kolapsu za vzniku liposomV p ipad obou
metod jsou powuSinou pipraveny multilamelarni liposomy. Unilamelarni lgmmy Ize pomrn

shadno gdpravit U inkem ultrazvuku na vodnou disperzi fosfolipife2, 23, 24, 25].
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Alternativni metodou pro fpravu unilamelarnich liposonje takté tzv. injekni metoda, p které se
injek ni stika kou s Uzkou jehlou vdkuje alkoholicky roztok fosfolipid do vodné faze. Liposomy
lze dale upravovat neboimo pipravovat pomoci extruze, kdy jsou liposomgtta ovany pes pory
filtru. Lze tak ziskat unilamelarni liposomy o si@jvelikosti. Na zaw lze u vSech typ liposom
pou it metodu lyofilizace k gprav stabilnich preparatpro dlouhodobé skladovani [22, 23, 24, 25].

2.2.10.3Aplikace liposom

Liposomy Ize pou it k enkapsulaci hydrofilnich i drpfobnich latek, jsou vyu ivany k aplikacim do
potravinaského, kosmetického i farmaceutickéhomyslu. Jsou vhodnym kandidatem k enkapsulaci
peptid , nizkomolekularnich latek jako jsou vitaminy aiexilanty, ale i enzym Velky potencial
ma aplikace antimikrobialnich latek, négad lysozymu. Uinnost enkapsulace do liposom e byt
ovlivn na nkolika parametry, jako je koncentrace fosfolipid jejich slo eni, pH, koncentrace a
velikost enkapsulované sloky, velikost liposoma hlavn interakce mezi fosfolipidy a
enkapsulovanou aktivni latkou [24, 26, 27].

Za U elem pipravy liposom pro potravingké uely, je nutné splnit zakonné po adavky, tykajici se
pou itych rozpoustdel. Liposomy pipravené metodou za pou iti toxickych rozpoufdl tedy neni
mo né aplikovat do potravin [25].

%% iofiln latky

nh W ok
nE

hydrofilni latky

2.3 Nej ast ji pou ivané nosi e p i enkapsulacich

V p edchozich kapitolach byla u vybranych aplikaci wredcelaada latek, které Ize pou it kznym
typ m enkapsulace. Nasledujici podkapitolyeldedn shrnuji nosie pou ivané v potravingtvi.

P esto e existuje velké mno stvi latek, které mohoft pou ivany k enkapsulacim, mnohé nasi
které jsou vyu ivany pro enkapsulaci v jinych pryslovych odvtvi, nelze pou it v potravingkém

pr myslu.

Latky pouivané k enkapsulacim v potraviséém prmyslu musi byt certifikovany pro pouiti
v potravinastvi a musi byt zazeny mezi aditiva, které patlo skupiny “vS8eobecnpova ovanych za
bezpené “ (GRAS - Generally Recognised As Safe). Malgrigou ité k enkapsulaci musi byt
po ivatelné, biologicky odbouratelné a schopné itvbariéru mezi vnini fazi a okolim. VtSina
pou itych material pro enkapsulace v potravis&ém prmyslu jsou biomolekuly, které musi
spl ovat urité zakladni podminky. Musi byt schopné zadr ethaaait aktivni latku v kapsli lhem
zpracovani a skladovani zaznych podminek a po wnou dobu. Rprava kapsli by ma byt
jednoduchd a umoovat snazSi manipulaci s enkapsulovanym materialeastice by mli mit
vhodné reologické a vlastnosti a pou ity materigirtem | reagovat s enkapsulovanou aktivni latkou.
Nej astji pouivané materidly pro enkapsulace v potravékdch aplikacich jsou zejména
polysacharidy, hlavn 8krob a celul6za a jejich derivaty, dale rostlirmédrakty jako je napklad
arabskd guma, extrakty z nsaych as, jako jsou karagenany a alginat, dale mikrobialrivo iSné
polysacharidy, jako je dextran, chitosan, xantgeléan. Vhodnymi materialy jsou vSak i bilkoviny a
tuky. Pikladem nejb n ji pou ivanych jsou mléné a syrovatkové proteiny, kasein, elatina, gluten
mastné kyseliny, vosky, glyceridy a fosfolipidy. [€@roces enkapsulace musi byt navr en tak, aby
byly spin ny bezpenostni po adavky Evropskéhoadu pro bezpeost potravin (EFSA) [2].
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2.3.1 Agar

Agar je linearni polysacharid tveny -D-galaktopyranosou a 3,6-anhydrd--galaktopyranosou
stidav spojenymi glykosidickymi vazbami. Agar je zakladstrukturou ady druh ervenych
mo skych as. elirujici vlastnosti agaru jsou Siroce vyu iwa ve farmaceutickém, kosmetickém
a potravindském prmyslu. Napiklad kombinace agar-elatina je hojnpouivané metoda k
imobilizaci bunk [6, 28, 29].

2.3.2 Agarosa

Agarosa je neutralni podni polysacharid izolovany zrvenych maskych as [30]. Zakladni
stavebni jednotkou je agarobiosas&benim tepla dochazi k tvorgelu, pro zesihi je nutné agarosu
roztavit pi teplot vy3Si ne 85°C. Agarosové kapsle jsou makroporézmhaji uplathni v ad
praktickych aplikaci. Mohou byt vhodné phromatografické separaci, v 1éktvi a farmacii, hojnse
vSak vyu ivaji pi enkapsulaci burk a v potravingském prmysl jako elirujici a stabilizani inidlo
[6, 30].

2.3.3 Celulosa
Celulosa je nejroz&n jSi organickou sloteninou. Vyskytuje se jako zakladni strukturni pabtsarid

bun nych stn vySSich rostlin. Celulosa je vysokomolekularmieérni polymer D-glukosovych
jednotek, je nerozpustna ve voa ed nych kyselinach, zasadach a3in rozpoustdel, rozpousti se
v koncentrovanych kyselinachim dochazi k rozkladu celulosy na rozpustné fragtmecellobiosu,
p ipadn ina D-glukosu. Nativni celulosa se hojwyuivd v potravinaském prmyslu. V tSi

uplatn ni méa ovSem modifikovana celulosa [6, 31].

2.3.4 Skrob

V tSina nativnich Skrob se sklada z amylosy a amylopektinu, dvou homojalyarid slo enych

z molekul -D-glukopyranosy. V dnesni dolse nativni Skroby znym zp sobem modifikuji, aby se
nevhodné vlastnosti omezily nebo aby se wyjtyoskroby s jinymi viastnostmi. Skrob je jednou
znejd leit jSich slo ek v potravingkém, textilnim, l1ékakém a chemickém pmyslu. Skrob je
stéle vice vyu ivany jako nosiz d vodu jeho nizké ceny, Siroké dostupnosti a neSkstiligy 32].

2.3.5 -karagenan

-karagenan je pozen se vyskytujici polysacharid izolovany z reké ervené asy. Je snadno
dostupny, netoxicky a o vysoké molekulové hmotnd3ilymer je slo eny z opakujicich se jednotek
-D-galaktosy sulfatu a 3,6 anhydreb-galaktosy. -karagenan lze snadno epést na gel
v p itomnosti kovovych iont, amin , aminokyselinovych derivata ve vod rozpustnych organickych

rozpouStdel. -karagenan byl Gsgn pouit k enkapsulacim aktivnich slo ek potravin etn
probiotickych bunk [33, 34].

2.3.6 Polyvinylalkohol

Jedna se o bily krystalicky praSek. Polyvinylalkdojgodostupny, netoxicky, odolny vi organickym
rozpoustdl m a rozpustny ve vod Ve vod nerozpustnym se ne stat pou itim siovacich inidel,
svym chovanim tedy ppomina elatinu [7, 20,35, 36]. Samotny neniilip pevny, ale kapsle
Z polyvinylalkoholu siované s roztokem kyseliny borité jsou velmi pevné/lkeazuji dobré elastické
vlastnosti, PVA Ize pou it také ve formvlaken nebo félii. Pou iti polyvinylalkoholu jakgelového
nosi e ziskava pozornost v poslednich letech. Znamomyslovou aplikaci polyvinylalkoholu jsou
kapsle ve tvaruo ky s imobilizovanymi bukami vyrab né pod nazvem LentiKat [20, 35, 36].
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2.3.7 Chitosan

Chitosan je grodni polysacharid, ktery se ziskava deacetylddfine. Chitin je to pirodni
polysacharid, ktery se hojivyskytuje u hmyzu a hub. Chitosan se pou ivan ikagané biochemii a
medicin jako nosi ji n kolik let. Je biokompatibilni, malo toxicky, biodeglabilni a m& schopnost
vytva et vlakna i filmy. Velikost 4stic, hustota, viskozita, molekulova hmotnostupest deacetylace
jsou velmi dleité vlastnosti chitosanu. Chitosan je nerozpyste vod a v organickych
rozpousStdlech. Rozpustny je veed ném vodném kyselém roztokui pH pod 6,5 [14, 37].

2.3.8 elatina

elatina je rozpustny protein ziskanyastenou hydrolyzou kolagenu, ktery je hlavni slo kou
chrupavek, kosti, ki a koek. Vzhledem ke své vynikajici biokompalibi, biologické
odbouratelnosti a mechanické pevnosti jsou hydyogel bazi elatiny pova ovany za idedlni
biomateriél. Jsou znamé dva druhy elatiny v z&stlna jeji piprav : elatina typu A (isoelektricky
bod pi pH 8-9), elatina typu B (isoelektricky bodigH 4-5), které byly ziskany v ramci kyselych a
zasaditych podminek. Zejména v potravisk&m prmyslu se zvySuje vyu iti elatiny jako nos pi
enkapsulaci. elatinové kapsule s imobilizovanynktignimi slo kami vytvo ené pomoci sprejového
suseni jsou pou ivany ji adu let [38, 39].

2.3.9 Alginat

Alginat je nerozvtveny pirodni polysacharid slo eny z mannuronové a gulokegnkyseliny. Tento
kopolymer je dle itou sou asti as. Alginat je také produkovadadou bakterii, komen dostupny je
vS8ak pouze alginat izolovany z nsgych as ve form sodné soli. Diky své schopnosti zesita
tvorb hydrogel se alginat hojn vyu ivd k enkapsulaci celého spektra lateketn samotnych
mikrobialnich bunk [20, 40].

Alginat je extrahovany zeitdruh hn dych as a obvykle prodavan jako sodnd. sAlginat je
rozpustny ve vod a tvoi sit v pitomnosti dvojmocnych kation(nej astji Ca, Ba, Sr). Obecn
plati, e polysacharidy jako jsou alginaty, se vganji polydisperzitou molekulové hmotnosti a z
tohoto d vodu se pou iva jako molekularni hmotnost jejichmrrnd hodnota. Molekularni hmotnost
p itom udava fyzikalni vlastnosti polymeru, p ili8 nizké hmotnosti se shi uji mechanické vlasthos
Distribuce molekulové hmotnosti ma tak vliv na kahkpabilitu, stabilitu, mechanickou odolnost,
prodysnost, biologickou rozlo itelnost a tvorbu geklginat se hojn pou iva v potravindstvi jako
zahuSovadlo, emulzifikadtor a stabilizator, naSel takdatipni ve farmaceutickém pmyslu jako
pomocna latka s mukoadhezivnimi vlastnostmi. Pratiidie popisujici pouiti algindtu na
mikroenkapsulace byla publikovana vroce 1980. ¥ asné dob je tento polymer negstji
pou ivanym materialem pro bunmé enkapsulace [18].

2.3.10Pullulan

Jedna se o extracelularni polysacharid produkaMaireobasidium pullulansv souasné dob stale
vice vyu ivan diky svym vlastnostem. Pullulan némicky, imunogenni, karcinogenni a mutagenni.
Suchy pullulan je bily pradSek, bez zapachu. Polyaad pullulan je dole rozpustny ve voda ve

z ed nych zasadach, nerozpustny v alkoholech a orgaciickgzpoustdlech. V poslednich letech je
zkouman pro biomedicinské&ly, pro cilené terapie, ihojeni ran a jako nosié iv [41, 42].

2.3.11 Syrovatkoveé proteiny

Hlavnim syrovatkovym proteinem jelaktoglobulin. Vyroba &stic pomoci syrovatkovych proteije
asto provadna v kombinaci s dalSimi polysacharidy, jako jetaddn nebo alginat. V posledni dob

se syrovatkové proteiny pou ivaji k potahovaastic z algindtu nebo pektinu pro zvySeni stabpity

enkapsulaci mikroorganism ale také pro gpravu samostatnychastic napiklad pro imobilizace

probiotik [43, 44].
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2.3.12 Lecithin a cholesterol

Lecithin je vyznamn& chemikdlie proipravu liposom. Pati mezi fosfolipidy. Z chemického
hlediska se jedn& o fosfatidylcholin. V potravin&s nachazi pdevsim ve vnihostech, v sadle,
masle, obili, zelenina rostlinnych olejich. Hlavni obsah lecitinu je wae ném loutku, ktery je
celkov bohaty na fosfolipidy. Pmyslovy lecithin, vznikly pi rafinaci rostlinného oleje, obsahuje
acylglyceroly, steroly, volné mastné kyseliny, tiidoly, barviva a dalSi str ené latky. V potravimac
se pou iva pi p iprav t sta, jako emulgator pvyrob majonéz nebo ke sni eni viskozityi yyrob
okolady. Cholesterol je vyznamnou slo kou iM8nych plazmatickych membran a v menSiarde
vyskytuje také v membrarvnitrobun nych organel [45].
Cholesterol je metabolickym prekurzorem steroidriiomon, vyskytuje se pdevsim ve vaj@ém
loutku, mozku, svalovin, mléku, syru i s&dlu. Zdravotni problémy jsou spojeny srmosem
cholesterolu v lipoproteinech s nizkou hustotou () [xe steva do krevniho othu. Dochazi k
vylu ovani lipid a ucpani tepnyi ily. P i enkapsulaci je diky své amfifilni povaze chopenenit
se do fosfolipidové dvojvrstvy a stabilizovat tédsomy, jeho pou iti v potravingdkém prmyslu je
v3ak omezené [45].

2.4 Vyu iti enkapsulace v potravina ském, kosmetickém a farmaceutickém
pr myslu

V posledni dob se potravingky pr mysl zam uje na navrhovani potravin, které maji pozitivii vl
na lidské tlo. Tyto vyrobky jsou oznavany jako funkni potraviny. Princip funknich potravin je
zalo en na obsahu aktivnich latek, které mohou Wgtvyrobku obsaeny i jrozen, ale jejich
prospSné vlastnosti jsou limitované. Tyto potraviny syt zam uji na zachovani maximalni
biologické aktivity tchto latek bhem procesu zpracovani a skladovani. DalSi furkggskytnuti
aktivni latky do cilového mista vie. Funkni potraviny musi také spdvat po adavky spotbitele,
CO je zejména cena a organoleptické viastnostinaposledniad U innost t chto vyrobk musi byt
prokdzana a zdokumentovana. Hlavni ciledosti funk nich potravin jsou zameny na prevenci
obezity, osteopordzy, svnich poruch a srdeich chorob, dale sni eni hladiny cholesterolu a
krevniho tlaku, zlepSeni psychickych a fyzickychkest , nebo prevence rakoviny a cukrovky.
Vymezeni mezi potravinami a Iéky se stava vtomtépau velmi obtind. V Evrop, proto
formuloval v roce 1998 International Life Scienesstitute (ILSI), definici o funknich potravinach:
potravina m e byt pova ovana za "funkni, je-li dostaten prok&zéano, e ovlivuji pozitivn jeden
nebo vice cilovych funkci v lidskémlé, mimo pirozené vy ivové Uinky, a to zpsobem, ktery je
relevantni pro lep3i zdravotni stav a pohoidsni eni rizika onemocmi. Podle této definice, funki
potraviny musi zstat potravinami a prokazat svénky v mno stvi, ktera Ize cekavat, e bude bn
konzumovano ve stravTo znamena, e funki potraviny nemohou byt podavany ve forgilulky
nebo kapsle, ale pouze jako sast hormalni stravy [46, 47].

Evropsk& unie vydala v roce 1997 také msmti o tzv. "Novel Foods". Za Nové potraviny jsou
pova ovany: (i) potraviny, které byly vyrobeny s vwu technologii, ktera nebyla ide pou ita

v potravinaském prmyslu, nebo (ii) potraviny, které obsahuji fyzioidky aktivni slo ky, které
nejsou pirozen se vyskytujici v dané potravinnebo koncentrace aktivni slo ky je podstatry3si
ne v p vodnim produktu. Tyto potraviny musi projitgs pisné hodnoceni bezpwosti. Také funkni
potraviny Ize klasifikovat jako nové potraviny, dk zdravi prospsné tvrzeni nelze do této kategorie
za adit [46].

Zavedenim novych technologii jako je enkapsulaeetély l1épe zachovatipzen se vyskytujici
aktivni latky v potravinach nebo zlepsit celkovaahtu surovin, jejich fyzikaln-chemické vlastnosti,
vy ivové vlastnosti a bezpaost vyrobku. Nové potraviny jsou v prvrdad zam eny na udr eni
p irozenych vlastnosti potraviny, zvySeni skladovadsti vyroku, snieni nadklad a zachovani
bezpenosti produktu [46, 48].
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Nové technologie jsou zavady té v procesu baleni, jako je pou iti modifikav@ atmosfée, zp sob
baleni, aktivni obalové systémy, minimalizace obath material a naklad. Stejn jako pouiti
jedlych obal na bazi Skrobu a mléych protein, zejména p baleni ovoce, zeleniny a pek&ych
vyrobk . Krom mlé nych protein jsou jako bariéra proti mikrobialni kontaminaci dalSimu
mikrobidlnimu ka eni potravin testovany takézné dalSi rostlinné bilkoviny, sacharidy a vosky, s
kone nym cilem prodlou it trvanlivost a bezpeost potravin. Tyto bariéry vyu ivaji imobilizované
aktivni latky, enzymy, ivé mikroorganismy, pro ZAeni jejich dinnosti. DalSi inovani technologii
je také samotna enkapsulace specifickych slo ekraqu aplikaci do potravin [46, 48].

Jednim z nejde it jSich d vod enkapsulace aktivnich latek v potravsik®em prmyslu je, jak ji
bylo zmin no poskytnout lepsi stabilitu dané enkapsulovatié I& kone ném vyroku a v ptb hu
jeho zpracovéani, zabram odpaovani a rozkladu kavych udinnych latek, jako jsou aromatické
slo ky, dale k maskovani nefpemné chuti, zvySeni stability a biologickou dgstasti aktivnich latek,
zabranni reakce mezi aktivni slo kou a ostatnimi slo kapotraviny a izené uvolovani aktivnich
slo ek [2].

Enkapsulace m& mnohostranné uplatmejen v potravingkém prmyslu pi aplikaci ve funknich
potravinach, ale i ve farmaceutickém a kosmetickémrmyslu. Ve farmacii slou i rzna astice jako
nosi e lé iv, v kosmetickych gpravcich se vyu iva zejména liposora jejich schopnosti prostupovat
i p es neporuSené povrchové struktury a vnaset akétki do hlubSich vrstev ke. Diky své povaze
jsou liposomy navic schopny hydratace, napomahbgjike sni eni suchosti ke, co p edstavuje
hlavni pi inu jejiho starnuti. Liposomy se v kosmetice poajivjako nosie hydrofilnich i
hydrofobnich latek. Do vnibtiho vodného prostoru tak Ize enkapsulovat ikégd vitamin C, i
vitaminy skupiny B. Do lipidové dvojvrstvy mohou tbgldle zabudovany naglad vitaminy A, E,
kyselina -linolenova, koenzym Q10, zné esencialni oleje a dalsi.t8ina vyrobk s liposomy jsou
ple ové krémy proti starnuti. Opalovaci krémy, parféngsové kondicionéry, fpravky po holeni a
dalsi, mno stvi tchto vyrobk na trhu se neustédle zvySuje. Liposomy vSak v posbh letech
nachazeji své uplatni hlavn v p ipad cileného transportu I8/ a diagnostice [49].

2.4.1 Enkapsulace vitamin a antioxidant

V potravinaském prmyslu je hlavnim cilem enkapsulace ochrana vitana@naktivnich latek ped
nepiznivym vlivem okolniho prosédi pi skladovani a zejménaigpr chodu travicim traktem,im

je umon no jejich izené uvolovani a tim i zvySeni jejich biologické dostupnostip ipad
polyfenol Ize také pou it k maskovani jejich mnohdy niggmné sviravé chuti [2, 5, 50, 51].
Rostouci zajem ptvorb nosi k ochran a izenému uvolovani biologicky aktivnich sloenin,
jako jsou nagklad mastné kyseliny, fytosteroly, flavonoidy, &noidy, vitaminy apod., se rozviji
nejen v oblasti potravin ale i v kosmetickém myslu a v biomedicin[48]. Hlavnim cilem je tedy
zabranit fyzikalni nebo chemické degradaci viphu skladovani, a dorit je na vhodné misto
p sobeni, zarove by &astice pro potravindké a zejména napojové produkty ngmnep izniv
ovlivnit jejich vzhled, stabilitu, texturu, nebo «€h[48, 52, 53]. Vzhledem k rostouci poptavce po
vyrobcich s vysokou nutmi hodnotou se potravirgky pr mysl snai rozvijet funkni potraviny
obohacené o vitaminy a dalSi aktivni slo ky. Velmyznamnou skupinou v rdmciahto funk nich
potravin, jsou produkty obsahujici - 3 a -6 mastné kyseliny, vitaminy a dalSi antioxidanty.
Vitaminy maji dleité funkce v nkterych metabolickych procesech v lidskénhet Vitamin E
napiklad chrani bun né membrany a dalSi lipidy gd oxidanim poSkozenim. DalSi antioxidant -
vitamin C udr uje hodnoty oxidan - redukniho potencialu, inhibuje tvorbu nitrosamjni astni se
syntézy kolagenu, je enzymaticky kofaktor atd. Ndom pidat vitaminy do vodné potraviny a
zachovat @ tom jejich Uinnost neni jednoduchy problém. f€ina vitamin na vzduchu i sv tle
snadno oxiduje a svoji innost ztraci i g zvySené teplot Vhodnym eSenim je enkapsulacechto
vitamin do liposom. Liposomy podporuji ochranu a aktivitu vitaminigvic umo uji izené a
cilené uvolovani aktivnich slo ek [54].
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Také polynenasycené mastné kyseliny, jako je kyadinolenova ( - 3) a kyselina linolova ( -6),
byly enkapsulovany do liposomovych struktur. Vyzkumposlednich let ukazuji, e mastné kyseliny
jsou prospSné mimo jiné v prevenci kardiovaskularnich chosaizofrenie a rakoviny [54].

2.4.1.1Hydrofilni latky

Jednou z hlavnich skupin aktivnich latek s mo nastkapsulace do potravin jsouzné hydrofilni
antioxidanty a provitaminyi vitaminy. Antioxidanty jsou latky branici oxidaciim prodlu uji
trvanlivost potravin. Typickym zéstupcem je kysaligallova, ktera je pouivana jako model pro
enkapsulaci fenolickych latek [55]. Enkapsulovanglabkyseliny gallové najklad metodou
lyofilizace, jako nosie byly pou ity chitosan, xantan a cyklodextrini Bnkapsulaci nedochazelo ke
ztrdt antioxidani aktivity, pi em nejvySSi enkapsulai G innosti bylo dosaeno p pou it
chitosanu [55]. Pro enkapsulace polyfendlavonoid , katechin a dalSich ve vodrozpustnych
aktivnich slo ek (nap kofein, vitaminy) s aplikaci do potravirského prmyslu se hojn vyu iva
metoda sprejového suSeni. Jako r@sie nejastji pou ivd Skrob, maltodextrin a chitosan. DalSi
metodou je koacervace, kde se pouivd elatina,bska guma, gluten, dextran, karagenan,
karboxymethylcelulosa, polyvinylalkohol a sojovéofminy. N které druhy liposom a metoda
kokrystalizace jsou takté vyu ivany k enkapsulacirohto aktivnich slo ek. K dprav praskovych
forem s imobilizovanou aktivni slo kou byl pou iaké pullulan v metodlyofilizace [5]. Nanoéstice

s enkapsulovanymi vitaminy maji slibny potenci& pwySeni trvanlivost vyrobka jejich dostupnosti
v biologickych systémech [56]. Vhodnym materialerarkapsulaci vitaminu C je ipodni polymer
chitosan, ktery byl pou it k ochrarvitaminu ped nepiznivym vlivem okolniho prosedi zejména p

pr chodu travicim traktem [57]. Své uplaii nalézd vitamin C i v kosmetickém pmyslu.
V kosmetice se negst ji vyu iva jako b lici inidlo. Kyselina L-askorbova je vSak velmi nestabila
proto se astji pou ivaji jeji derivaty, nap askorbyl-2-fosfat h@ naty nebo askorbyl-6-palmitat.
Diky svym antioxidanim Uink m se vitamin C rovn vyuivad k ochran tkdn a bunk ped
oxida nim poSkozenim [58]. Vitamin C a jeho derivaty takéiv uji syntézu kolagenu, pomahaji tak
udr ovat pru nost poko ky a napomahaji rozjasnitogravit poskozenou ki [59]. Stejny aplika ni
potencidl nalezneme i vipad r znych polyfenol, které se pouivaji s cilem ochrany & p ed
oxida nim stresem, gd asnym starnutim nebo @ ko nimi nemocemi[60]. Diky polyfenoin se
navic lépe absorbuje a udr uje vlhkost, poko kagdy dostaten hydratovana a zpomaluje se proces
jejiho starnuti. Navic ji chrani i @d slunenim zaenim [61]. Nov se navic rozvijeji trendy
koenkapsulace s cilem dosa eni synergickych efgRt 5]. DalSi mo nost fortifikace potravin je
napiklad elezo. Nedostatek eleza je v dnedni spotesti velmi rozSien. Problém byva kratkodob
eSen suplementaci tabletami. Z/ddu technologickych problém jako jsou organoleptické
vlastnosti a reaktivita eleza, nebyla tato fokéce mo na. Tyto problémy vSak nalezlgSeni ve
form enkapsulace sloenin eleza nagklad do liposom [62].

2.4.1.2Hydrofobni latky

Vyb r vhodné techniky uwuje charakteristiku astic jako je morfologie, naboj, prodySnost
enkapsulani G innost. V potravingkém prmyslu se pro enkapsulace vitamirozpustnych v tucich
vymezily dva hlavni technologické smg - vyu iti i)lipidovych a ii)polymernich astic (chitosan,
dextran, kasein, polymléa kyselina, polyetylenglykol, polyvinylalkohol,da} [50, 51].

Lipidické astice Ize gpravit n kolika postupy. AvSak pouze dweékladni techniky maji pdpoklady

k produkci ve velkém mitku s aplikaci do potravin. Jedna se homogenizatiorka nebo za chladu.
V horkém homogenizai metod je lipidicky nosi roztaven g teplot piblin o5 a 10°C vyssi

ne je bod tani. Bioaktivni hydrofobni slo ka je apustna v roztaveném lipidu a nasledje sms
dispergovana ve vodném roztoku a za vyu iti vystéé@ho homogenizatoru a homogenizovana za
vzniku O/W emulze [63].
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Pro slo ky citlivé na teplo se vyu iva chlazené hogenizace, p které dochazi k rekrystalizaci ssi
lipid a aktivnich slo ek za vzniku pevnych lipidovychnmaastic. Takto vzniklé astice se posléze
homogenizuji za laboratorni teploty [63]. Jak jiyld zmin no, lipidové &stice jsou nepstji
p ipravovany pomoci homogenizace. Proces homogeniragg charakteristikuastic, kterd je siln
ovlivnh na jeho parametry (tlak, teplota, doba homogenizadg. Nevyhodou této metody je vyssi
teplota ohevu, kter4 podporuje degradaci labilni aktivni yatkako je napklad b- karoten. P
homogenizaci za ni Si teploty nedochazi k degradaistice vSak jsou o no v tSi. Slo eni nosie je
také jednim z kliovych parametr p i kontrole vlastnosti a strukturyastic [64].
Jednim z nepstji pr myslov pou ivanych procesk enkapsulaci hydrofobnich vitamim aktivnich
latek je enkapsulace do elatinovych kapsli. Preagrsulaci zejména lipofilnich vitaminvyhovuji i
liposomové astice. Maji toti schopnost vyraznym zmbem zvysit biodostupnost aktivnich latek
oproti jejich volné form [2, 5]. Nicmén n které metody gpravy liposom vy aduji pomocné latky,
jako jsou rozpoustla, kterd neumo uji pou iti v potravindch. Enkapsulace vitaminu liigosom
jsou v8ak velmi vhodné paplikaci do kosmetického a farmaceutickéhongyslu. Naopak pprava
astic pomoci emulze je vhodnou metodou pro aplikdt®nich latek do potravin, vyhodou je nejen
jeji pou itelnost pro vtSinu pr myslovych odvtvi, ale také snadna a levndgrava. Pou iva se nejen
k enkapsulaci hydrofobnich latek (vitaminy, karatigly), ale také hydrofilnich (nappolyfenol).
P ipravené astice Ize pou it gmo v kapalném stavu, nebo je Ize dale suSit &kengdit v praskové
form . Také mechanické metody ipravy astic, jako sprejové suseni extruze, jsou hojn
vyu ivany. Nicmén tyto metody jsou omezené zwbdu pou iti vysokého tlaku nebo teploty.iP
enkapsulaci vitaminu pomoci sprejového suSeni jmaio vyu ivany materidly jako jsou fsodni
vosky, nebo lipidy, které umouji praci pi nisi teplot (70 °C vstupni teplota, 40 °C vystupni
teplota). Pro enkapsulace hydrofobnich latek jsbodnym nosiem i cyklodextriny. Z dvodu
nutného pouiti organickych rozpousiel je tato metoda vhodna pouze pro aplikace mimo
potravinastvi. astice vznikaji emulgaci rozpud&ho polymeru a vitaminu v organickém
rozpoustdle s vodou, nasledne rozpoustdlo odpaeno [5, 50, 51].
Vitaminy A, D, E, K a karotenoidy jsou sloeniny rozpustné v tucich, které sé&r@zen vyskytuji v
potravinach nebo jsou pou ivany jako pomocné latky znych prmyslovych odvtvich, jako je
kosmetika, farmacie nebo potravistvi. Vitaminy jsou velmi citlivé molekuly k negnivému
okolnimu prostedi. Enkapsulace edstavuje slibny postup k jejich ochraa zachovani tak jejich
p irozenych vlastnosti v pb hu asu. V potravin&kém prmysilu, jsou karotenoidy, ale i kurkumin,
pou ivany i jako barviva, a enkapsulaceind3i vhodné eSeni pro zvySeni jejich stability a tim
stabilizaci barvy v potravin[50, 51].
Karotenoidy jsou prodni pigmenty grozen syntetizované adou mikroorganism a rostlin.
Nejroz8ien jSim ze vSech karotenoige b-karoten, ktery je nerozpustny ve vamirn rozpustny
v oleji pi laboratorni teplot. Proto je jeho zden ni do potravin&gkych matric obti né. Karotenoidy
jsou také nestabilni v lomnosti svtla, kysliku a tepla. Stabilita, manipulace a bgiééé dostupnost
t chto slouenin m e byt vSak vySena pomoci enkapsulace. K enkapsltamtenoid je vhodna
napiklad metoda nanoemulsifikace, vysokotlaké homarpod, koacervace a pouiti anych
lipidovych astic, napiklad liposom [52].
Vitamin E je hojn vyu ivany v potravinaském, farmaceutickém, i kosmetickém myslu. N které
studie uvadji, e biologickd dostupnost vitaminu E ne byt zvySena, pokud je dodavan v koloidni
form . Vitamin E je nestabilni vi oxidaci v mnoha potravinakych vyrobcich a ke znaym ztratam
dochazi bhem zpracovani i skladovani. Pro jeho enkapsul&cinsjastji vyuiva metoda
homogenizace pracujici na principu vzniku emulzgp(nolej ve vod), pro zmenseni velikostiastic
je vhodné pou iti povrchovaktivnich latek [52].
Vitamin D byl Uspsn enkapsulovdn do polymernich nosi napiklad kombinace chitosanu a
sojovych protein. Ale také do liposom pi aplikaci v mlékarenském pmyslu kde byla takto
zvySena jeho stabilita v mléce [25, 65]. Enkapdulaamin tak m eme ziskat preparaty, které
vykazuji vySsi stabilitu ve fortifikovanych potranvich a tim podporuiji jejich dostatsy p ijem [5].
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2.4.2 Enkapsulace kofeinu

Kofein je pirodni alkaloid pitomny v r znych mno stvich v semenech, listech a plodech viee
63 druh rostlin rostoucich na celém g$v. Nejzndmjsi vyskyt je v kadvovych zrnech, kakaovych
bobech, guaran aji, lianach a kole [66].

Kofein je zejm nejvice konzumovand psychoaktivni latka na sWej astji je kofein pijiman do
organismu ve formextrakt ze semen kdvovniku a listaje, ale také z znych potravin a napoj
obsahujicich produkty ziskané z kolachu [67]. U lidi kofein zvySuje fyzicky vykon a tryalost
tim, e pimo podporuje centralni nervovy systém. Kofein zygshd lost, schopnost soustit se,
eSit problémy, a dodava pocit"energie", pozved&adla zmiruje Uzkost [68]. Proto se napoje
obsahujici kofein jako kavagaj, nealkoholické napoje a energetické napafg velké oblib [66].
Kofein je hojn pou ivan i sportovci ke zvySeni vykonu. Je vyu iiveaké jako |ék, a tona zéklageho

U inku na respirani, kardiovaskularni a centralni nervovy systémp Ndad kofein spolen s
aspirinem je sowasti nkterych pipravk kl1é b bolesti hlavy [69].

Kofein v dostaten vysokych déavkach je toxicky, ale b4 spoteba nepedstavuje &dna zdravotni
rizika. Naopak nkolikaleté studie tinku kofeinu prokédzaly mirny ochrannyidek proti nkterym
chorobdm, vetn n kterych typ rakoviny [68, 69]. U nkterych lidi m e také kofein zpsobovat
poruchy spanku, pokud je konzumovan zejména verméch hodinach, ale tyto iinky jsou vyrazn
individualni [66].

Nejnov jSi trendy ve vyvoji napoj jsou zam eny na dosaeni pozvolného uvolani kofeinu
znapoj do lidského organismu. Jednim ghto zpsob je enkapsulace do po ivatelnych
organickych mikro-a nandstic s izenym uvolovanim. Vhodnou metodou enkapsulace kofeinu,
stejn jako v pipad enkapsulace vitamin je piprava liposom. Dalsi vhodné metody jsou
emulzifikace, koacervace, extruze a tvorba polyroérkapsli, nevyhoda ¢hto metod je pprava
astic vtsi velikosti, co neumo uje jejich aplikaci do irych napoj. Enkapsulovany kofein vSak
nachdzi své wuplatni nejen v potravingtvi, ale i vkosmetickém a farmaceutickém
pr myslu [5, 54, 70].

V kosmetickém prmysilu je kofein pou ivan diky své biologické aktivia schopnosti proniknout ¢s
ko ni bariéru. Mezi nejvice pou ivané kosmetickégukty s obsahem kofeinu patlenni nebo nai
krémy, zeStihlujici krémy, krémy proti celulitidnebo starnuti ke a také vlasové Sampony.
Koncentrace proniknuti kofeinu do lidskéhtatvsak zale i na dobabsorpce, tedy pmého p sobeni
kosmetického produktu na lidské k Z ejm nej astji se Uinku kofeinu v kosmetice vyu iva v
produktech zabrajjici vznik celulitidy, tzv. pomeramveé k e, proto e zamezuje hromadi tuk v
bu k&ch. Vyuivad se nejenista forma kofeinu, ale i jeho enkapsulovana vasian Napiklad

v kosmetice proti celulitid je pouivan kofein v alginatovych asticich. Kofein ma také silné
antioxidani U inky, které poméhaji chranit blay proti UV zaeni a které navic zpomaluji starnuti
poko ky. Také podporuje st vlas a inhibuje aktivitu enzymu 5-reduktasy, ktery zodpovida za
vypadéavani vlas[71, 72].

2.4.3 Enkapsulace antibakterialnich latek

Mnoh& z dostupnych antimikrobialnich latek xddu zvySujici se rezistence patogennich
mikroorganism ztraceji svou Ginnost. Vzhledem k tomu, e bezpw®st potravin je vyznamnym
sm rem potravingkého prmyslu, ziskdva aplikace dalSich antimikrobialnidhek a p edevsim
peptid stale vtSi pozornost. Antimikrobidlni peptidy jsou produtoy adou mikroorganismz ad
prokaryontnich i eukaryotnich organisppi em jejich antimikrobialni Uinky souvisi s nkolika

r znymi mechanismy, jako je ndklad naruseni bunné stny nebo membrany [73].

Také bakterie mléného kvaSeni, které jsou Siroce pou ivany pro vgréermentovanych potravin a
do znané miry pispivaji k chuti, textue a celkové charakteristicechto vyrobk, jsou producenty
antibakterialnich latek, tzv. bakteriocinProto tyto organismy zlepSuji bezpest a trvanlivost
potravin [73, 74].
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Bakteriociny jsou tedy peptidy produkované bakteijevykazujici antimikrobialni vlastnosti. Jde
obvykle o kratSi peptidy, napnisin se sklada z 34 aminokyselin. VSechny badd¢ary jsou aktivni
zejména v i grampozitivnim bakteriim, jeliko gramnegativniakterie maji odolnsi bun nou
st nu, ktera jim poskytuje dostat@ou ochranu [75]. Antimikrobialni latky jsou hojaplikovany do
potravin pro zvySeni jejich bezpwosti v pipad, e nemohou byt standardrsterilizovany. Tradin
jsou antimikrobialni @sady pro kontrolu rstu mikroorganism a prodlou eni trvanlivosti vyrobk
p idavany pimo do potravin. Nicméntento postup neni v dy inny, interakci s potravinou dochazi
asto k neutralizaci inku antimikrobialni slo ky [76].
Bylo prokdzdno e enkapsulace antimikrobialnichekafje Ginny néstroj k inhibici kontaminace
potravin a rozvoji patogennich organisnNapiklad enkapsulaci nisinu byla zvySena jeho stabilit
U innost, doba psobeni a distribuce v potravinové matrici [27, 77, 77], pi em nejvice
prostudovanou technikou jeiprava liposom [25, 27, 78].
Nisin je antimikrobialni peptid produkovany baké&nim kmenenlactococus lactis subsp. lactie
pova ovan za bezpay a z dvodu netoxicity pro lov ka je schvalen WHO ji od roku 1967 jako
konzervani latka vhodna pro potravirgké aplikace [71, 78, 79].
Dal3i znamou antimikrobialni latkou je lysozym, ymzpatici do skupiny hydrolas, znamy pro své
vyznamné antibakterialni iinky p edevSim na gram-pozitivni bakterie. Jde o enzymkytygici
p edevSim v nkterych tlesnych sekretech, velky obsah lysozymu ma také mpjbilek. Diky své
bezpenosti je také schvélen jako aditivum vhodné pragponaské aplikace [80].
V poslednich letech byla pozornost zaema pedevSim na imobilizaci antimikrobialnich latek
v po ivatelnych obalech. Byly fpraveny napklad jedlé povlaky z celulosy, chitosanu a syrko&é
bilkoviny s imobilizovanym lysozymem, nebo povlakg kyseliny polymléné a pektinu
s enkapsulovanym nisinem, kde byla prokadzana dostatantimikrobialni aktivita pro dlouhodobé
skladovani potravin. Také enkapsulace antimikroiiél latek ve form liposom a za vyuiti
polymernich nosi ( elatina, karboxymethylcelulosa, chitosan, syrke&é proteiny, Skrob, alginat,
polyvinylalkohol) jsou vhodnymi metodami kzenému uvolovani t chto latek a zabezpeni stalého
p sobeni tinné hladiny antimikrobialni latky po po adovanoahi [76, 81, 82, 83, 84]. Lysozym byl
napiklad Uspsn enkapsulovan daastic na bazi Skrobu, kdy bylo pomoci amylas dasa é&zeného
uvol ovani. Systém je tak pinfunk ni k patogennim gram-pozitivnim bakteriim produ&ini
amylasy. Zaporn nabity Skrob Ize snadno pouit k enkapsulaedy dalSich kladn nabitych
antimikrobialnich latek [80].
V poslednim desetileti se objevuje rostoucim zdjmavn o p irodnich antioxidanty, gdevsim na
bazi fenolickych slowenin[85]. Polyfenoly, sekundarni metabolity vSeciS8ich rostlin, hraji
d leitou roli p i obran proti rostlinnym patogemm a dalSich nefznivych podminkach. Mohly by
tedy pedstavovat zdroj antimikrobiélnich latek proti sentnim patogemn [86].
Extrakty zrostlin byly z hlediska jejich antibak#éni aktivity testovany mnoha vyzkumnymi
skupinami[87, 88]. Nkteré studie navic uvaf, e byl prokazan synergicky efekt proti rezisteim
kmen m v pipad pou iti p irodnich flavonoid a jinych antibakterialnich latek [89].
Mezi biologické vlastnosti polyfenolmimo antimikrobidlni aktivity pat antioxidani aktivita a
protizantlivé U inky. Proto v poslednich letech natd zajem o pouiti tthto rostlinnych slo ek
nejen v potravin&kém prmyslu, ale rovn pro hojeni ran. Hojeni ran je sloity proces, kte
zahrnuje ti hlavni pekryvajicich etap; zaty, r st bunk a tvorba kolagenové iky. Zan t je
zakladni fyziologicky proces, spol@ u vSech ran. Zatlivad faze m e byt zkracena zabranim
kolonizovani ran bakteriemi [90, 91].
Antimikrobiélni latky a antibiotika se proto tradi pou ivaji kt mto hojeni ran a lé® r znych
ko nich onemocnni [90].
Mnohé z antimikrobialnich latek dostupnych na trimaji vSak poti e g transportu pes bun né
membrany a vykazuji nizkou intracelularni aktivito, vede ke sni eni jejich annosti. Enkapsulace
p edevsim do liposomvsak zlepSuje dostupnostchto aktivnich latek a rovn p inasi mo nost
izeného uvolovani, i transport latek pmo do bunk [90].
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Antimikrobialni latky nalézaji bohaté pou it i varfmacii a ve formr znych vy ivovych doplk a
terapeutickych aplikaci. Najlad u antimikrobialnich dopk Ize enkapsulaci dosdhnout zvy3eni
jejich biologické dostupnosti a imnosti. Rovn diky pozvolnému uvolnni Ize dosdhnou déle
trvajiciho Uinku ve srovnani s neenkapsulovanou variantou.ngitkeansport aizené uvolovani
antimikrobialnich latek nafklad pomoci liposom je perspektivni vIéd r znych infekci.
Enkapsulované antimikrobidlni slo ky Ize tak vyu jako alternativni vyrobky k pou ivanym
antibiotik m. Enkapsulace nejen antimikrobialnich slo ek tagdstavuje novy systém podavani léku,
ktery m e nabidnout vyznamné terapeutické vyhody oprotavaticim metodam dodavani
lé iva [90, 92].

2.4.4 Enkapsulace a imobilizace enzym

Enzymy jsou bioaktivni latky, které katalyzuji sté a specifické chemické reakce. Kromchto
nespornych vyhod maji enzymy takadu nevyhod. Jsou toqdevsim vysoké naklady na izolaci a
purifikaci enzym, jejich vysoka nestabilita a nizka aktivita v jahyne optimalnich podminkéach.
Proto byly navreny postupy k ochranenzym ped nepiznivym vlivem okolniho prosedi,
popipad pro opakované pou iti thto enzym. Nejvhodn|Si technikou je imobilizace enzymkdy

je dosa eno fixace thto enzym na povrch nebo uvninosi e. Vyzkumy ukazuji, e imobilizované
enzymy jsou odolrjSi ne enzymy volné. DalSi jejich vyhodou re byt jednoducha separace od
produktu, vicendsobné pou iti a mo nost vyu iti wktinualnim procesu [14].

Enzymy mohou byt imobilizovany znymi fyzikalnimi a chemickymi zmoby. Mezi fyzikalni
metody pati enkapsulace, adsorpce, zachycenim v gelu, mikepsulace s pevnou nebo kapalnou
membranou. Mezi chemické metody p&bvalentni vazba na nerozpustnou matrici a zeisitadna
metoda neni nejlepSi a vhodna pro v3echny enzyfayjich vyu iti, a to z d vodu velmi odliSnych
chemickych vlastnosti a slo eni jednotlivych enzynkrom toho vSechny metody maji své vlastni
vyhody a nevyhody. Adsorpce je jednoduchd, levit@, asto malo Uinna. Kovalentni vazba a
zesitni m& naopak vysSi innost, ale jejich nevyhodou je cenai Rikroenkapsulaci zase dochéazi
k problém m s difuzi [14].

Aplikace enkapsulovanych enzyndo potravindského prmyslu nachazi své uplaimi zejména
v mlékarenstvi, kde byly naiilad navr eny postupy k urychleni zrani syza vyu iti lipolytickych a
proteolytickych enzym enkapsulovanych do liposombez negativniho vlivu na organoleptické
vlastnosti produktu [93, 94].

Enzymy lze Uspsn enkapsulovat nejen do liposomale také do polymernich nosijako je agar,
agarOsa, alginat, Skrob, pektin, karagenan, xaméaigoma a chitosan[9, 25, 94, 95]. Na rozdil od
syntetickych polymer, jako je polyakrylamid, jsou tyto matrice biokontipdni, netoxické a
poskytuji pirozené mikroprosedi pro vtSinu enzym [10, 95, 96].

Imobiliza ni a enkapsulai techniky maji dle ity vyznam pro udr eni jejich stability, p jejich
ochran ped nepiznivym okolnim prosedim. Pro vysSi stabilitu a delsi dobu uUchovu s ho
pou iva také lyofilizace [10, 95, 96]. Lipasy spofe s proteolytickymi enzymy pdt mezi
nejatraktivnjSi a perspektivni enzymy pro potravisiéy a farmaceuticky pmysl [10].

V dalSich studii byla vSak pozornost zaena také na lignolytické enzymy s aplikaci do napoj
k ieni ovocnych &v. Ktmto enkapsulacim byly jako nosi pouity elatina, pektin a
karboxymethylcelulosa [97]. Alginatovéastice byly rovn pouity k enkapsulaci enzym tyto
astice jsou vSak velmi porézni a jejich stabiltavjtSinou nizka, me tedy dochézet k vyplavovani
enzym . Této vlastnosti Ize vSak vyu it kzenému uvolovani [9].

N které proteolytické enzymy se rovnvyu ivaji v kosmetickém prmyslu napiklad jako jedna

z forem peelingu, diky jejich schopnosti hydrolyabpeptidické vazby kolagenu a keratinu v rohové
vrstv k e. Odstrauji tedy odumelé ko ni bu ky a napoméhaji tak pozenému procesu obnovy
lidské poko ky [98].
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Ve srovnani s mechanickymi (abraze pevnyéasticemi) a chemickymi (kyselina glykolova) peeling
jsou enzymové fpravky vyrazn SetrnjSi. NejrozSien jSimi enzymy v peelingovych jpravcich
jsou rostlinné proteasy papain a bromelain [98].

Pou itim kosmetickych prostdk obsahujicich enzymy jako je superoxiddismutaseraxidasu je
mo né posilit ochranu poko ky gd oxidativnim stresem a zabrantak jejimu poskozeni a tedy i
jejimu starnuti. Superoxiddismutasa a peroxidas@ wy@namny podil na vychytdvani volnych
radikal . P esnji superoxiddismutasa evadi nebezpay superoxidovy anion na peroxid vodiku,
ktery je nasledn neutralizovan peroxidasou. Ko ni bky pirozen disponuji timto obrannych
mechanism, avSak s vkem tyto ochranné mechanismyat sldbnou [99].

Dalsim enzymem, ktery me zpomalit proces starnuti pleti, je naplkalick& fosfatasa. Tento enzym
stimuluje bun ny metabolismus a st fibroblast, im zabra uje ped asnému Ubytku kolagenu
[100]. Kolagen je jednim z nejte it jSich komponent lidské ke. Mno stvi kolagenovych vidken v
dermis definuje stav a vzhled pleti. Ztrata kolagep sobuje starnuti pleti, které se projevuje ztratou
pevnosti a vznikem jemnych linek a vrasek [101].

Obecn jsou kosmetické vyrobky zabnrajici starnuti k e ozna ovany jako,Anti-wrinkle* a ,anti-
ageing" kosmetika. Enzymy nalezneme rovnv p ipravnich proti celulitid. Tyto pipravky
nej astji obsahuji enzymaticky komplex lipasy a hyalurasy. Uinek lipolytického enzymu se
projevuje rychlejsi hydrolyzou tuk ulo enych v bukéch tukové tkdn Hyaluronidasa navic
hydrolyzuje fibroblasty, které jsou zodpané za zadr ovani nadmmého mno stvi vody [98].

Enzymy se stavaji rovn sou asti zubnich past, Ustnich vod vyka ek pedevsim za (elem
odstranni patogenni mikrofléry zgsobujici zubni plak a kazy. Které zubni pasty obsahuji
amyloglukosidasu a glukosaoxidasu. Amyloglukosiddsai Skrob na glukosu a glukosaoxidasa
utilizuje glukosu na glukonolakton a peroxid vodiReroxid je dale peroxidasou ve slinAcarp n n
na hypothiokyanat, co je velmi silné antibakteniélinidlo. Sou &sti takovych vyrobkn kdy byva i
enzym lysozym. Lysozym hydrolyzuje bumé stny n kterych patogennich bakterii, které
zp sobuijicich plak a zaty dasni [98].

Proteolytické enzymy jsou vSakgaevsim diky svym vlastnostem Siroce vyu ivany egasu hojeni
ran. Enzymy maji schopnost odswaat nekrotickou tka pou ivaji se pi € b popéalenin apod.
Enzymatické ist ni ran je ve srovnani s mechanickym a chemickymhanoSetrnjSi a neposkozuje
zdravou tka. Gelové kryti obsahujici proteolytické enzymy rovayrazn zkracuje dobu hojeni a
zarove sni uji riziko infekce. Nejast ji pou ivanymi enzymy urenymi k hojeni ran jsou bromelain a
kolagenasa [102].

Enzymy nalézaji bohaté pouit i ve farmacii. N&st jSi aplikaci je enzymova substiti terapie.
Principem enzymové substitui terapie je intravenézni dodani enzynjich je v organismu kvli
genetické poruSe nedostatek. Enzymu se tak vyugvapodpoe traveni, kdy se pankreatické
enzymoveé ppravky podavaji jako suplementy deficitnich trasficenzym. Tyto produkty obsahuji
sms travicich enzym amylas, lipas a proteas. Pouivaji se pro zlep3e@veni upacient s
nedostatkem vlastnich travicich enzynbale napiklad pi potiich s laktosovou intoleranci jsou
podavany suplementy obsahujici laktasujpgdn podanim suplement obsahujicich rkteré
peptidasy se sni uje zava nost imunitni reakce matgin gliadin pi celiakii. Enzymy se podavaji
rovh jako trombolytika. Trombolytika jsou Iéky pou iveé k rozpousni krevnich sraenin a
obnoveni prchodnosti cév. Enzymy obsa ené v takovyckppavcich jsou streptokinasa, urokinasa a
nattokinasa (serinova proteasa). Enzymy lze wjjako antimikrobialni slo ky. Nagklad lysozym,
ktery se vyznauje silnymi antibakterialnimi anky, hydrolyzuje polysacharidové&t zce bun nych

st n bakterii. Pou iva se plé b n kterych infeknich onemocmi podobn jako i chitinasy, které
St pi chitin ktery je souasti bun né stny mnoha patogennich mikroorganidi02].
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2.4.5 Enkapsulace a imobilizace bunk

Dle definice je imobilizace buk technika pou ivana k fyzikalni nebo chemické fikdoun k na
pevny povrch nebo jejich zadr eni membranou zalém zvysSeni jejich stability a umo ni jejich
opakovaného nebo kontinuélniho pou ivani. Imobdizaun k m eme podle typu imobilizovanych
bun k rozd lit na imobilizace ivych bunk, mrtvych bunk a spor [6].

P i imobilizaci mrtvych bunk dochazi ke stabilizaci vniti struktury bunk, tak e souasn dochazi

k usmrceni burk, ale napklad aktivita jejich enzym je zachovana. Nevyhodachto imobilizaci je
jejich znan obti na piprava. astji se pou iva imobilizace ivych burk na nejrzn jSich pevnych
nosiich, jednak na jejich povrch, ale i do jejich vnit struktury. Zejména pak do ipdnich
polymernich materidla membrén [6, 103], jejich vyhodou je biokompdith a nizk& cena [2].
Imobilizace bunk se pouiva v prmyslu ji adu let. K vyhoddm imobilizace buk ve srovnani

s volnymi bukami pati vy3Si hustota but, mensi velikost reaktoru, kratSi doba kultivaseazsi
separace produkt lepSi vyu iti substratu, opovné pou iti bunk, kontinualni vyroba, ni Si riziko
kontaminace a ni 8i naklady. DalSimi vyhodami jsmo nost vytvoeni piznivého prosedi pro
bu ky, zvy3eni jejich stability a ochrany g mechanickym poskozenim a rigpivym vlivem
okolniho prostedi jako je napklad pH, teplota, ptomnost organickym rozpoustel, i toxickych
latek [6, 104, 105].

Naopak problémem imobilizace binm e byt naron j3i difuze jak ivin, tak i produkt, nebo
naruSeni imobilizanich matric rstem bunk. Difuzi u v tSiny organickych nosi Ize ovSem mit
modifikaci r znych polymer nebo jejich zkombinovanim. Ndglad fosforenan vapenaty pou ity

v kombinaci s -karagenanem Iépe udruje pH v kapslich, udr uje38iy ivotaschopnost buk,
usnaduje prostup produkta také pispiva k vtSi hustot a pevnosti kapsli [8, 20, 106, 107]. Pro
zvyseni stability naruSenéstem bunk se pak pou iva pota eni kapsli dalSim polymereunsdnymi
vlastnostmi. Nagklad alginatové kapsle, u kterych dochazi k vy$simol ovani bunk, se potahuji
vrstvou chitosanu, nebo polyvinylalkoholu. Doché&t k zvySeni mechanické odolnosti a sni eni
po tu uvoln nych bunk [7, 16].

Imobilizované buky jsou nejast ji p ipravovany ve form sférickych kapsli, které Ize rodit na dv
skupiny na zakladjejich velikosti na makro-enkapsulace a mikro-grstdace. Makro-enkapsulace je
technika zachyceni buk v polymernich kapslich o velikosti v rozsahu odkatika milimetr a
centimetr. Na druhé stran mikro-enkapsulaci jsou ipraveny astice v rozmezi velikosti
1-1000 um. V pipad makro-enkapsulace jsou popsanyppdy niSi ivotaschopnosti buk ve
stedu astice, vzhledem k verpani ivin z d vodu ni i G innosti difuze. Proto se nachazi by u

v tSich kapsli g povrchu &stice. U mikro-enkapsulace je dosaena vy3Si agohopnost bulk

v celém objemuéstice, krom toho také maji tytoastice vySSi mechanickou stabilitu [108].

V poslednich letech byla testovana rovnada dalSich metod jako extruze, koacervace, sgrejov
suseni, emulgace a dalSi [108]. lyslov se vyuiva zejména chemické imobilizace adsorpci
p edevsim v gpad produkce rznych metabolit [2, 6, 8, 109].

V sou asnosti se vyzkumy zamuji na optimalizaci metod pro zmenSerdstic, zvySeni jejich
stability, usnadmi izeného uvolovani a wudreni adekvatni biologické dostupnosti a
ivotaschopnosti enkapsulovanych blr{110].

V potravinaském prmyslu je imobilizace burk vyu ivana pedevSim v mlékarenském a masném
pr myslu, a to zejména pochran probiotickych kultur. Dale se technologie imokdice bunk
pou iva napiklad pi vyrob piva, vina a alkoholu [2].

Technologie imobilizace buk je v tSinou zam ena na monokulturu, postupemsu se vSak zénaji
zkoumat i vyhody imobilizace sranych kultur. Vybrané mikroorganismy tak mohou vyat svych
dopl kovych metabolickych drah a navzajem se podpordvit].
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2.4.5.1Enkapsulace probiotickych bakterii

Probiotika jsou definovany Stovou zdravotnickou organizaci (WHO) jako ivé nmkrganismy,
které maji pi podani v pim eném mno stvi pnos pro lidské zdravi [112, 113]. Nejd it jSimi
probiotickymi mikroorganismy jsou rodyactobacillusa Bifidobacter[114].

NejzndmjSimi probiotiky z roduBifidobacterjsou zejménd. adolescentisB. longum B. infantisa
B. breve zLactobacillusje to pedevSimLactobacillus acidophilusNicmén, mezi probiotika pat
také bakterie mléného kvaSeni, zejména rodiactococcus Enterococcus, Lactobacillusa
Streptococcug115]. Vy et probiotickych mikroorganismje vSak daleko bohatSi a obsahuje dalSi
bakterialni rody a druhy, jako je rd@acillus Propionibacterium i Clostridium butyricumale také
kvasinky, napiklad Saccharomyces cerevisifEL5].

U probiotickych bunk je nesmirn d leita p edevSim jejich ivotaschopnost, proto e probiotika
mohou poskytnout blahodarné iiky na lidsky organismus, jako je zachovani zdrat@&vni
mikroflory, zamezeni rstu patogennich bakterii, stimulace imunitniho &yst, zlepSeni vstbavani
vapniku, i syntézy vitamin a antimikrobialnich latek, pouze pokudstavani v dostateé mie
naivu a do mista jejich psobeni ve sev [113, 116].

V sou asné dob jsou probiotika zasadni slo kou funkich potravin, a to zejména v migch
vyrobcich. Tyto buky je nutné ochranit nejen ippr chodu travicim traktem ale rovnp ed
nepiznivym vlivem okolniho prosédi pi zpracovavani a skladovani potravin[2,3, 113, 111A3].

D leitym faktorem je vybr vhodné enkapsulai techniky, aby bylo dosa ené vysoké efektivity,
snadné gpravy, vhodné textury a chuti. Mezi na$t jSi enkapsulované mikroby pakmeny rod
Lactobacillusa Bifidobactef2, 3, 119]. Materialy pro zapouzhi probiotickych burk jsou alginét,
gellan, albumin, pektin, elatina, kolagenu, kaseranthan, chitosan, Skrob, celul6za, karagenan,
elatina, mlé né proteiny a dalsi [33, 113, 118, 120, 110].

Probiotické bakterie jsou zien ny do Sirokého sortimentu potravin, etn mléka a milénych
vyrobk (nap. jogurt, syr, zmrzlina, mléé dezerty), ale také do nemigch vyrobk (nap.
okolada, cerealie, dusy) [3, 115, 120]. DalSi mosti je podavani probiotik ve formkapsli,
lyofilizovanych, pop. suSenych preparat Ve vSech produktech je vdyeba eSit problematiku
zachovani pau ivych bun k a do konce expirani doby [3, 17, 43, 121, 122, 123].

2.4.5.2Rod Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou grampozitivni nesporulujici tgy. Rod obsahuje fakultativn
anaerobni nebo mikroaerofilni nepohyblivé baktarié ného kvaseni fermentujici glukdzu a laktézu,
pi em hlavnim vychozim vyrobkem této fermentace jesédina mléna, octova, ethanol a €0
Nachéazeji se ve fermentovanych materidlech a vytbbcreplotni rozsah pro st tohoto rodu je
Siroky, pohybuje se mezi 15°C — 45°C, zavisi nddroakterii, optimalnmezi 30-40 °C. ada z nich

je souasti pirozené mikroflory lov ka. Optimalni pH pro rod je 4,5 a 6,4. Rod je namp na

p itomnost iviny v médiu, krom laktézy a glukdzy také pabuje aminokyseliny, nukleotidy
a n které vitaminy. V potravintvi se pou ivaji z dvodu produkce kyseliny ml@é, ktera sni uje
pH v daném prosedi a tim brani mno eni hnilobnych a patogennicktdyéi. RodLactobacillusje
schopny produkceady latek vetn latek s antimikrobialnim dnkem. V prmyslu se pou ivaji
nejvice rodyLactobacillus delbrueckii ssp. bulgarigusactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L.
reuteri, L. plantarum,Lactobacillus lactesLactobacillus casei.

Obecn rod Lactobacillus d lime do ti zakladnich skupin: prvni skupinou jsou obligatn
homofermentativni laktobacily, u kterych je kongm produktem fermentace hex6z kyselina mé&
mezi zastupce této skupiny danhap. L. acidophilusa L. helveticus.Do druhé skupiny pat
fakultativn heterofermentativni bakterie, komgm produktem fermentace hexdéz je zde kyselina
mlé n& nebo sns kyselina mlénd, mraveni, octova a ethanol, a komgym produktem fermentace
pentdz je pak kyselina mlda a octova. Mezi zastupce této skupiny ipaép. L. fermentum|[115,
124, 125, 126].
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Posledni skupinou jsou kmeny obligatheterofermentativni, u kterych je komgm produktem
fermentace hexdz kyselina mié, octova, ethanol a GCa konenym produktem fermentace pent6z
kyselina mlén& a octova. Mezi zastupce této skupinyipap. L. caseiaL. plantarum[125, 126].

2.4.5.3Rod Bifidobacter

Bifidobakterie jsou solasti pirozené mikroflory traviciho traktulov ka. adi se do skupiny bakterii
oznaovanych jako GRAS. Jsou sa@sti ady fermentovanych mléaych vyrobk. Bakterie rodu
Bifidobacterium jsou chemoorganotrofni, tvarow znorodé, nesporulujici, nepohyblivé ityky.
Objevuji se jak jednotliy, tak i v etizcich nebo hwdicovitém uspadani. Bifidobakterie jsou
grampozitivni anaerobni bakterie. Koliv se da rod pova ovat za striktranaerobni, vyskytuji se
druhy, které jsou za ftomnosti urittho mno stvi CQ nebo bifidogennich faktorschopny snaset
p itomnost Q v prostedi. Teplotni optimum pro tento rod je v rozmezf@& 41°C, minimum
je okolo 28°C, maximum okolo 43°C. Optimalni hodngtH jsou v rozmezi mezi 6,5 a 7. Rod
Bifidobacteriumst pi fermentovatelné sacharidy na kyselinu m& a octovou. V so@snosti je v
ramci rodu Bifidobacterium ur eno 38 bakterialnich druh z nich je Sest vyuivano pro své
probiotické vlastnosti. Jako probiotické kulturypsmu ivaji p edevsim rodyBifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longumBifidobacterium breveBifidobacterium theromphiluna Bifidobacterium
infantis[115, 124, 125, 126].

2.4.6 Vyu iti anorganickych nano astic

V kosmetickém a farmaceutickém pmyslu mimo organické astice nalézaji své uplatmi i astice
anorganické. Anorganické naréstice mohou byt praveny pou itim r znych metod. M eme tedy

p ipravit astice o poadované velikosti a tvaru a tim tak ilitopo adovanych chemickych a
fyzikalnich vlastnosti. Mezi nejrozén jSi typy anorganickych nandstic pati nanodstice zlata a
stibra. Nejastji pouivana metoda pro fpravu tchto astic je chemicka metoda. Princip této
metody je zalo en na nukleaci na @e nim pevném bodu a naslednérstu kovovych astic. Tento
proces je izen chemickou redukci soli kavKe kontrole rstu nanoastic a k ochranp ed jejich
agregaci se pou iva znych stabilizator [127].

Kovové nanodstice se spontanrobaluji proteiny. Dochazi ke vzniku slabych vazetininterakci
mezi astici a —SH skupinami cysteinu, -NH(3)+ skupindyzinu. Adsorpce probiha ve vodném
koloidu, ke kterému je plan pati ny protein rozpushy v odpovidajicim pufru. Stabilizai anionty

i polymery jsou nahrazovany molekulami proteinuotBinovy obal pak sféricky stabilizujeéstice
proti shlukovani. Nedostate obalené astice se srai roztokem soli. dbytky proteinu mohou byt
odstranny pomoci centrifugace modifikovaného koloidu. é§to e je sila vazebné interakceastici
velmi slabd, proteinovy obal je pom stabilni. Bylo zjiStno, e pi adsorpci enzymm e dochazet

k mirnému poklesu aktivity vlivem drobnych konformé&ch zmn, ovSem enzym si stale zachovava
dostatenou aktivitu. Na kovové nanastice lze vSak vazat nejen proteiny, ale rowelou adu
dalSich aktivnich latek jako jsou nukleové kyselipyotilatky, fluorescemi sondy atd. Kovové
nano astice a pedevsim pak nandstice zlata jsou tak 3iroce vyu ivany jako nesié iv[127, 128,
129].

2.4.6.17laté nano astice

Zlaté nanodstice jsou zndmé hlavipro své biomedicinské a kosmetické aplikace. Ztaigo astice
jsou nejdéle zndmé a vyu ivané naastice. Maji Siroké uplatmi a pedstavuji relativn levny a
netoxicky material. Nand@stice se nagklad pou ivaji v krémech na podporu tvorby kolagea
zlepSeni regenerace bim Koloidni nanoéstice zlata vSak nachazi své uplatrp edevsim v oblasti
nanomediciny, nafklad pi pouiti k cilenému transportu lés i diagnostice. Déle pak v oblasti
biosenzor, analytickych testech, mikroskopii a mnoha dal$i&9].
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Syntéza nandastic zlata se v pb hu asu neustale zdokonaluje. Jedna sezaé druhy pipravy a
po shahu o co nejlepsi stabilizaci ve vodném rart@nes ji existuje velké mo nosti metod, jak
p ipravit a modifikovat nandstice zlata, co poukazuje na velké pokroky v tonuboru. V
poslednich letech se nejvysSi pozornost obracinhl&auékaskym aplikacim. Napklad protilatkou
Zna ené zlaté nandstice mohou nalézt uplatm v medicin pilé b nador [127, 129].Nanoastice
zlata lze vyu it také k gprav hybridnich astic, kdy jsou anorganickéstice enkapsulovango
organickych. Jednou z monosti je niéglad jejich enkapsulace do liposom Liposomy s
enkapsulovanymi zlatymi nanésticemi pak nachazeji své uplathpi izeném uvolovani aktivnich
slo ek v mnoha oblastech. Vipad aplikace ve form nosi e 1é iv se stavaji tyto hybridniastice
stabiln jSi a biologicky vice kompatibilni. [130, 131].

2.4.6.2St ibrné nano astice

Nano astice stibra jsou zndmé pdevsim pro své antimikrobialni viastnosti. Vlastindoloidniho
stibra a jeho Unek jsou v8ak pevnspjaty s velikosti &stic. im je velikost astic mensi, tim se
antibakterialni vlastnosti d$bra stavaji vice efektivni. Rovn nano astice stbra mohou byt
syntetizovany mnoha znymi technikami, diky kterym vznikaji nar@stice rznych tvar a velikosti.
V medicin nanoastice stbra mnohdy nahrazuji antibiotika, pou ivaji se r&jad i jako soudst
obvaz ar znych antibakterialnich povliakNanostibro je tak asto obsa eno v desinfekich gelech.
Stejn jako zlaté nandastice se rovn nano astice stibra vyuivaji k transportu lév a
diagnostice[132, 133].

2.5 Testy ke stanoveni antimikrobialni aktivity

K testovani uvinnosti antimikrobialni latky jsou uivany difuzrd dilu ni metody. Testovani je
provad no pomoci mikroorganismve vhodnych kultivanich médiich a za optimalnich podminek
[134, 135].

2.5.1 Dilu ni metody

Dilu ni metody jsou metody vhodné pro kvantifikaci anetgeni hladiny MIC, tzv. minimalni
inhibi ni  koncentrace, co je nejniSi koncentrace, kterdditeln inhibuje rst daného
mikroorganismu. V rkterych studiich se pou iva i termin minimalni bedtidni koncentrace MBC -
nejni §i koncentrace antimikrobialni latky schopméstovany mikroorganismus usmrtit. Dihi
metody tak poskytuji @snjsi informace o mno stvi a inku latky vykazujici antibakterialni efekt.
Podstatou metody je idani pesného mno stvi testované latky do kultimého média.
Antimikrobidlni latky 1ze pidavat do pevnych i tekutych médii. Po Zemvani a kultivaci se hodnoti
r st, respektive absencestu mikroorganismu [76, 84, 134, 135].

2.5.1.1Agarova dilu ni metoda

MIC se zjiS uje v agarovém médiu obsahujicim zvolené konceataatimikrobialni latky. Standardni
inokulum vySetovanych bakterii je nanaSeno na povrch agarovyctiimBPo inkubaci hledame
nejni Si koncentraci antimikrobialni latky, kterahibuje r st daného kmene. Agarové dihi metoda
je metodou referemi slouici k hodnoceni novych antimikrobialnichtdly, je vSak pracna a
ekonomicky narona [134, 135].

2.5.1.2Bujonova dilu ni metoda

Do ady zkumavek i do mikrotitrani destiky s kultiva nim médiem obsahujicim sestupnou
koncentraci antimikrobiélni latky se kuje inokulum testovaného kmene. Po dané dokubace se
jako MIC hodnoti nejni 8i koncentrace antimikrolialatky, kde neni patrny st mikroorganismu, tj.
nevznikl zakal nebo sediment vyjagici r st mikroorganismu [76, 84, 134, 135].
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Hodnoceni Ize provést vizualndaldi mo nosti je turbidimetrické stanoveni, eni absorbance nebo
p imé stanoveni pou bunk napiklad pomoci poitacich komrek i pr tokové cytometrie [134,
135].

2.5.2 Difuzni metody

Difuzni metody jsou asto pou ivany diky jejich jednoduchosti a rychioBrincipem tchto metod je
difdze antimikrobiélni latky ze zdroje do okoli.ntio vznika klesajici koncentmi gradient, ktery
zabrani rstu mikroorganismu do vzdalenostiiiné inhibi ni koncentrace (tzv. inhibmi z6na).
Difuzni metoda se provadi na pevnych dach, na jejich povrchu jsou na&ovany
mikroorganismy[134, 135].

2.5.2.1DifGzni diskova metoda

Tato jednoducha metoda je zalo ena na difuzi amiobialni latky z papirového disku do agarové
p dy. Agar je naokovan stanovenou koncentraci testovaného mikrosgan Absorpci vody z mly
dochézi k rozpousni latky a jeji nasledné difuzi do média. Kolemkdisznik&d koncentrani gradient

U inné latky inhibujici rst mikroorganismu. Vznika tzv. zona inhibice, jepr m r a nam ena
hodnota se srovnava. Diskovou difuzni metodou jstitz G inné koncentrace antimikrobialni latky.
V tomto pipad jsou disky napushy r znymi koncentracemi testované latky[76, 84, 134]13

2.5.2.2Agarova difuzni metoda

Princip metody je obdobny jako u diskové difuznitoay. Rozdil spaiva v aplikaci antimikrobialni
latky. Latka se pmo pipetuje do hloubenych jamek v agarovém mégi[135].

2.5.3 Epsilon test (E-test)

Metoda kombinujici difuzni i dilini metodu je podobna diskové difuzni metaale Ize s ni stanovit i
hodnotu MIC. Metoda je vSak prag¢si a finann naro na. Na agar, na m je nao kovan testovany
mikroorganismus, jsou aplikovany E-testové prou Kgeré na svych krajich obsahuji gradient
antimikrobialni latky. Latka pronikd do média a igvuje r st. Po uplynuti inkubani doby je
vytvo ena elipsoidni inhibini zéna. Hodnota MIC je odina v mist kde se prolind okraj prou ku
s hranici rstu bakterii[136].

2.6 Stanoveni viability bun k

Viabilita je vyraz pou ivany k vyjadeni schopnosti bulk r st, reprodukovat se a interagovat se svym
bezprostednim okolim. Obecnje chapana jako ,pom* mezi ivymi a mrtvymi bu kami. Tradin

se ivotaschopnost bukk m i na zaklad schopnosti tvat kolonie na pevném stovém meédiu, tato
metoda vSak neme poskytnout zcela gsné vysledky. Bikky se mohou vyskytovat \etizcich nebo
shlucich, co vede k podhodnoceni skutého potu ivych bun k. Velmi vyznamnym omezenim této
metody je také asova narmost, kterd neumouje dostaten rychlou odezvu. Kromtoho sim e
poskozena nebo naruSend ka nadale udret svou metabolickou aktivitu, av§al r stové a
rozmno ovaci schopnosti mohou byt omezené [137].

Proto byly vyvinuty alternativni postupy stanovetdbility, mezi n mimo jiné pati fluorescenni
analyza. Stanoveni viability buk je zalo eno na detekci ivotn d le itych funkci, které jsou
sledovany pomoci selektivniho zeai fluorescemimi sondami. Fluoresceni sondy jsou nevlastni
fluorofory, které se ke sledované struktwa ou nekovalentna asto pitom m ni své fluorescemi
vlastnosti. Volba fluoresceni sondy je kliovou soudsti experimentu ve fluorescer spektroskopii,
nebo prav jeji vlastnosti umo uji ziskat potebné informace. Ke sledovani zeaych bunk je
tradi n vyuivan fluorescenni mikroskop, ktery poskytuje nahled na jednotlibé ky, po et
analyzovanych 4stic za uritou dobu je vSak omezeny a i s vyu itim analyzatobrazu mnohdy
pracny [137, 138, 139, 140, 141].
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Fluorimetry naopak mohou nit velky po et bunk, ale neumo uji pohled na vlastnosti konkrétni
bu ky. K velkému rozvoji fluorescemiho znaeni tak vedlo pedevSim roz3éni prtokové
cytometrie [137, 138, 139, 140, 141]. Technologidgkové cytometrie je kvantitativni analyza, ktera
charakterizuje bunné populace na drovni jedné jediné byt Kli ovym rysem prtokové cytometrie
je jeji schopnost mit velké mno stvi astic (100 000 buik za sekundu) p sou asném m eni vice
bun nych parametr v ka dé buce souasn. Pr tokova cytometrie je tak metoda s vyhodami
objektivity, vysoké rychlosti analyzy, @snosti a citlivosti [138].

2.6.1 Pr tokova cytometrie

Pr tokova cytometrie je metoda, ktera umoje m eni a analyzu fyzikalrchemickych vlastnosti
bu ky nebo jinych biologickych &astic bhem jejich prchodu laserovym paprskem. Ve chvili, kdy
bu ka tento paprsek ki, dochazi k lomu a rozptylu stla, ktery podle snru a Uhlu lomu byva
oznaovan jako pimy rozptyl - tzv. ,forward scatter* (FSC) a bd rozptyl — tzv. ,side scatter”
(SSC). FSC je charakterizovan lomemtkvo malém Ghlu (213) a je umrny velikosti buky. Uhel
bo niho rozptylu (SSC) je 90a je indikatorem vninhi bun né struktury resp. granularity. Krom
parametr lomu a rozptylu sula je detekovana rovnfluorescence prochazejicich bunnebo astic.
Fluorescemni barviva (fluorochromy) navazané na analyzovaméy nebo astice absorbuji stlo

ur ité vinové délky vyzaované laserem a nasledwyza uji (emituji) ast takto absorbovaného Ha,
avSak ji o odlisné vinové délce. V pokové cytometrii se pou ivaji fluorochromy, kteréaji

v tSinou stejné spektrum absonp, ale jiné emisni. Vlastni analyticka zeeni se nazyvaji ptokové
cytometry a skladaji se ze systému fluidniho, d&@étio a elektronického. Pomoci fluidniho systému
jsou bu ky obaleny plaStm nosné tekutiny a pod tlakem hnany do speciélpfiostoru, kde dochazi
ke kieni drdhy paprsku monochromatického laseru preefiéiho bukou. Opticky systém sestava
z asti excitani tvo ené laserem a soustavon ek a hranol usmr ujicich svtelny paprsek aésti
sb rné. Sbrnd ast optiky se sestava z optickych zrcadel a filimo ujicich detekci suwelnych
kvant specifické vinové délky slusnymi optickymi detektory. Systém pak elektobwi p evadi
opticky signal na elektricky a zarovgej digitalizuje pro poita ovou analyzu [139, 142].

Detektory
fhorescence

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

Dataktor -
Side Scatterm

Filtr

Detektar
Forewrard Scattem

Obrazek 4. Schéma pgokovéeho cytometru [143]

K detekci viability bunk se vyu ivaji tzv. fluorescemi sondy, které lze roztit do n kolika skupin.
Nej astjSimi jsou m eni intracelularni esterasové aktivity, sledovargmbranové integrity a
existence transmembranového potenciélu, v men& jmipak u mikroorganismvyu ivana detekce
respirani aktivity i m eni intracelularniho pH.
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P i stanoveni viability pomoci membranové integrigyzalo eno na aplikaci latek, které zarych
podminek neprochazeji neporusenymi buymi membranami, pofpad jsou ihned vyluovany do
extracelularniho prostdi. Naopak, je-li cytoplazmatickd membrana poraSeatolik, e mohou do
bun k projit, dojde k vazb na bun nou hmotu a k zesileni a/nebo k posunu spektracthoence.
Tyto bu ky se nepova uji za ivotaschopné.

Vyu ivaji se pedevSim latky, které se v bee va ou na nukleové kyseliny, kterych je v Bach
dostatené mno stvi. Do této skupiny sadi pedevsim fluoresceni sonda propidiumjodid, ktera je
vyu ivana pro detekci viability kvasinek a bakterDalSi mo nosti stanoveni viability buk je
sledovani intracelularni enzymové aktivity. Vyu jvae nefluorescemi sondy schopné prochazet do
bun k a poté jsou v bikdch pomoci enzymp em n ny na fluorescemi latky nesouci naboj, které
jsou v bu ce zadr ovany a koncentrovany.

Pokud je naruSena integrita blnjsou tyto latky vyplavovany ven a tyto tky nejsou vyhodnoceny
jako ivotaschopné. Indikatorem bumé viability je rovn transmembranovy potencial udr ovany
na cytoplazmatické membraninnosti iontovych pump. K meni tohoto potenciélu se pou ivaji tzv.
distribu ni sondy. Jde o lipofilni barviva, ktera mohou voprochazet cytoplazmatickou membranou
do bunk a hromadi se v nich zavisle na jejich naboji [1B20, 142]. Prtokova cytometrie se hojn
vyu iva rovn ke stanoveni viability probiotickych buk [113].

2.6.2 Fluorescen ni mikroskopie

Fluorescenmnich sond Ize také wvyuit p fluorescenni mikroskopii. Technika fluoresceni
mikroskopie umo uje specifikovat buky i bun né komponenty s vysokym stupn rozliSitelnosti
uprosted nefluoreskujiciho materialu. Diky tomu je flusrenni mikroskop schopen odhalit
p itomnost i jedné molekuly. S pou itim vice fluorescnich znaeni je mo né souasn identifikovat
n kolik cilovych molekul souasn [141].

Z&akladnimi souastmi fluorescemiho mikroskopu jsou zdroj stfa, ze kterého vychazi so s
r znymi vinovymi délkami od ultrafialového a po irfrervené, dale excitai filtry, co jsou filtry
propoustjici pouze swvtlo, které potebujeme k fluorescenci vzorku, obvykle s kratSoviou délkou.
Ostatni svtlo je pohlceno.

Dale je dle ity samotny fluorescemi preparat, ktery musi reagovat na dopadajid¢icsfluorescenci.
Vzorky samotné bu mohou byt fluorofory a nebo mohou poskytovat fesmenci po pdani
fluorescenni sondy. Posledniasti je bariérovy filtr, ktery pohlcuje vSechno i&ai sv tlo, které
nebylo pou ito k excitaci a propousti pouze fluaress ni sv tlo [141].

2.7 Metody charakterizace astic

V poslednich letech za iva oblast nanotechnologi&yrozvoj, je ovSem nutné systematicky agm
definovat vlastnosti astic, aby bylo mo né pochopit a stanovit poterndi&bxicitu nanoastic na
biologické systémy [145, 146]. Mezi hlavni sm tak pati stanoveni fyzikalnchemickych a
mechanickych vlastnostéstic v etn jejich biokompability, dale stanoveni naboje, chek@ stability

i propustnosti [146]. Pro sledovani velikosti, €oi i porovitosti astic Ize vyu it napiklad metod
jako je svtelnd, elektronovai fluorescenni mikroskopii.

2.7.1 Stanoveni velikosti astic — dynamicky rozptyl svtla

Pro charakterizaci velikostiéstic v roztoku, se nast ji pou ivaji p istroje (nap. Malvern Zetasizer
Nano—ZS) provagici m eni velikosti na principu dynamického rozptylu #& (Dynamic Light
Scattering (DLS) (také znamy jako PCS - Photon €afion Spectroscopy - Fotonova korela
spektroskopie), mi Brown v pohyb a uvadi jej do vztahu s velikosditic. To se provadi oslenim

astic laserem a analyzovanim fluktuaci intenzityozptyleném swule. Jednéa se nejuniverzaji

techniku, které zajisti reprodukovatelnost vysleflld5, 147, 148, 149].
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Typicky systém m ici na principu DLS se sklada z Sesti hlavnich kongmt (viz obr.5). Redevsim

je to laser pro zajishi zdroje svtla pro osvtleni astic vzorku uvnit cely. V tSina laserovych
paprsk prochdzi pmo skrz vzorek, ale které jsou rozptylenéasticemi ve vzorku. Detektor se
pou iva pro m eni intenzity rozptyleného stta. U vzork, které mnoho swtla nerozptyluji, jako
velmi malé astice nebo vzorky o nizké koncentraci, se mno gigptyleného swla musi zvysit. V
takové situaci se propusti do vzorku vicetkvlaseru. U vzork, které rozptyluji vice stla, jako
velké astice nebo vzorky o vysSi koncentraci, se mno sizptyleného sutla musi zmens3it. Toho se
doséahne pou itim zeslabova pro sni eni mno stvi swttla laseru, které prochazi do vzorku. Zeta-sizer
b hem m eni automaticky stanovi igluSnou polohu zeslabova Signal intenzity rozptylu pro
detektor projde na desku digitalniho zpracovanhdaig nazvanou korelator. Korelator srovnava
intenzitu rozptylu v po sobjdoucich asovych intervalech, aby odvodil rychlost, ktereuirgenzita

m ni [150].

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

Obrazek 5. Schémaiptroje Zetasizef150]

Tato informace korelétoru pakgyde do poita e, kde software data zanalyzuje, odvodi a vitaae
Stokes-Einsteinovy rovnice informaci o distribuelikosti astic ve vzorku [150].

Distribuce valixoeli podle intanzity
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Obrazek 6. Typicky graf distribuce velikosistic[150]

Arapinady

Vyhodnoceny graf distribuce velikostastic pak na ose x ukazuje distribudd tvelikosti &stic, osa 'y
ukazuje relativni intenzitu rozptyleného #a. Proto se toto rozlo eni velikostéstic oznauje jako
distribuce intenzity a je zakladnim rozlo enim ¥%elsti generované pomoc DLS. Distribuce intenzity
Ize ovSem pevést na distribuci objeru distribuci potu [150].
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Distribuce potu, pipadn objemu se pou ivaji v ipad nutnosti posouzeni zastoupeniSich a
mensich astic vroztoku. Na obrazku 7 je velmi jednoduchyp sobem znazorm rozdil
jednotlivych distribuci. Ve vSech ijpadech se jedna o vzorek obsahuijici jen dva tgsyic (5 nm a
50 nm). U grafu distribuce intenzity je patrna \gma plocha piku pro 50 nn@stice v porovnani s 5
nm asticemi. Tento jev je zgoben tim, e velké astice rozptyluji mnohem vice dka, ne malé

astice. V pipad distribuce objemu je plocha maxima pro 50 réistice rovn v tSi, ne u 5 nm
(objem 50 nm astice je 1000-krat ¥5i, ne 5 nm astice). V pipad grafu distribuce pdu maji ob
maxima stejnou velikost, olvelikosti maji tedy stejny pet astic [150].
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Obrazek 7. Distribuceastic dle potu, objemu a intenzitjd 50]

2.7.2 Stanoveni stability a ndboje astic — zeta potencial

V d sledku siového ndboje na povrchistice se sn u povrchu hromadi ionts opanym nabojem
ne ma &astice. Kolem ka dé astice tak existuje elektricka dvojvrstva. Vrstwaplliny obklopujici

astici existuje jako dv asti; vnitni oblast, nazyvana Sternova vrstva, kde jsou isiity vazané,
a vn j8i, difazni oblast, kde jsou ionty mépevn p ipojené [150].
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Obrazek 8. Schématické znazorneni elektrostaticgétemcialu/150]

Uvnit difazni vrstvy existuje teoreticka hranice, uvrliteré ionty a astice tvoi stabilni jednotku.
Kdy se astice pohybuje (napkv li gravitaci), ionty uvnit hranice se pohybuji s ni, ale vSechny
ionty za hranici s astici neputuji. Tato hranice se nazyva povrch dggimamického smyku nebo
rovina skluzu. Potencidl, ktery existuje na tétarfici, je pak oznavan jako potencial zeta.

Velikost zeta potencidlu naznge potencialni stabilitu koloidniho systému. Kdlioi systém vznika
tehdy, kdy jedno ze f skupenstvi (kapalné, plynné, pevné) je dispengévajednom skupenstvi.
P istroje m ici zeta potencial nejprve stanovi elektroforetickmwhyblivost astic a poté pou itim
Henryovy rovnice je zeta potencial vygtan [150].
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Jestlie vSechny astice v suspenzi maji velky zaporny nebo kladnjemmal zeta, pak budou
inklinovat k odpuzovani se navzajem a suspenze latideilni. Jestlie v3ak astice maji nizké
hodnoty potencialu zeta, pak neexistuje adna kilmu, aby zabraniladsticim se shlukovat a
flokulovat. Obecna dici ara mezi stabilni a nestabilni suspenzi se zpmavidte bu pi +30 mV
nebo -30 mV [150].

Nejd le it jSi faktor, ktery ovlivuje potencial zeta, je pH. Hodnota potencialu saraa o soh bez
uvedeni pH, je praktickyislo nemajici adny smysl. Pokud maméstice v suspenzi se zapornym
potencidlem zeta a k této suspenzi sdgvice alkalie, pakastice budou inklinovat k tomu, aby
ziskaly zapornsi ndboj. Jestlie se pak k této suspenzd@vé kyselina, dosahne se bod, kde se
zaporny naboj neutralizuje. Jakékoliv dalSidavani kyseliny me zp sobit vytvaeni kladného
naboje. Proto kvka potencialu zeta proti pH bude kladna pizkém pH, a ni §i nebo zapornai p
vysokém pH. Bod, kde vyneseni prochazi nulovym moédem zeta, se nazyva izoelektricky bod a z
praktickych dvod je velmi dleity. Normaln je to bod, kde je koloidni systém nejmén
stabilni [151].
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Obrazek 9. Znazormi zavislosti zeta potencialu na pH [151]

2.7.3 Sedimentani stabilita astic — analyticka centrifugace

Sedimentani analyza je nastroj pro charakterizaci a kontr&lwality disperzi. Charakterizace
rozptyleného stavu suspenziemulze mé zasadni vyznam v oblasti nanomateal# i pro technické
aplikace v mnoha dalSich oblastech.
Jednou z hlavnich pin koloidni nestability emulzi je separace fazilpad rnych hmotnosti, obecn
oznaovand jako usazovani neboli sedimentace. Jedna peoaes, @ kterém dochazi vlivem
p sobeni hmotnostni (objemové) sily vyvolané gravitan zrychlenim k oddeni dispergovanych
astic od disperzniho prostli. Smr usazovani zavisi na rozdilu hustoéstice s vy3si hustotou ne
disperzni prosedi se pohybuji ve sru gravitaniho zrychleni, astice s ni 8i hustotou proti mu.
Rychlost pohybu astic pi pomalém usazovani (Reynoldsovo kriterium usazbiREx 0,2), které je
obvyklé pro malé astice, vyjaduje Stokesv vztah. Jeliko je usazovani v gravitdm poli obvykle
relativn pomalé, je vhodné pro ély hodnoceni sedimenta stability proces separace fazi urychlit
nahrazenim gravitaiho zrychleni zrychlenim odstivym [152, 153].
Ze zAavislosti rychlosti usazovani na oddivém zrychleni (ot&k odstedivky) Ize pak extrapolaci
odhadnout rychlost separace fazigkladovani v normalnim gravitaim poli [152, 153].
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Obrazek 10. Schéma analytické centrifugace [152]

Za pedpokladu linearni zavislosti pak k tomuto odhadistduje pouze jeden Udaj o rychlosti
sedimentace pp sobeni zvoleného odstivého zrychleni. K meni sedimentani stability se tak
pou ivaji centrifugy, které umo uji fotometrické sledovani zm koncentrace dispergovanych latek
ve vzorku vlivem psobeni odsedivé sily. Vzorky jsou umisty v kyvetach, kde je sledovan profil
transmitance NIR zénim. Sedimentace dispergovanydistic se projevi jednak vg enim asti
vzorku, tzn. zvySenim transmitance, a jednak tvertsedimentu, tzn. snienim transmitance
[152, 153].

Ze sedimentanich dat Ize pak ziskat odhad velikosti a tvaéstic, Udaje o distribuci jednotlivych
typ sedimentujicich astic ve vzorku a v neposledrdd studovat rovnova nost systému, etn

ur eni pislusnych rovnova nych konstant [154].

2.8 Bezpe nost a genotoxicita astic

Enkapsulace pro potravirské pouiti by mly spl ovat podminky nejen, co se & vhodnosti
materiél , které musi byt netoxické a biologicky odbouraéelale rovn vSechny pomocné latky
pou ité p i procesu enkapsulace musi byt berge Také samotnéastice se musi podrobit pgému
posouzeni toxikologické bezpw®osti, ne mohou byt pou ity k lidské spetb [64]. Proto musi byt
astice pro aplikace do potravin a ndpeyrobeny vyhradn z material obecn pova ované za
bezpené (GRAS) [52, 53]. Cely proces enkapsulace mugi riawvr en tak, aby byly splmy
bezpenostni po adavky Evropského adu pro bezpaost potravin (EFSA) [2]. Nejnojsi smry
navr ené EFSA doporwje pro testovaniastic provést také in vitro testy genotoxicity &teré testy
in vivo [64].

40



3 CILE DIZERTA NiPRACE

Cilem préace bylo vyvijet a testovat vhodné tyggtic pipravenych z grodnich material, p ipravit
je ve stabilni form a ov it jejich pou itelnost do potravindkych a kosmetickych vyrobkHlavnim
zamrem bylo ziskat moderni funki potraviny a napoje s lepSimi vy ivovymi a serizkymi
vlastnostmi a vysokou f@anou hodnotou, fpadn kosmetické i farmaceutické vyrobky s vysokou
funk nosti.

V pr b hu dizertani prace byly eSeny nasleduijici dilcile:
zavedeni postup pro enkapsulace nizkomolekularnich latek a jepohsi (nap. kofein,
polyfenoly, vitaminy, antioxidanty, stabilizatorgntimikrobialni latky), vysokomolekularnich
slo ek (hap. enzymy) a probiotickych mikroorganism
zavedeni metod stanoveni enkapsulovanych aktivsliclek (spektrofotometrické metody,
HPLC/UV-VIS/PDA/MS, stanoveni viability buik, antimikrobiélni testy atd.)
zavedeni metod charakterizadestic — analyza velikosti, tvaru, distribuce a nébo
enkapsulace vybranych molekul a sy stanoveni efektivity enkapsulace, charakteezac
vzniklych &stic
testy dlouhodobé stability a biologické aktivitastic pi r zném pH, teplot, v r znych
typech modelovych a realnych prasti i v simulovanych fyziologickych podminkach
navrh vhodnych transportnich systépro izené uvolovani aktivnich latek v novych typech
potravinaskych a kosmetickych produkt
senzoricka analyza funkich potravin
vyhodnoceni kvality a stability novych potraviskych a kosmetickych produktp i
dlouhodobém skladovani
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4 EXPERIMENTALNI AST

4.1 Pouité p istroje a chemikalie

4.1.1 Pou ité chemikalie

2,2—azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoovasetina)-(ABTS), Sigma-Aldrich (DEU); 2,6-
dichlorindofenol, Sigma-Aldrich (DEU); Acetonitripro HPLC, Gradient Grade, Sigma-Aldrich
(DEUV); Agar Powder, Himedia (IND); Alginat sodnal,sSigma-Aldrich (DEU); Agarosa, Serva
(DEUV), -karoten 95% typ I: synteticky, Sigma-Aldrich (DEWBile salts — sns kyseliny cholové a
deoxycholové, Sigma-Aldrich (DEU); Carbomer 980,n&iLion (USA); Diethylether, VWR
Chemicals BDH PROLABO (USA); DL-tokoferol acetat, MERCK (DEU); Dusitan sodny, Mitn—
LachNer (CZE); Epikatechin, Sigma-Aldrich (DEU); Hhanol,Vittum—LachNer (CZE);
Ethylacetat, Vitrum-LachNer (CZE); Folin-Ciocalteso inidlo, Penta (CZE); Glukéza, Vitrum—
LachNer (CZE); Hovzi extrakt, Difco laboratories (USA); Hydroxid sggditrum—LachNer(CZE);
Hydrogenuhliitan sodny,Vitrum—-LachNer (CZE); Chitosan, Sigmatid¢h (DEU); Chloroform,
VWR Chemicals BDH PROLABO (USA); Chlorid hlinity, ivum—LachNer (CZE); Chlorid sodny,
Vitrum—LachNer (CZE); Chlorid vapenaty, Vitrum-Lader (CZE); Cholesterol Sigma-Aldrich
(DEUV); Ibuprofen, Sigma-Aldrich (DEU); Katechin,gdna-Aldrich (DEU); Karboxymethylcelul6za,
sodnd sl, Sigma-Aldrich (DEU); Klotrimazol, Sigma-Aldric(DEU); Kofein, Sigma-Aldrich (DEU);
Kyselina L-askorbovd, Sigma-Aldrich (DEU); Kyseliodronova, Vitrum—LachNer (CZE); Kyselina
gallova, Sigma-Aldrich (DEU); Kyselina chlorovodikb 35%, Lach:Ner (CZE); Kyselina
chlorogenovd, Sigma-Aldrich (DEU); Kyselina mié& 80%, Vitrum-LachNer (CZE); Kyselina
metafosforena, Lachema (CZE); Kyselina octova 98%, Vitrum-Lldeh (CZE); Kyselina
trichloroctovd, Serva (DEU); LB médium (Luria-Beatli), Sigma-Aldrich (DEU); Lecithin ze
sojovych bob, Serva (DEU); Lecithin vajey, Serva (DEU); Luteolin, Sigma-Aldrich (DEU);
Lysozym from chicken egg white, Serva (DEU); Metblapro HPLC, VWR Chemicals BDH
PROLABO (UK); Mo ovina p.a., Penta (CZE); Morin, Sigma-Aldrich (DEWlyricetin, Sigma-
Aldrich (DEU); n-hexan pro HPLC, VWR (USA); Panktimaz vepoveé slinivky, Sigma-Aldrich
(DEU); Pepsin z prasé alude ni sliznice, Sigma-Aldrich (DEU); Pepton, HimedidaND);
Peroxodisiranem draselnym, Sigma-Aldrich (DEU); ddldzin, Sigma-Aldrich (DEU); Pullulan
Sigma-Aldrich (DEU); Quercetin, Sigma-Aldrich (DEURutin, Sigma-Aldrich (DEU); Siran
m naty, pentahydrat,Vitrum—LachNer (CZE); Siran maragg, hydrat, Vitrum—-LachNer (CZE);
Skrob rozpustny p.a., Lach-Ner(CZE); Tripolyfosf&igma-Aldrich (DEU); Trolox—6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylova kyselin&igma-Aldrich (DEU); Uhliitan sodny
bezvody, Lach:Ner (CZE); Vinan sodno-draselny, Mitr-LachNer (CZE)

4.1.2 Pouité p istroje a pom cky

Analytické vahy, Boeco (DEU); Bdva ky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (DEU); délva ky
Scout Pro, OHAUS (USA); ELISA Reader BioTek ELx8@otek (DEU); Mikrocentrifuga Mikro
200, Hettich Zentrifugen (DEU); Mikrocentrifuga &aus, Sigma (DEU); Centrifuga Boeco U-32R,
Hettich Zentrifugen (DEU); Koloidni DLS analyzatdetaSizer Nano ZS, Malvern (GBR); Sestava
HPLC/PDA/MS, Thermo Finnigan SURVEYOR, Thermo FiesciUSA): Pumpa - MS Pump Plus,
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Hmotnostni detektCQ Advantage Max; Termostat - LCO
101, Column Oven (ECOM, CZE); Davkovaci analytislentil smy kovy C R54157 (ECOM, CZE);
Vyhodnocovaci systém Xcalibur Thermo Fischer (USBgstava HPLC/PDA/RI ThermoFisher
Scientific (USA): Programétor gradientu UltiMateOBOFotometricky detektor: UltiMate 3000 DAD,
Refraktometricky detektor: RefractoMax 520, Pumpd#G-3400SD, Vyhodnocovaci software:
Chromeleon 7; Sestava HPLC, Ecom spol. s.r.o. (C¥K3¥okotlaké erpadlo LCP 4020 (Pumpa -
Beta 10), Davkovaci analyticky ventil snkpvy C R54157, Termostat kolon LCO 101
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(LCO 102 LONG), Spektrofotometricky detektor LCD 84) Kolona Zorbax Eclipse plus C18
(4,6 x 150 mm), Kolona Kinetex 5u C18, 4,6 x 150 nkulona: Luna 10u NH2 100A 250 x 4,6 mm,
Kolona Eclipse plus XDB-C18, ®n, 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies — USA), Kaon
SupelcosilTM LC-NH2, 5m, 4,6 x 250 mm; Ultrazvukovy homogenizator / digggor - Bandelin
Sonoplus HS3200, SonorexTechnik (DEU); Ultrazvukdgae PS02000 (CZE); Membranovy
extrudér — LiposoFast, Avestin (DEU); Vortex: GenRy IKA Vortex (DEU); Vortex, TK3S, Kartell
spa (USA); Vortex REax Top, Heidolph (DEU); Vodidizé TW2, Julabo (DEU); Vodni laze
WG620E, LaboPlay (POL); Opticky mikroskop Intracodwi LM 666 PV¥ LED (CZE); Software
Dino-Capture 2.0 (CZE); Fluoresceri mikroskop Olympus IX71, Microtime 200 (DEU); Bi@rova
kom rka Marienfeld (DEU), Spektrofotometr Thermo Spenic Helios (GBR); Spektrofotometr
Unicam Heliosa (GBR); Spektrofotometr — Helios, Unicam (GBR); Vakuova odparka Werke
RV06-ML: IKA (DEU); Pr tokovy cytometr - Apogee A50, Apogee Flow Systen@BR);
Magneticka mich&a: Lavat (CZE); LUMiSizer — Dispersion analyzel.em (USA); Automatické
pipety v r zném rozsahu objemu — Discovery (DEU) a Biohit (DEMWPLEN Nanophotometer UV-
VIS (DEU); Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruemts (USA); Temperovanaepaka Heidolph
Unimax 1010, Labicom (CZE); Termostat Raven 2 Iratab (USA); Termostat Memmert GmbH Co.
KG (DEU); Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL J$BBOF (USA); Enkapsulator BUCHI B-392
Pro (CHE); Lyofilizator — BenchTop 4K ZL, VirTis @A)

4.2 Latky pou ité k enkapsulaci

V této praci byly k enkapsulaci pou ity tyto stamdai chemikalie: kofein, nisin, lysozym katechin,
-karoten, ergosterol, bromelain, pepsin, pankneggpain, kolagenasa, alkalasa, lipasa, moriim, rut
kvercetin, kyselina gallov4, vitamin C. Dale byludb rovn lyofilizovany bilek, vzorky zazvoru
|éka ského, hebi ku, a esneku bn dostupné v obchodech.

Enkapsulovany byly i nasledujici bylinné extrakadny/ethanolovy extrakt z kagy dvoudomé
rozmarynu lékaského, heandnku pravého, levandule 1ék&é, erného bezu, 3alje Iékaské,
pely ku pravého, maté&ousky, echinacey, lékoe, msi ku Iékaského, rakytniku eSetlakového,
tymianu obecného, jitrocele kopinatého, majoranighradni a tzalky tekované, které byly
zakoupeny v Léveé rostliny, Brno.

Dale byly pou ity vzorky erného, bilého a zelenéhaje (sypany erny aj, Gunpowder Black (ina);
sypany zeleny aj, Formosa Gunpowder (Tchaj-wan); sypany bi§, Pai Mu Tan (ina), kavy
(pra end zrnkova plantéa ni kava (100% arabica),lra Santos (Brazilie)), guarana - drcena semena
guarany, EXOTIC HERBS (Brazilie), goji - kustovnicenskad, WOLFBERRY (EU) a enSenu -
drceny koen enSenu, EXOTIC HERBS (Asie). iPpraci byly pouity rovn vzorky mrkve,
ervenych jablek, citronu, pomera kiwi a smsi lesnich plod (maliny, jahody, borvky; mra ené)

b n dostupné v obchodech, zelenyren - erstvy a doplnk stravy Mladik JEMEN ( esk&
republika), propolis- Velastvi Petr Vydra (Brno) a inulin — rozpustna viakainFAN ( eska
republika).

4.3 Pou ité realné potraviny

Vybrané astice byly aplikovany do thto vybranych potravin: polotné erstvé mléko pasterované,
Albert (Moravia Lacto a.s.): na 100 ml: 4,6 g saaha 3,2 g bilkovin, 1,5 g tuk 190 kJ / 45 kcal,
Actimel, (Danone) na 100 g: 10,5 g sacharid,8 g bilkovin, 1,6 g tuk 301 kJ / 71 kcal, selsky
jogurt bily (Hollandia) na 100 g: 4,3 g sacharic,5 g bilkovin, 3,9 g tuk 277 kj / 66 kcal,
choce sky smetanovy jogurt (Chocgka mlékarna) na 100 g: 2,8 g sacharid,2 g bilkovin, 10,3 g
tuk , 500 kJ / 120 kcal.

Dale byly pou ity vzorky komemich napoj:pravy erny aj (Jema) -piprava: 1 sé&k byl louhovan
ve 100 ml vrouci vody po dobu 20 minut, zelemy (Ahmad Tea)-pprava: 1 sé&k byl louhovan ve
100 ml vody o teplot °C po dobu 20 minut, citronova mineralka (Ondr&&)v-slo eni na 100 ml:
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4,69 sacharid mén ne 0,3 g bilkovin, ménne 0,1 g tuk a 0,008 g soli, 19 kcal, Nestea zeleny
citrus (Nestea)-slo eni na 100 ml: 4,5 g sachari@,02 g sodiku, 48 kcal, Coca Cola (Coca Cola)-
slo eni na 100 ml: 10,5 g sacharijd42 kcal, pomeramvy d us Hello (Linea Nivnice)-slo eni na 100
ml: 11 g sacharidz toho 8 g cukr, mén ne 0,1 g bilkovin, ménne 0,1 g tuk, 0,05 g, 40 kcal.

4.4 Pou ité mikroorganismy

V této préci byly v experimentalnésti pro testovani antimikrobialni aktivity pou ityy i bakterialni
kultury: Micrococcus luteusCCM 1569,Bacillus subtilisCCM 2794,Escherichia coliCCM 7395 a
Serratia marcescen€CM 8587a jeden kvasinkovy kme@andida glabrataCCM 8270. VeSkeré
kmeny byly ziskany z eské shirky mikroorganismv Brn . K enkapsulaci byly v této praci pou ity
probiotické bakterialni kulturyactobacillus acidophilusCCM 4833 aBifidobacterium breveCCM
7825 rovn ziskané z eské sbirky mikroorganisnv Brn .

4.4.1 Kultivace probiotik

Pro kultivaci bakterialnich kultuLactobacillus acidophilusa Bifidobacterium brevebylo pou ito
komer ni MRS médium. Zakladni slo ky MRS média: peptongdtl hov zi extrakt 10 g/l, kvasnihy
extrakt 5 g/l, glukéza 20 g/l. Médium bylo smichasalestilovanou vodou v weném pomru

v Erlenmayerov ba ce a sterilizovano v tlakovém hrnci s owym ventilem po dobu 30 minut.
Kultury byly zao kovany ve sterilnim boxu. Kultivace probihala §7°C po dobu 24 hodin. Poté byly
kultury pou ity na stanoveni viability na piokovém cytometru a k enkapsulaci. \igad p ipravy
tuhého média bylo dale iddno mno stvi agaru o koncentraci 15 g/l. Pevnélinn@& bylo pou ito k
dlouhodobému uchovéavani kulturi g °C v podob k i ového rozt ru na agarove plotn U pou itych
mikroorganism byla stanovena stova kivka. R stova kivka byla sestrojena pomoci série odbs
naslednym m enim zakalu p 630 nm, v dy po 4 hodinach.
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Graf 1. R stova kivka - Lactobacillus acidophiluaBifidobacterium breve

4.4.2 Kaultivace mikroorganism pro testovani antimikrobialni aktivity

Jako testovaci modelové mikroorganismy pro sériiin@krobialnich test byly zvoleny dva
grampozitivni bakteridlni kmeny B. subtilis a M. luteus a dva gramnegativni bakterialni
kmeny -E. colia S. marcescen&ultury byly dlouhodob uchovavany v podobk i ového rozt ru na
agarové plotn pi 4 °C v lednici. Vdy ped samotnou kultivaci bylo ipraveno z dlouhodob
uchovavané kultury inokulum zakovanim do sterilniho psluSného tekutého média. Pro kultivaci
mikroorganism bylo v dy pouito 50 ml pislusného média jpraveno do 100ml Erlenmayerovych
ban k a sterilizovano v tlakovém hrnci s otemym ventilem po dobu 30 minut. Z&ované tekuté
médium bylo poté inkubovano 24h v termostatu gptimalni teplot za stalého epani.Bacillus
subtilis byl inkubovan p 30 °C a ostatni bakteriéM{crococcus luteus, Escherichia cdaliSerratia
marcescen$yly inkubovany pi 37 °C. Z pipraveného inokula byly po 24 hodindch Zemvany
(po 1 ml kultury) pevné agarové plotny a rovhylo p eo kovano do nového tekutého média, které
bylo pou ito na stanoveni antimikrobialni aktivita mikrotitra ni destice.
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Agarové plotny byly kultivovany 24h v termostatui pptimalni teplot a nasledn pouity pro
stanoveni antimikrobialni aktivity studovanych JzarU pou itych mikroorganism byla stanovena
r stova kivka. R stova kivka byla sestrojena pomoci série odbs naslednym menim zakalu p
630 nm, vdy po 4 h, resp. noi m eni nebylo realizovano.

4.4.2.1P iprava médii pro E. coli

Jako kapalné médium bylo pou ito komaf LB médium pipravené podle navodu na koncentraci 25
g/l. V pipad pipravy tuhého média bylo daleiggno mno stvi agaru o koncentraci 20 g/l. Zakladni
slo ky LB média: trypton 10 g/l, kvasmy extrakt 5 g/I, NaCl 10 g/I.
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Graf 2. R stova kivka — E. coli

4.4.2.2P iprava médii pro B. subtilis

Pro pipravu kapalného média bylo pou ito nasledujicim eshi: 5 g/l peptonu, 3 g/l beef extraktu,
0,01 g/l MNSQ-H,O. V pipad pipravy tuhého média bylo déle iggno mno stvi agaru o
koncentraci 20 g/l.
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Graf 3. R stova kivka — Bacillus subtilis

4.4.2.3P iprava média pro M. luteus a S. marcescens

Pro pipravu kapalného médium bylo pou ito nasledujicimeni: 5 g/l peptonu, 3 g/l beef extraktu a
3 g/l NaCl. V pipad p ipravy tuhého média bylo daleigggno mno stvi agaru o koncentraci 20 g/l.
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Graf 4. R stova kivka — Micrococcus luteus

45



-|—'
e ]

absorbance
=
e

05 - =

0 10 20 E11] an 50 Gl i RO
doba kultivac e hod )

Graf 5. R stova kivka — Serratia marcescens

4.4.3 Kultivace Candida glabrata

Candida glabratabyla kultivovana v tekutych médiich v Erlenmayegraly bakach i na pevnych
médiich na Petriho miskach. Kultivace probihalateplot 37 °C. Pro kultivacCandida glabrata
bylo p ipraveno medium o nasledujicim slo eni: pepton L@dikoza 40g/l v gpad pevnych médi
s pidavkem agaru 15 g/l.
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Graf 6. R stova kivka — Candida glabrata

4.5 P iprava mikroorganism pro enkapsulaci

Probiotické kultury K. acidophilus B. breve byly smichany s obalovym materidlem a enkapsuipva
Pro enkapsulaci bulk bez média bylo médium centrifugovano (10 min08 @m, 25 °C) a peletky
bun k byla dispergovany v obalovém materiélu.

4.6 P ipravavzork k enkapsulaci a zakladni charakterizaci

4.6.1 Propolis

Byla pipravena tinktura o koncentraci 1 g propolisu n® &0 absolutniho ethanolu. S byla
rozpoustna za stadlého michani po dobu 48 hodiadppou itim byl roztok pefiltrovan pro odstrami
p ipadnych pevnychastic.

4.6.2 Zeleny je men

Pro pipravu napoje z prasku byl pou it komei preparat. Dle doporeni na etiket (1-2 ajove
li Ky do napoje) byla jpravena suspenze jaene v obalovém materialu o koncentraci 0,01 ghml p
enkapsulaci za vznikuastic typu matrix. V gpad enkapsulace za vznikiastic typu kapsule byl
p ipravena suspenze jaene ve vod o koncentraci 0,05 g/ml; suspenze byla centrifégav(2 min,
12 000 rpm, 25 °C) a pro dalSi praci byl pou it supatant. erstvy je men byl vypstovan na vihené
celuléze. Po 10 dnech byly natcca 15 cm) sklizeny a rozmixovany pomoci nilno mixéru
ve 100 ml vody, im byly p evedeny na suspenzi. Dle paidy byla naslednpou ita centrifugace
(2 min, 12 000 rpm, 25 °C).
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4.6.3 P iprava bylinnych extrakt

Na z&kladni dpravu bylinnych extraktbylo navd eno 1 g suSené bylinky. Toto mno stvidyalito
a louhovano ve 100 ml vrouci vody, kyseliny citre@éppipadn 40% roztoku ethanolu, po dobu 15
minut.

4.6.4 P iprava kofeinovych extrakt

Roztoky napoj byly p ipraveny podle navodu na obalu. Sypany zeleajybyl zalit vodou o teplot
70-80 °C v porrru 1,5 dl na 1ajovou |i ku (2,820 g). Rpraveny aj byl ponechan k louhovani 2—
3 minuty. Poté byl gefiltrovdn pes gazu. Sypanyerny aj byl zalit vrouci vodou v ponnu 1,5 dl na
1 ajovou li ku (2,192 g). Rpraveny aj byl ponechan k louhovani 3-5 minut. Poté bfiirovan

p es gazu. Sypany bilyaj byl zalit vodou o teplotpiblin 90 °C v pomru 1,5dl na 1ajovou
i ku (1,980 g). Rpraveny aj byl ponechan k louhovani 5 minut. Poté byfjitrovan pes gazu.
Guarana (semeno mleté)djova | i ka (2,476 g) byla zamichana do vrouci vody. Potéhbgraveny
roztok pefiltrovan pes gazu. Zrnka kavy byly pomoci mlynku rozemleta N5 dl byly pou ity 2
kavové |i ky mleté kavy (1,982 g). Kava byla zalita horkowwa o teplot 93-94 °C. Hpraveny
roztok byl ponechén chvili k louhovani a poté bgfjitrovan pes gazu.

4.6.5 P iprava ovocnych a zeleninovych &v a extrakt

S ava z testovaného ovoce a zeleniny byla ziskanawed®im. Diky du in byla §4va velmi husta.
Roztoky byly tedy dale odstd ny pi 7 500 otakach za minutu po dobu 5 minut.

Extrakty z testovaného ovoce a zeleniny byly zigkéxtrakci z lyofilizatu. K extrakci byly pou ity
nésledujici roztoky: 1%, 5% a 10% kyselina citradnoi®b, 5% a 10% kyselina mi&, ethylacetat a
ethanol.

4.7 Metody pro stanoveni zakladnich charakteristik

4.7.1 Stanoveni kofeinu metodou HPLC/PDA/MS

K analyzovani extrakta stanoveni vSech slanin z potravin je de ité nalézt Ginnou a rychlou
analytickou metodu. K tomuto stanoveni se obvykie iv4 vysoce Uinna kapalinova chromatografie
(HPLC) sreverzni fazi. Vzorky kofeinu byly aplikmwy na kolonu pomoci davkovaci srky o
objemu 20 I. D leni smsi probihalo na kolonKinetex 5u C 18 s reverzni fazii 80 °C. Eluce byla
pou ita izokratickd pi pr toku mobilni faze 0,6 ml-mih Mobilni fazi byla sms methanolu a vody
vpomru 60:40. Vzorky byly detekovdny na PDA detektorui winové délce 270 nm.
Z chromatogram o r znych koncentracich kofeinu byly zjisly plochy pik a sestavena externi
kalibra ni k ivka pro kvantitativni stanoveni koncentrace kafeiy=7-10-x (mg/ml). Pro potvrzeni
slo eni redlnych vzork byla pouita rovn metoda hmotnostni spektrometrie drpym nastikem.
Hmotnostni spektrum typu ,full scan“ bylo ziskdnonmoci ESI ionizace v negativnim modu, jako
detektor byla pou ita iontova past.

4.7.2 Stanoveni celkovych polyfenol

Ke stanoveni se pou iva Folin-Ciocalteuovaidlo. Fenoly jsou oxidovany v zasaditém predi a v
inidle p itomné molybdenany a wolframany jsou redukovanysmes modrych oxid wolframu a
molybdenanu. Vzniklé modré zabarveni je amé celkovému mno stvi podni pitomnych
fenolickych slouenin a stanovi se spektrofotometricky 60 nm. Ziskané vysledky lze interpretovat
jako mno stvi celkovych polyfenolve vzorku, pop jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE, Gallic
Acid Equivalent), proto e kyselina gallova je zdeuita jako standard [155].
Pro sestrojeni kalibrai k ivky byla pipravena kalibrani ada kyseliny gallové od 0,1 do 0,7 mg/ml.
Z nam enych hodnot byl nasledsestrojen graf kalibrai zavislost, A = 1,3307-c (mg/ml).
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4.7.3 Stanoveni celkovych flavonoid

Chlorid hlinity tvoi stabilni kyselé komplexy s 4Cketoskupinou a s £nebo Ghydroxylovou
skupinou flavonoid, roztok tak ziskavd oranové zabarveni, které je emo
spektrofotometricky [156]. Koncentrace neznaméhoorkaz je poté vypodtana zrovnice
z kalibra niho grafu zavislosti absorbance na koncentracidstalu, kterym je katechin. Zavislost
absorbance na koncentraci byla ippd katechinu promena vintervalu od 0,05-0,3 mg/ml.
Z nam enych hodnot byl nasledsestrojen graf kalibrai zavislosti, A = 2,8729-c (mg/ml).

4.7.4 Stanoveni celkovych antokyan

5 g vzorku bylo rozeeno s 20 ml methanolu okyseleného kyselinou chimitkovou. Sms byla
extrahovana po dobu 15 minut nada ce a poté centrifugovanai 20 000 ot./min. po dobu 15 minut.
Supernatant byl odlit a pevna faze byla znovu éxtvdna okyselenym methanolem. Supernatanty
zobou centrifugaci byly spojeny a doplly na objem 150 ml. Vzorky byly meny
spektrofotometricky p 528 nm. Jako blank byl pouit okyseleny methanila dy vzorek byl
analyzovan ikrat a ze ziskanych hodnot byl vyp@én prm r. Koncentrace byla vypdtana

z kalibra ni k ivky zavislosti absorbance na koncentraci kyanimbgdloridu, A = 60,3368-c (mg/ml).

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

Pro stanoveni jednotlivych flavonoid metodou HPLC byla extrakce vzork provedena
v 10% kyselin mlé né, aby doSlo k uvolmi vazanych polyfenolickych sloanin. Extrakt ze vzorku
byl protepan v ethylacetatu. Poté byla organicka faze ledd a odpa&na na roteni odparce.
Odparek byl rozpush v 1 ml mobilni faze. Pro stanoveni jednotlivydavbnoid byly pouité
standardy morinu, myricetinu a luteolinu, které ybybzpusStny v ethanolu. Standard rutinu byl
rozpuStn v methanolu. Takto pravené standardy byly ipavany ke vzorkm a analyzovany
metodou RP-HPLC/UV-VIS na kolonZorbax Eclipse plus C18 ipteplot 30° C a prtoku
0,75 ml/min. Detekce byla provedena spektrofotoitietrp i vinové délce 370 nm. Mobilni faze je
roztok o sloeni acetonitril : methanol : voda skjina fosforend v pomru 30:20:49,5:0,5.
Nam ena data byla analyzovdna pomoci software CldRibynice kalibranich kivek (koncentrace v
mg/ml):Rutin: A=12,13-c; Kyselina chlorogenova: Ak44.-c; Phloridzin: A=1,08-c; Myricetin:
A=424,62-c; Morin: A=57,43-c; Quercetin: A=282,166-

4.7.5.1Uprava vzork pro stanoveni individualnich flavonoid pomoci HPLC

P esn zva ené mno stvi lyofilizatu vzorku bylo smichdne ¥m a chladu hydrolyzovano pomoci 1
M HCI. Poté byla sns odsted na. K supernatantu byl idan ethylacetat a sra byla vytepavana.
Vodn4 vrstva byla odstrana, ethylacetatova vrstva byleepedena do odpavaci baky. Na vakuové
odparce byl ethylacetat odea do sucha a odparek v lba byl rozpusin v 1 ml mobilni faze. Takto
p ipraveny vzorek byl naskovan na HPLC.

4.7.6 Stanoveni individualnich katechin

Jako mobilni faze byl pou it roztok methanolu a yod pomru 45 : 55. Eluce byla izokraticka,
kolona byla v termostatu zdfana na 30°C a ptok byl nastaven na 0,75 ml za minutu. Byla pou ita
kolona Eclipse XDB-C18. Na zatek kolony byl do davkovaci smiyy o objemu 20 | nastikovan
vzorek a detekce latek probihala v detektori B80 nm. Rovnice kalibranich kivek
(koncentrace v mg/ml): Katechin: A=2,416.c; Epikdii@: A=3,752.c.

4.7.6.1Uprava vzork pro stanoveni individualnich katechinpomoci HPLC

Uprava vzorku pro stanoveni individualnich katechibyla tém toto na s Gpravou vzork pro
stanoveni individualnich flavonoid(4.7.5.1). Odparek v bae byl ale po odpeni rozpustn v 1 ml
methanolu a tento vzorek byl poté nadavkovan naGiPL
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4.7.7 Stanoveni -tokoferolacetatu pomoci HPLC

Stanoveni -tokoferol acetatu bylo provedeno pomoci metody BF.UV-VIS detekci. Podminky
analyzy byly nastaveny na teplotu 45 °C,tpk 1 ml-min-1, mobilni faze byla absolutni methiaao
kolona Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla provéa pi vinové délce 289 nm. Retemi as pro -
tokoferol acetat byl 4,26 min. Rovnice kalibnak ivky: Y=1,5%10x (mg/ml).

4.7.8 Stanoveni -karotenu pomoci HPLC

Stanoveni -karotenu bylo provedeno pomoci metody HPLC s U\&\detekci. Podminky analyzy
byly nastaveny na teplotu 45 °C, k 1 ml/min, mobilni faze byla absolutni methamaokolona
Eclipse plus XDB-C18. Detekce byla provéd pi vinové délce 450 nm. Retemi as -karotenu byl
10,10 min. Rovnice kalibrai k ivky: Y=2,13x18x (mg/ml).

4.7.8.1Uprava vzork pro stanoveni -karotenu pomoci HPLC

Sm s karotenoid byla z pesn zva eného mno stvi lyofilizatu vzorku extrahovanamoci n kolika
ml diethyletheru. Ten byl poté ze ssnh odpipetovan do odpavaci baky a na vakuové odparce byl
odpaen do sucha. Odparek byl poté rozpost 1 ml methanolu. Takto ipraveny vzorek byl
nastikovan na HPLC.

4.7.9 Stanoveni kyseliny askorbové pomoci HPLC

Jako mobilni faze byl pou it roztok 0,05 M octamdsého a acetonitrilu v pomu 95 : 5. Eluce byla
izokratickd, kolona byla v termostatu zafdna na 30°C a ptok byl nastaven na 0,6 ml za minutu.
Byla pouita kolona Supelcosil TM LC-NH2. Detekceopihala pi 254 nm. Rovnice kalibrani

k ivky (koncentrace v mg/l)A=273,35c.

4.7.9.1Uprava lyofilizovanych vzork pro stanoveni kyseliny askorbové pomoci HPLC

Kyselina askorbova byla zgsn zvaeného mno stvi lyofilizadtu vzorku extrahovanaorpoci
n kolika ml 2% kyseliny metafosforaé. Sms byla odsed na a supernatant byl nakbvan na
HPLC.

4.7.10Titra ni stanoveni kyseliny L-askorbové

Nejprve byla provedena standardizace. Nava ka kygel-askorbové byla rozpusdta v 2% kyselin
chlorovodikové. Rpraveny roztok byl titrovan odmnym roztokem 2,6-dichlorindofenolu o
koncentraci 0,0005 mol-dfndo lososov r ového zbarveni stalého minimalil5 sekund. Vzorky
astic s kyselinou L-askorbovou byly centrifugovamy 14 800 ot.-min. Pro stanoveni byl pou it
supernatant. K 1 ml takto ipraveného vzorku bylo mano 10 ml 2% kyseliny chlorovodikové a
titrovano do swvtle r ového zbarveni. Koncentrace vitaminu C byla poy@ostena trojlenkou za
pou iti ziskanych hodnou ze standardizace [144].

4.7.11 Stanoveni antioxida ni aktivity pomoci ABTS

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

Kalibra ni kivka byla sestavena pro standardni roztok TrologapuStném v 60% ethanolu.
Rozmezi koncentraci bylo 50-400 ng/ml. Do rovniggabdosazovana hodnotaA (A0 - Al10).
Hodnota antioxidani aktivity byla vyjadena jako hodnota antioxidai aktivity vzorku ve stejné e,
jakoby vzorek obsahoval dané mno stvi Troloxu. Roerkalibrani k ivky: y=1,389.10°.x ( g/ml).

4.7.12 Stanoveni koncentrace klotrimazolu a ibuprofenu poraci HPLC

K analyze koncentrace & pomoci HPLC/PDA byla pouita jako mobilni fazecetonitril:voda
v pom ru 6:4. Prtok mobilni faze byl 1ml/min a teplota analyzy bg@°C.
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Jako stacionarni faze byla pouita kolona 150 mmmeéx 5u C18 100 A, s vnitim pr m rem
4,6 mm. Rovnice kalibraich kivek: klotrimazol y=3-16x (mg/ml), ibuprofen y=1-10x (mg/ml).

4.7.13 Spektrofotometrické stanoveni protein - metoda dle Haetree — Lowryho

Jedna se o kolorimetrické stanoveni, zalo ené nausho kovém inidle [158]. Tato metoda byla
mnohokrat upravena. Dnesni verze vyuivd tinidla, namisto pvodnich pti. Dochazi
k intenzivn jSimu zbarveni roztoku a stanoveni pracuje v Sin§gimsahu koncentraci. Roztoky jsou
stabiln jSi a metoda je také mémpracna. Spektrofotometrické stanoveni se provédilpové délce

= 650 nm proti blanku [158]. Pro sestrojeni kalilii k ivky byl pou it roztok albuminu a rovn
roztok lysozymu, z rho byla p ipravena kalibrani ada o koncentraci 0,15 a 0,75 mg/ml respektive
0,03 -0,12 mg /ml. Rovnice kalibraich kivek: albumin y=3,0992.x, lysozym y= 4,7104.x (m@)y)m

4.7.14 Bicinchoninova metoda

Metoda je zalo ena reakci BCAinidla se vzorky g 50 °C. Zmna absorbance je poté rana pi
562 nm proti slepému vzorku [159]. Kalibrda ada nisinu byla fpravena o koncentraci
125-2000 g/ml. Rovnice kalibrani k ivky: y=1,9058.x (mg/ml).

4.7.15 Stanoveni koncentrace peptid metodou HPLC

Pro analyzu peptid pomoci HPLC/PDA byla pouita 150 mm kolona Aeriegfide XB-C18
obsahuijici 3,6 m astice Core-Shell® vazané na silikagelu s wiib pr m rem 4,6 mm. Pitok byl
zvolen na 600 I-min™ a kolona byla temperovana na 30°C. Jako mobilré fdyla dle specifikaci
kolony pou ita sms rozpoustdel voda a acetonitril v porru 20:80, ob s 0,1% obsahem kyseliny
trifluoroctové. Kalibrani zavislost byla sestrojena pomoci koncemtraady v rozmezi u nisinu
0,625-125 g/ml a u lysozymu 7-1000g/ml.Rovnice kalibranich kivek: nisin y=1,7.105.x, lysozym
y=9,8.1G.x ( g/ml).

4.7.16 Stanoveni enzymovych aktivit

4.7.16.1Stanoveni proteasové aktivity

Pi stanoveni proteasové aktivity bromelainu, trypsipepsinu, alkalasy, papainu, pankreatinu a
kolagenasy byl jako substrat pouit roztok azoalbum (5 mg/ml). Azoalbumin je chemicky
modifikovany protein s navdzanou oran ovou sulfamidovou skupinou. Enzymatickou hydrolyzou
(37 °C) se uvoluji barevné peptidy rozpustné v trichloroctové kyse které jsou nasledn
detekovany p 440 nm. Jednotka aktivity je pak definovana jakoo stvi enzymu katalyzujici

p em nu substratu doprovazenou nstem absorbance o 0,001 za 1 minutu za podmingk [te80].
Vlastni stanoveni bylo provedeno smichanim 0,1ubssatu s 0,1 ml vzorku a inkubovane 7 °C

po dobu30 minut. Reakce byla zastaveridgvkem 0,41 ml 10% trichloroctové kyseliny, potdyb
vzorky centrifugovany. K 0,5 ml ziskaného supemtatabylo v kyvet p idano 0,7 ml 1M NaOH a
zm ena absorbanceipt40 nm proti blanku.

4.7.16.2Stanoveni lipasoveé aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity s vyu itim p-nitrofeylpalmitatu je zalo eno na schopnosti lipolytickyc
enzym St pit tento substrat za vzniku luizbarveného produktu p-nitrofenolui Btanoveni lipasové
aktivity bylo 1,25 ml substratu (0,0135 g p-nitnof¢ palmitat, 0,017g SDS, 1 g triton X-100)
smichano s 1,25 ml pufru o pH = 8 a s 0,5 ml vzoflakto vznikly roztok byl inkubovan p55 °C po
dobu 5 minut. Poté byla absorbance zna pi 410 nm proti blanku, ve kterém byl vzorek nahraze
destilovanou vodou. Kalibrai k ivka: y = 14,14.x (mmol/l).
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4.7.17 Stanoveni obsahu chlorofyl

K odebranému mno stvi zkoumaného roztoku byla@gno stejné mno stvi acetonu. Byla zjisa
absorbance p645 a 663 nm, jako blank byl pou it acetored ny vodou 1:1 [158].
Obsah chlorofylu a byl zjiSh pomoci rovnice;, = 1270xa,,- 269xA,, Img>mr|

Obsah chlorofylu b byl zjiSh pomoci rovniceg = 2290xa, .- 468xA,, Img>mi?|

4.8 P iprava astic

4.8.1 P iprava polysacharidovych &stic

P ipravené polysacharidovéastice byly pipraveny na principu metody zesif. Pi p iprav
alginatovych astic byl jako siujici roztok pouit chlorid vapenaty [18, 20]. Délgyla testovana
Mo nost pipravy alginatovych astic, které byly dale zpewny pota enim vrstvou chitosanu [161].
Chitosanové astice byly pipraveny pomoci roztoku tripolyfosfatu sodného [[LE&krobové &stice
byly p ipraveny sra enim v ethanolu [163].63né postupy jsou uvedeny ni e.

4.8.1.1P iprava alginatovych astic A

6 ml 0,5% chloridu vdpenatého byloikapavano za stalého michani do 20 ml extraktukteeem
bylo rozpustno 0,06 g alginatu (vznikl 0,3% roztok alginatu).

4.8.1.2P iprava chitosanovychéstic CH

6 ml 0,5% roztoku tripolyfosfatu sodného (TTP) byta stalého michani igapavano k 20 ml
extraktu, ve kterém byla @dem rozpusha navdka 0,06 g chitosanu dgavkem 0,2 ml
koncentrované kyseliny octové.

4.8.1.3P iprava Skrobovychastic S

Byl p ipraven 1% roztok 3krobu. Skrob byl rozpusy roztoku NaOH a maviny v pomru 0,8:1
(hmotnostnich procent). Do taktoigraveného roztoku byl man vzorek ureny k enkapsulaci. 1 ml
tohoto roztoku byl pdavan za stalého michani na magnetické mihgo malych davkach do 20
methanolu.

4.8.1.4P iprava alginatovych astic pomoci ultrazvuku A

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

4.8.1.5P iprava chitosanovychastic pomoci ultrazvuku CH

250 mg chitosanu bylo rozpugb ve 40 ml extraktu a poté byloigdno 0,5 ml koncentrované
kyseliny octové. Vznikla sns byla ultrazvukovana a po malych davkach bylgdvany 4 ml 2%
tripolyfosfatu sodného.

4.8.1.6P iprava chitosan-alginatovéastice pomoci ultrazvuku CHA

25 ml alginatu o koncentraci 6 mg/ml bylo smich&®25 ml enkapsulovaného vzorku, pH roztoku
bylo pomoci HCI upraveno iplin na 5. Poté bylo do roztokuigavanol0 ml roztoku Ca&b
koncentraci 3,35 mg/ml s pH upravenym na 5 pomo€l. H/ pr b hu pidavani byl roztok
ultrazvukovan. Déle bylo k takto vzniklému roztokudavano 20 ml roztoku chitosanu. Ten byl
p ipraven rozpushim chitosanu v 1% kyseliroctové tak, aby vznikl roztok o koncentraci 0,8/mig

pH tohoto roztoku bylo op upraveno gblin na 5pomoci NaOH. Takto vznikly roztok byl po
malych davkach jpdavan do pedchoziho roztoku a cely roztok byl pr n  homogenizovan.
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4.8.2 P iprava polysacharidovych astic pomoci enkapsulatoru

Pro enkapsulaci byl rovnpou it p istroj Enkapsulator Buchi B-395 Pro. Jedn& se oqagbmaticky

p istroj slou ici k polymernimu zapouzehi chemickych latek, biologickych molekul, drognv a
aromat, pigment extrakt, bunk a mikroorganism za sterilnich i nesterilnich podminek. Tvorba
kapsuli je zaloena na faktu, e pokud regulovargminarni kapalny proud vibruje s optimalni
frekvenci, rozbije se na kapky stejné velikostiawilimi souastmi jsou regulani jednotka se
stika kovym erpadlem, elektricky a pneumaticky systém a reaknddoba. VSechny soasti

p istroje, které jsou v kontaktu s kapsulemi, je néosterilizovat autoklavovanim.

Enkapsulovany produkt (bly, mikroorganismy nebo jiné biologické latky a ofikalie) se smicha
se zapouzavacim polymerem a sm je z tlakové ldhve vzduchem tma do pulzani komory.
Kapalina pak prochazi @s pesn definovanou trysku a na vystupu ztrysky se rbgd do
jednotlivych kapiek stejné velikosti. Tyto kapky prochazeji elelyicn polem mezi tryskou a
elektrodou, kde ziskaji povrchovy naboj. Elektrosk® odpudivé sily zpsobi rozptyleni perlek
dopadajicich do vytvrzovaciho roztoku. Velikostlpéwy reguluje nkolik parametr v etn frekvence
vibraci, amplitudy, velikosti trysky, rychlosti goku a fyzikalnich vlastnosti smi produktu
s polymerem. Obecrplati, e pr m r perli ky je dvojnasobkem pm ru trysky, ale zmnou rychlosti
toku a frekvence vibraci me byt rozsah znn n piblin 0 + 15% [164]. V praci byly jpraveny
dva zakladni typy astic. V prvnim pipad (typ matrix) byla enkapsulovana slo ky do obalowéh
materialu dispergovan a iprava probihala vySe popsanym gpbem. V druhém fpad (typ
kapsule) byla enkapsulovana slo ka zapoené do obalového matridlu ve forjadra.

V tomto pipad byla enkapsulovana slo ky pomoci ik kového erpadla vytlaovana pes vnitni
trysku do pulzni komory, do které byl sasn p es vnjSi trysku z tlakové lahve vzduchem déavkovan
zapouzdovaci polymer. Po vhodném nastaveni podminek ts)ari etizek kapiek, u kterych byl
vnit ni prostor tvoen enkapsulovanou slo kou a y&i ast byla tvoena istym polymerem. Tyto
kuli ky byly zachytdvany v polymerizaim roztoku, kde doSlo k jejich vytvrzeni.

4.8.2.1Algin4tové astice s jadrem — EA2%, EA4%

Byl p ipraven 2%roztok alginatu pro vytwni obalu kolem aktivni latky. Jako sré eci roztioW
pou it 50 ml 2% roztok CaCl 20 ml vzorku ureného k enkapsulaci bylo tieno tryskou o pm ru
150 m. Velikost trysky pro obalovou latku byla 306n.

Mikro &stice z alginatu byly dale ipraveny ze 4% roztoku alginatu pou itého pro vyemoi obalu
kolem aktivni latky. Jako sré eci roztok bylo pawi50 ml 2% roztok CaGl 20 ml vzorku bylo
tla eno tryskou o pm ru 200 m rychlosti 10,4 mi min-1. Velikost trysky pro obalovou latku
byla 400 m.

4.8.2.2P iprava alginatovych astic

Vzorek, pipadn roztok vzorku ureny k enkapsulaci byl smichan s roztokem 2% (49%j)natu.
Vznikla sms byla pevedena do zasobni lahve a pomoci enkapsulatorochiBbyla tryskou o
definovaném pmm ru rozpraSovana do 50 ml 2% chloridu vapenatéterykbyl nepetr it michéan.
Velikosti pou itych trysek byly 300 a 450m.

4.8.2.3P iprava alginat-Skrobovychastic

Roztok Skrobu o koncentraci 2 % byligraven rozpusnim odpovidajici nava ky Skrobu v roztoku
obsahujicim hydroxid sodny a navinu v jejich pomru 0,8:1,0 (hmotnostni procenta vzta ena k
roztoku). Nasledn byl algindtovy a Skrobovy roztok smichan ve zvél@npomru; enkapsulace
probihala pikapavanim do vodného, resp. ethanolového rozt@@LC Velikost trysky byla 300 m.
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4.8.2.4P iprava alginat-CMC astic
Postup je shodny sipravou algindtovych, jen obalovy material pro esdaci byl vytvoen
smichanim 2% alginatu a 2% CMC wznych pomrech (4:1; 2:1; 1:1). Velikost trysky byla 30en.

4.8.2.5P iprava chitosanovychéstic

Byl pipraven 2% roztok chitosanu s obsahem enkapsulogimiy, pH bylo upraveno pomoci
kyseliny octové na hodnotu pH 5. Enkapsulace padhipikapavanim do 2% roztoku tripolyfosfatu
sodného.

4.8.2.6P iprava chitosan-agarovychastic

V ur eném pomru byl smichan 2% chitosanovy roztok, enkapsulovaaorek a 2% roztok horkého
agaru; naslednbyly &stice pipraveny pikapavanim do vychlazeného roztoku 2%  tripolyfasfat

N e

dokud byl agar diky vy3Si teplotlostatené tekuty.

4.8.2.7P iprava chitosan-Skrobovychastic

Roztok chitosan byl smichan s 1% roztokem Skrobwpomru 1:3 a 1:5, déle byl an
enkapsulovany vzorek a smbyla pevedena do zasobni lahve enkapsulatoru. Jako srézok byl
pouit 2% tripolyfosfat sodny. Velikost trysky byl800 m. Pi piprav byl pouit 2% roztok
chitosanu u kterého bylo pH upraveno kyselinouwtoa hodnotu 5.

Roztok 1% Skrobu byl jpraven tak, e byl Skrob rozpust v roztoku NaOH a m@vin v pom ru
0,8:1 (hmotnostnich procent).

4.8.2.8P iprava chitosan-alginatovychastic

Nejprve byly pipraveny z 2%alginatu s jolavkem enkapsulovanych mikroorganisia sms byla
p ikapavana za stalého michani do 2%chloridu vapboatoté byly astice odfiltrovany a jdany za
stdlého michani do 0,6% roztoku chitosanu okyselpognoci kyseliny octové. Po vytweni
chitosanové vrstvy bylyastice vytvrzeny v 2% tripolyfosfatu sodném.

4.8.2.9P iprava agarosovychastic

Agarosoveé astice byly pipraveny rozpushim agarosy ve vodza vzniku 2% roztoku agarosy, ktery
byl za teplého stavu (40 °C) pipetovan do studexty vkterd mla okolo 4 °C.

4.8.2.10P iprava agarovych astic

Pro pipravu agarovych astic byl pouit 2% roztok agaru, ktery byl za tépd stavu (40 °C)
pipetovan do studené vody s teplotou okolo 4 °C.

4.8.2.11P iprava alginat-agarosovychastic

Pi p iprav alginat-agarosovychastic byla pipravena 4% agarosa a 2% alginat. Tyto dva roztoky
byly smichany v pormru 1:1. Ve smsi roztok byly suspendovany bky a poté byl roztok
p ikapavan do studeného 2% roztoku chloridu vapeoatéh

4.8.2.12P iprava alginat-agarovychastic

Alginat-agarové astice byly pipraveny smichanim 2% agaru a 2% alginatu v pani:1.V tomto
roztoku byla suspendovana kultura mikroorganisanpoté byl roztok jpkapavan do studeného 2%
roztoku chloridu vapenatého.
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4.8.2.13P iprava alginat-pullulanovych astic

Pi p iprav alginat-pullulanovych &stic byl smichan 4% roztok pullulanu a 4% roztddirétu v
pomru 1:1. V tomto roztoku byly suspendovany ky a roztok byl pikapavan do 2 % roztoku
chloridu vapenatého.

4.8.3 P iprava lipidovych &stic

4.8.3.1P iprava liposomovychastic pomoci ultrazvuku U

Lecitin a cholesterol v eznych navakach p zachovani ponru 9:1 (lecitin:cholesterol) byly
testovany pro ppravu liposom pomoci ultrasonifikace. Jako nejhof#i byla zvolena koncentrace
450 mg lecitinu a 50 mg cholesterolu pddavku do 20 ml vodného roztoku extraktu vzorku
ur eného k enkapsulaci. iBrava liposom byla provedena pomoci ultrazvuku, kdy byldppavena
sm s homogenizovana po dobukolika minut pi pou iti chladici lazn [165]. Liposomy byly rovn

p ipraveny (zejména penkapsulaci ve vodnerozpustnych slo ek) s jolavkem organické faze (U2).
Sm s séjovéhol/vajeného lecitinu a cholesterolu v chloroformu bylaisena s vodou v porru 1:10
(chloroform:voda). Takto jpravena sns byla ultrazvukovana za vzniku emulze. Kadinkazakem
byla pi ultrazvukovani pon@na do studené vodni ldznNa zavr byl z emulze na magnetické
michace pi 50 °C odpaen chloroform.

4.8.3.20dpa ovani na tenké vrstv— TLE

80 mg séjovéhol/vajmého lecitinu a 10 mg cholesterolu bylo rozpndtv 10 ml smsi chloroformu
a methanolu v pommu 80:20. Roztok byl elit do odpaovaci baky a na vakuové odparce byl
odpaen do sucha. K vytvenému lipidovému filmu bylo pdano 10 ml enkapsulovano vzorku a sm
byla stidav michana na vortexu a ultrazvuku do Uplného rozpiidipidového filmu ze sin ba ky.

V p ipad enkapsulace hydrofobni slo ky, byla dana aktivatk& pidana spolen s lecitinem ji do
sm si chloroformu a methanolu. Vznikly lipidovy filmybpoté rozpustn v 10 ml isté vody [166].

4 .8.3.3Metoda reverznich fazi — RP-TLE

50 mg soéjového/vaj@méholecitinu a 12,5 mg cholesterolu bylo rozpndtve smsi chloroformu

a methanolu v pormu 80:20. Roztok byl glit do odpaovaci baky a na vakuové odparce odpa do
sucha. Vytvoeny lipidovy film byl rozpusStn v 8 ml etheru. K tomuto roztoku bylyigany 2 ml
enkapsulovaného vzorku. Ssbyla dale s gstavkami ultrazvukovana po dobilgtin 1 minuty do
vytvo eni emulze. Poté byl ether odea na vakuové odparce a vznikla vodna suspenzedbypla na
destilovanou vodou na korgy objem 10 ml. V dpad enkapsulace hydrofobni slo ky, byla dan&
aktivni latka pidana spolen slecitinem ji do smsi chloroformu a methanolu, 2 ml
enkapsulovaného vzorku pak byly nahrazeny 2 ml Ja&ay].

4.8.3.4Ethanolové vstikovani EV

Nejd ive byl podle nasledujiciho postupu izolovan leciti vajeného loutku, ktery byl nasledn
pou it k nastiku. Pi izolaci lecitinu byl vajeny loutek smichan s 25 ml acetonu a za agného
michani ponechan stat 10 minut. Poté bylassufiltrovana a ze sra eniny na filtru byla izolace
acetonem opakovana. Vznikla ssrbyla opt zfiltrovana. Sra enina byla rozpusta v 10 ml ethanolu,
sm s byla zfiltrovdna a sra enina byla znovu rozpuoét v ethanolu a sm poté Zfiltrovdna. Oba
Ethanolové filtraty byly spojeny dohromady a odgey do sucha [160]. Odparek (izolovany lecithin)
byl rozpustn v 15 ml ethanolu. Takto ipraveny roztok lecitinu (o koncentraci 100 mg-nbyl
pomoci injekni stika ky s tenkou jehlou velmi pomalu nakbvan do enkapsulovanych vzork
v r znych pomrech [168].
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4.8.3.5Liposomy s pidavkem lipidového extraktu z lososa — marinosorly,

Pro pipravu liposom s pidavku lipidového extraktu z lososa byly vybranyupe metody TLE a
upravena metoda ipravy pomoci ultrazvuku. Jejich sloeni bylo 10 rmaholesterolu, obsah
lipidového extraktu z lososa bylo 2,5; 5; 10; 26; 80 a 100%, jako zbytek do 100% (90 mg) byl
p idan lecithin.

4.9 lzolace lipidového extraktu z lososa

K izolaci lipid ze vzorku lososa byla pou ita extrakce lipidle Folche. Vzorek byl homogenizovan
ru nim mixerem, poté byl 1g takto upraveného vzorkichdn s 20 ml extraki smsi
(chloroform:methanol v ponmmu 2:1) pi laboratorni teplot po dobu 60 minut. Poté byl extrakt
p efiltrovan. Vzorek z filtru byl peveden do kadinky a smichan s 10 ml extnakm si a opt michan

p i laboratorni teplot 30 minut. Filtrdty z obou krok byly smichany, bylo k nim plano 36 ml
destilované vody (1,2 nasobek).

Takto pipravena snms byla centrifugovana 5 minutigl 000 ot/min. Spodni chloroformovéa faze byla
p e iSt na pes bezvody siran sodny. Na zatbyl chloroform odpaen na vakuové rotai odparce p

40 °C.

4.9.1 Stanoveni obsahu mastnych kyselin u lipidového extktu z lososa

Slo eni lipidového extraktu z lososa bylo charalidevdno plynova chromatografie s plamenov
ioniza nim detektorem.

Podminky analyzy zahrnovaly nasledujici teplotnogoam: 60 °C 10 min, vzestupny gradient
10 °C-min' do 200 °C s vydr i 10 min, poté vzestupny grati®AC-min* do 220 °C s vydr i 15 min

a vzestupny gradient 10 °C-rfimlo 240 °C s vydr i 10 min. Celkova doba analyzyab§2,67 min.
Teplota injektoru byla nastavena na 250 °C, sgbtléme byl 5 min a davkovani bylo zaji$o
pomoci autosampleru bezlid e toku (objem davkovaného vzorku [). Nosnym plynem byl dusik o
pr toku 0,5 ml-miff.Jako detektor byl pouit plamenovioniza ni detektor. Jeho teplota byla
nastavena na 250 °C, pok vzduchu na 350 ml-mi pr tok vodiku 35 ml-miit a make-up dusiku
na 30 ml-mift.

4.10 Stanoveni enkapsulani U innosti

Vzorek po enkapsulaci danymi metodami byl centoftdn pi 14 800 otdkdch za minutu,
supernatant byl slit, edn vurittm pomru a byla vnm stanovovana pomoci HPLCI
spektrofotometrickych metod (popsanych v kapitol&) &oncentrace zbylé volné enkapsulované
sloky. V pipad 4&stic pipravenych z enkapsulatoru byla misto centrifugarozedena filtrace.
Vzorku byly analyzovany i gd enkapsulaci. Z¢hto dvou hodnot byla poté vypithna enkapsulai

U innost dané metody. Vypet enkapsulani U innost byl proveden dle nasledujici rovnice:

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

aketivni latka cel kové mnoZsoei

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

Velikost &stic rzn pipravenych vzork byla stanovena na igtroji Zetasizer Nanoseries, ktery
vyu ivd dynamického rozptylu s#la. Tento pistroj m i asovou zavislost kolisani intenzity
rozptyleného suwla dané Brownovym pohybemastic. Analyza intenzity rozptyleného ¢a
umo uje ur it diftzni koeficient astic a vypoitat distribuci velikosti &stic v daném vzorku [150].
P ipravené astice byly vhodnz ed ny Mili-Q vodou a analyzovany.

M eni zeta potencialu bylo provedeno rouma p istroji Zetasizer Nanoseries. Mni je zalo eno na
technice ,Laser Doppler Velocimetry“, tedy na tojak rychle se pohybujiéstice v kapalin za

p sobeni elektrického pole.
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Zeta potencial je rozdil potencidaha pohybovém rozhrani, ktery se ustavujer@lativnim pohybu
tuhé faze s elektrickou dvojvrstvou Vroztoku. Znaménko je opaé ne znaménko iontvn jSi
vrstvy elektrické dvojvrstvy. im v tSi naboj astice nese, tim je stabi|&i [150]. Vzorky byly opt
vhodn z ed ny a prom eny.

4.12 Stanoveni vlastnosti systému pomoci analytické ceifiigace

Pro analytickou centrifugaci byly pou ity vzorkyastic po enkapsulaci bez jakychkoliv dalSich Gprav.
Vzorky byly napipetovany do kyvet wenych pro analytickou centrifugaci, byly nastavetmpdné
ota ky v kombinaci s dobou centrifugace a spodtm eni. Pi centrifugaci byla snimana mici se
transmitance vzorku v kyvetVysledky byly zobrazeny v grafech zavislosti siaitance na pozici v
kyvet , co vypovida o rychlosti sedimentace danyéistic[152, 153].

4.13 Stanoveni stability astic v travicich § avach

Pro simulaci fyziologického progtdi ke sledovani stabilityastic v gastrointestindlnim traktu byly
p ipraveny ti modelové travici vy dle eskoslovenského Iékopisu [169]iftavené astice byly k
roztoku travici Savy pidavany vdy v pomru 1:1. Inkubace probihalaip37°C po dobu 20 min,
v pipad alude ni a pankreatické &vy a 40 min v gpad Iu ové Savy. Po ukoneni inkubace
byla pomoci HPLC a spektrofotometrickych metod @na koncentrace uvolnych slo ek z astic

p sobenim travicich &v. V pipad enkapsulace probiotickych bun bylo stanoveno uvolmé
mno stvi pomoci prtokové cytometrie, gpadn po itdnim bunk v Burkerové komrce. Souasn
byla sledovana viabilita uvolnych bunk a také ponr ivych a mrtvych mikroorganism uvnit
astice.

4.14 Stanoveni stability astic v modelovych potravinach

Simulantem potraviny je zkuSebni roztok, ktery méasp definované slo eni a psn definované
vlastnosti. Tato potravina nahrazujeitou potravinu nebo skupinu potravin. Pro potrayikiera ma
pH vy3Si ne 4,5 byla pou ita destilovana voda. Patravinu s pH ni 83im ne 4,5 byl ppraven 3%
roztok kyseliny octové. Pro potraviny a napojekohblem byl pipraven 10% roztok ethanolu [170].
Pro tukové potraviny byl pouit jako modelovy roktoolej smichany svodou v ponu 1:4
(olej:destilovana voda) [170]. Vzorek byl v dyipraven v pomru 1: 3 (4&stice:modelova potravina).

astice byly vtchto 4 modelovych potravinach uchovany teplot 5°C/25°C. V pravidelnych
intervalech byla sledovana koncentrace uvajich enkapsulovanych slo ek obdobnym gpbem
jako v pipad stability &stic v travicich &vach.

4.15 Stanoveni stability v realnych potravinach

4.15.1 Stanoveni stability astic v realnych napojich

Jako realné napoje byly pou ity: Nestea zeleay zeleny aj, erny aj, pomeranovy d us, citronova
mineralka, Coca Cola a voda s medem (50 ml vodybg Bedu). Stabilitadstic v realné potravin
byla sledovana v ase nula, jeden tyden day i tydny. U run vyrobenych astic (alginatove,
chitosanové, chitosan-alginatové a liposomové) bplmuito edni v pomru 1,3:0,2 realna
potravina: &stice. V pipad &stic z enkapsulatoru bylo pou ited ni 1 ml realné potraviny a 0,2 g
astic. V prb hu skladovani byla sledovana zmna koncentrace kofeinu, vitaminu C a celkovych
polyfenol .

4.15.2 Stanoveni stability astic v mlé nych produktech

Pro testovani stability vybranychastic s obsahem probiotickych kultur byly zvolenyot mié né
vyrobky (v zavorce uvedend zkratka): polaté erstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj
Actimel (A), selsky jogurt bily (S), a chocgky smetanovy jogurt (CH).
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astice byly pidany do realnych potravin v koncentraci 0,33 ganpo celou dobu uchovanyip
teplot 5°C. Ve stanovenych intervalech (&se nula, jeden tyden & i tydny) byl proveden odl
roztoku pro stanoveni obsahu uvaigich slo ek a probiotickych buk. Souasn byl s mno stvim a
viabilitou uvoln nych bunk sledovan rovn nar st bunk a jejich viabilita v asticich.

4.16 Antimikrobialni testy

Ke stanoveni antimikrobidlni aktivity testovanyckork bylo vyuito standardnich dilinich a
difuznich testu[134, 135]. Testovani bylo provedepomoci mikroorganism na vhodnych
kultiva nich médiich a za optimalnich podminek viz. kap. 4.

4.16.1 Bujonova dilu ni metoda

P i této metod byl m enim zakalu sledovan st mikroorganismu na mikrotitrai destice. V dy k
150 ul bunk v médiu (byly pou ity vdy erstv p eo kované buky a pro porovnani byla testovana i
24 hodinova kultura) bylo pipetovano 50 ul antiroisélni latky i extraktu. Jako blank byla pou ita
kultura s pidavkem 50 pl vody, fpadn jiného pou itého rozpoustla. R st byl sledovan vase 0, 3
a 24 hod.

4.16.2 Agarova difuzni metoda

Nejprve byly pipraveny agarové plotny, na které bylo Zemvano z 24 hod. kultury vybranych MO.
Po dalSich 24 hodinach, kdy doSlo k réiu bunk na povrchu tuhého média, byl zahdjen test. Do
tuhého média byly vytveny jamky. Do jamek dle jejich velikosti bylo pipgano 3-80 pl

p ipraveného antimikrobialniho vzorku. Jako blankjabyou ita voda, pipadn rozpoustdlo.

Po 24 hodinach byla sledovana velikost inhilbizony vytvoené okolo jamek. Druhou metodou byla
aplikace vzork pomoci filtranich papirk o pr m ru 5 mm. Tyto disky obsahujici 10 ul vzorku byly
steriln aplikovany na agarové plotny s narostlou kultumurovn byly sledovany velikosti
inhibi nich zon.

4.16.3 Testy antimikrobialni aktivity - zkumavkovy test

V této metod byl sledovan rst mikroorganismu pomoci zakalu. Pro testovani ipyilaravena série
ban k/zkumavek obsahujici {slusna sterilni média, které byly z&ovany 2% suspenze bun
z inokula. Souasn byl pidan testovany roztoki astice s antimikrobiélni slo kou. BPravené
kultiva ni nddoby byly inkubovany poptimalni teplot a byl sledovan zpomaleny zastaveny naist
bun k v porovnani s blankem, ktery v médiu neobsahawdimikrobialni slo ku. Narst bunk byl
sledovdn m enim zakalu p 630 nm v ase 0, 24 a 48 hod. Vipad testovani vlivu rozruSeni
liposom na antimikrobialni/antimykoticky inek byl k rozruSeni liposompou it oleje. Jako blanky
pak slou ily zkumavky s gdavkem vody i oleje.

4.16.4 Testy antimikrobiélni aktivity monitorujici kinetik u lyze bun k G+ bakterii

Princip tohoto stanoveni vych&zi z podstatinku antibakterialnino lysozymu, kterou je schopgnos
katalyzovat hydrolyzu -1,4 glykosidickych vazeb peptidoglykanmachazejicich se v bumé stn
grampozitivnich bakterii. Ze suspenze Hynresp. z kadé bilky se po enzymovém rozruseni
bun né stny uvoln ni jejich obsah do roztoku, co bude mit za ndskedmretické zvySeni zékalu.
Pro tuto variantu antimikrobialniho testu bylappavena suspenze bunz inokula zed na 1:10
destilovanou vodou. Vlastni antimikrobialni test pyoveden pdanim 100 | p islusného roztoku
testovaného vzorkv destilované vodp imo do kyvety s 1,5 ml 10krated né kultury. V ase t=0
byla odetena hodnota absorbance $30 nm. Poté byla po 5 minutach otma konend hodnota
zékalu. Odetenim hodnot pateni a konené absorbance vznikla relativni porovnatelna
antimikrobialni tinnost reprezentovand rychlosti lyze bkin
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4.17 Analyza &stic -opticky mikroskop

Mikroskopie byla pouita ke sledovani velikosti aorfologie pipravenych &stic. V pipad
enkapsulace probiotickych buabyla vyuita rovn ke stanoveni pau a viability bunk uvnit
astice. V nkterych pipadech, kde nebylo mo né pou it gokového cytometru, byl sledovan rovn
po et a viabilita uvolnnych bunk.

P i stanoveni viability byly astice suspendovany v roztoku methylenové im@sd 5 minutach bylo
pozorovano modré zabarveni mrtvych bunV p ipad sledovani pdu a viability bunk byla na
ur ena mista Birkerovy komky nanesena kapka vhodm ed né suspenze buk, resp. modelovéi
realné potraviny. Byla dana kapka methylenové madobarvena suspenze bylaikpyta krytym
skli kem, které bylo uchyceno pomoci klipsPo pti minutach, kdy byly buky obarveny a
sedimentovaly, byl spéen vyskyt ivych a mrtvych burk.

4.18 Analyza 4&stic - elektronovy mikroskop

Mikroskopie byla pouita ke sledovani velikosti aorfologie pipravenych &stic. M eni byla
provedena pomoci skenovaciho elektronového mikmskiEOL JSM-7600F (USA) ve spolupraci
s Ustavem chemie material

4.19 Analyza astic - fluorescenni mikroskop

Fluorescenmni mikroskopie bylo vyuito pedevSim ke stanoveni viability enkapsulovanych
probiotickych bunk. Pro zobrazeni éastic a bunk na fluorescemim mikroskopu bylo pou ito
barveni pomoci fluoresceinu (FDA) a propidiumjod{en).

astice byly suspendovany v 1 ml destilované vodparveny 5 | FDA a 5 | Pl. Po 20minutové
inkubaci ve tm byly pozorovany ve fluorescemim mikroskopu pomoci excitace $em o vinovych
délkadch 470 a 552 nmjm byly rozliSeny ivé a mrtvé buky. ivé bu ky pomoci svych enzym
p em ni fluorescein diacetat (FDA) na zelefiuoreskujici fluorescein, naopak vipad mrtvych
doslo k vazb propidiumjodidu na DNA.
Prvni snimek p ni §i vinové délce zobrazil fluorescenci ivychnrtvych bunk, vy3Si vinova délka
zvyraznila fluorescenci pouzerven sviticich mrtvych burk.

4.20 Pr tokova cytometrie

Pr tokova cytometrie byla vyu ivdna ke stanoveni fooa viability bunk p ed jejich pou itim na
testovani antimikrobidlni aktivity. Pro testovaekterialni kmeny byly soasn stanoveny kalibrani

k ivky zavislosti absorbance nené pi 630 nm na pau bunk v médiu. Cytometrie byla rovn

pou ita ke stanoveni pau a viability probiotickych burk p ed a po enkapsulaci a té ke sledovani
mno stvi uvolnnych bunk s astic pi dlouhodobém uchovavani v modelovych i realnych
potravindch a p simulovanych podminkach za ivaciho traktu. Vzosahujici buky byl vhodn
zedn a umistn do sampleru ptokového cytometru. Byl zjish po et bunk a po vizualizaci
propidiumjodidem (5 I-mI*20 minut ve tm), bylo stanoveno procentuélni zastoupeni mrtvych a
ivych bun k.

4.21 Lyofilizace

Proces lyofilizace byl vyuit k dprav lyofilizovaného vajeného bilku a vybraného ovoce,
k p iprav liposomovych preparatpro pozorovani na elektronovém mikroskopu a rojako jedna z
mo nosti uchovavani vybranych polysacharidovyéktic.
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4.22 Syntéza zlatych nanoastic

Zlaté nanoastice byly pipraveny pomoci velmi rychlé a jednoduché metodpdbemické syntézy
[171]. erstv pipravené roztoky HAuUCI4 a Irg o znych koncentraci v deionizované vobyly
smiseny v rznych pomrech a oz&ny ve fotoreaktoru s 108V/m2 UVA sv tlem (365 nm) po dobu
15-60 minut, za vzniku zlatych nardstic.

4.23 Imobilizace zlatych nano astic

Zlaté nanoastice byly imobilizovany spontanipo pidani imobilizované latky v odpovidajicim pufru
k p ipravenym asticim. Pebytek imobilizované slo ky byl odstran pomoci centrifugace [172].
K imobilizaci byly pou ity kratké peptidy a sekveedNA. Mo nost imobilizace byla testovana na
volné nanoastice a rovn na nano astice, které byly nejprve pomoci polyelektroly@cf ti-vrstvy
(PEI,PSS,PAH,PSS,PAH)imobilizovany na sklep povrch (poly(iminoethylen) (PEI), polystyren,
polysulfonat sodny (PSS) a poly(allylamin-hydrocidd (PAH).

4.24 Postup p ipravy zlatych nano astic uvnit liposom

Pro syntézu malych nandéstic s konstantni velikosti byla optimalizovan@rmava nancdastic zlata
uvnit liposom. K piprav zlatych nanocastic bylo opt vyuito fotochemické syntézy. erstv

p ipravené roztoky HAuCI4 (0,1 mg/ml) a Irg (1 mM)deionizované vod byly enkapsulovany do
POPC (palmitoyloleoylfosfocholin, 2 mg/ml) liposomp ipravenych pomoci techniky hydratace na
tenké vrstv. Nasledn byl vzorek liposom upraven pomoci membranového extrudéru za pou iti
polykarbonatového filtru o velikosti p6r100 nm. Po odstrani neenkapsulovaného mno stvi
HAuCI4 a Irg oddlenim pes kolonu Sephadexu G-25, byly vzorky @rd ve fotoreaktoru s
108 W/m2 UVA sv tlem (365 nm) po dobu 15 minut, za vzniku stabhnitatych nancastic uvnit
liposom .
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

P edlo en& prace je zamena na vyvoj a fpravu vybranych typ mikro- a nanoastic obsahujicich
aktivni slo ky s izenou dobou uvobvani. Cilem prace bylo zavedeni a srovnamhych technik
enkapsulace. Do astic byly enkapsulovany jak nizkomolekularni lathy jejich smsi, tak i
vysokomolekularni slo ky a mikrobialni bly. U pipravenych &stic byla studovana efektivita
enkapsulace, dlouhodoba stabilitapzném pH, teplot, v r znych typech prostdi i v simulovanych
fyziologickych podminkach. Vystupem prace bylryt ndvrh vhodnych transportnich systépro
izené uvolovani aktivnich latek v novych typech fumlich potravin i v kosmetickych produktech.

5.1 Enkapsulace kofeinu a jeho pirodnich extrakt

Tato ast prace byla zanena na studii enkapsulace vybranycinqunich extrakt s obsahem kofeinu
pro aplikaci v potravin&kém prmyslu a v kosmetice. Byly testovany mo nosti enkdpse
standardu kofeinu a extrakz kavy, erného aje, zelenéhoaje, bilého aje a guarany. Dale byly tyto
extrakty kombinovany s ovocnymi extrakty. Byly pay extrakty pomerare, citronu, kiwi a
kustovnice inské (goji). VSechny frodni extrakty byly nejprve charakterizovany aleds pou ity

k enkapsulaci. Na problematice enkapsulace kofbirla nov zavedena, optimalizovdna a osna

p eva na v tsina metod gpravy a charakterizace mikro- a naastic, které dosud nebyly na Ustavu
chemie potravin a biotechnologii provag.

5.1.1 Charakterizace vybranych p irodnich extrakt

P irodni rostlinné extrakty byly charakterizovanyatasah kofeinu dale na celkovy obsah polyfenol
V p ipad ovocnych extrakt byl sledovan celkovy obsah polyfenak obsah vitaminu C. Podrobné
postupy stanoveni jsou uvedeny v kapitole 4.7prBva jednotlivych extraktu probihala dle postupu
uvedeného v kapitole 4.6.

Tabulka 1. Charakterizace pou itych extrakt

erny aj Zeleny aj Bily aj Guarana Kava
Obsah kofeinu [mg/mi] 74,8+1,7 83,4+2,1 73,5¢1,2 2,023,9 | 104,1+2 1
Obsah celkovych polyfeno[mg/ml] 38,0+0,8 87,5+1,3 99,0+1,8 81,1+1,2 55,840
Citron Kiwi Pomeran goji
Obsah celkovych polyfeno[mg/ml] | 0,050+0,003 0,022+0,002 0,014+0,001 0,18085
Obsah vitaminu C [mg/mi] 1,003+0,012 0,390+0,025320+0,016| 0,481+0,03b

Obsah kofeinu, testovanychimdnich extrakt, stejn jako celkové obsahy polyfenoh vitaminu C
jsou uvedeny v Tabulce 1. Nejvy3Si obsah kofeinustgnoven u extraktu z guarany (122 mg/ml),
naopak nejni Si obsah byl detekovan v biléaji (73,5 mg/ml). Bily aj obsahoval nejvy$8i mno stvi
polyfenol (99mg/ml), nejni 8i obsah polyfenolickych latek inkava a erny aj. Z ovocnych slo ek
m | nejvySSi obsah polyfenolextrakt z goji (0,13 mg/ml). NejvySSi obsah vitamiC byl nam en u

§ 4vy z citrénu.

5.1.2 Stanoveni enkapsulani U innosti

K enkapsulaci byly pouity rzné koncentrace standardu kofeinu a extraktyirbgnich zdroj
kofeinu. Na zaw byly extrakty z pirodnich zdroj kofein koenkapsulovany s f@avkem ovocnych
slo ek. Vzorky po enkapsulaci danymi metodami bggntrifugovany g 14 800 otdk&ch za minutu,
supernatanty byly slity, #d ny ve vhodném pomu a byla v nich stanovovana pomoci HPLC
koncentrace zbylého volného kofeinu, stggko ve vzorcich gd enkapsulaci. Z¢hto dvou hodnot
byla poté vypoitana enkapsulai U innost dané metody. U ipodnich extrakt bylo navic pomoci
spektrofotometrické metody stejnym zobem sledovano mno stvi enkapsulovanych polyfersol
vitaminu C. Metody pro ppravu jednotlivych typ astic jsou uvedeny v kapitole 4.8.
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5.1.2.1Enkapsula ni G innost standardniho kofeinu

Do liposomovych a polysacharidovyclastic byl nejprve enkapsulovan standard kofeinumqgud
kterého byla provedena optimalizace jednotlivychiadep ipravy astic.
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Graf 7. Enkapsulani U innost standardu kofeinu

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

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

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

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

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

Kofein se velmi dole enkapsuloval do liposomovych i polysacharidovyéktic. V pipad pou iti
metody pipravy liposom vyu itim ethanolového vsikovani byl jako nejlinn jSi zvolen postup, kdy
byl pou it roztok kofeinu o koncentraci 1 mg/ml asasn byl ethanolovy roztok lecithinu nastnut
v mno stvi 1:1 k tomuto kofeinovému roztoku. U meyop ipravy liposom pomoci ultrasonifikace
byla nejvhodnjSi opt koncentrace kofeinu 1 mg/ml, za pou iti lecithioukoncentraci 45mg/ml a
cholesterolu 5 mg/ml. U metod TLE a RP-TLE bylo dhodosa eno vySSi enkapsuld 0 innosti
vpipad pouiti niSi koncentrace kofeinu. Do polysachanigch 4astic se obecn kofein
enkapsuloval velmi dok (EU nad 80%). NejlepSich vysledkylo dosaeno @ p iprav astic na
enkapsulatoru, kde byla enkapsulal innost u 2% alginatovychéstic vice ne 97%.

5.1.2.2Enkapsula ni U innost kofeinu ve form extrakt p irodnich zdroj

Enkapsulace kofeinu z jehoimdnich zdroj byla rovn velmi U inn4. Enkapsulai U innost se
pohybovala v prm ru okolo 55%.
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Graf 8.Enkapsulani U innost kofeinu z jeho frodnich zdroj

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

2 guarana CHA 9 guarana TLE 16ily aj U1 -18 lec. 2 chol. (mg/ml)
3 guarana A 10 erny aj Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml) 1%ily aj U2-9 lec. 1 chol. (mg/ml)
4 guarana U 11 erny aj U2 -9 lec. 1 chol. (mg/ml)  18&ily aj TLE

5 guarana 2%EA 12 erny aj TLE 19 kava U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)
6 guarana 4%EA 13zeleny aj Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)20 kava U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml)
7 guarana Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/mi}4 zeleny aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 2lkava TLE
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Pouze u enkapsulace guaranyeaného aje do liposom p ipravenych metodou TLE byla innost
enkapsulace kofeinu ni §i (v pm ru okolo 10%), u kdvy byla u této metody enkapsuilal innost
dokonce nulova. Nejvy3Si enkapsula Ginnost byla opt nam ena u alginatovych astic
p ipravenych na enkapsulatoru. U liposomovydstic bylo nejvysSi enkapsufd U innosti kofeinu
dosa eno pou itim metody ultrasonifikace.

Enkapsulani U innost polyfenolickych slo ek gpravenych kofeinovych extrakbyla o poznani ni Si
ne v pipad enkapsulace kofeinu. Polyfenoly se nejlépe enkapaly do polysacharidovychastic
(Graf 9). Z liposomovych astic se polyfenolické slo ky nejvyhodin enkapsulovaly @ pouiti
metody TLE, kde naopak bylo dosa eno u kofeinu n&jrenkapsulani G innosti.

0o

]
-]

8 9 2 = =
5 " g = &
360 | 2 » -
0B = = . : .
= a0 - o 5
-}:':ll}- I: - an_iﬂceu‘.,.ihh:
o i 1 bt =l = — — =l
0 I : - = = == = ol —— - [ H
1 2 % 4 5 @ 7 ) 9 10 11 12 13 14 15 1e 17 18 19 o0 11
3 guarana E cermy caj E zeleny Caj H bily caj Hkava
Graf 9. Enkapsulani G innost polyfenol p irodnich zdroj kofeinu
guarana CH 8 guarana U2 -9 lec. 1 chol. (mg/ml) Zdeny aj TLE
2 guarana CHA 9 guarana TLE 1Bily aj U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)
3 guarana A 10 erny aj Ul -18lec. 2 chol. (mg/ml) 1%ily aj U2 -9 lec. 1 chol. (mg/ml)
4 guarana U 11 erny aj U2 -9 lec. 1 chol. (mg/ml) 1&ily aj TLE
5 guarana 2%EA 12 erny aj TLE 19 kava U1 - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)
6 guarana 4%EA 13zeleny aj Ul - 18 lec. 2 chol. (mg/ml)20 kava U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml)
7 guarana U1 18 lec. 2 chol. (mg/mf4 zeleny aj U2 - 9 lec. 1 chol. (mg/ml) 2lkava TLE

5.1.2.3Enkapsula ni U innost extrakt kofeinu koenkapsulovanych s ovocnou slo kou
Dale byla testovana mo nost koenkapsulace kofeinbwxtrakt s vybranou ovocnou slo kou.
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Graf 10. Enkapsulani U innost kofeinu — koenkapsulace jeh@rgdnich zdroj s ovocnou slo kou
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Koenkapsulace extrakkofeinu a ovocnych slo ek byla isfné ve vSech typech testovanydstic a
u v8ech pouitych kombinacich. V pm ru se enkapsulai U innost pohybovala okolo 60%.
Enkapsulani 0 innost kofeinu p koenkapsulaci byla tak srovnatelna anebo vysSivnp ipad
enkapsulace samotnych kofeinovych extrakt

Pi koenkapsulaci guarany a goji byla sledovanainnpst enkapsulace polyfenoh vitaminu C.
Z vysledk je patrné (Graf 11) e polyfenolické slo ky se epsulovaly obdobnjako vitamin C.
Enkapsulace tedy probihala komplexiez preference polyfenolickévitaminoveé slo ky.

Rozdily jsou patrné pouze ve srovnani s enkapslti#deinu. U astic s ni §i enkapsulai G innosti

kofeinu bylo v dy dosa eno vys3i enkapsutd U innosti polyfenolickych a vitaminovych slo ek.
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Graf 11. Enkapsulani U innost polyfenol a vitaminu C — guarana a goji

5.1.3 Stanoveni velikosti a stability astic s obsahem kofeinu

Velikost astic a jejich distribuce velikosti jsou ktivé parametry pou ivané pro hodnoceni fyzikalni
stability nanoastic. Zejména dynamicky rozptyl ¢ka (DLS) je nejb n ji pou ivanou technikou pro
m eni velikosti astic. DLS je Siroce pou ivanou metodou k emi distribuce velikosti, zejména
malych &astic suspendovanych v kapalném médiu. DalSilaitym sledovanym parametrem, krom
pr m rné velikosti a distribuce velikostiastic, je index polydisperzity (PDI). Hodnoty PDiCa
0,25 indikuji Uzké rozdeni velikosti, zatimco PDI ¥Si ne 0,5 poukazuji na Siroké rozeni
velikosti astic [148, 149, 175].

V této préci byly pipravené astice analyzovany na koloidnim analyzatoru MalvBetasizer Nano
ZS, ktery poskytl zadkladni data @sticich jako distribuce velikostastic, prm rné velikost 4stic a
index polydisperzity.

Pomoci nastavce s elektrodou byl zem rovn zeta potencial, ze kterého bylaimo odhadnuta
p iblind stabilita &stic. Zeta potencidl (ZP) vyhodnocuje elektroficketu pohyblivost
suspendovanychastic v médiu. Dle obecného pravidla, absolutninotal ZP nad 60 mV zna
vynikajici stabilitu &astic, hodnota 30 mV obecrudava dobrou stabilitou, 20 mV jeijptelnych
v pipad kratkodobé stability, ménne 5 mV znai ji velmi rychlou agregaci a nestabilituastic
[150, 175].

Tabulka 2. Stanoveni velikosti (hm) a stability JmAétic

L U1 LU2 LU LTLE L RP-TLE L EV
nm 166,9 2123 111,21 257,8 283,7 293,1
mV | -33,4 -43,8 -40,6 -47,5 -39,9 -46,0

L TLE kofein L RP-TLE kofein| L Uguarana| L Ul guam L Ul kava LUlerny agj
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 Ul zeleny aj | L Ul bily 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 guarandg CHA guarana-goji CH CH kofein
nm 995,9 672,6 403,8 358,4 182,5 200
mV_ | 29,6 25,1 21,7 20,9 46,2 42,5

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

Zkratky: A-Alginatové astice, CH-chitosanové astice, CHA-chitosan-alginatové astice, L-liposomy, U-metoda
ultrasonifikace (U-22,5mg/ml lecithinu, U1-18mg/rtécithinu, U2-18mg/ml lecithinu v chloroformu, TkEmetoda
odpaovani na tenké vrsty RP-TLE-metoda odpavani na tenké vrstvs reverzni fazi, EV-etanolové vigovani
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Dle hodnoty zeta potenciélu (Tabulka 2) vykazowalyipravenych &stic pedevsim liposomy velmi
dobrou stabilitu, v pm ru okolo -50 mV. Z polysacharidovychastic byly stabilni chitosanové
astice s obsahem standardu kofeinu (42,5). Algihéibsanové astice se pohybovaly na hranici
stability (okolo -25mV). Alginatové astice byly nejmén stabilni, hodnoty zeta potencialu se
pohybovaly od -7,5 do - 17 mV.

Pr m rn4 velikost liposom byla 200 nm, liposomy f[pravené metodou ultrasonifikace byly
v porovnani s ostatnimi metodami mensi anprna velikost se u nich pohybovalo okolo 150 nm.
Naopak nejvtSi liposomové astice byly pipraven pomoci metod RP-TLE a ethanolového
vst ikovani, zde byla pm rnéa velikost dvakrat vyssi (nad 300 nm).

Pr m rn& velikost polysacharidovychastic byla ve srovnani s liposomyt$i, v prm ru 300 nm u
chitosanovych astic, u alginatovychastic a chitosan-alginatovyclasticich byla prm rna velikost

600 a 900 nm. Rovn indexy polydisperzity polysacharidovyctastic byly vy$Si a pohybovaly se v
rozmezi od 0,2 do 0,6,ipem nejni Si indexy polydisperzity byly nameny u chitosanovychastic.

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

| kdy DLS technika, poskytuji rychlé meni velikosti astic a distribuci jejich velikosti, nemaji
schopnost hodnoceni morfologiéstic [175]. Proto byly v praci pou ity i technikypikroskopie a byla

tak sledovana i morfologie testovanychstic. Morfologie ppravenych astic byla pozorovana
pomoci svtelné a elektronové mikroskopie.

CH (640x)

U(640x) EV (640x)

RP-TLE (640x)

4 "-'F.-".‘r"_'.f -

TLE (640x)

TLE (300%) TLE (2000x) TLE (10000x)
Obrazek 12. Rpravené astice — snimky z optického a elektronového mikmsk
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5.1.4 Stanoveni sedimentani stability

Vlivem gravita niho zrychleni doch&zi k odéni dispergovanychastic v systému. astice s ni Si
hustotou ne okolni prostdi sm uji proti gravitanimu zrychleni, astice s vtSi hustotou putuji se
zrychlenim. Ze zavislosti rychlosti usazovani vtoetivem zrychleni Ize odhadnout rychlost
usazovani v tihovém poli. Sedimentadstic se projevi vye enim &sti vzorku a zarovetvorbou
sedimentu [152, 153].

Stanoveni sedimentaich vlastnosti pomoci analytické centrifugace bytovedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 4.12. Tabulka 3 porovnavaahdgt jednotlivych vzork. Index nestability
udava smrnici k ivky v prvnich fazich centrifugace.im je hodnota vyssi, tim je systém mén
stabilni [153, 154]. NejvySSi hodnota gmice byla dosaena u liposomp ipravenych metodou
RP-TLE. Tyto astice jsou tedy nejmérstabilni z testovanychastic a nejrychleji u nich dochazi
k sedimentaci. Nasleduji liposomyigravené pomoci ethanolového viebvani a liposomy ppravené
metodou TLE. Sedimentai stability u liposom tedy pimo Umrn souvisi s prm rnou velikosti
astic.

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

astice Index nestability (1/h) astice 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 + 00,1760
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 usazovéniéstic A) ethanolové vskovani; B) TLE; C) RP-TLE, D)
polysacharidovéastice

V p ipad polysacharidovychastic bylo dosa eno naopak lepSich vysledizhledem k sedimentai
stabilit . U chitosanovych &stic navic nedochézelo k vyraznému pozorovaninmssdace, vzorky
byly velmi iré ji na po atku centrifugace, nedochazelo tedy ke mmtransmitance vlivem
odstedivého pole, a proto nemohly byt tyto vzorky vyhodeny pomoci indexu nestability.
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U polysacharidovychastic zejm doSlo k tvorb gelové struktury (hydroge), kterd tak cely systém
stabilizovala a doSlo u nich ke zvySeni sedimatitatability. Vlivem enkapsulace kofeinu nedoslo u
vSech testovanychastic z pohledu jejich sedimenta stability k ddnym vyraznym zrmam. Hlavni
vliv na sedimentaci ma tedy hlavn pou ita metoda gpravy astic. V Grafu 12 jsou tyto rozdily
porovnany. K nejrychlejsi sedimentaci dochazeloippdom pi pouiti metody ethanolového
vstikovani a RP-TLE, kde na patku centrifugace doslo k rychlému usazertBich astic, pozdii
dochézelo k homogenni sedimentaci drg&ich liposom. U pipravenych liposom metodou TLE
doSlo z poatku k rychlejS§imu usazeni tgich astic, vtomto gpad v3ak dochazelo k vyrazsi
homogenni sedimentaci ne ugquchozich dvou metod. Vipad polysacharidovychastic nebyla
zaznamenana tadka adna sedimentace. Vzorky mohly byt pro standvenis iré, nebo doslo
k zmi ované tvorb gelové struktury a nasledné sedimentastabilizaci celého vzorku. Diky vysoké
sedimentani stabilit jsou polysacharidovéastice vhodné najklad i pro aplikace doirych napoj .

5.1.5 Stanoveni dlouhodobé stability — modelové potraviny

astice s enkapsulovanym standardem kofeinu bylyrqgtmshy analyze dlouhodobé stability
v prostedich modelovych potravin. Ve stanovenych intectaldyly provedeny odly vzork
pro stanoveni obsahu uvofrého kofeinu. Jako modelové potraviny byly zvolehyi zakladni typy
modelovych podminek dle popisu v kapitole 4.14.

Tabulka 4. Srovnani stabilityastic v r znych podminkach - kofein standard

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

Zkratky: EV-metoda etanolové vikovani, U-metoda ultrasonifikace, TLE-metoda odpé na tenké vrsty RP-TLE-
metoda odpa&ni na tenké vrstvs reverzni fazi, A-alginatovéastice, CH-chitosanovéastice, CHA-chitosan-alginatové
astice, ND-nedetekovano.
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Liposomové astice s obsahem kofeinu byly stabilnégevsim v modelovém vodném preslti, kde
nebylo z kratkodobého hlediska pozorovano adndruveé mno stvi.

Po msici bylo uvolnné mno stvi u metody ethanolového wsbvani 31,7%, u ostatnich metod
p ipravy liposom bylo uvoln no pouze do 12,3% enkapsulovaného mno stvi kofeinu.

V p ipad polysacharidovych astic bylo ve vodném prosdi uvolnno vy3si mno stvi kofeinu,
vpr mru okolo 40% po msici skladovani. Polysacharidovéstice byly stabilni gdevSim
v kyselych modelovych podminkach, kde bylo uvolm u alginatovych a u chitosanovycéastic po
m sici pr m rn  15% enkapsulovaného mno stvi kofeinu. Polysacluwéd astice vSak vykazovaly
dobrou stabilitu i v ethanolovém prostli a v tuném prostedi, uvolnné mno stvi se zde po rici
skladovani pohybovalo od 20 do 50%. Naopak liposamkazovaly v kyselém, alkoholovém i
tu ném prostedi vy35i uvolmné mno stvi enkapsulovaného kofeinu. Posioi se toto uvolmé
mno stvi pohybovalo v rozmezi od 40 do 70%.

Obecn nejstabilnjsi liposomové astice byly astice pipravené metodou ultrasonifikace astice
p ipravené metodou TLE. Z polysacharidovydstic byly nejstabilrjSi chitosanové astice. Rovn
algindtové astice mly dobrou stabilitu. Pouze vipad pipravy dvouvrstvych alginat-
chitosanovych astic byla pozorovana ni §i stabilita.

V tSina testovanychastic s obsahem kofeinu je tedy vhodn& pro aplikdmepotravin. Liposomy
p edevSim do vodnych potravin s neutrdlnim pH. Palyaddové &stice do ostatnich testovanych
prostedi, zejména pak do potravin s kyselym pH.

5.1.6 Stanoveni dlouhodobé stability — modelové kosmetiékprost edi

astice s enkapsulovanym standardem kofeinu, sgdhadnimi extrakty a s kombinaci kofeinovych
extrakt a ovocnych slo ek byly podrobeny analyze dlouhdaglathability. Velikost liposomovych

astic byla upravena pomoci membranového extrudénor m rnou hodnotu 100 nm. &stice byly
poté pidany do modelového vodného roztok uchovavany plaboratorni teplot a pi teplot 5°C.
Ve stanovenych intervalech byly provedeny aglbpro stanoveni obsahu uvohrych slo ek. Bylo
m eno mno stvi uvolnni kofeinu, celkovych polyfenola vitaminu C.

Tabulka 5. Srovnani stability liposomdr ovanych pi r zné teplot - kofein standard3-tydny [%)]

Metody piprav liposom | Ultrazvuk 1 Ultrazvuk 2 TLE RP-TLE
Laboratorni teplota 12,11 31,06 ND ND
Sni ena teplota ND 17,50 ND ND

Po tydnu nebylo u fpravenych astic detekovano adné mno stvi uvolého kofeinu. Po uplynuti
3tydn bylo ji zaznamenano malé mno stvi uvolmeho kofeinu, p em k vyS88imu uvolovani
kofeinu doch&zelo pvyssi teplot (Tabulka 5).

P i laboratorni teplot nebylo ani po 3 tydnech u metod TLE a RP-TLE detéko &dné uvolmé
mno stvi kofeinu. Kofeinu se nejvice uvolnilo astic pipravenych pomoci metody Ultrazvuk 2, a to
31,06 %. A sledovani dlouhodobé stability ipteplot 5°C nebylo po 3 tydnech stanoveno &adné
uvoln né mno stvi enkapsulovaného kofeinu u metod Ultikz¥, TLE a RP-TLE. Kofein se tedy
uvolnil pouze u astic pipravenych pomoci metody Ultrazvuk 2, ato 17,5 %.

U A&stic s enkapsulovanymi extrakty kofeinu nebylotpdnu, stejn jako v pipad enkapsulace
standardu, detekovano adné uvai® mno stvi kofeinu. Po 3 tydnech bylo ji v kterych pipadech
zaznamenanoastené uvolnni kofeinu. Nejvice kofeinu se uvolnilo Astic s extraktem zeleného
aje, pesnji 30,95 %. Naopak uvolmi kofeinu nebylo detekovano uastic s enkapsulovanym
extraktem erného aje a kavy (Tabulka 6).

Takeé u astic pipravenych koenkapsulaci extrakt p irodnich zdroj kofeinu a ovocné slo ky nebyla
po tydnu detekovdna &dn& zma koncentrace kofeinu. Uvolmé mno stvi kofeinu nebylo
detekovano ani po 3 tydnech skladovanéstic s extrakty zerného, zeleného a biléhaje.
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Nejvice kofeinu z astic pipravenych metodou TLE se uvolniloi gnkapsulaci guarany, okolo 3 %.
Touto metodou vSak bylo zarovenkapsulovano nejmensi mno stvi kofeinu, proto lnatochazet
k tak malému uvolovani (Tabulka 7).

Tabulka 6. Srovnani dlouhodobé stability — mno stxdin ného kofeinu — progtdi voda

erny aj | Zeleny aj | Bily aj | Guarang Kava
1tyden kofein ND ND ND ND ND
polyfenoly 20,38 18,74 18,07 28,17 28,4
3 tydny kofein ND 30,95 ND 18,77 ND
polyfenoly 30 54,25 36,09 39,3 42,27

K vyrazn jSimu uvolnni kofeinu dochazelo udstic pipravenych pomoci ultrazvuku, kde byla
zaznamenana i nejvyssi enkapsolal innost. Uvolnné mno stvi bylo nejni Si u extraktu z bilého
aje, 7,8 % a nejvysSi u extraktu z guarany, kdalimglo 45 %.

Tabulka 7. Srovnani dlouhodobé stability koenkapgsanych astic — mno stvi uvolmého kofeinu a
polyfenol — prostedi voda

metoda ultravuk metoda ultrazvuk 2 metoda TLE

kofein polyfenoly | kofein polyfenoly | kofein polyfiely

3 tydny| 1tyden| 3 tydny| 3 tydny| 1tyden| 3 tydny| 3 tydny| 1tyden| 3 tydny
erny ajcitron | 32,76| 22,02 26,45 3,08 452 11,64 ND 2,135,21

Zeleny aj citron | 27,39| 8,69 19,9 ND| 14,07 15,12 ND  25[831,13

D

6

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

P i sledovani celkovych polyfenoke po tydnu zéastic s extrakty kofeinu uvolnilo nejmensi mno stvi
vpipad enkapsulace extraktu z biléhaje, 18,1 %. Naopak nejvice se uvolnilo astic

s enkapsulovanym extraktem z kavy, ato a 28,P%m rn se uvolnné mno stvi kofeinu po tydnu
skladovani pohybovalo okolo 20%.

Po 3 tydnech doslo opk nar stu uvolnnych celkovych polyfenol Nejmensi mno stvi celkovych
polyfenol se uvolnilo z astic s enkapsulovanym extraktemezného aje (30 %). Naopak nejvice se
uvolnilo z astic s enkapsulovanym extraktem ze zelenélm a to a 54,3 %. V pm ru se po tech
tydnech skladovani v modelovém vodném peddit uvolnilo ze vSechastic 40% enkapsulovaného
mno stvi polyfenol .

U koenkapsulovanych extrakise mno stvi uvolnnych polyfenol po tydnu navysilo u vSechit
metod. Nejvice polyfenolse uvolnilo z 4stic pipravenych metodou Ultrazvuk 2 s enkapsulovanym
extraktem z kavy (49,5 %). Nejmémpolyfenol se uvolnilo po tydnu zastic pipravenych metodou
TLE s enkapsulovanym extraktem z bilélage (pouhych 0,31 %), a guarany (0,35 %).

Velmi nizké mno stvi uvolnnych polyfenol bylo stanoveno u vSechastic pipravenych metodou
TLE. Vyjimkou byly pouze astice s koenkapsulovanou shzeleny aj a citron, kde se uvolnilo
25,8% enkapsulovaného mno stvi polyfenol

Po 3 tydnech doslo opk nar stu uvolnnych polyfenol. Nejvyssi uvolnné mno stvi bylo stanoveno
u astic pipravenych metodou Ultrazvuk 2 s enkapsulovanymagiem z kavy, a to a 56,37 %. U
ostatnich astic pipravenych metodou pomoci ultrazvuku se vSak uva@nmno stvi pohybovalo do
27%. Nejmén se po 3 tydnech uvolnilo obecz &stic s koenkapsulovanym extraktem z guarany.
Zvysledk je tedy zejmé, e u astic dochazelo mem skladovani k postupnému uvavani
polyfenol . | po tech tydnech bylo vS8ak zachovanoasticich vysoké mno stvi enkapsulovanych
polyfenal .
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Déle byla sledovana stabilitastic z pohledu vitaminu C. Po 3 tydnech skladowéylo detekovano
adné uvolnné mno stvi enkapsulovaného vitaminu C. Sni eni damtrace volného vitaminu C
mohlo byt zpsobeno i jeho degradaci a mohlo tak zamaskovatygbbovani.

Celkov jako nejvhodnjsi astice pro kosmetické @ly byly zvoleny liposomy fpravené
ultrazvukovou metodou. Jejich dlouhodoba stabliyavyhovovala aplikenim po adavk m. Stejn
tak mly tyto astice dobrou stabilitu a vynikaly i vysokou enkapsni U innosti. Nejvhodnsi
aplika ni formou obsahuijici tytoastice by byla nagklad ple ova voda nebo gel. Navic s delSi dobou
p sobeni na poko ce by mohlipravek dosahovat vysokéhairgku.

Mezi hlavni kosmetické inky kofeinu pati antioxidani U inek, ktery chrani biky proti UV zéeni,
kofein dale zpomaluje starnuti poko ky a vyhlaziijg72]. Diky kofeinu tak docilime gvan
vyhlazeni pleti. R kombinaci s dalSimi aktivnimi latkami jako jsoolyfenoly a vitaminy, m eme
dale navySovat pozitivni tnky p ipravk pro spotebitele.

5.1.7 Stanoveni stability astic v realnych podminkach

Dlouhodobé stabilita byla také sledovana znych reélnych napojich, gdevSim vliv na mno stvi
uvoln nych polyfenol a kofeinu. Cilem bylo ovit potenciélni aplikaci ppravenych asti do tzv.
.energy drink “. Pro tyto aplikace byly vybranyastice, do kterych byl enkapsulovan jagty kofein,
tak i komplexni zdroj kofeinu s nejvysSim obsaheofelkiu z testovanych frodnich zdroj —
guarana. Dale byla testovana koenkapsulovan& gguarany a goji, kde extrakt z goji poslou il
p edevsim jako zdroj vitaminu C, ktery podporujénék kofeinu.

Tabulka 8. Dlouhodoba stabilitadstic v r znych napojich hodnocena jako mno stvi uvoého
kofeinu v %

kofein tyden | tyden | tyde | tyden | tyden | tyden msic | msi | msi| msic | msic | msic
CHA |CH |nA | 2%EA | 4%EA | Lip. CHA |cCH |cA | 2%EA | 4%EA | Lip.
:jmy 10 | ND | ND | 274 | 250 | 01 128| 36| 216 276| 360 630,
sz'e”y ND |[ND |ND | 146 | 312 | ND 119 | 68| 237 161| 541 100
ggf;a' ND |ND | ND | 146 | 129 | 5,0 251 | 54| 28 349 246 18
nestea |[ND |ND | ND | 146 | 153 | ND 4,2 135| 106 ND ND 4,2
Q'IEZ' ND |ND | ND | 146 | 80 ND ND | 82 | 43| ND 136 | 43
+

‘r’;)ed(? ND |ND | ND | 146 | ND | ND ND | 67 | ND| ND ND ND
dus

pomera| ND |[ND |ND | 146 | 182 | ND ND | 30 | 38| 133| 63 ND
n.

Stabilita &stic byla hodnocena jako mno stvi aktivni latkyolrv né z 4stic v prb hu dlouhodobého
uchovavani. Rr stek koncentrace v roztokugalpoklada rozpadastice a uvolmi obsahu.
Dlouhodoba stabilita testovanyclastic byla testovana z pohledu uvaiého mno stvi kofeinu. V
p ipad &stic s enkapsulovanou guaranou a koenkapsulovguman@nou s goji i z pohledu mno stvi
uvoln nych polyfenol.

U kofeinovych astic nebylo po tydnu zaznamenano adné mno stwluného kofeinu. Pouze
v pipad polysacharidovych astic pipravenych pomoci enkapsulatoru bylo detekovanolruwd
kofeinu v prm ru okolo 10%. Po nsici doslo k uvolnni kofeinu i ostatnich testovanyclastic,
detekované uvolmé mno stvi se pohybovalo od 0 do 54%, wSiny &stic vSak bylo stanoveno do
10% uvolnného mno stvi kofeinu.

P i enkapsulaci guarany a koenkapsulaci guaranyidglg po tydnu skladovani u t8iny typ  astic
stanoveno vysSi uvolné mno stvi kofeinu ne @ enkapsulaci standardu kofeinu. Posiei bylo u
v tSiny testovanych astic detekovano v pm ru okolo 30% uvolnného mno stvi kofeinu.
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Nejstabiln jSi byly liposomové &stice. Celkov bylo u astic po msici skladovani v reélnych
podminkach stanoveno nejvyssi uvalé mno stvi kofeinu v gpad koenkapsulace guarany a goji.
Enkapsulované polyfenolické latky vykazovaly &sticich menSi stabilitu ne kofein. Po tydnu doslo
k uvoln ni polyfenol z chitosanovychastic, chitosan-alginatovychastic a 4% alginatovychastic

p ipravenych na enkapsulatoru a to vé&sin sledovanych podminek.

Obecn nejvice stabilni byly liposomovéstice, zde nedoslo po tydnu k uvaih adného mno stvi
enkapsulovanych polyfenal

Po msici doslo ji kuvolnni polyfenol i zliposomovych astic, a to v pm ru okolo 10%.
U ostatnich astic byly zaznamenany jen nepatrzvySené hodnoty uvolnych polyfenol

v porovnani s hodnotami po tydnu. Stejako v pipad uvol ovani kofeinu i u stanoveni polyfenol
byl zaznamenan trend vy3Siho uvaldho mno stvi v pipad koenkapsulace guarany a goji ve
srovnani s gpadem enkapsulacésté guarany.

Na zavr byla u koenkapsulované varianty guarany a gajinoecena dlouhodoba stability i z pohledu
mno stvi uvoln ného vitaminu C. Koncentrace volného vitaminu seyglennim skladovani zvysila,
pouze v coca-cole,erném aji a pomerarovém d usu v pipad chitosan-algindtovychastic. U
tydenni stability vitaminu C v alginatovychasticich pipravenych na enkapsulatoru bylo zjish
uvoln né mno stvi vitaminu C kolem 10 % vipad uchovavani v coca-cole, nestea, mineralce a
vod s medem. U ostatnich typ &stic byl zaznamenan pouze pokles koncentracesobgny s
nejv t8i pravd podobnosti degradaci volného vitaminu C. Konceptrataminu C poklesla rovnu
vS8ech testovanychastic po msici skladovani. Sni eni koncentrace volného vitmmC zp sobené
jeho degradaci vS8ak mohlo zamaskovat jeho daldi avéni.

5.1.8 Stanoveni stability astic obsahujicich kofein v modelovych travicich &vach

Stabilita astic v modelovych travicich &vach byla sledovana pomoci zmg zeta potencialu a
mno stvi uvoln ného enkapsulovaného mno stvi kofeinu.

Ze studia stability astic pomoci zeta potenciadlu v modelovych podminké&éviciho systému
(Tabulka 9) vyplyva, e byly astice nejménstabilni v kyselém prostdi alude nich $&v. Kde doslo

k nejvyraznjSimu poklesu hodnot zeta potencidlu.

Tabulka 9. Stabilita astic v modelovych travicich&ach — mno stvi uvolmého kofeinu % a zma
zeta potencialu

kofein/ kofein/ | kofein/ | kofein/ | kofein/ | kofein/ kofein/
EV TLE U | RPTLE| A CH CHA
ZP p vodni hodnota (mV) | -45.1|  -545| 435 528  -12)6 542| -29.2
ude i 2P as0(mv) [ 1.2 213 | 253  219] 142 388 2870
S dua | ZP15min(mv)[ 06 225 | 239 225 143 357 .91
uvoln ne 76.4 264 | 181| 384 35 0 49,7
mno stvi %
pankreati | ZP as 0 (mV) -41,2 -43,0 -42.6 -48,8 -9,0 41,8 -7.8
ckd $ava | zP 15 min (mv)| -7.1 454 | a1 5071 -8d 251 64,
uvoln ne 71,8 333 | 351 0 550| 477 37.9
mno stvi %
lu ova | ZP asO(mV) | -450| -52.9| -441 532 -93  44p 284
Sava | zZP15min(mVv)| 349 | 51,4 | -409 520 87 438 4D
uvoln ne 30,6 0 11,2 0 14,5 0 36,6
mno stvi %

Naopak nejvice stabilni bylyastice pi zasaditém pH luové Savy, kdy se hodnota zeta potencialu
m nila pouze minimaln V pankreatické &v byl rovn zaznamenan vyrazisi vliv na stabilitu
astice zejména v fpad chitosan-alginatovychastic a liposom p ipravenych pomoci ethanolového
vst ikovani.
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U t chto dvou astic byl rovn zaznamenan pokles jejich stability v jrhu celého psobeni
travicich Sav. U ostatnich typ astic se stabilita od gani do m eni po 15 minutach ji vyrazn
nem nila, co m e poukazovat na fitomnost velmi pozvolného uvavani.

Co se tye vysledk uvoln ného mno stvi (Tabulka 9), ve lwvych $avach se v tomto kratkénase
neuvolnilo u vtSiny &stic adné vyznamné mno stvi, pouze u mémabilnich chitosan-alginatovych
astic a u liposomp ipravenych metodou ethanolového ilgivani byl zaznamenan uvolmy kofein

i p sobenim této travici avy.

Naopak v pankreatické & se u vtSiny &stic uvolnilo nejvtdi mno stvi enkapsulovanych slo ek.

Vyrazné mno stvi se uvolnilo rovn v alude ni $4&v, kde astice vykazovaly nejniSi zeta
potencial.

Trend pozvolného uvobvani pi pr chodu travicim traktem byl pozorovan u vSech ogthtryp
astic. Tabulka 10 srovnava stabilitu liposomovydstic, polysacharidovychastic pipravenych
pomoci ultrazvuku a polysacharidovydstic pipravenych na enkapsulatoru.

Obecn se nejvice kofeinu i polyfenoluvolnilo vliivem modelové pankreatické a lové Savy, tedy

v modelovém prosedi tenkého seéva. V aludeni Sav bylo vy3Si uvolnné mno stvi kofeinu

stanoveno pouze vipad chitosan-alginatovychastic.

Tabulka 10. Stanoveni stabilitgstic - modelové traveni, mno stvi uvaiého kofeinu a polyfenoPo

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

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

CH 22,3 2,0 16,6 26,6 50,5
_ A 12,0 237 11,7 32,5 10,6
p o [2nA 3,2 0,5 15 0,0 34,6
S 3 [ 4%A 0,0 34,1 0,5 0,0 0,5
© 0 Liposomy | 11,8 16,9 6,0 3,2 5,4

CHA 39,8 84,8 36,3 92,7 21,4
« CH 52,6 55,1 46,9 20,3 23,4
S A 9,0 49,8 17,7 83 54,0
5 2%EA 34,8 18,2 33,0 39,6 68,0
E £ | a%EA 10,9 225 50,0 6.8 2,9
20 | |jposomy | 30,0 40,5 7.1 11,0 30,0

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

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

A 46,3 12,0 9,8 22,6 53,4
‘g . 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 porovnani enkapsulované a koenkapsulované variaio v pipad kofeinu dosa eno obdobnych
vysledk . V pipad polyfenol bylo vyraznjSi mno stvi uvolnnych polyfenol vliivem modelového
traveni detekovano Astic s koenkapsulovanymi extrakty.

Stabilita astic v modelovém traveni byla sledovéana také jpiohjen si nim skladovani v realnych
napojich. Dlouhodoba stabilita v realnych napojé&epopsana v kapitole 5.1.7.

| vtomto pipad byl zaznamenan shodny trend vyrg&io uvolnného mno stvi enkapsulovanych
slo ek v prostedi tenkého seva. Vlivem dlouhodobého skladovani vsak ktarych astic doslo
k uvoln ni v t§iho mno stvi enkapsulovanych slo ek.

Pi porovnani jednotlivych typ realnych prosedi se nejvice kofeinu i polyfenollivem traveni
uvol ovalo u éstic skladovanych verném a zelenéngaji, coca-cole i pomeranvém d usu.
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Diky zachovani vyrazného trendu pozvolného uweéni vtenkém stv a diky velmi dobré
dlouhodobé stabilit p edeviim manualnp ipravenych chitosanovychastic, alginatovych astic a
liposom v realnych prosedich lze vyu it testovanéastice pro aplikaci do ,energy drink
s pozvolnym uvolovanim kofeinu v za ivacim traktu. Zejména pou idrného a zelenéhaje ale i
coca-coly a pomeranvého d usu jako nose vybranych astic je pro tyto aplikace velmi vhodnym
eSenim.

5.2 Enkapsulace ovocnych, zeleninovych a S av
s vysokym obsahem polyfenola vitamin

V této dil i asti prace byly testovany mo nostiipravy mikro- a nandstic a postupy enkapsulace
vybranych pirodnich $av a r znych extrakt s vysokym obsahem antioxidant

K enkapsulaci byly pouity: &va z citronu, pomeraa a kiwi, dale byly pou ity vzorky mrkve,
ervenych jablek a sm lesnich plod (maliny, jahody, borvky). Rovn byly enkapsulovany
standardy vitaminu C, -karotenu, vitaminu E, kvercetinu, morinu, rutinyskliny gallové a
katechinu. Déale byly enkapsulovany i extrakty gungrayoji a enSenu.

rostlinnych @akt a

5.2.1 Charakterizace

S 4va z citronu, pomeraa a kiwi byla ziskana od&vn nim pislusného ovoce. Pravena $va
byla dale odsedna pi 7500o0t/min po dobu 5 minut. Takto igravené roztoky byly
charakterizovany na obsah polyfenal vitaminu C a pou ity k enkapsulaci (vysledky chigerizace
jsou uvedeny v kapitole 5.1.1). Vzorky byly rovnpouity v p ipad koenkapsulace spole

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

R zné extrakty z mrkve,ervenych jablek a smsi lesnich plod byla charakterizovany na obsah
polyfenol , flavonoid , antokyan a antioxidani aktivity. Dale bylo pomoci HPLC sledovano
mno stvi individualnich flavonoid, katechin, obsah -karotenu a vitaminu C.

V p ipad extrakt z guarany, goji a enSenu byl spektrofotometrickgdovan obsah celkovych
polyfenol a flavonoid a pomoci HPLC i obsah individualnich flavonaid

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

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

celkové polyfenoly (mg/g) celkové flavonoidy (my/g
typ extraktu Jablko Mrkev lesni plody Jablkg Mrkey lesni plody
§ ava 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
ethylacetéat 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. citronovg 2,81+0,1B8 2,12+0,12 X 0,84+0,020140,00 X
5% kys. citronovd 3,270,298 2,36+0,23 14,68+1,2305€0,02| 0,22+0,01 3,09+0,1H
1% kys. mlénéd | 2,78+0,08 2,34+0,56 X 0,62+0,01 0,02+0,00 X
5% kys. mléna | 3,65+0,18 3,03+0,80 13,60+1,09 1,02+0,02 O0,48t0D, 3,08+0,12
10% kys. mlénd | 4,25+0,20 2,57+0,95 11,08+1,16 1,40+0,02 0,320, 3,26+0,10
antioxida ni aktivity (mg/g) celkové antokyany (mg/g)
Jablko Mrkev | lesni plody Jablko Mrkev lesni plogdy
5% kys. citronovg 3,62+0,2P2 1,29+0,21 12,54+0,362160,01| 0,06+0,01 33,98+0,50
5% kys. mléna | 2,94+0,18§ 1,44+0,33 12,27+0,29 0,11+0,00 O,@HRP,25,25+0,16
10% kys. mlénd | 2,41+0,12 1,29+0,15 8,51+0,11 0,10+0,00 0,03+D,24,94+0,18
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U erstvych plod byla pouita pirodni Sava, vodny, ethanolovy a ethylacetatovy extrakt. U
lyofilizovanych vzork byly ov ovany extrakce do 1% a 5% kyseliny citrénové a 5%, a 10%
kyseliny mléné. Jak Ize vid z vysledk uvedenych v Tabulce 11, nejvhoiii extrakni inidla se
ukazaly 5% kyselina citrénova, 5% kyselina mié a 10% kyselina mléa. Proto byly tyto t typy
extrakce pou ity ke stanoveni ostatnich charakti&ris
Nejvyssi obsah polyfenal flavonoid , antokyan byl nam en u vSech typextrakt u lesnich plod.
Tyto hodnoty korespondovaly rovn s nejvy§8i nam enou antioxidani aktivitou, ktera byla
v p ipad lesnich plodu rkolikanasobn vy3Si v porovnani s extrakty z jablka a mrkve.
Z Tabulky 12 je patrné, e nejvysSi obsah ka déteo stanovovanych individuélnich flavonoid
katechin, stejn tak nejvysSi obsah vitaminu C, byl naen u extraktu z lesnich plod Obsah
-karotenu v mrkvi byl stanoven na 296,3 pg/g. Obdsabtenu u ostatnich extrakvyl dle o ekavani
minimalni.

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

Na zavr byly rovn charakterizovany pou ité extrakty guarany, gojiemSenu. Opt byl vys3i obsah
fenolickych slo ek stanoven v kyselych extrakteBh. em nejvysSi mno stvi polyfenol stejn jako

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

ostatnich testovanych slo ek obsahoval extraktarguy.

Tabulka 13. Charakterizace- guarana, goji, ensen

polyfenoly [mg/g] flavonoidy [mg/g] antokyany [pai/
Voda 10% kys. mléna Voda 10% kys. ml&a
Guarana| 63,38+ 1,26 111,84 £ 2,58 30,94+512 67382,87 1,45+ 0,26
Goji 2,78 + 0,09 2,96 + 0,04 0,19 + 0,06 0,26 80,0 0,21+ 0,07
enSen 4,33+£0,15 475+0,11 0,43 + 0,03 0,44@20 0,12+ 0,01
Rutin [ug/g] Morin [ug/g] Myricetin [ug/g]l Luteofi [ug/g]
Guarana| 112,60 * 3,538 2,52+0,72 2,20+ 0,1p ND
Goji 8,12 + 0,09 ND ND ND
enSen 15,1+ 1,56 ND 0,22 + 0,02 1,19+ 0,28

Pro pipravu marinosombyl pou it extrakt lipid z lososa. Tento extrakt bylipraven a analyzovan

dle postupu uvedeného v kapitole 4.9.

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

6,55%, PUFA 74,82%, n3 6,85%. Extrakt obsahoval @iDHA a 0,16 % EPA (Obrazek 13).




islo 1 2 3 4 5 6 7
mastna kyselina  C14:0 C16:0 C16:1 n9c C18:0 C18cl n C18:2 n6¢c C18:3n3

zastoupeni % 3,55 13,12 3,50 3,18 48,81 15,67 6,18
islo 8 9 10 11 12 13
mastna kyselina  C20:1 C20:3n3 C20:5n3 C22:0 CR2:6 C24:1
zastoupeni % 2,42 0,38 0,16 1,95 0,14 0,96

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

5.2.2 Stanoveni enkapsulani U innosti

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

danymi metodami byly centrifugovanyifd4 800 ot./min.

Supernatant byl slit, a byla vim stanovovana pomoci spektrofotometrické metodgragei HPLC
koncentrace zbylych volnych slo ek, stejtak jako ve vzorku gd enkapsulaci. Z¢hto dvou hodnot
byla poté vypoitana enkapsulai G innost dané metody. Pro ka dy vzorek bylo eni opakovano
t ikrdt a ze ziskanych hodnot byl ziskanmrr. Rozptyl hodnot meni jednotlivych vzork nebyl

v tSine 5 %.
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Graf 13. Enkapsulani U innost — polyfenoly a vitamin C z ovoce

Enkapsulani G innost ovocnych &v do liposom byla sledovana spektrofotometrickym stanovenim
celkovych polyfenol a rovn stanovenim enkapsulovaného mno stvi vitaminu Cvy&ledk je
patrné, e polyfenolické slo ky se enkapsulovalpéene vitamin C.

Polyfenolické latky se nejlépe enkapsulovaly z kimaopak vitamin C se nejlépe enkapsuloval ze
§ avy z pomerare. Pi porovnani metod byla vhodi$i metoda vyu ivajici ultrasonifikace (Graf 13).
Z vysledk enkapsulace ovocnych extrakdo r znych typ astic je patrné, e polyfenoly se 1épe
enkapsulovaly do liposom

Zde bylo dosa eno enkapsutd G innosti od 10 do 30%. Vyjimkou byl pouze extrakahlka, kde
byla Ginnost enkapsulace u metody RP-TLE 75,6%. Obexmn polyfenoly 1épe enkapsulovaly z
extrakt ne ze Sav.
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Po srovnani enkapsula U innosti jednotlivych astic pi enkapsulaci guarany, goji a enSenu
(Graf 14) bylo nejlepSich vysledky dosa eno u mgtqdipravy astic na enkapsulatoru. delevsim

u 2% alginatovych astic s jadrem, Gnnost enkapsulace u guarany a goji zde dosahc\@ds, u
enSenu a 89,9%. Enkapsulator tedy umoje pipravu &astic o definované velikosti, které jsou
p ipraveny optimalizovanou technologii, ipni je eliminovan pipadny negativni efekt slo ek
p irodnich extrakt na proces enkapsulace [164]i porovnani vysledk u polysacharidovychéstic je
patrné e makro- a mikr@stice jsou z hlediska enkapsulované mno stvi molgf vhodnjsi
aplika ni forma ne nanoastice. Dobrou enkapsulaci extraltiylo vSak rovn mo né pozorovat u
obou typ liposom, kde se nejlépe enkapsulovala guarana @nasti kolem 40%. Do
polysacharidovych astic se nejlépe enkapsuloval en3en, nasledovabldxguarany a nejmensi
enkapsulaci polyfenolickych latek vykazovala goiji.

89,9
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Graf 14. Enkapsulani U innost polyfenoly
1 manuéln Alginatové astice 5 naultrazvuku liposomovycastic 9  2%alginat 300 pm
2  manualn Chitosanovéastice 6 TLE liposomovychastic 10 1%alginat s jadrem
3 naultrazvuku Alginatovéastice 7 1%alginat 300 um 11 2%alginat s jadrem
4 naultrazvuku Chitosanovéstice 8 1%alginat 450 pm 12 alginat+CMC s jadrem

Z vysledk enkapsulace ovocnych extrakdo r znych typ astic je patrné, e polyfenoly se 1épe
enkapsulovaly do liposom Zde bylo dosa eno enkapsuid U innosti od 10 do 30%. Vyjimkou byl
pouze extrakt z jablka, kde bylaidnost enkapsulace u metody RP-TLE 75,6%. Obserpolyfenoly
|épe enkapsulovaly z extrakhe ze Sav.

Vitamin C se velmi dole enkapsuloval do liposomovych i polysacharidovydéistic, nejlépe se
enkapsuloval ze avy z lesnich plod naopak nejménse vitamin C enkapsuloval z jabie Savy.
Flavonoidy se rovn velmi dob e enkapsulovaly do liposomi polysacharidovychdstic, pi em u
individualnich flavonoid byla zaznamenana vySsiiinost enkapsulace u liposompi stanoveni
celkového mno stvi se flavonoidy enkapsulovaly azm ji do polysacharidovychéstic. Z vysledk
srovnani enkapsulace extrakd $4av se obecnlépe enkapsulovaly flavonoidy zea®, rozdily viak
byly minimalni.

Katechiny se dole enkapsulovaly do liposomovych i polysacharidovyckstic s prm rnou
enkapsulani U innosti 50%. Antokyany se velmi dab enkapsulovaly pdevsim do liposom u
ethanolového vakovani zde byla enkapsulai U innost takka 90%.

Karoten se nejlépe enkapsuloval do alginat-chitoggeh astic (92,5%). Rovn do liposom se
beta-karoten enkapsuloval velmi debs Ginnosti okolo 50%, nejvys3i enkapsuia U innosti u
liposom bylo dosa eno u metody ethanolového Nstvani.

P i srovnani enkapsulace jednotlivych standafldvonoid a polyfenol bylo dosa eno obdobnych
vysledk jako pi enkapsulaci jejich prodnich smsi (Tabulka 14). Bylo potvrzeno, e se tyto aktivni
slo ky Iépe enkapsuluji do liposomovyclastic. U jednotlivych standardvSak rovn zéle elo na
pou ité metod p ipravy liposom.

Déle byla srovhana mo nost enkapsulace vybranyahdstrd do liposom a liposom s pidavkem
lipidového extraktu z lososa (Graf 15).
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Tabulka 14. Srovnani enkapsuld (0 innosti vybranych standard %

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

Graf 15. Enkapsulani G innosti

NejvysSi enkapsulai U innost mly liposomové astice s vitaminem C 82,6 %,igavek lipidového
extraktu enkapsulai U innost sni il 0 15 %. Velice dobrou enkapsuia U innost vykazoval také-
karoten, kdy p enkapsulaci do liposombyla jeho enkapsulai U innost 75,3 %. Nejni §i hodnota
enkapsulani U innosti byla stanovena pro -tokoferol v liposomech 29,1 %. Celkovbyla
enkapsulani U innost vysSi v liposomech u-karotenu a vitaminu C a v liposomech s lipidovym
extraktem u -tokoferolu a katechinu.

5.2.3 Stanoveni velikosti a stability 4stic s obsahem antioxidant

Velikost astic a jejich distribuce velikosti spofe s indexem polydisperzity byly sledovana p
m enim na koloidnim analyzatoru Malvern Zetasizer®Na8. Rovn byl zm en zeta potencial pro
posouzeni stability pravenych astic.
Dle hodnoty zeta potencial (Tabulka 15) vykazoval#@Sina pipravenych &stic velmi dobrou
stabilitu. U liposom byly stabilni vSechnyastice vetn marinosom. Pouze liposomy [pravené
metodou ethanolového vidovani vykazovaly vysSi nestabilitu a rychlou agrei. Hodnota zeta
potencialu se u nich pohybovala v rozmezi od -37-10,8 mV. Z polysacharidovychastic byly
stabilni pedevsim chitosanové astice, pouze v fpad enkapsulace en3enu u nich doSlo
k vyraznému sni eni hodnoty zeta potencialu. Algfickitosanové a alginatovéastice byly mén
stabilni hodnoty jejich zeta potencialu se pohybpwd -20 do -25 mV.
Pr m rné velikost liposom byla 200 nm, u uSiny astic doslo k mirnému zteni jejich velikosti
vlivem enkapsulované slo ky. Nejtsi liposomové astice byly pipraveny pomoci metod RP-TLE a
ethanolového vskovani, zde byla pm rn& velikost nad 300 nm. Indexy polydisperzity seSech

p ipravenych liposom pohybovaly do hodnoty 0,2, pouze vgad ethanolového vskovani se
hodnoty polydisperzity pohybovaly od 0,2 do 0,3. rR rn& velikost polysacharidovyclastic byla,
ve srovnani s liposomy t8i, pohybovala se od 300 do 600 nm #pad chitosanovych astic a
alginatovych astic. U chitosan-alginatovyctastic byla prm rna velikost 600 a 900 nm. Rovn
indexy polydisperzity polysacharidovyclastic byly vy3si a pohybovaly se v rozmezi od @20¢b,

p i em nejni Si indexy polydisperzity byly namenu u chitosanovych a alginatovydstic.
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Tabulka 15. Stanoveni velikosti a stabilityppavenych astic

[ o zeta @ @ zeta
velikost | potencial velikos | potencial
[nm] [mV] t[nm] | [mV]
L TLE jablko S ava 188,2 -35,9 CH jablko &va 382,9 | 35,0
L TLE jablko extrakt 540,7 -30,5 CH jablko extrakt 741,7 37,6
L TLE mrkev Sava 116,6 -44,1 CH mrkevéva 303,9 | 355
L TLE mrkev extrakt 355,7 -30,1 CH mrkev extrakt 23 | 30,7
L TLE lesni plody Sava 213,6 -25,1 CH lesni plodya¥a 457,0 | 25,5
L TLE lesni plody extrakt 380,8 -28,5 CH lesni ptazktrakt 2375 | 36,9
L RP-TLE jablko Sava 206,7 -42,1 CHA jablko &va 588,5 -26,3
L RP-TLE jablko extrakt 222,6 42,7 CHA jablko endtt 867,4 | -22,1
L RP-TLE mrkev Sava 203,6 -37,3 CHA mrkev &va 527,5 | -25,5
L RP-TLE mrkev extrakt 307,8 -41,9 CHA mrkev extrak 851,9 -22,2
L RP-TLE lesni plody sva 282,7 -30,6 CHA lesni plody&a 650,1 -19,7
L RP-TLE lesni plody extrakt 138,9 -33,6 CHA lepiddy extrakt 1187,0f -17,6
L EV jablko S ava 524,0 -8,0 CH U - prazdné 1001,0 47,1
L EV jablko extrakt 226,3 -9,9 CH U - goji 697,9 .89
L EV mrkev Sava 258,8 -10,8 CH U - guarana 1156,0 44,4
L EV mrkev extrakt 676,1 -3,7 CHU - en3en 526,0 48
L EV lesni plody Sava 362,8 -3,0 CH - prazdné 326,4 25,3
L EV lesni plody extrakt 403,0 -8,2 CH - goji 314,9 23,8
L TLE 158,7 -55,4 CH - guarana 426,4 215
L RP-TLE 154,7 -53,8 CH - enSen 279,4 0,49
LEV 308,6 -24,3 A U - goji 785,1| -19,1
CH 396,6 33,8 A U - guarana 336,0 -18,5
CHA 467.,4 -39,3 AU - enSen 361,8 -19,2
U - goji 192,1 -35.0 M TLE 10% lip. extrakty  505,§ -37,1
U - guarana 121,6 -43,3 M TLE 20% lip. extrakiu 408 -34,5
U - enSen 119,3 -42,2 M U 2,5% lip. extraktu 232,4-30,7
L TLE 382,6 -29,6 M U 5% lip. extraktu 178,5 -29,9
LU 2417 -26,9 M U 10% lip. extraktu 170,9 -35,0
M TLE 2,5% lip. extraktu 563,4 -33,9 M U 20% lipcteaktu 110,5 | -36,3

Zkratky: A-Alginatové astice, CH-chitosanovéastice, CHA-chitosan-alginatovéstice, L-liposomy, M-marinosomy U-
metoda ultrasonifikace (U-22,5mg/ml lecithinu, W8mg/ml lecithinu, U2-18mg/ml lecithinu v chlorofou, TLE- metoda
odpaovani na tenké vrsty RP-TLE-metoda odpavani na tenké vrstvs reverzni fazi, EV-etanolové vigovani

5.2.4 Stabilita astic — modelové traveni

P ipravené astice s obsahem goji, guarany a enSenu byly apiiky do modelovych travicichay,
kde bylo sledovdno uvolné mno stvi enkapsulovanych slo ek. Stejjako v mnohych studiich
byla testovdna mo nost pozvolného uvaVani a zajisini vyssi biologické dostupnosti aktivnich
latek [5, 54].

Z dosa enych vysledkvypliva, e v aludeni $av (Graf 16) byly nejstabilrjsi &stice s obsahem
goji, naopak nejvice dochazelo k uvavani enkapsulovanych polyfenolickych slo ek vgad
enkapsulovaného ensenu, u kterého byla vSak seareouejvyssi enkapsuld U innosti.

Nejmensi stabilita byla namena u 1% alginatovych astic pipravenych na enkapsulatoru

(tryska 450 pum) se zapourthym enSenem.
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Zde se vlivem kyselého prosti aludeni §avy uvolnilo skoro veSkeré mno stvi polyfenolU
stejného typu astic, pi enkapsulaci guarany bylo také uvaho vyznamné mno stvi polyfenol
(76,7%). U alginatovych astic s pidavkem CMC bylo zaznamenano rovnvy$Si mno stvi
uvoln nych polyfenol, v pipad enkapsulace en3enu 72,7%, u enkapsulace guatbyod
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Graf 16. Stabilita astic v modelovém traveni-uvoiré polyfenoly

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

Ostatni polysacharidovéastice byly obecn v alude ni $4&v stabilni a uvolnné mno stvi se
v pr m ru pohybovalo okolo 20%.

Liposomové éstice byly v aludeni S &v stabilni pedevsim v gpad enkapsulace goji a guarany,
kde nebylo zaznamenano uvah@ mno stvi do 9,4% enkapsulovaného mno stvi paigle. U

7 NN s

liposom s enkapsulovanym extraktem enSenu bylo detekovgiai uvolnné mno stvi okolo 50%.
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graf 17. Stabilita astic v modelovém traveni-uvoi@ polyfenoly

na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovychastic 3  1%alginat 450 um 5

na ultrazvuku  Chitosanovéstice 2 1%alginat 300 pm 4  1%alginat sjadrem 6
P sobenim pankreatické &y doSlo k vyrazrSimu uvolnni enkapsulovanych polyfenolne
v p ipad modelové aludeni § 4vy. Trend stability/nestability jednotlivyclastic byl vdak zachovan.
Nejlépe se vSak polyfenoly v prostli tenkého seva (48 a 83%) uvolovaly z 1% alginatovych
astic pipravenych na enkapsulatoru , kde bylo v aludeS av zaznamenano minimalni uvolme
mno stvi. Polyfenoly se v prosidi pankreatické &vy rovn velmi dobe uvol ovaly
z chitosanovychastic (26,5 a 90%). U ostatniclastic se uvolmé mno stvi pohybovalo v pm ru
okolo 20%. Doché&zelo u nich tedy pouze k pozvolnémwal ovani.
Vlivem um lé lu ové tekutin doslo k nejmenSimu rozpaduigravenych astic, v porovnani se
alude ni a pankreatickou &vou. Pravdpodobn zde dochézelo velmi pozvolnému uvaVani.
Nejlépe se polyfenoly uvobvaly u 1% a 2% alginatovyctastic pipravenych na enkapsulatoru, dale
pak u smsnych astic alginatu a CMC a u chitosanovycésticich. Naopak nejni i uvolné
mno stvi bylo nam eno u liposom a 1% alginatovychastic s tryskou 300 p (v ipad alginatovych

I

astic doslo k uvolmi vyznamného mno stvi v pankreatické&s ).
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graf 18. Stabilita astic v modelovém traveni-uvoh@ polyfenoly

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

Ze ziskanych vysledkje patrné, e enkapsulace polyfenolickych slo efefich extrakt lze vyu it k
cilenému transportu travicim traktem. Kdy pr chodu aludkem dojde k zachovani stabili§stic,
a k izenému uvolovani aktivnich slo ek pak dochazi v prasti stev.

5.2.5 Stanoveni dlouhodobé stability astic — modelové potraviny

U astic s enkapsulovanymi extrakty goji, guaranyr@enu byla dale sledovana dlouhodoba stabilita
v modelovych potravinach. Slo eni jednotlivych mamle/ch podminek je uvedeno v kapitole 4.14.

V modelové vodné potravin(Graf 19) dochazelo k nejtsimu uvol ovani polyfenol u extraktu

Z goji v alginatovych asticich pipravenych na ultrazvuku i enkapsulatoru, dale unSenovych
extrakt v liposomech ppravenych odpanim reversni faze a rovnu 1% alginatovych &stic

s jadrem. Naopak k nejmenSimu uvaih polyfenol doSlo u 1% alginatovychastic typu matrix
rovn s enkapsulovanym enSenem.

_lon -
F ~
= &0 = . =
£ 60 F = - "
= =@ = & i v
£ A0 oo - " - — ~ ] Ll - = - = :
5 : ™~ L - ~ -~ bk~ o
= - ™ - ™~ -
T gy — =
] &5
= 0
=
A
- = = = = = = S = o ] = a= =
= = = = ) = = = = = c = = g £ ] ] T g
[71] pel (& na fe) E E E E = E du'_" n'l_' .-u'_’h et r\: ",'_1
- o = = & » = = = z : £ 3 3 g T T
- o i " - o
E: E:‘ E E’*" :_"‘-' E - ~ A =+ W L}
M 7dni
; -
_don = -
= ) " :
= I = e @ = =
= B el =) . Ll =
B0 o o od b =) " =
= = = = = = = - ul = 3
c - -
£ 30 (= - = A = M.
ey o
z o —
Ei » i i
3 v
= 1} 1 E ] ] 1 1 1 1 1
H— 1 — H— p— — = = = = b = = [= f = [ = [= &
= =y =) =y =) = c = c c c c T a = T ] T
W w =2 W = i E = = F w il v - e e *: v
- N 0 ® T . e 5 5 5 =z £ = £ §F F F F Z
. noE B B B BG4 wm % A
H20dni — &4 - - = =

Graf 19. Dlouhodoba stabilitaastic — uvolnné polyfenoly — prostdi voda
na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovycastic 3 2%alginat 300 pum 5
na ultrazvuku  Chitosanovéstice 2 1%alginat 300 pm 4  2%algindt sjadrem 6
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V modelovém prosedi kyselé potraviny (Graf 20) bylo nejvice uvaigich polyfenolickych latek u
alginatovych astic pipravenych na ultrazvuku s extraktem z goji, kddobyvoln no 93,34 %
polyfenol . Velkd nestabilita byla rovn pozorovatelnd u 1% alginatovychéstic s jadrem
p ipravenych na enkapsulatoru s extraktem goji i eang kde byl rozpad stanoven na vice ne 80 %.
Naopak nejvtsi stabilitu vykazovaly enSenovéstice typu matrix fpravené na enkapsulatoru, kde
se uvolnilo pouze 25 %. Co se ¢yporovnani stability jednotlivych extraktu (Gra)2 nejv tSi
uvol ovani polyfenolickych latek dochazi u extraktu #.gblejstabilnjSim extraktem v kyselém
prostedi je naopak enSen, kde vet$in 4stic nepesahlo uvolnné mno stvi po msici skladovani
50 % enkapsulovaného mno stvi.
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Graf 20. Dlouhodobé stabilitadstic — uvolnné polyfenoly — prostdi3% kyselina octova
na ultrazvuku  Alginatovéastice 1 naultrazvuku liposomovycéstic 3 2%alginat 300 pum 5
na ultrazvuku  Chitosanovéistice 2  1%alginat 300 pm 4  2%alginat sjadrem 6

V modelové alkoholové potravindochéazelo k nejuSimu uvol ovani polyfenol u alginatovych
astic pipravenych na ultrazvuku a u 1% alginatovyélstic pipravenych na enkapsulatoru s tryskou
450 um, kde se lmem msice skladovani uvolnilo v pm ru 80 %enkapsulovanych polyfenolickych
slo ek. U ostatnich astic bylo po msi nim skladovani uvolmé mno stvi v prm ru 40%.

K nejv tSimu rozpaduastic v modelové tuné potravin dochazelo u enSenu u 1% alginatu s jadrem,
liposom pipravenych na ultrazvuku a alginatovychstic pipravenych na ultrazvuku, kde doslo
k uvoln ni vice ne 70 % polyfenol Naopak nejstabilpSi &stice byly s enkapsulovanym extraktem
z guarany a alginatovéastice s enkapsulovanym enSenem, kde se umolpolyfenol z &stic
pohybovalo kolem 20 %.

Zav rem lze ici, e pi stanoveni stability v modelovych potravindch byko nejvhodnjsi
modelové prosedi pro dlouhodobé uchovavani stanoveno vodné pdbst pro vtSinu
polysacharidovych astic pak i kyselé progtdi. Jako velmi vhodnou aplikai forma pro pidani
studovanych prodnich extrakt do realnych potravin by mohly byt alginatowvéstice pipravené na
enkapsulatoru. Bylo u nich dosa eno nejvySsi enlgpri U innosti a rovn vykazovaly dobrou
stabilitu v modelovych tnich tekutinach a modelovych potravinach. Lzeddytvyu it k cilenému
transportu a uvobvani enkapsulovanych aktivnich latek v traviciraktu a tim dosahnout vyssi
biologické dostupnosti a mosnosti pro zdravi spetitele.

80



5.2.6 Stanoveni dlouhodobé stability astic s antioxidanty — modelové kosmetické
prost edi

Stabilita astic s enkapsulovanymi aktivnimi latkami byla ¢eéina ve ty ech modelovych
kosmetickych prosédich - voda, 2%, 10% a 30% emulze olej ve vadposomy i marinosomy byly

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

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

Vitamin C vykazoval v liposomech postupné uvadani do 8. dne ve vSech modelovych pemxtich.
Déle ji dochazelo ksnieni obsahu vitaminu C velném prostdi pravdpodobn vlivem

degradace. Vitamin C v marinosomech vykazoval (@dgfvyssi stabilitu, a do vodného presti se
uvol oval jen minimaln.
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Graf 22. Dlouhodoba stabilita — katechin
Oznaeni: L- liposomy; M-marinosomy

M katechin 10% olej i katechin 30% olej

U liposom s obsahem katechinu (Graf 22) bylo dosa enoipgrl ist vodného prosedi nejlepSich
vysledk , kdy po msici skladovani nebylo zaznamendno &dné uvwén mno stvi. Naopak
v prostedi 30% emulze se ji 4. den uvolnilo 100 % enkdpganého mno stvi katechinu. P
sledovani uvolovani katechinu u marinosonmebylo opt pozorovano &dné vyrazné uvalvani do
vodného prosedi. Naopak v ppad emulzi se ji v ase 0 uvolnilo vyznamné mno stvi. Bem
skladovani dochazelo k n&tu uvolnného mno stvi, po nsici skladovani ji bylo u vSech emulzi
uvoln no veskeré enkapsulované mno stvi katechinu.

Z vysledk v Grafu 23 je patrné, e vitamin E se z liposoryrazn uvol uje ji b hem prvnich ty
dn . Uvoln né mno stvi navic roste se vatajici koncentraci oleje v modelovych predich.
Naopak z marinosom se vitaminu E zdna uvol ovat do vyhradn vodného prosedi a b hem 8.
dne. Po msici skladovani se pak do vodného prxdit uvolnilo jen 38 % enkapsulované mno stvi
vitaminu E. V 2 % a 10% emulzi se ji vden 0 uvikdh astené mno stvi vitaminu E, které bylo
detekovano i po 4 dnech.
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Nasledn b hem dalSiho skladovani,eggm vlivem degradace, vSak dochazelo ke snieni obsahu
volného vitaminu E v testovanych prastich. V 30% emulzi do3lo k okam itému uvoin veSkerého
enkapsulovaného mno stvi ihned po aplikaci vzorkuahoto prosedi. Uvoln né mno stvi petrvalo

v prostedi do 4. dne. Poté dpdoslo ke sni eni koncentrace volného vitaminu ravd podobn
vlivem degradace.
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Graf 23. Dlouhodob4 stabilita --tokoferol
Oznaeni: L- liposomy; M-marinosomy

P i sledovani stability liposoms obsahem-karotenu (Graf 24) bylo vase 0 pouhym pani &stic

do emulze uvolmo vyznamné mno stvi karotenu. Vipad 2% emulze se uvolnilo 42 % mno stvi,

v pipad 10% emulze tém 85 %. U volného -karotenu, ktery je na stte nestély, dochéazelo poté

b hem skladovani k jeho vyrazné degradaci. Naopagtvvodném prosed nebylo v prb hu celého
testu stanoveno adné uvolm® mno stvi -karotenu.U marinosomnedochazelo k tétm adnému
uvol ovani -karotenu v prb hu celého msi niho skladovani a ve vSech sledovanych podminkéch,
co bylo patrné i ze zachovani zbarvegstic.
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Graf 24. Dlouhodoba stabilita --karoten
Oznaeni: L- liposomy; M-marinosomy

Tabulkal6. Hodnoty uvobvani karotenu z liposonpro r zné koncentrace ve 4. den
1 pg-mi* | 3ug-mit | 6 pg-mt*
uvol ovani [%]

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 porovnavana i prozné koncentrace, jak je zobrazeno
v tabulce 19. Ve vodse u ni 3i koncentrace 1 pg-faivolnilo tém 20 %. U vy3Sich koncentraci

byly astice ji stabilni a nebylo detekovdno adni uvalé mno stvi. Podobna data byla ziskana
v pipad 2% emulze.

82



Zvysledk je patné, e u v3ech koncentracikarotenu je uvolovani nejvyraznsi v pipad
skladovani ve 30% emulzi, v dy okolo 20-40 % dad#e. NejvhodnSim prostedim pro dlouhodobé
skladovani testovanyclastic bylo vyhodnoceno vodné presti.

U pipravenych emulzi byla rovn sledovana sedimentai stabilita po gdani testovanychastic.

Z dosa enych vysledkIze konstatovat, e vlivemastic nedochazi ke zm sedimentani stability
emulzi. Pipravené astice jsou tedy z hlediska sedimenisstability vhodnou formou pro kosmetické
aplikace ve form r znych krém. Vzhledem k dosa enym vysledin dle uvolnného mno stvi
aktivni latek bhem skladovani by vSak tyto kosmeticképpavky nemly obsahovat vice ne 2%
lipidickych slo ek.

U jednotlivych komponent byly dale, pro potencialaplikace astic v opalovacich krémech,
prom eny hodnoty SPF pomoci metody in vitro [173]. Jan®tny lecithin vykazoval SPF 17.
Z aktivnich latek byl nejvySsi SPF 5 zjiStu -karotenu, vitamin E vykazoval SPF 3,8, srovnateln
SPF 1,5 mli vitamin C a katechin. Dale byly proneny i oleje pou ité pro ppravu kosmetickych
emulzi (palmovy, olivovy a kokosovy), u v3ech byisd en SPF faktor 5-6. Celkotedy m eme
ici, e i samotné astice, vykazovaly uity protektivni efekt v i UV z4 eni a vSechny enkapsulované
slo ky tento SPF faktor zvySovaly. Enkapsulovandivat slo ky jsou tedy vhodné do enych
kosmetickych pgpravk v etn opalovacich.
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Graf 25. Pehled hodnot SPF faktoipro jednotlivé slo ky astic, aktivni latky a rostlinné oleje
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Vitaminu E obohacuje |jpravky o antioxidani U0 inky, zvlA uje dehydratovanou pokoku a
prodlu uje rovn trvanlivost vysledného produktu. felavek -karotenu je velmi vhodné pro
opalovaci krémy diky vysSimu SPF a schopnosti zvyrd opaleni. Vitamin C p aplikaci
s vitaminem E zajidije jeho regeneraci. Dale by samotny vitamin Cjnstgako katechin, mohl
v cilovém vyrobku psobit antioxidan , v p ipad opalovacich ppravk m e vitamin C napomoci i
p i redukci pigmentovych skvrn.

5.2.7 Stanoveni sedimentani stability astic s antioxidanty

Stanoveni sedimentai stability astic s antioxidanty bylo provedeno pomoci anatgicentrifugace
dle postupu uvedeného v kapitole 4.12.

Tabulka 17. Analyticka centrifugace — indexy nefitgb

TLE RP-TLE EV CH CHA

jablko- S &ava 1,3589+0,0860 0,1160+0,03R5 1,0106+0,850 148B8820| 2,4294+0,9523

mrkev - Sava 0,1872+0,0318 4,0149+0,23p6 0,7070+0,0562 18523526| 0,4464+0,236H5

lesni plody - Sava | 1,9613+0,0256 1,8987+0,0856 1,0748+0,9500 2315689 1,0796+03265
jablko - extrakt 0,1183+0,0155 0,9855+0,0230 0,3®7/@652| 0,7127+0,056p 3,1061+0,8757

mrkev - extrakt 0,8740+0,0475 2,3222+0,8652 0,6438453| 0,3690+0,0236 2,991+0,7692
lesni plody- extrak{ 1,7752+0,0652 1,4887+0,09520830+0,0236 0,7063+0,0784 2,1905+0,8093

prazdné 0,9280+0,0356 4,1029+0,7550 3,1580+0,9397780+0,0158 0,9566+0,6523
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C D
Graf 26. Stanoveni sedinetd stability - vybrané vzorky; liposomy metoda RHEETA) mrkev
(extrakt), B) mrkev(&va);chitosanovéastice G) jablka(extrakt), H) jablka &va)

Z Tabulky 17 vyplyv4, e nejmén stabilni liposomy, ppravené metodou TLE, byly astice

s obsahem extraktu i &vy z lesniho ovoce. Relativimén stabilni byly astice i pi enkapsulaci
jable né Savy, naopak v ppad enkapulace jabl@ého exktraktu byly tytoastice nejstabilnsi. U
metody RP-TLE byly nejménstabilni vzorky &stic bez enkapsulovanych latek, pom mélo
stabilni byla také mrkvova &va. Ostatni vzorky u této metody vykazovaly dobsedimentani
stabilitu. Rovn u ethanolového vsikovani byly prazdné liposomy nejmérstabililni, viivem
enkaspulace tak u ostanich vzorkloSlo ke zvySeni jejich sedimentd stability. V pipad
chitosanovych astic doSlo ke sni eni stability vlivem enkaspula&@v, v pipad extrakt byla
sedimentani stability naopak vy3Si, v porovnani asticemi bez enkapuslovné slo ky. U chitosan-
alginatovych éastic doslo vlivem enkapulaced¥ i extrakt k destabilizaci systému. Nejvyragnpak

v p ipad enkapsulace jablaych vzork.

Obecn u liposom p ipravenych metodou ethanolového ikgivani dochézelo k rychle sedimentaci
velkych astic (Graf 26). U liposomp ipravych metodami TLE a RP-TLE dochazelo k homogenn
sedimentaci, pouze v kterych pipadech, pva n vlivem enkapsulace &v doslo k sni eni stability
a zvySeni rychlosti sedimentace. Polysacharidéstice byly z hlediska sedimenté stability velmi
stabilni, u alginat-chitosanovychstic vSak vlivel enkapulace doSlo ke sni eni diighi stic.

Jako nejvhodrsi z testovanychastic byly z hlediska sedimentd stability, hapiklad pro aplikace do
ndpoj , vyhodnoceny chitosanovéstice. U tchto astic byla jejich vysoka sedimentd stabilita
zachovéna i v ppad enkaspulace aktivnich slo ek. Z enkapsulovanyahegl pak byly vhodné

p edevsim ovocné extrakty.

5.3 Enkapsulace antimikrobialnich latek, jejich p irodnich extrakt a
vybranych lé iv

Dalsi ast prace byla zamena na studium enkapsulace vybranychropgnich antimikrobialnich
extrakt z rostlinnych a ivoiSnych zdroj. K enkapsulaci byl pou it propolis, nisin, dalesbyzym a
ovotransferin a jejich frodni zdroj - vajeny bilek. Z rostlinnych zdroj byly testovany mo nosti
enkapsulace bylinnych a len nych extrakt z Salvje, rozmarynu, kopvy, h ebi ku, levandule,
he manku, erného bezu, pelku, mateidousky, echinacey, lékiee, m si ku, rakytniku, tymianu,
jitrocele, majoranky, ezalky, zdzvoru aesneku.
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Tyto vzorky byly nejprve charakterizovany a naslegou ity k enkapsulaci. Rovn byla testovana
Mo nost enkapsulace & klotrimazolu a ibuprofenu a jejich koenkapsulaceybranymi rostlinnymi
antimikrobialnimi extrakty.

U v8ech pouitych antimikrobialnich slo ek byla slevana jejich antimikrobialni/antimykoticka
aktivita ped a po enkapsulaci doaznych typ astic.

5.3.1 Charakterizace pou itych antimikrobialnich slo ek

P irodni rostlinné extrakty a propolis byly charaktevany na obsah polyfenoh flavonoid. Rovn
byla sledovéna jejich antioxidai aktivity pomoci ABTS radikalu. U propolisu byftevic sledovana
celkova koncentrace bilkovin. Podrobné postupy atani jsou uvedeny v kapitole 4.7.ifrava
extraktu probihala dle postupu uvedeného v kap#die

Antioxida ni aktivity testovanych bylinnych extrakt stejn jako celkové obsahy polyfenola
flavonoid jsou uvedeny v Tabulce 18. Nejvy3Si antioxitiaaktivita byla hamena u extraktu z
h ebi ku (46,7 mg/g) a extraktu zapatky (45,6 mg/g). Extrakty z tymianu, Sa& erného bezu,
jitrocele, majoranka, ¢zalky, zazvor aesneku mly velmi podobnou antioxidai aktivitu pohybujici
se v prm ru kolem 30 mg/g. Ostatni testované bylinné exyraktly antioxida ni aktivitu pr m rn
10 mg/g. Nejni 8i antioxidani aktivita byla m ena u extraktz heméanku a kogvy.

Tabulka 18. Charakterizace vodnych bylinnych extrak

pelynk | tymian echinacea lékise | msi ek | rakytnik
Antioxida ni aktivita mg/g| 10,3+1,3] 30,4+18 45,613 7,8+0,89,7+0,5 | 10,3+0,6
celkové polyfenoly mg/g 11,2+0,1 31,1+0;3 31,1+(,28,7+0,1 23+0,2 3,310,1
celkové flavonoidy mg/g 14,3+0,2 29+0,2 23,6£0,1 19,1 | 15,5+0,1] 1,2+0,0
Salv | rozmaryn| kopiva | hebiek | levandule] henanek
Antioxida ni aktivita mg/g| 34,8+1,6/ 11,9+0,8 9,5+0,2  46,7+]1,9,6+0,5 3,8+0,3
celkové polyfenoly mg/g| 34,3+0,3 11,5+0,1 16,3+Q0,50,8+0,2| 19,2+0,1 5,7+0,1
celkové flavonoidy mg/g 17,2+0,1  9,510,1 13,8+0,16,2%0,1| 10,8+0,1] 0,6+0,0
erny bez| jitrocel | majoranka ezalka zazvor esnek
Antioxida ni aktivita mg/g| 24+0,9 279+1,8 37,7#1,8 30,3%#1,28,9+1,1| 31,2+1,3
celkové polyfenoly mg/g| 38,8+0,2 43+0,3 48,7+0,5 ,140,6| 1,4+0,1 1,5+0,0
celkové flavonoidy mg/g| 32,9+0,2 24,7+0,2 31,3+0,39,3+0,3| 0,2+0,0 0,1+0,0

Nejvyssi obsah celkovych polyfendbyl nam en u hebi ku (60,8 mg/g) dale u majoranky, tymianu
a tezalky (okolo 45 mg/g ). erny bez a Saly m li obsah polyfenol v pr m ru 36 mg/g. Nejni Si
hodnota obsahu celkovych polyfenddyla zm ena u extraktuesneku a zazvoru. Je zajimave, e tyto
extrakty mly souasn vynikajici antioxidani aktivitu. Vysledky mohou naznavat, e
polyfenolické slo ky nejsou jedinym ukazatelem amtda niho charakteru rostlinnych extrakt
Vysledky obsahu celkovych flavonoidve vtSin pipad, kopiruji stejny trend jako v fpad
obsahu celkovych polyfenal Pouze extrakt lebi ek, ktery vykazoval nejvy$Si nanenou hodnotu
celkovych polyfenol, m | obsah flavonoid vyrazn niSi. Nejvyssi celkovy obsah flavonoidbyl
zaznamenan u dzalky (39,3 mg/g), nasledovaly extrakty eztného bezu, majoranky, tymianu a
jitrocele, jejich obsah celkovych flavonoidse pohyboval okolo hodnoty 30 mg/g.

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

bilkoviny
54817%

polyfenoly
273,9+ 2/

propolis

Z dosa enych vysledk p i charakterizaci bylin a propolisu je patrné, eele nejvice bio-aktivnim
extraktem je pravpropolis, kde obsah sledovanych aktivnich latede vie desetindsobrp evySuje
ostatni extrakty.
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5.3.2 Stanoveni enkapsulani U innosti

Metody pro pipravu jednotlivych typ astic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Pro ka dy vzois#to
m eni opakovano ikrat a ze ziskanych hodnot byl ziskan mrr. Rozptyl hodnot meni
jednotlivych vzork nebyl vtSi ne 5 %.

5.3.2.1Enkapsulace bylinnych extrakt

Bylinny extrakt po enkapsulaci danymi metodami bwtly centrifugovan pi 14 800 ot./min.
Supernatant byl slit, a byla vim stanovovana pomoci spektrofotometrické metodycé&ntrace
zbylych volnych polyfenol, stejn tak jako ve vzorku @d enkapsulaci. Z¢hto dvou hodnot byla
poté vypoitdna enkapsulai U innost dané metody.

V préaci byly pou ity ti zakladni typy extrakt vodné, ethanolové a kyselé viz kap. 4.©Becn Ize
ici, e polyfenolické slo ky rostlinnych extraktse nejvyhodni enkapsulovaly z vodnych

extrakt (Tabulka 20). Naopak, nejmensSi enkapsuilal innost byla stanovena ve tgin
p ipad pi pou iti extrakce pomoci kyseliny citronové.

Tabulka 20. Enkapsulai U innost polyfenol — r zné typy extrakce — enkapsulace do liposom

EU% tymian jitrocel majorénkzli dzalka zazvor 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 11,4 15,2
extrakty kyseliny citronové 17,2 22,7 33,9 28,9 8,0 9,6
pelynk | echinaced Iékace m si ek | rakytnik Salyvj
vodné extrakty 3,7 26,6 60,2 37,5 20,5 69,7
ethanolové extrakty 25,6 25,5 54,3 34,4 12,9 32,0
extrakty kyseliny citronové 2,8 91 18,3 26,9 13,1 42,4
rozmaryn| kopva hebi ek | levandule] henanek| erny 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 polyfenoldo liposomovych astic byla tedy usgna ve vSech typech vodnych

v v s

extrakt . NejvySSi dinnost enkapsulace byla stanovenaasnekového extraktu (93,2%).
Naopak nejni Si enkapsulai U innost mly extrakty z pelyku a hebi ku (v pr m ru okolo
3,5%). Velmi dobra enkapsulai U innost (nad 50%) byla stanovena u extrakiko ice,
Salv je, levandule aerného bezu. Ostatni extrakty Iy enkapsulani U innost v prm ru

okolo 30%.
Tabulka 21. Enkapsulai G innost polyfenol — liposomy a polysacharidovastice
EU% tymian jitrocel majorénk:li d@zalka zazvor esnek
liposomy 45,2 27,9 37,7 39,5 28,9 93,2
alginatové astice 36,5 41,6 11,7 20,5 68,4 62,6
chitosanové stice 43,8 37 17,8 36,0 81,3 44,7
pelynk | echinacea Iékace msi ek | rakytnik Salvj
liposomy 3,7 26,6 60,2 37,5 20,5 69,7
alginatové astice 28,9 19,0 38,2 32,0 46,5 41,9
chitosanové astice 35,5 28,4 47,3 35,7 39,5 50,3
rozmaryn| kopva hebi ek | levandule] henanek| erny bez
liposomy 35,3 48,5 2,5 71,9 77,0 51,7
alginatové astice 13,9 18,1 29,6 31,8 22,5 31,5
chitosanové 4stice 8,1 16,5 42,1 23,0 23,9 24,4

86



Pi porovnani enkapsulace polyfenolickych sloek bylych extrakt do liposom a
polysacharidovychastic (Tabulka 21), bylo lepSich vysled#tosa eno astji v p ipad liposom .

U n kterych extrakt, napiklad u extraktu zazvoru bylo avSak vyraarySSi enkapsulai U innosti
dosa eno u polysacharidovyclastic, zejména pak vipad pou iti chitosanu, kde byla enkapsutéa

U innost stanovena na 81,3%. To je zhruba 3x vy&$inast ne byla u stejného vzorku dosa ena
v pipad pouiti liposomovych astic. VysSi enkapsulai U innosti v polysacharidovychasticich
bylo dosa eno rovn u extrakt z pely ku a hebi ku. Obecn lze ici, e enkapsulani U innost
alginatovych i chitosanovychastic byla dosti podobnd, rozdily jejich enkapsnieh Ginnosti byly

v pr m ru okolo 10% a kopirovaly podobny trend v zavisimstenkapsulované bylinné slo ce.

5.3.2.2Enkapsulace antimikrobialnich peptida bilkovin

Roztoky peptid a bilkovin byly po enkapsulaci danymi metodamitdéugovany pi 14 800 ot./min,
supernatant byl slit, a byla vim pomoci spektrofotometrické metody stanovena edlkmncentrace
bilkovin. Toto stanovovani mno stvi volnych peptid bilkovin bylo provedeno stejri ve vzorku
p ed enkapsulaci. Zthto dvou hodnot byla poté vyptdna enkapsulai U innost dané metody.
Enkapsulani U innost v pipad nisinu a lysozymu bylo rovn sledovana pomoci vysokoiinné

kapalinové chromatografie (HPLC/PDA).
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Graf 27. Enkapsulani U innost lysozymu

Enkapsulani U innost byla sledovana u roztoku lysozymu o koneemtd 000 g/ml (Graf 27).
Nejlepsi enkapsulai U innost (takka 100%) bylo dosa eno penkapsulaci do chitosanovychstic
p ipravenych na enkapsulatoru. Je zajimavé, eipgul chitosanovychastic pipravenych manualn
pomoci ultrazvuku bylo dosaeno enkapsula U innosti pouze 21,8%. Vysokou enkapsuia
U innost vykazovaly i manualnp ipravené alginatové a Skrobovéstice (okolo 90%). Naopak
enkapsulani U innost alginatovych astic pipravenych pomoci enkapsulatoru se wvmprru
pohybovala pouze lehce nad 40%. Roztok lysozymdase velmi dobe enkapsuloval do liposom
p ipravenych pomoci ultrazvuku za pou iti 450 mg tewi/10ml roztoku (okolo 91 %), aippou iti
180 mg lecitinu (59,5 %). Naopak nejni 8i enkapsolad innost byla namena v pipad liposom
p ipravenych metodou ethanolového ikgivani, kdy hodnoty enkapsula G innosti dosahovaly p
pom ru lecitin:vzorek 1:2 a 1:4 minimalnich hodnot (koi%). Pi pouiti pom ru 1:1 inila
U innost enkapsulace lysozymu 17,2 %. Metoda TLE ytostala enkapsulai G innosti v prm ru

okolo 30 %.
Enkapsulani U innost byla dale sledovana u enkapsulace roztogumwnio koncentraci 25g/ml do

liposom . Enkapsulani G innost nisinu se u ¥Siny astic pohybovala v pm ru okolo 25%. Nejni Si
enkapsulani G innost bylo dosaeno p pouiti metody ethanolového vgtovani. Hodnoty
enkapsulani U innosti pi pom ru lecitin:vzorek 1:2 a 1:4 se rovnaly térmule. Pi pou iti pom ru
1:1 inila enkapsulani G innost nisinu 11,9 %.
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5.3.2.3Enkapsulace antimikrobialnich lév

Roztoky 1éiv (antimykotikum klotrimazol a protizatlivy |€k ibuprofen), pipadn sm sné vzorky

lé iv a bylinnych extrakt po enkapsulaci danymi metodami byly centrifugov@nyl4 800 otékach

za minutu. Supernatant byl slit, a byla ynstanovovana pomoci HPLC/PDA, koncentrace zbylych
volnych léiv stejn tak jako ve vzorku d enkapsulaci. Z¢hto dvou hodnot byla poté vyptana
enkapsulani 0 innost dané metody. Vipad koenkapsulace s bylinnymi extrakty byla rovn
sledovana obdobnym zgobem enkapsulai U innost polyfenol pomoci spektrofotometrickych

metod.
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Graf 28. Enkapsulani U innost - klotrimazol, ibuprofengsnek, zazvor, tymian

P i enkapsulaci vybranych I& bylo v pipad klotrimazolu dosa eno velmi vysoké enkapsula
U innosti. V pipad alginatovych astic byla tinnost takka 100%, u chitosanovych a liposomovych
astic dosahovala innost shodnych 94%.

V p ipad enkapsulace ibuprofenu bylo dosaeno rovmelmi dobré enkapsulai U innosti, u
polysacharidovychastic okolo 70%, u liposombyla G innost enkapsulace 60%.

Dale byla sledovana mo nost koenkapsulace a¢ogvSim v liposomovychasticich. U klotrimazolu
zde bylo opt dosaeno vysoké enkapsutd U innosti. V kombinaci s extraktem esneku p
koenkapsulaci do chitosanovycéstic byla jeho enkapsulai U innost 71%. V gpad liposomovych
astic a koenkapsulace klotrimazolu se zazvorenm, gako v kombinaci klotrimazolu sesnekem,
ibuprofenem a tymianem byla iGnost enkapsulace klotrimazolu dokonce a 93%. &fevnani
s klotrimazolem se ibuprofen ip koenkapsulacich enkapsuloval podstath e. U liposom

s esnekem bylo dosaeno i@nosti pouze 28%, a ukombinace esnekem, klotrimazolem a
tymianem nebylo detekovano adné enkapsulované etmbibuprofenu.

5.3.3 Stanoveni stability a velikosti astic

Velikost astic a jejich distribuce velikosti spote s indexem polydisperzity byla sledovana p
m enim na koloidnim analyzatoru Malvern ZetasizerdN&is. Pomoci nastavce s elektrodou byl
zm enrovn zeta potencial.

Zeta potencial ppravenych liposombyl tém ve vSech gpadech v rozmezi od -30 mV do -60 mV.
Obecn Ize ici, e nejstabilnjSi astice byly liposomy fpraveny psobenim ultrazvuku, poipad
metodou odpa@vani na tenké vrsty a to bez ohledu na zapouedou Uinnou slo ku. Jako nejmén
stabilni byly stanoveny astice Skrobu (-12,4 mV). Polysacharidovéstice mly obecn mensi
stabilitu ne liposomové astice, absolutni hodnoty jejich zeta potenci@upshybovaly nepst ji

od 20 do 30 mV. Vlivem enkapsulace kterych slo ek dosSlo k destabilizaci kterych &stic
(napiklad chitosanovéastice s extraktem zsneku, 2,4 mV). Obecrbyly v3ak vSechny jpravené
astice dostate stabilni.

Velikost liposom byla v pr m ru okolo 180 nm a hodnoty indexpolydisperzity nebyly wSi ne
0,25. Prm rna velikost polysacharidovychastic byla, ve srovnani s liposomyt$i, v pr m ru 300

a 600nm. Rovn indexy polydisperzity polysacharidovychastic byly vy3Si a pohybovaly se v
rozmezi od 0,2 do 0,6.
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Obecn se u vtSiny pipravenych astic v porovnani s prazdnynasticemi vlivem enkapsulace jejich

velikost mirn zv tSila. Nejlepsi rozlo eni velikosti astic bylo stanoveno vipad

liposom

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

Tabulka 22. Stanoveni velikosti a stabilityppaven

ych astic- bylinné extrakty

pelyn k tymian echinacea Iékize msi ek | rakytnik
L g velikost (nm) 215,9 219,1 167,0 185,6 204,38 ,362
L g zeta potencial (mV) -31,4 -28,3 -42.,5 -37,1 447 -47,0
A g velikost (nm) 456,3 523,9 423,6 489,2 502,38 ,801
A g zeta potencial (mV) -23,1 -17,5 -25,0 -22,2 427 -23,9
CH g velikost (nm) 348,9 356,2 295,5 326, 289,09 ,301
CH g zeta potencial (mV 35,3 18,9 31,9 28,5 21,0 ,626
rozmaryn kopva hebi ek | levandule| henanek| erny bez
L g velikost (nm) 186,0 192,0 121,0 183,0 202,0 ,204
L g zeta potencial (mV) -37,4 -36,2 -44 .9 -42 .5 ,135 -38,2
A g velikost (nm) 457,5 483,6 325,0 529,7 489,8 ,601
A g zeta potencial (mV) -18,9 25,8 -27,1 -19,9 724, -20,9
CH g velikost (nm) 368,5 352,0 299,1 415,2 409,6 821
CH g zeta potencial (mV 16,8 24,2 30,8 27,0 24.% ,2 30
jitrocel | majoranka] tzalka Salyj zazvor prazdné
L g velikost (nm) 187,1 199,5 211 188,0 175,9 166/9
L g zeta potencial (mV) -42,2 -39,1 -45,7 -38,0 -31 -334
A g velikost (nm) 452,3 482,6 436,9 521,3 375,2 ,425
A g zeta potencial (mV) -23,9 -19,3 -21,9 -24.( ,325 -22,6
CH g velikost (nm) 452,3 397,4 423,3 407,71 362,8 ,289
CH g zeta potencial (mV 27,6 19,5 28,1 25,0 32,1 942
Tabulka 23. Stanoveni velikosti a stabilitygpavenych &stic- nisin, lysozym
. liposomy | liposomy | liposomy liposomy liposomy liposomy liposomy
typ astice/metoda
U U U TLE TLE TLE EV
koncentrace lecitinu 9 mg/m 18mg/ml  45mg/ml 9 mg/m| 11,25 mg/ml 13,5 mg/ml|  10mg/m
nisin g velikost (nm) 125,3 122,0 156,9 178,1 192,0 178,5 248,2
nisin g ZP (mV) -54,8 -53,8 -56,5 -55,3 -62,1 -59,4 -38,5
lysozym g velikost (nm), 183,7 198,2 280,84 166,0 Q74 190,6 312,0
lysozym g ZP (mV) -43,3 -63,5 -56,7 -49,0 -48,3 ,049 -28,9
astice alginat chitosar Skrob astice alginat chitosan Skrob
. préazdné g
lysozym g velikost (nm), 533,8 297,9 311,8 . 458,7 289,2 303,1
velikost (nm)
prazdné g ZP|
lysozym g ZP (mV) -23,4 39,4 -12,4 -21,3 43,6 -13,4
(mV)
Tabulka 24. Stanoveni velikosti a stabilityppavenych astic- klotrimazol,ibuprofen
typ . liposomy | liposomy | liposomy | liposomy . )
e liposomy/U liposomy/U liposomy/U
astice/metoda /U /U /U /U
enkapsulovana | ibuprofen+es | klotrimaz | kombina o klotrimazol+zaz
ibuprofen esnek tymian
slo ka nek ol ce vor
g velikost (nm) 209,5 227,7 358,3 159,6 156,38 195,3 252,5
@ zeta potencial
-49,9 -49 -47,3 -43,2 -43 -37,3 -33,5
(mV)
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astice alginat alginat alginat chitosan chitospn itoshn chitosan
enkapsulovana klotrimaz 3 | klotrimaz klotrimazol+ es 3 B
esnek prazdné esnek prazdné
slo ka ol ol nek
@ velikost (nm) 639,8 4479 521,5 729,2 473,75 845, 194,9
@ zeta potencial
-34,4 -22,6 -26,8 23,4 2,4 8,2 26,2
(mV)

5.3.4 Dlouhodoba stabilita astic s antimikrobialnimi latkami — zakladni modelvoda

astice s enkapsulovanou antimikrobiélni slo kou ybybvn

stability. é&stice byly pidany do modelového vodného roztak uchovavany pteplot 5°C.

Tabulka 25. Dlouhodoba stabilitaéstic s obsahem bylin — uvolré polyfenoly %- prostdi voda

podrobeny analyze dlouhodobé

EU% pelyn k tymian echinaceg lékice | msi ek rakytnik Salvj rozmaryn | kopiva
L tyden ND ND 3,5 15,9 48,1 ND 6,4 ND 9,5
L m sic ND ND 21,6 39,8 80,8 21,4 12,1 12,9 25,6
A tyden 6,5 7,6 9,1 4,7 9,0 5,9 11,3 25,5 2017
A m sic 20,5 15,5 31,0 16,6 25,9 18,7 220 39,0 42,9
CH tyden 12,1 25,9 26,0 19,8 24,4 12,9 2117 129 128
CH m sic 25,9 49,9 39,5 50,0 38,5 25,9 40,2 19,6 52,2
h ebiek | levandule| henanek Erenzy jitrocel | majoranka| ezalka zazvor esnek
L tyden ND ND 441 ND ND ND 74,7 ND 29
L m sic ND 38,1 ND ND 5,5 ND 90,0 ND 28,6
A tyden 3,5 19,3 12,9 15,5 4,0 12,5 14,6 6,9 19,2
A m sic 14,8 32,4 25,5 27,8 20,1 35,9 244 18,6 41,9
CH tyden 11,1 21,9 22,5 19,5 14,3 20,1 17/1 290 524
CH m sic 19,0 43,7 46,6 27,0 27,9 43,2 38,7 52,1 41,0

Ve stanovenych intervalech byly provedeny agltroztok pro stanoveni obsahu uvofych slo ek.
Pomaoci spektrofotometrickych metod bylo #no mno stvi uvolnni celkovych polyfenol, p ipadn
bilkovin a pomoci HPLC bylo sledovano mno stvi uvatych 1€ iv.
U v tSiny liposom s extrakty z bylin nebyl pozorovanhem skladovani ve vodném presti rozpad
astic, a rovn nebylo pozorovano adné mno stvi uvolnych polyfenolickych slo ek (Tabulka 25).
U v tiny t chto vzork dochazelo pouze k degradaci volnych polyfendl které z testovanych
extrakt vSak pipravené liposomy destabilizovaly. Vipad enkapsulace ¢zalky bylo stanoveno ji
po jednom tydnu velmi vyznamné uvol® mno stvi fenolickych slo ek (74,7%). Uvabvani
polyfenol z astic bylo pozorovano rovnv p ipad liposom s esnekem, henankem a jitrocelem
(pr m rna tydenni hodnota uvolného mno stvi piblin  30%). Déle byl zaznamenan nsir
koncentrace uvolmych polyfenol b hem skladovani u liposonms vyta ky z echinacey, lékire a
m si ku. Pi em nejvice polyfenol se uvolnilo prav z liposom s extraktem z nsi ku, kde se po
m sici uvolnilo tém veSkeré enkapsulované mno stvi.
Z polysacharidovychastic byly mén stabilni astice chitosanové. Po tydnu u nich doslo k uvain
v pr m ru okolo 20%, u alginatovychéastic se uvolnilo do 15%. Po Bici bylo zaznamenano
uvoln ni v pr m ru 30% u alginatovychéstic a 40% u chitosanovychstic.
Pi sledovani dlouhodobé stabilityastic s obsahem vybranych ilé nebylo pozorovano u Siny
astic &4dné uvolnné mno stvi. Uvolnné mno stvi bylo zaznamenano pouze ippd enkapsulace
ibuprofenu. A jeho enkapsulaci do liposomse po tydnu uvolnilo ji 30%, p koenkapsulaci
s extraktem esnek do stejného typastic doSlo dokonce k uvolni 66% enkapsulovaného mno stvi.
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Na zaklad vysledk Ize konstatovat, e z hlediska dlouhodobé stabildstic a mno stvi uvolmych
slo ek ve vodném prostdi, byly stabilni pedevSim liposomové astice. Nkteré z testovanych
extrakt vSak pipravené liposomy destabilizovaly.

5.3.5 Dlouhodoba stabilita astic s antimikrobialnimi latkami - modelové potraviny

V p ipad testovani dlouhodobé stabilitastic v modelovych potravinach byly zvoleny i zakladni
typy modelovych podminek dle popisu v kapitole 4.14

Tabulka 26. Dlouhodobé stabilit@stic- mno stvi uvolmé slo ky — modelové potraviny

liposomy| hemanek | erny bez| Salj | h ebi ek | lysozym
3 i tyden 44,1 ND 6,4 ND 1,8
vodné prosedi .
m sic ND ND 12,1 ND 13,2
3 3 tyden ND ND 8,3 ND 7,2
kyselé prosedi ;
m sic ND ND 55,3 ND 32,7
3 .| tyden ND ND 12,5 ND ND
ethanolové prosedi ~
m sic ND ND 41,3 ND 50,9
3 B tyden 27,4 28,5 37,1 25,1 97,2
tu né prostedi .
m sic 5,9 ND 7,1 ND 100,9

Ve vodné modelové potravinpo tydnu doslo k nejySimu uvolnni aktivnich latek z liposom
he manku, kdy se uvolnilo 44 % enkapsulovanych polgfenNejstabilnjSi byly naopak liposomy
s enkapsulovanym ernym bezem a Bbikem, kde nedoSlo kuvolni &adného mno stvi
sledovanych polyfenol (Tabulka 26). U lysozymu se po tydnu uvolnilo 28 enkapsulovaného
mno stvi. Po msi nim skladovani ve vodném prastdi se uvolnilo nejvice aktivnich latek astic s
lysozymem (13,2%). Nejstabilj§i z staly astice sernym bezem a Bbi kem. U msi ni stability
byly v n kterych pipadech zaznamenany ni Si hodnoty uvolého mno stvi ne p stanoveni po
tydnu. B hem msi niho skladovani se pravaodobn uvolnilo v tS§i mno stvi, které v3ak s nejtéi
pravd podobnosti degradovalo.
V kyselé modelové potravinbyly nejstabilnjSi liposomy s enkapsulovanymi aktivnimi latkami
he manku, erného bezu a &bi ku. Z astic Salvje a lysozymu se uvolnilo pouze minimalni
mno stvi enkapsulovanych latek. V tomtaipad Ize ici, e &stice uchovavany v kyselém presti
po dobu 1 tydne jsou stabilni. Poshnim skladovani se z liposons hemankem, ernym bezem a
h ebi kem také neuvolnily enkapsulované slo ky astice zstaly stabilni. Z liposom se Salvji se
v3ak ji uvolnilo 55,3 % enkapsulovanych polyfenal z liposom s lysozymem se uvolnilo 32,7 %.
V modelové potravin s obsahem alkoholu byly po tydenni skladovéstice stabilni. K uvolmi
polyfenol doslo pouze v gpad enkapsulace Salje (12,5 %). | po msi nim skladovani byla ¥Sina
astic vtomto prosedi stabilni. Z liposoms obsahem extraktu Saje se v3ak ji uvolnilo 41,3 %
polyfenol , z liposom s lysozymem se uvolnilo 50,9 % enkapsulovanéhgranz
V tu né modelové potravinbyly astice nejménstabilni. K uvolnni &sti enkapsulovaného obsahu
doslo ji po tydenni inkubaci u vSech testovanyigo$om . U liposom s lysozymem doslo navic po
tydnu k uvolnni v tSiny enkapsulovaného mno stvi.
Z vysledk je tedy patrné, e v modelovych prastich byly liposomové astice z dlouhodobého
hlediska nejménstabilni v prosedi obsahujici olej, simulujici tnou potravinu. U lysozymu zde po
m sici doSlo k uvolnni celého enkapsulovaného obsahu. Vhodnym mdish pro dlouhodobé
stabilitu pipravenych liposomje p edevsSim vodné progdi.
Studium stability liposomovychastic s enkapsulovanymi antimikrobialnimi peptidg dodnoty zeta
potencialu ukédzalo, e po 7 dnech zeta potenciglkpod hranici stability (-30 mV) pouze \ipad
modelu kyselé potraviny. S poklesem stabili§stic rostlo i uvolnné mno stvi enkapsulovanych
aktivnich latek. Uvolnné mno stvi antimikrobialnich slo ek v kyselém ptadi simulujicim kyselou
potravinu bylo tedy nejvyrazjsi.

91



Naopak v destilované vodse neuvolnilo adné mno stvi enkapsulovanych biiko V ethanolové
potravin uvoln ni ovliv ovala pedevsim teplota skladovani.iR8°C se uvolnilo vyrazné mno stvi
nisinu i lysozymu, oviem p5 °C se nebylo detekovdno &adné uvaig@ mno stvi. V pipad tu né
potraviny vykézaly astice opt v t3i uvoln né mno stvi. Z vysledk tedy vypliva, e pi uchovavani
p i vy3Si teplot dochazi k vyrazrSimu uvol ovani aktivnich slo ek.

Nejvhodn jSim prostedi pro dlouhodobé uchovani liposomovydstic s obsahem antimikrobialnich
peptid je tedy voda. V gpad poteby izeného uvolovani enkapsulované slo ky v potravitze
vyu it vlastnosti rozpaduastic pi ni Sim pH. A to nejen u kyselych potravin, al&kéav pipad kdy
vlivem mikroorganism klesa pH , tim by mohl byt Iépe regulovana bempst a kvalita potravin.
Déle, napiklad u masnych vyrobk Ize diky vlastnosti liposom které se p delSi dob v kontaktu
s tukem rovn rozpadaji a uvoluji enkapsulovanou slo ku, vyu it tytoastice k regulaci mikrobialni
kontaminace.

Tabulka 27. Dlouhodoba stabilitadstic obsahujici lysozym — uvoi % - manudln p ipravené
astice

%] Alginatové astice| Chitosanovéastice| Liposomy Skrobovéastice
< | 1den 0,83 0,85 1,45 0,32
= | 3dny 1,31 0,79 5,86 1,00
S | 7 dni 1,00 413 43,09 2,30
28 dni 0,56 2,38 54,31 11,23
1 den 0,31 0,17 0,20 43,30
8 | 3dny 0,17 0,670 0,20 50,20
2 [ 7 dni 9,30 26,70 1,10 56,80
28 dni 22,70 34,20 11,50 63,60
1 den 2,00 1,75 25,65 11,13
‘@ | 3dny 10,50 17,01 45,80 20,00
O | 7dni 32,46 21,05 64,67 31,90
28 dni 42,65 36,78 71,80 34,42
_ | 1den 0,10 3,69 0,73 31,20
g 3dny 0,34 12,88 7,88 2,43
Z | 7.dni 7,20 21,86 35,20 0,69
28 dni 27,50 34,35 60,45 0,83

Dale byla sledovana stabilita liposora polysacharidovychéstic s obsahem lysozymu (Tabulka 27 a
Tabulka 28). R porovnani dlouhodobé stability manualpipravenych astic ve vodném prostdi
lze pozorovat rozpadastic a uvolnni lysozymu zejména ze Skrobovychstic Déle dochézelo k
vyrazn jSimu uvol ovani enkapsulovaného obsahu i u manu@lipravenych chitosanovychastic
(Tabulka 27). Ostatni manualp ipravené astice byly ve vodném prosti stabilni a neuvobvalo
se u nich vyznamné mno stvi enkapsulovaného lysezywhkyselém prosedi byl pozorovan rozpad
a uvolnni lysozymu zejména u liposomV prostedi 10% ethanolu se alginatové a chitosanové
astice z hlediska dlouhodobé stability chovaly didojako v pipad vodného prosedi. Nejvice
stabilni astice v ethanolovém prosti byly astice Skrobové, naopak nejméstabilni byly
liposomy, kde po nsici doSlo k uvolnni a 60,5% enkapsulovaného lysozymu. NejvySSi gnta
uvoln ni lysozymu bylo vSak zaznamenano v predit s olejem. Nagklad z liposom zde doslo
k uvoln ni vice ne 70% enkapsulovaného mno stvi.

astice pipravené pomoci enkapsulatoru (Tabulka 28) bylyeaobv modelovém prosedi potravin
podstatn stabiln jSi ne manualn p ipravené astice. M enim uvolnného lysozymu bylo zjistho,

e u v tSiny astic z enkapsulatoru se v prhu dlouhodobého uchovavani v modelovych potravinach
neuvolnilo v prm ru vice ne 10 % lysozymu. Na rychlost uvolani lysozymu zastic bude mit
z ejm velky vliv velikost astice, kdy s rostouci velikoststi roste i jejich stabilita.
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Tabulka 28. Dlouhodoba stabilita@stic obsahujici lysozym — uvoi % - astice z enkapsulatoru

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

5.3.6 Stanoveni stability antimikrobialnich astic -modelové traveni

Vybrané astice s enkapsulovanou antimikrobialni slo kouybyéké podrobeny analyze stability
v modelovém fyziologickém prostdi. Simulovano bylo modelové traveniastice byly pidany do
modelovych travicich &v a inkubovany p teplot 37°C. Ve stanovenychasech byly provedeny
odb ry roztok pro stanoveni obsahu uvofiych slo ek. Pomoci spektrofotometrickych metodabyl
m eno mno stvi uvolnni celkovych polyfenol, p ipadn bilkovin.
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Graf 29. Stabilita liposomv modelovych travicich &vach — uvolnné polyfenoly

Tabulka 29. Stabilita polysacharidovycastic v modelovych travicich&/ach — uvolnné polyfenoly

[%0] A-3alvj A - rozmaryn A-hebiek | A -levandule A -hendnek | A- ernybez
alude ni 20,5 30 11,5 26,3 32,5 36,8
pankreaticka) 60,4 59,8 71,2 59,9 82,5 48,8
lu ova 19,1 20,3 17,9 21,2 23,1 63,0

CH —8alvj | CH —rozmaryn| CH —Iebiek | CH-levandulg CH — hmanek| CH —erny bez
alude ni 40,5 32,6 7,9 24,0 54,2 23,8
pankreatickd 69,9 92,0 77,0 100 77,7 100
lu ova 52,3 46,3 29,3 51,1 64,2 44,7

P ipravené liposomy obsahujici enkapsulované byliexéakty byly v aludeni $4&v obecn
stabiln jSi v porovnani se stvnim prostedi (Graf 29).
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Nejvice bylo v modelové alud@i $av rozlo eno liposom s enkapsulovanym extraktem kivy,
kde doSlo k rozpaduastic a uvolnni 95% enkapsulovanych polyfenolDruhym v poadi byly
liposomy s extraktem z hmanku, zde psobenim aludeni travici Savy doSlo k uvolnni 20%
polyfenolickych slo ek. Ostatni vzorky byly v al@dnim prostedi stabilni. V modelové pankreatické
a lu nikové Sav byl pozorovan vyrazny rozpadstic a nejvyraznsi mno stvi uvolnnych slo ek.
NejlepSich vysledk bylo dosa eno u liposom s extraktem rozmarynu. Tytoastice byly velmi
stabilni v aludeni S$av a p sobeni sevnich Sav doslo k pozvolnému uvolné celého jejich
antimikrobialniho obsahu. Rovn u vSech testovanych polysacharidovychastic dochazelo
k pozvolnému uvolovani polyfenolickych slo ek devSim v modelovych prostlich tenkého stva
(Tabulka 29). Ze studia stability liposons enkapsulovanym nisinem a lysozymem, pomoci zeta
potencialu v modelovych podminkach, resp. modelbwyavicich S8avach (Tabulka 30) vyplyva, e
astice byly nejménstabilni v kyselém prostdi alude nich $av. Hodnoty zeta potencialu klesly
pod -5 mV, pipadn a do kladnych hodnot. Naopak nejvice stabilniybijpposomy pi zasaditém pH
lu ové Savy, kdy sice hodnota zeta potencialu klesla, ovsgie nedosahovala hrani hodnoty -
30 mV. V pankreatické &v se obecn hodnoty pohybovaly pod -20 mV. Obeclze také ici, e
stabilita se od pdani astic do modelového prostli do m eni po 15 minutach ji vyraznnem nila,
co m e poukazovat na ftomnost velmi pozvolného uvadvani.

Tabulka 30. Stabilita astic v modelovych travicich &éach — uvolnné antimikrobialni slo ky a
zm na zeta potencialu

Nisin/ | Nisin/ | Nisin/ | Lysozym/ | Lysozym/ | Lysozym/
EV TLE U EV TLE U
ZP p vodni hodnota (mV) -38,5 -59,4 -56,5 -30,0 -49,0 6,7
i ZP as 0 (mV) 17,7 -6,4 -5,1 17,6 -5,7 -5,5
alude ni .
ZP 15 min (mV) 15,8 3,0 -5,1 17,6 -3,9 -5,2
uvoln né mno stvi % 33,7 13,1 9,7 12,5 4,7 1,6
o ZP as 0 (mV) -16,1 -18,0 -21,3 -17,0 -17,4 -22,4
pankreaticka ™ 5 e inmv) | 147 | 18,7 -18.2 16,5 21,4 -19,1
uvoln né mno stvi % 56,8 21,9 17,3 20,4 0,9 0,2
U ova 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 stvi 0 0 0 1,3 1,2 0,1

Co se tye vysledk uvoln ného mno stvi, ve luovych Savach se v tomto kratkénase neuvolnilo
adné vyznamné mno stvi, naopak v pankreatickévs se u vtSiny &stic uvolnilo nejvtsi mno stvi
enkapsulovanych slo ek. Vyrazné mno stvi se uvalnitovn v alude ni $4v, kde astice
vykazovaly nejni Si zeta potencial. Nizk& hodnogtazpotencialu poukazuje na sni eni stabilifgtic

a vznik agregat Enkapsulované mno stvi vSak re byt v &sticich zachovano, tak jak bylo
stanoveno i v ppad testované aludeni 3 avy.

Tabulka 31. Stabilitadstic v modelovych travicich&/ach — uvolnny lysozym %

[%] 1% A 300pm 1% A450 um| 2% A 300pm 2% A 450 ym A CH
alud ni 0 0 0 0 38,9 103,9
pankreatickd 45,7 33,5 39,0 39,9 41,8 106,2
lu ova 0,9 3,3 2,1 0,6 3,5 104,6
1% CH 450 pm| 2% CH 450 pmn 1% CH 750ym 2% CH 75Qum S L
alud ni 0 0 0 0 0 47,8
pankreatickd 0 0 0 0 0 71,5
lu ova 0 0 0,4 0 5,4 103,71
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Z vysledk stability &stic v modelovém traveni po enkapsulaci lysozympalysacharidovychastic
vyplyva (Tabulka 31), e lysozym se zchto astic uvol oval postupn, a to zejména v simulovaném
prostedi tenkého seva. U menSich astic byl rovn znatelny vyraznjsi vliv alude ni $avy.
Nejmén stabilni byly v pipad enkapsulace lysozymu manudlp ipravené astice chitosanu u
kterych dosSlo k uvolmi 100% obsahu ji p p sobeni aludeni $avy. Tim se liSily od
chitosanovych astic pipravenych pomoci enkapsulatoru, kde nebylo v pedst alude ni travici
§ avy stanoveno &adné uvolné mno stvi lysozymu. Po aplikaciastic do modelové pankreatické
travici § vy byly jako nejménstabilni stanoveny manualp ipravené chitosanovéastice. Relativn
velké mno stvi se uvolnilo i ze v8ech ostatnichtdeanych astic s vyjimkou Skrobovychastic a
chitosanovych astic pipravenych na enkapsulatoru. Po aplikaéstic do Iu ové travici Savy se
uvolnilo mimo manualn p ipravenych chitosanovychastic a liposom jen nepatrné nebo adné
enkapsulované mno stvi lysozymu.

Polysacharidové astice pipravené pomoci enkapsulatoru byly tedy v travidhaktu o poznani
stabiln j§i v porovnani s manualrmp ipravenymi asticemi. NejstabilrjSi byly chitosanové astice,
naopak nejmén stabilni byly manualn p ipravené astice ze stejného materilu. Velikogtstic
s enkapsulovanym lysozymem zde tedy hrala vyznamolous rostouci velikostiastic rostla i jejich
stabilita, tedy mno stvi uvolmych slo ek je v pipad mikro- a makroastic pozvolnjsi. Jako
nejvhodnjsi material k enkapsulaci lysozymu byl stanovegirglt. Tyto astice mly dobrou stabilitu
v alude ni $av a dochazelo u nich k adoucimu pozvolnému uewhni v proskedi tenkého stva.
Z&v rem lze ici, e v modelovém fyziologickém prostdi dochazelo u testovanychstic s obsahem
antimikrobialnich slo ek k pozvolnému uvalvani polyfenolickych latek a antimikrobialnich piep

p edevsim v podminkach simulujicich tenkégb. Diky tomuto cilenému a pozvolnému uamiani
spolen s velmi dobrou dlouhodobou stabilitou jsouppavené polysacharidovéstice i liposomy
vhodné i k aplikaci do znych potravinovych dopk , nebo pimo do potravin, a to najxlad s cilem
vyu iti astic k izenému uvolovani antioxidant a antimikrobialnich slo ek v prostdi steva, co
by mohlo byt vyhodné pro zvySeni biologickéhoinku. Zejména pak polysacharidovéstice
vynikaly svou stabilitou v aludeni $ av a izenym uvol ovdnim antimikrobiélnich a antioxidaich
obsah v cilovém prosedi tenkého stva. izené uvolovani antimikrobiélnich slo ek v progdi
steva, m e dale napomoci nafklad k regulaci sevni mikrofléry, nebo v ppad aplikace do
potravin pisp t k antimikrobialni ochranp i jejich skladovani.

5.3.7 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobiélni aktivita je testovdna pomoci stardidch antimikrobidlnich test Testovani je
provad no na mikroorganismech ve vhodnych kultiwech médiich a p optimalnich podminkach.
Antimikrobiélni testy se di na difazni a diluni [134, 135].

V préci byly pou ity oba uvedené typy tesfTestovany byly tedy zné metody stanoveni inhilich
vlastnosti zahrnujici jak vizualni detekci inhiich zén na tuhych agarovych plotnach, takemi
zm ny koncentrace kultury v pb hu kultivace v tekutych médiich. U vybranych vzotkyla také
sledovana antimikrobiélni innost pomoci zmrmy zé&kalu bhem lyze bunk.

Antimikrobialni G innost testovanych latek a extrakyla sledovana vi ty em druhm
bakteridlnich kmen a v i jednomu kmenu kvasinek. Z bakterialnich kmelpyli vybrani dva
zastupci gram pozitivnich kmen- Bacillus subtilisa Micrococcus luteusA dva zastupci gram
negativnich kmen- Escherichia colia Serratia marcescenZ kvasinkovych kmenbyl pou it kmen
Candida glabrata

5.3.7.1Diskové a agarova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je velmi jednoducha metodanaveni antimikrobidlni aktivity, jejim
principem je difuze antimikrobialni latky z papigho disku do agarového média. Médium je
nao kovano stanovenou koncentraci testovaného mikrosga. Z agarového média se uvge
voda a rozpousti antimikrobialni latku, kterd jidi vpravovana do média.
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Kolem papirového disku vznika koncentna gradient Ginné latky inhibujici rst mikroorganismu.
Touto metodou je mo né zjistit i inné koncentrace antimikrobialnich latek. V tomtéppd byvaji
papirové disky napudté r znymi koncentracemi tinnych latek. U agarové diflzni metody se
antimikrobialni aktivita uruje na stejném principu jako u diftzni diskova ndetoRozdil mezi imito
metodami je v aplikaci antimikrobiélnich latek. \damové metody se antimikrobialni latky pipetuji
p imo do vyhloubenych jamek v pevném médiu [135].

P iprava jednotlivych vzork a extraktu byla provedena dle postupu uvedenétapitole4.6. Resny
postup celého antimikrobialniho testu je uvedemapitole 4.16.2.

Nejprve bylo u hodnocenych bylin provedeno testowvatimikrobialnich vlastnosti jejich znych
typ extrakt. Srovnani bylo provedeno mezi extrakty vody, etthana kyseliny citronové.
U jednotlivych extrakt doSlo pi m eni jejich antibakterialni aktivity k vyraznym rdgdm.

Tabulka 32: stanoveni antimikrobiélni aktivity lyliych extrakt — velikost inhibinich zon (mm)-
vodné extrakty

pelynk | tymian | echinacea Iékee | msi ek | rakytnik Salvj | rozmaryn
Bacillus subtilis 4,25 2,5 3,25 3,5 6 15 3,75 1,5
Micrococcus luteus 6,5 5 7 7,5 6,5 6,5 8,25 6,5
Serratia marcescens 5,5 3,5 5 5 15 25 3,25 5,5
Escherichia coli 35 7 8,5 5 6 3 5,25 55

h ebi ek | levandule] hendnek| erny bez| jitrocel| majoranka ezalka| zazvor
Bacillus subtilis 6,5 2 1,5 4,25 7 1,25 45 1,5
Micrococcus luteus 2,5 15 5,5 5,5 4 7 4
Serratia marcescens 1,5 1,5 4 3,5 2,5 2,5 2,5
Escherichia coli 10 8,5 7,5 5 4,25 5,5 2,5

Vyznamn vy3Si celkovou inhibini G innost v i vdem ty em testovanym bakteriim v porovnani
s ostatnimi vykazovaly vodné extrakty. Rrrné hodnoty inhibinich zén vSech testovanych
bylinnych vodnych extraktjsou uvedeny v Tabulce 32.

Antimikrobialni aktivita vybranych rostlinnych eakt byla tedy testovdna nady ech bakterialnich
kmenech. VSechny vodné extrakty vykazovaly alesgste nou antimikrobiélni aktivitu proti vSem
testovanych kmen Je zajimavé, e \Sina z bylinného extraktu fa velmi dobry antimikrobialni
U inek i proti testovanym gram-negativnim bakteri@rfimen m. Na kmenE. Coli m ly nejvy3si
antimikrobialni tinek extrakty z levandule, &bi ku, echinacey, henanku, erného bezu, tymianu,
m si ku a kopivy. Na druhy testovany gram-negativni km8erratia marcescenm ly extrakty
mensi inhibini U inek, ne v pipad E. Coli. Nicmén, dobrou antimikrobiélni aktivitu nty extrakty

z pely ku, rozmarynu, kopvy, h ebi ku, Iékoice a echinacey.

Extrakty z hebi ku, m si ku a jitrocele mly velmi dobrou inhibini U innost proti gram-pozitivnimu
kmenu Bacillus subtilis Na druhém gram pozitivni kmeMicrococcus luteusm ly nejvy3si
antimikrobialni Ginek extrakty z Salje, Iékoice, echinacey, ¢zalky, pelyku, rozmarynu, msi ku,
rakytniku, jitrocele, erného bezu a tymidnu. Utginy z extrakt byl zaznamenan linearni vztah mezi
antioxidani aktivity a antibakterialni aktivitu. Nicménv n kterych pipadech u byliny s nisi
antioxida ni aktivitou (napiklad Iékoice, rakytnik, kopgva a hemének) byla pozorovana vysoky
antibakterialni aktivita. Tento jev, kdy i nefenafoslo ky rostlinnych extraktu maji schopnostspbit
jako antimikrobialni latky, potvrzuji i tkteré dalSi studie [87].

P i testovani antimikrobidlni aktivity lysozymu byhtmikrobiélni Ginek zaznamenén vi vSem
testovanym kmemm (Tabulka 33). V gpad kmenu E. coli byl v8ak tento inhibini G inek

v porovnani s ostatnimi kmeny minimalni. Navié pi Sich koncentracich nebyl u tohoto kmene
zaznamenan adny inhibii G inek. Na ostatni kmeny lysozym gobil s vysokym inhibinim

0 inkem.
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P edev3im na gram-pozitivni kmeny (z testovan®cillus subtilis a Micrococcus luteus byl
zaznamenan nejvyssiiaek, co odpovida i literarnim udajn [80]. Zajimavé je, e v pgpad gram

negativniho kmenuSerratia marcescensbylo dosaeno @ vysSich koncentraci vysokého
antimikrobialniho Ginku.

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

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

Vysledky stanoveni antimikrobialni aktivity lysozynsrovnavaji metody za pou iti diska jamek
(Tabulky 33). Vysledky ukazuji, e jamkova metodgorovnani s metodou diskovou je vyrazn
citliv jSi. Dale byla tetovana antimikrobidlni aktivitaptidu nisinu. Nisin stejn jako lysozym
vykazoval vyraznjSi antimikrobiélni Ginek proti gram-pozitivnim bakteriim (Tabulka 34).

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

Pr m r inhibi ni alginatové . chitosanové. Skrobové . liposomy liposomy
z6ény (mm) L(1mg/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (2,5mg/ml)
B. subtilis 3 4 2 3 6,5
E. coli 0 1 0 0 1
liposomy liposomy A 1% 300 um A 1% 450 pm A 2% 300 um
N (3 pg/ml) N (0,3 pg/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml)
B. subtilis 2,5 3 4 5
E. coli 0 0 0 1 1
A 2% 450 um| CH 1% 450 um| CH 1% 750 pm | CH 2% 450 um| CH 2% 750 pum
L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml) L (Img/ml)
B. subtilis 4 0 0 0 0
E. coli 1 0 0 0 0

Testovani na tuhych médiich bylo pouito pro sravin@ntimikrobialniho UGinku volnych ale i
enkapsulovanych slo ek (Tabulka 35). Bylo zji#, e astice, nezavisle na druhu enkapsulovaného
peptidu vykazovaly mensi antimikrobialni aktivita nistd4 antimikrobialni latka. Uvolmé mno stvi
antimikrobialni latky z astic je tedy pozvolné aippiva k inhibici postupn
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U v3ech astic byla detekovana antimikrobiélni aktivita zéjra na gram-pozitivhi kmeny, na gram-
negativnich bakterialnich kmenech byla antimikrobid@ktivita lysozymu i nisinu minimalni nebo
nulové. Je zajimavé, e chitosanoustice mly nejvyssi inhibini U inek, ale souasn m ly nejni Si

U innost enkapsulace. Tyto vysledky potvrzuji z&v n kterych studii, o moném pou iti
antimikrobialni aktivity chitosanu. Chitosan je talelmi vhodnym kandidatem k enkapsulaci
antimikrobialnich slo ek. Vzhledem k jehoipzen kladnému naboji, me interagovat s negativn
nabitymi mikrobialnimi bun nymi st nami a cytoplazmatickou membranou, co mvést ke sni eni
osmotické stability, naruSeni membrany &padn k lyzim bunk. Krom toho, chitosan je schopny
inhibovat MRNA a syntézu bilkovin vazbou na mikéhi DNA. Navic nanaastice chitosanu, maji
vySSi pomr povrchu k objemu, co vede k vysSi hustpovrchového naboje. Tim zvySuji tytastice

N1

svou afinitu v i bakteriim, co zp sobuji vyrazn vySsi antimikrobialni aktivitu [174].

Tabulka 36. Zachovani antimikrobiélniho iiku lysozymu a &stic s jeho obsahem v fir hu
skladovani— B. subtilis

Sy (mm) p vodni | kyselé | kyselé pH| EtOH EtOH olej/lvoda | olej/voda | voda | voda
zony (mm
y hodnota | pH 7 dni| 28 dni 7dni | 28dni 7 dni 28 dni 7 dni | 28dni
astice 35 0 0 0 0 0 0 3 0
1%A
roztok 5 0 0 0 0 2 0 4 0
astice 4,5 0 0 0 0 3 0 3 0
2%A
roztok 55 0 0 0 0 2 0 3 0
astice 0 3 0 4 2 0 0 3 0
1%CH
roztok 0 3 0 0 4 0 0 3 0
astice 0 3 3 0 0 0 0 0 0
2%CH
roztok 0 0 0 0 1 0 0 0 0
A astice 3 5 3 3 3 4 3 5 3
roztok 0 0 1 0 0 0 0 0 0
CH astice 4 3 0 3 0 0 0 0 0
roztok 3 0 0 3 0 0 0 0 3
L astice 2 4 3 0 4 3 3 0 0
roztok 0 3 3 0 0 0 0 0 0
& astice 2 0 3 0 0 0 0 0 0
roztok 2 0 0 0 0 0 0 0 0
lysozym | volny 4 4 4 3 0 3 0 4 3

U v8ech astic s obsahem lysozymu i u jejich supernatansoub n u volného lysozymu byla po
tydnu a naslednpo 4 tydnech ovena antimikrobiélni aktivita v pb hu jejich skladovéani v znych
modelovych podminkach (Tabulka 36). Na zaklaékanych vysledkje patrné, e po aplikaci do
modelovych potravin ztracejéstice asten svou pvodni antimikrobialni aktivitu. Antimikrobialni
testy rovn potvrdily p edpoklad, e volny lysozym v thto rznych prostdich v ase
degraduje/denaturuje a ztraci svou aktivitu. Dosé gysledky tedy potvrzuji, e volny lysozym je
pom rn nestabilni a zapouzehi m e vyznamn ovlivnit jeho pou itelnost a zvysit jeho stabilitu
Obecn jako nejvhodnjSim prostedim pro skladovani t8iny astic bylo stanoveno vodné presti.
AvSak u polysacharidovychastic pipravenych na enkapsulatoru ovlivnilo antimikrobiall inek
astic nejmén kyselé prosedi. Po ty ech tydnech byl vSak ji antimikrobialni inek u v3ech tthto
astic zanedbatelny. Naopak antimikrobialni aktivitanualn p ipravenych alginatovychastic a
liposom 2z stava zachovana velmi dlouhou dobu agmrovnani serstv p ipravenymi asticemi
byla jejich Ginnost srovnatelna v kterych pipadech i vtSi (zejm z d vody klesajici stability
astic a tedy rychlejSimu uvalvani lysozymu zastic). U chitosanovych a Skrobovycéstic byly
dosaené obdobné vysledky jako uastic zenkapsulatoru. Postupenasu se tedy jejich
antimikrobialni Ginek sni uje.
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Na zaklad vysledk Ize konstatovat, e [ipravené astice, jsou vhodné pro skladovanégevsim ve
vodném prosedi s neutralnim, fpadn kyselym pH. Vybranéastice jsou zde stabilni, a také si zde
zachovavaji svoji antimikrobidlni aktivitu. ipBravené astice jsou tak vhodné pro pou iti négad v
r znych formach gel na bazi vody, pro pou iti v kosmetickém pnyslu, pipadn pro aplikace do
potravin.
Pro potenciélni aplikace v potravis&ém prmyslu byla rovn sledovana schopnoststic zachovat
svoji antimikrobialni aktivitu @ pr chodu travicim traktem.
Um la alude ni § ava p sobi znan destruktivn na aktivitu volného lysozymu, rovnv asticich
doSlo k astené ztrat jeho aktivity. Antimikrobiélni Ginek z stal zachovan pdevSim u manualn
p ipravenych alginatovychastic a u Skrobovychastic. Vlivem pankreatické travici &y dochazelo
rovh Kk astené ztrat antimikrobialni aktivity volného lysozymu. Vyslegkovn potvrzuji, e
pankreaticka travici &wva psobi svymi enzymy naastice velmi intenzivn a dochéazi tak k
uvol ovani enkapsulovaného lysozymu astic. | Iu ova travici Sava zpsobila potlaeni
antimikrobialniho dinku volného lysozymu av3ak ne tak vyrajako u pedchozich dvou travicich
§ &v. Nejvyssi inhibini 0 inek vykazovaly vtomto prostdi pedeviim manudln p ipravené
chitosanové astice a liposomy.
Dosa ené vysledky tedy potvrzuji, e volny lysozyfpe v pr b hu traveni relativn labilni a
enkapsulace me vyznamn ovlivnit jeho vyu itelnost v organismu, zejménai pchran p ed
negativnim vlivem aludeni § avy. Dobra dlouhodoba stabilita lysozymuasticich spojena s nizkou
odolnosti nkterych &stic v proskedi steva je tak vhodnym zakladem pro vyvoj prepatilenym
transportem lysozymu s pozvolnym uvoVanim v prosedi tenkého séva. D le itym faktorem pro
zachovani antimikrobialni aktivity i v tomto prostli je vSak schopnoststic uvolnit v dostate
kratkém ase po adovanou minimalni inhilsii koncentraci enkapsulovaného lysozymu.
Jako jedna z dalSich mo nych aplikach forem byla testovdna mo nost lyofilizaceippavenych
astic, avSak v tomto fpad doSlo k Uplné ztratjejich antimikrobialni aktivity.
Na zavr byla u testovanych lé& a rostlinnych extrakt sledovana antimykoticka aktivita na
kvasinkovy kmernCandida glabrata Testovany klotrimazol nh velmi dobry antimikrobialni Gnek.
Z testovanych rostlinnych extrakp sobil antimikrobidln p edevSim extraktesneku. U ostatnich
bylinnych extraktu bylo dosa eno pouze minimalnitebo nulového tinku. Extrakt esneku i vzorek
klotrimazolu byly ispSn enkapsulovany do liposona chitosanovychastic. Antimikrobialni tinek
takto pipravenych astic byl srovnatelny se vzorky bez enkapsulacbor®yl jejich Ginek vyssi.
V p ipad koenkapsulace klotrimazolu sesneku do chitosanovychastic byl stanoven nejvyssi
inhibi ni G inek (Tabulka 37).

Tabulka 37. Stanoveni antimykotické aktivity —kesli inhibi nich z6n (mm)

Pr m rinhibi ni zény (mm) klotrimazol | klotrimazol | klotrimazol klotrimazol klotrimazol
20mg/ml 10mg/mi 2mg/ml 0,2mg/ml 0,02mg/ml
Candida glabrata 3 2 1,5 1 0
L L CH CH esnek
eshek klotrimazol | klotrimazol | klotrimazol+ esnek 0,3g/ml
Candida glabrata 2,5 2,5 2 3,5 3

5.3.7.2Bujonova dilu ni metoda

D ive se tato metoda provdd v ad zkumavek. Dnes jsou hlavivyu ivany mikrotitra ni destiky.
Testované kultury mikroorganisnse okuji k testovanym latkdm. Po inkubaci se hodnotiimalni
inhibi ni koncentrace antimikrobiélni latky vch suspenzich, kde nevznikl zdkal nebo sedimesty kt
vyjad uje r st mikroorganismu. Vyhodnoceni lze provést vizualturbidimetricky, m enim
absorbance nebo pomociimpého stanoveni ptu bunk v po itacich komrkach, i pomoci
pr tokové cytometrie [134, 135].
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Pomoci tohoto testu byla oena antimikrobialni aktivita vSech testovanychliosych i ivo iSnych
antimikrobialnich vzork p ed i po enkapsulaci doznych typ astic.

P i stanoveni antimikrobiélni aktivity v tekutém ni¢dylo postupovano podle postupu uvedeného
v kapitole 4.16.1. P testovani pimého Uink na lyzi bunk byl, vpipad vdy 24 hodinového
inokula, po 10 minutach sledovany zakal gpbeny rozpadem buk viz. kap. 4.16.4.

Inhibice r stu mikroorganism v danych asech byla stanovena pomoci spektrofotometrického
m eni, pipadn pomoci prtokové cytometrie. Vysledky stanoveni antimikrobidktivity lysozymu

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

Lysozym i nisin psobily vyraznji na gram-pozitivni bakterie, obdobrnak bylo prokazano ji u
diskovéhol/jamkového difuzniho testu. Minimalni imhhi koncentrace lysozymu byla stanovena pro
kmenB. subtilisna vice ne 500 pg/ml, 1000 pg/ml pro kmih luteusa vice ne 1000 pg/ml pro
testované gram-negativni kmeny. Minimalni inhidikoncentrace nisinu byla stanovena na 5 pg/ml,
pro gram-pozitivhi kmeB. subtilisa vice ne 50 pug/ml pro gram-negativni krrencoli.

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

lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
1000ug/ml | 750ug/ml | 500ug/ml | 250ug/ml | 100ug/mi
Bacillus subtilis 0 0,037 0,094 0,175 0,204
Micrococcus luteus 0,046 0,24 0,403 0,517 0,608
Serratia marcescens 0,104 0,363 0,468 0,589 0,684
Escherichia coli 0,279 0,47 0,695 0,71 0,763
lysozym lysozym lysozym lysozym blank
50pg/ml 2,50pg/ml 10pg/ml | 0,50pg/mi
Bacillus subtilis 0,394 0,507 0,654 0,705 0,794
Micrococcus luteus 0,659 0,703 0,783 0,899 0,917
Serratia marcescens 0,782 0,859 0,946 0,945 0,947
Escherichia coli 0,801 0,879 0,877 0,88 0,877
Tabulka 39. Stanoveni antimikrobialni aktivity nisi- absorbance (630 nm)
nisin 100ug/ml| nisin50ug/ml  nisin 30ug/ml  nisindd@ml | nisin 5ug/ml
B. subtilis24 hod 0 0 0,004 0,022 0,037
B. subtilis48 hod 0 0 0,029 0,085 0,147
E. coli24 hod 0,025 0,094 0,225 0,415 0,565
E. coli48 hod 0,256 0,389 0,654 0,811 1,004
nisin 2,5ug/ml| nisin 1ug/ml  nisin 0,3ug/ml  nisif0Bug/mi blank
B. subtilis24 hod 0,084 0,112 0,389 0,694 0,805
B. subtilis48 hod 0,338 0,678 1,215 1,518 2,698
E. coli24 hod 0,678 0,711 0,844 0,871 0,870
E. coli48 hod 1,089 1,112 1,529 1,632 1,563

U nisinu byl tedy zaznamenan vy3s3i antimikrobidlrihek pi pouiti ni 8i koncentrace. Vysledky
rovn naznauji i jeho dlouhotrvajici inhibini efekt. Po 48 hodinach kultivace \itpmnost nisinu

v koncentraci vySSi ne 10 pg/ml nebyl stale zazeaén rst gram pozitivnich buik (Tabulka 39).
Pro zachovani inhibhiho G inku po dobu 72 hodin bylogba koncentrace nisinutéi ne 50 pg/ml.
Na ni Sich testovanych koncentracich byl postupaznamenan nat mikroorganizm. V porovnani

s kontrolnim médiem, kde bylo ji dosa eno koncagbnarni faze (po 48 hod), dochazelo u vzork
s nisinem (u koncentrace niSi ne 2,5ug/ml) Istu bunk v exponencialni fazi. Antimikrobialni
U inek nisinu tedy 2jm nespoival v usmrceni burk, ale pouze k oddaleni jejichstu.

Pro zajistni komplexniho antimikrobialniho inky p ipadného produktu by byla vhodna kombinace

lysozymu se vzorky mobicimi pedevsim na gram negativni bakterie, fildpd s bylinnymi extrakty.
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Tabulka 40. Antimikrobialni inek po 24 hod — absorbance (630 nm)

pely- | tymian echina- | lékoice m si- rakytnik Salvj rozma- | kopiva

n k cea ek ryn
Bacillus subtilis 0,776 | 0,694 0,237 0,425 0,436 0,966 0,644 0,86 50,27
Micrococcus luteus | 0,522 | 0,512 0,46 0,544 0,56 0,052 0,144 1,295 0,556
Serratia marcescens| 1,015 0,901 0,772 0,925 0,678 0,661 0,947 1,419 320,
Escherichia coli 0,283 | 0,304 0,257 0,31 0,443 0,067 0,692 1,057 40,63

h ebi- | levan- he ma- erny jitrocel | majoran- | tezal- | zazvor blank

ek dule nek bez ka ka

Bacillus subtilis 0,694 | 1,007 0,639 1,243 0,562 0,854 0,686 0,849 77,8
Micrococcus luteus | 0,181 0,927 0,473 1,237 0,669 0,798 0,65 0,774 50,90
Serratia marcescens| 0,812 1,488 0,991 1,396 0,801 0,852 0,939 0,844 410,90
Escherichia coli 0,033 | 0,752 0,522 0,989 0,719 0,731 0,705 0,885 040,p

Z vysledk stanoveni antimikrobidlni aktivity bylinnych extta (Tabulka 40), Ize pozorovat inhilpii

U inek na gram-pozitivni bakterie, a rovinna gram-negativni bakterialni kmeny.

Na kmenB. subtilis vykazoval antimikrobialni aktivitu gdevsim extrakt z echinacey a z kop.

Déle byla stanovena vysokd antimikrobialni aktivitapou itych extrakt z lékoice a msi ku.
asteny inhibi ni 0 inek vykazovaly extrakty jitrocele, Safe, hebi ku, hemanku a tezalky.

Stejné extrakty jako v fpad prvniho kmene nly antimikrobialni Ginek i na druhy testovany gram-

pozitivni kmenMicrococcus luteus

Navic nejvyssi antimikrobialni aktivita u kmenevticrococcus luteudyla detekovana u extraktu z

rakytniku. Na gram-negativni kmeSerratia marcescens ly inhibi ni U inek extrakty z rakytniku,

m si ku, kopivy, h ebi ek, echinacey, jitrocele, majoranky, zazvoru, tymia lékoice. Na druhém

testovaném gram-negativnim kmeucoli byla zjiSt na antimikrobiélni aktivita u vSech testovanych

extrakt krom rozmarynu a erného bezu. V fipad extraktu hebi ku byl nam en tém 100%

inhibi ni U inek po celych 24 hodin.

Tabulka 41. Antimikrobialni inek liposom - 24 hod — absorbance (630 nm)
pely- tymin echina- ngo- m si- ralfyt- sl | roz,ma- kop i-
n k cea ice ek nik ryn va

liposomy

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

Micrococcus luteus| 0,507 0,489 0,325 0,388 0,199 0,020 0,004 0,789 560,2
Serratia marcescens 0 0,213 0 0,453 0,202 0,284 0,025 0,9%2 0,389
Escherichia coli | 0,253| 0,441 0,469 0,¢ 0,197 0,112 0,471 0,901 70,40
hebi | levan- | hema- | erny | jitro- | majo- | tezal

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

liposomy zazvor blank

OT

[02)

=

Escherichia coli

Déle byly testovany inhibhi U inky p ipravenych astic. VSechny testované liposomy obsahuijici
extrakty bylin vykazovaly vi vSem testovanym kmem alespo asteny inhibi ni U inek
(Tabulka 41). Ze vSech testovanydistic mly vyrazny antimikrobialni tnek zejména liposomy a
chitosanové astice (Tabulky 41, 42 a 43). Nejvyra@i antimikrobialni Ginek vykazovaly liposomy

¥~ s

s extraktem z tebi ku (u extraktu z kebi ku byla nam ena nejvy3Si antioxidai aktivita).
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Tyto astice vykazovaly 100% antimikrobialni ochranu paych 24 hodin u v3ech testovanych
kmen . Dale mly velmi vysoky antimikrobialni Ginek, na vSechny testované kmeny, liposomy
s obsahem lysozymu, Sajg, hemanku, rakytniku, a nsi ku. Na kmenSerratia marcescens ly

100% inhibi ni U inek liposomy s obsahem peku a echinacey.

Tabulka 42. Antimikrobialni inek poly

ysacharidovéastice - 24 hod — absorbance (630 nm)- alginat

alginat pely- | tymia | echina-| I[éko- | m si- | rakyt | Salvj | rozma- | kopi-
n k n cea ice ek -nik ryn va
Bacillus subtilis 0,592 0,685 0,335/ 0,336 0,298 0,516 0,273 0,814 1950/6
Micrococcus luteus| 0,489 0,529\ 0,425/ 0,288 0,309 0,50 0,294 0,809 600/5
Serratia marcescens 0,123 0,334 0,304 0,556 0,448 0,649 0,225 0,897 960,8
Escherichia coli 0,421 0,641 0,619 0,316 0,550y 0,683 0,370 0,710 470/7
alginat hebi- | levan- | hema- | erny | jitro- | majo-| tezal-| zazvor | blank
ek dule nek bez cel ranka| ka
Bacillus subtilis 0,227 0,858 056| 0,659 0,208 0,853 0,366 0,4p1 60,84
Micrococcus luteus| 0,114 0,760 0,367 0,756 0,295 0,692 0,350 0,369 17,9
Serratia marcescens 0,320 0,899| 0,339] 0,762 0,468 0,721 0,488 0,500 970,9
Escherichia coli 0,289 0,671 0,345 0,694 0,702 0,809 0,4|60 0,526 9407

Z alginatovych astic (Tabulka 42) nty &stice rovn dobry inhibi ni U inek.

Pouze astice

s obsahem extrakt z majoranky, levandule, erného bezu, rozmarynu a kogy vykazovaly
minimalni nebo nulovy Gnek. V pipad chitosanovych astic (Tabulka 43) byl rovnu rozmarynu,
levandule a majoranky pouze minimalninek.
U ostatnich extrakt byl zaznamenan ji vyrazij§i antimikrobialni efekt, zejména pak w@stic
s obsahem lebi ku, echinacey, I1ékice, rakytniku, Sahje a msi ku.

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

chitosan pely- | tymian | echina-| Iéko- | m si- | rakyt- | Salvj | rozma- | kopi-
n k cea ice ek nik ryn va
Bacillus subtilis 0,327 0,385 0,037/ 0,113 0,108 0,096 0,063 0,614 304
Micrococcus luteus| 0,288 0,329 0,105/ 0,158 0,198 0,022 0,099 0,706 8004
Serratia marcescens 0,023 0,140 0,296 0,099 0,338 0,152 0,154 0,884 5106
Escherichia coli 0,111 0,291 0,453| 0,102 0,200 0,181 0,277 0,8p1 400,
chitosan hebi- | levan- | heméa- | erny | jitro- | majo- | t ezal-| zazvor blank
ek dule nek bez cel ranka ka
Bacillus subtilis 0,026 0,712 0,123| 0,598 0,124 0,812 0,232 0,209 460,8
Micrococcus luteus| 0,009 0,852 0,229 0,550 0,190 0,764 0,197 0,1p1 170,9
Serratia marcescens 0,052 0,899 0,481 0,705 0,220 0,783 0,274 0,34 970,09
Escherichia coli 0,044 0,750 0,592 0,788 0,544 0,757 0,329 0,310 940,7
Tabulka 44. Antimikrobialni inek prazdnychastic po 24 hod — absorbance (630 nm)
blank liposomy alginatovéastice chitosanovéastice
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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Pi stanoveni antimikrobialni aktivity prazdnychastic byl asteny antimikrobialni UGinek
zaznamenan u liposomovych a chitosanovyahtic (tabulka 44). Oba typyastic tedy pspivaji
k antimikrobialnimu dinku enkapsulovanych slo ek.

Tento jev je patrny i v fipad enkapsulace lysozymu, kdy bylo u liposom chitosanovychastic

¥ v s

dosa eno vyraznvy3Siho antimikrobialniho inku ne v pipad alginatovych astic (tabulka 45).

Tabulka 45. Antimikrobialni inek astic lysozymu po 24 hod — absorbance (630 nm)

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

Vyznamné zvySeni antimikrobialni aktivity po enkalggi m e podporovat vyuiti testovanych
bylinnych extrakt a antimikrobialnich vzorkpro pr myslové aplikace, a to nejen v kosmetice, ale i
ve farmaceutickych aplikacich a v potravsi@m prmyslu. D le itym faktorem pro zachovani
inhibi niho Uinku je pedevSim schopnostastice uvolnit antimikrobidlnich obsah v dostate
kratkém ase a v po adované minimalni inhibi koncentraci.

Antimykotické testy

P i sledovani antimykotické aktivity nebyl u adné zeolenych bylin zaznamenan vyrazny inhibi
U inek. Antimikrobialni charakter vi kvasinkovym kmenm vykazoval pouze extraktesneku
(Graf 30). Jeho inhibni U inek se navic vyrovnal inku klotrimazolu. Rovn druhé testované
Ié ivo, ibuprofen, vykazoval drobny inhilii U inek.
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Graf 30. Antimykotick& aktivita — inhibicestu (Candida glabrata) — absorbance 630nm — 24 hod

P i sledovéani antimykotické aktivity gpravenych liposom a polysacharidovychastic (Graf 30) byl
vyrazny inhibini Ginek v i kvasinkovému kmeni stanoven u vSechstic s obsahem extraktu
esneku i klotrimazolu. Vysoky antimikrobialni anek astic s klotrimazolem byl stanoven
p edevSim u polysacharidovyclastic. Inhibini G inek esnekovych astic se opt vyrovnal Ginku
astic s obsahem klotrimazolu. Ibuprofen takté wgdwal i po enkapsulaci drobny inhibi U inek.

Po koenkapsulaci vykazovaly ipravené &astice &steny inhibi ni Uinek, pouze v ppad
koenkapsulace klotrimazolu a extraktuesneku do chitosanovycléstic, byl zaznamenan vysoky
inhibi ni G inek. Klotrimazol i extrakt esneku si svoji aktivitu zachovali i po enkapsuldci
liposom. K v t§imu Uinku v3ak doSlo vdy psobenim rozruSenych liposomv porovnani
s neporusenymi. DoSlo zde tedy legpokladanému jevu, kdy se u rozruSenych lipos¢mzruSeni
liposom bylo provedeno stykem s olejem — takto byl simalogtyk s poko kou a pozvolné uvolm

Ié iv) podailo rychleji uvolnit enkapsulovanou antimikrobiélsid ku.
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Lze konstatovat, e antimikrobialni inek &stic klotrimazolu i astic obsahujicich extrakesneku
byly v i kmenuCandida glabratesrovnatelné.

Na zavr byl testovan inhibini U inek pou itim zkumavkového testu (kap.4.16.3). fomto testu
inhibice r stu vykazovaly vysSi inhibni U inek rozruSené liposomy, v porovhani neporusenymi.
Ovsem i neporusené liposomy pozvolna ueekly enkapsulovanou slo ku a g tak velmi dobry
inhibi ni U inek na r st kvasinkovych burk.
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Graf 31. Antimykotick& aktivita — inhibicestu kvasinek (Candida glabrata) — absorbance 630nm

To bylo potvrzeno v ppad vSech typ testovanych liposom av3ak 100% inhibniho Ginku po
celych 48 hodin bylo dosaeno pouze Vvgad neenkapsulovaného roztoku klotrimazolu o
koncentraci 10 mg/ml (Graf 31). U neenkapsulovanékivaktu esneku byl 100% antimikrobiélni
U inek zajistn po dobu 24 hod.

Pro ziskani 100% inhibniho Ginku i u astic je tak tba pou it jejich vy35i koncentraci nebo vyu it
mo nosti koenkapsulace. Koenkapsulaci klotrimazohyprofenu, esneku a tymianu adstenym
naruSenim liposom(simulace kontaktu s poko kou) bylo rovrdosa eno 100% inhibiniho U inku

po minimaln 24hodin.

5.4 Enkapsulace enzym, jejich sm si a p irodnich zdroj

Tato ast prace byla zamena na gpravu a testovani vhodné formy enkapsulovanychyranz

s potencialnim vyu itim v potravinakém prmyslu, stejn tak i v kosmetice a farmacii, a to zejména
pro hojeni ran a regeneraci tkani.

K enkapsulaci byly pou ity nasledujici enzymy: diksa, bromelain, kolagenasa, lipasa, lysozym,
pankreatin, papain, trypsin a jako komplexni vzorelady zeleny jemen. Enzymy byly
enkapsulovany gdevsim do polysacharidovyclastic tvoenych alginatem, chitosanem, Skrobem a
jejich kombinacemi. Déle byla testovana mo nostagrgulace enzymdo liposomovych astic.

5.4.1 Stanoveni enkapsulani U innosti

Metody pro pipravu jednotlivych typ astic jsou uvedeny v kapitole 4.8. Vzorky po enkdegs
danymi metodami byl centrifugovany ip14 800 ot./min, dpadn u astic pipravenych na
enkapsulatoru byla pouita filtrace. V supernatdfiittatu byla nasledn stanovovana pomoci
spektrofotometrické metody, koncentrace zbylychnyoh enzym, stejn tak jako ve vzorku ed
enkapsulaci. Zthto dvou hodnot byla poté vypgena enkapsulai Uinnost dané metody.
Obdobnym zpsobem byla stanovena i enkapsnial innost dle stanoveni enzymovych aktivit, kde
byl rovn pozorovan vliv enkapsulace na aktivitu jednotltvy enzym. Pro ka dy vzorek bylo
m eni opakovano ikrat a ze ziskanych hodnot byl ziskan mrr. Rozptyl hodnot meni
jednotlivych vzork nebyl vtSi ne 5 %.

U manudln pipravenych polysacharidovychastic (Graf 32) byla obecnnejvyssi enkapsulai
U innost stanovena u t8iny testovanych enzymu vipad chitosanovychastic (nad 70%).
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Pouze alkalasa se |épe enkapsulovala do algindtoastic. Do alginatovychastic se rovn velmi
dob e enkapsuloval extrakt ze zelenéhaijene.

U alginatovych &stic zpevnnych chitosanem doSlo k vySSi nebo srovnatelnépentani G innosti
jako u alginatovychastic. Pouze u zeleného jeene bylo zaznamenano vyrazné sni eni enkapsula
G innosti, a to a o0 30%. Do Skrobovyclastic se velmi dole enkapsuloval pdevsim bromelain
(76,2%), u ostatnich enzynse enkapsulai G innost pohybovala v pm ru okolo 48%.
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Graf 32. Enkapsulai U innost enzymy — polysacharidomvdstice manualnp ipravené — bilkoviny

Obdobnych vysledk jako v pipad stanoveni koncentrace bilkovin, bylo dosa enoiigtanoveni
enzymovych aktivit (Graf 33). Pouze u alkalasyasip a pepsinu byla enkapsulat innost v pipad
alginatovych &stic vyrazn niSi ne u stanoveni celkovych bilkovin. Tato dddka mohla byt
zp sobena naistem aktivity jednotlivych enzympi procesu enkapsulace. Obece z vysledk
patrné, e si enzymy zcela alespo asten zachovaly svoji pvodni enzymovou aktivu.
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U polysacharidovychastic pipravenych pomoci enkapsulatoru (Graf 34) bylo dosa z hlediska
enkapsulani U innosti nejlepSich vysledk U innost enkapsulace se pohybovala wpiru okolo
80%. Obecn se enzymy lépe enkapsulovaly do chitosanovyéstic. Stejn jako v pedchozim
pipad u manualni gpravy astic. Rovn koncentrace pouitého polysacharidu la vliv na
enkapsulani U innost, pi em v tSina enzym se Iépe enkapsulovala vipad pou iti 1% roztoku
polysacharidu.

GEE
75.4
1.0
aL.3
TG

@l
ETAL
a0,0
BOLE
63,1
oL
g1
¥

=
18,8
13,5

milady
jesCanen
trypsin
[rapine
alkalisa
lipasa
[epin
papaln a

enkapsul acni adnno i)
o b L WA
==EEz2E2
5
1%
kolagenasa
R =0
sonym | ..
47,4

bromelain

pank reatin

Bromelain a
lysozym

kolagemasa a
lysozym

M liposomoye - altivita H liposomowe - proteiny

Graf 35. Enkapsulani U innost enzymy — liposomy

Rovn liposomové astice jsou vhodnou formou pro enkapsulace enzywo potvrzuji i dalsi
studie [25]. Enkapsulace byla Uuspa u vSech testovanych enzym dosahovala v pm ru 50%.
Také aktivita testovanych enzyryla asten i zcela zachovana i po procesu enkapsulace.
Obecn se enzymy velmi dok enkapsulovaly do vSech typtestovanych astic. NejvysSich
enkapsulani U innosti bylo dosa eno u polysacharidovydistic pipravenych pomoci enkapsulatoru,
kde dosahovala pm rna enkapsulai G innost hodnot nad 80%. U manualm ipravenych
polysacharidovychéstic a u liposombyla stanovena enkapsufa U innost ni §i, i tak vSak byla ve
v t8in pipad vy3si ne 50%. Navic them procesu enkapsulace nedoslo u testovanych enaym
ztrét jejich aktivity.

5.4.2 Stanoveni velikosti a stability astic

Velikost liposom a manualn p ipravenych polysacharidovychéstic byla stanovena nenim na
principu DLS, stabilita astic byla sledovana pomoci stanoveni zeta potencia

Tabulka 46. Stanoveni velikosti a stabilityppavenych liposom

enzym g velikost| @ zeta potencial enzym o velikost g zeta
[nm] [mV] [nm] potencial [mV]
prazdné 111,8 -57,7 pepsin 156,5 -53,9
alkalasa 173,5 -46,4 trypsin 219,3 -58,6
bromelain 178,1 -56,0 mlady jeen 215,2 -33,0
kolagenasa 125,7 -55,8 bromelain a lysozym 1250 2,4-5
lipasa 198,7 -61,0 koleganasa a 135,1 -67,9
lysozym
papain 178,4 -44.3 papain a lysozym 131,4 -38,4
pankreatin 180,9 -58,2

Zeta potenciél ppravenych liposom byl ve vSech ppadech v rozmezi od -30 mV do -60 mV.
Liposomy tedy vykazovaly velmi dobrou stabilitu. jMén stabilni byly liposomy s enkapsulovanych
obsahem zeleného jmenu (-33 mV). Velikost liposombyla v pr m ru okolo 180 nm a hodnoty

index polydisperzity nebyly wsi ne 0,2. Z pipravenych polysacharidovyclastic, dle hodnoty zeta

potencialu, vykazovaly velmi dobrou stabilitu poutgtosanové éstice.
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Alginatové astice se pohybovaly na hranici stability, jejichtaz potencial byl okolo -25 mvV.
Chitosan-alginatové a Skrobovastice mly ni §i stabilitu, jejich zeta potencial se pohyad okolo -
10 mV.

Tabulka 47. Stanoveni velikosti a stabilityppavenych polysacharidovyclastic

Skrob Chitosan-alginat Chitosan Alginat
[ @ zeta o @ zeta a o zeta o @ zeta
velikost | potencial | velikos | potencial| velikost | potencial | velikost | potenci
[nm] [mV] t [nm] [mV] [nm] [mV] [nm] al [mV]
prazdné 266,6 -16,8 715,45 -29,6 242 48,65 597,6 4519
alkalasa 956,7 -15,6 1281 -2,3 236 30,4 459|7 -25,7
bromelain 1711 -22,4 1372 -5,7 204 33,7 5427 425,
lipasa 151,8 -17,9 1503 -10 452 39,1 5917 -21,1
pankreatin 279,5 -9,5 743,3 -12 323 36,1 615/2 2-24,
pepsin 326,1 -16,3 888,2 -8,5 167 30,2 615)9 -24,3
trypsin 558,1 -10,2 802,2 0,4 251 38,5 634,05 -23,2
mlady 251,2 -11,8 935,3 -15,2 2161 32,45 1037 -2,63
je men

Pr m rné velikost polysacharidovychastic byla, ve srovnani s liposomyt&i, v pr m ru 300 nm u
chitosanovych a Skrobovychastic, u alginatovych astic a u chitosan-alginatovyctastic byla
pr m rn& velikost 600 a 900 nm. Rovnindexy polydisperzity polysacharidovyclastic byly vyssi
a pohybovaly se v rozmezi od 0,2 do 0,d8. &m nejni Si indexy polydisperzity byly namenu u
chitosanovych a u alginatovychstic.

5.4.3 Stanoveni dlouhodobé stability — modelové kosmetiékprost edi

Jako prvni modelové kosmetické presti pro sledovani dlouhodobé stabilistic byla zvolena voda
(Graf 36). Stabilita byla sledovana u alginatovyd@stic a chitosanovychastic pipravenych na
enkapsulatoru a u ipravenych liposom Testované astice obsahovaly enkapsulovany papain
bromelain a kolagenasu. Tyto enzymy jsou jedngst ji pou ivych v kosmetickém prmyslu [98].
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Graf 36. Dlouhodoba stabilitaastic — prostedi voda

Z astic obsahujicich bromelain byly ve voeejmén stabilni liposomové astice, z nich se
po 21 dnech uvolnil prakticky vesSkery enkapsulovabgah. Naopak z alginadtovych a chitosanovych
astic bylo po 28 dnech uvolno mén ne 20 % enkapsulovaného enzymuastice s obsahem
papainu, byly ve vodném prostli velice stabilni. Z alginatovych i chitosanodlvy@stic bylo po 28
dnech uvolnno jen piblin 5 % enzymu.V gpad liposom doSlo po 28 dnech k uvolni asi 30%
enzymu. astice s kolagenasou byly z testovanyastic pi skladovani ve vodném prostli nejmén

stabilni.
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Z algindtovych a chitosanovychastic bylo po 28 dnech uvolmo tém 30 % enkapsulovaného
mno stvi a z liposomovychastic se uvolnilo vice ne 90 %.

V dalSi asti experiment byla testovana mo nost koenkapsulace smého preparatu obsahujiciho
dva r zné hydrolytické enzymy (jednotlivé enzymy brome)apapain i kolagenasa byly vdy
kombinovany spolen s lysozymem) s cilem zachovani jejich aktivityombinovaném preparatu. |
v p ipad koenkapsulace jednotlivych enzyra lysozymem byla pozorovana vyssi stabilitaipad
polysacharidovychastic a nizka stabilita v ipad enkapsulace do liposon{Graf 37). Pi srovnani
enkapsulované a koenkapsulované formy doslo k myj&mu uvol ovani enkapsulovanych enzym
v pipad jejich koenkapsulace. Psrovnani polysacharidovyctéstic a liposom m e byt hlavnim

d vodem odlidné stability pevnost agdevsim velikost jednotlivychastic. Zatimco polysacharidové
astice byly pipraveny na enkapsulatoru a jejich velikost byldeko600 m, p ipravené liposomy
dosahovaly prm rné velikosti kolem 180 nm (viz kap. 5.4.2).
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Graf 37. Dlouhodoba stabilitaastic — prostedi voda — koenkapsulace s lysozymem

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

U hydrogelu (Graf 38) byl zazanmendm obdobny trgadd v pipad uchovavani ve vodném
prostedi. Jako nejstabiligi byly opt vyhodnoceny chitosanovéastice. S enzym byl nejvice
stabilni papain a naopak nejméstabilni byla kolagenasa. Z alginatovych i chitasgych &stic bylo
po 28 dnech uvolmo asi 20 % enkapsulovanych enzyrpouze v pipad kolagenasy a jeji
enkapsulace do alginatovycéstic bylo uvolnno vice ne 60% enzymu.

Zajimavym zjiStnim bylo zvySeni stability liposomovyclastic. Liposomy byly v prostdi hydrogelu
velmi stabilni, po dobu 21 drse neuvolnilo adné nebo pouze minimalni mno gmkapsulovanych
enzym.
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Vyznamn jSi mno stvi uvolnnych bilkovin bylo zaznamenano a po 28 dnech siaai, nejvice u
bromelainu a to vice ne 60 %. Naopak u nejstafBiino papainu bylo detekované uvalih pouze
6% enkapsulovaného enzymu po 28 dennim skladowahiydrogelu.

V p ipad koenkapsulace s lysozymem bylo bgaznamenano u i8iny astic vyssi uvolmé
mno stvi ne v pipad enkapsulace. U polysacharidovydstic bylo po 28 dnech pm rn uvoln no
30% enkapulovanych enzymU liposomovych &stic bylarovn zaznamena ni i stability, ji po 14
dnech bylo detekovano v pm ru 10 % uvolnnych bilkovin. K vyrazné destabilizaci liposordoslo
p edevsim v gpad koenkapsulace papainu a lysozymu, kde bylo po r&g&hd uvolnno veskeré
enkapsulované mno stvi.

Emulze byla vedle gelu zvolena jako druhé simulévaealné prosedi pro stanoveni stability
p ipravenych astic. Pouita byla 10% emulze O/Vipravena pomoci ultrazvuku a stabilizovana
pomoci lecitinu.

U alginatovych i chitosanovychastic bylo ji po 7 dnech uchovani v emulzi zji8o uplné uvolnni
enkapsulovanych enzym Z liposomovych astic byly veSkeré enzymy uvoly v pipad
bromelainu po 14 dnech a vipad papainu po 21 dnech skladovéani. U koenkapsulovaefzym

s lysozymem bylo u alginatovych a chitosanovydsticich dosa eno obdobnych vysledikako
vpipad liposom, Uplného uvolnni enzym bylo dosaeno ji po 7 dnech skladovani.
U liposomovych astic dosSlo pekvapiv pi koenkapsulaci k jejich stabilizaci v prosti emulze.
Veskeré enzymy byly uvolmy v pipad koenkapsulace papainu a lysozymu po 28 dnech ekdad,
vpipad astic s obsahem bromelainu a lysozymu bylo pozeorovdo 28 dnech uvolni 60%
enkapsulované obsahu. Tento jev mohl bytspbeny imobilizaci uvolmych enzym na povrch
liposomové astice, ktera tak byla vice chréa ped nepiznivym vlivem lipidického prosedi.

Obecn Ize ici, e alginatové astice s enkapsulovanymi enzymy byly nejstajginv modelovém
vodném prosedi, nejmén stabilni byly tyto &stice v emulzi. Chitosanovéstice i liposomy my
nejvyssi stabilitu v gelu, a nejni 8i pak dpr emulzi. Emulze v pou itém slo eni tedy neni \diym
prostedim pro dlouhodobé uchovavanitto typ astic v potencialnich kosmetickych vyrobcich. U
v tSiny &stic uchovavanych v emulzi dochazelo k velmi rgchtrat stability a uvolnni celého
enkapsulovaného mno stvi ji po sedmi dnech sklativ Na druhou stranu Ize zhto vysledk
usuzovat, e p styku s poko kou, je ma lipidicky charakter, dig k ddoucimu uvolmi obsa ené
aktivni slo ky. Jako nejvhodniSi prostedi pro potencialni aplikace byl vyhodnocen gel,pou iti
vhodnych astic by tato forma mohla byt vysoce perspektiwa ppojeni ran. Co potvrzuji i dalsi
studie [98].

5.4.4 Stanoveni proteolytické aktivity uvoln nych enzym b hem skladovani

Déle byla testovana zbytkova proteolytickd aktivilazym uvoln nych z astic v prb hu jejich
dlouhodobého skladovani. Proteolyticka aktivita abyzjis ovana s vyuitim metody uvedené
v kapitole 4.7.16.1. Vysledna aktivita byla vyjéda jako mno stvi substratu rozlo enéhospbenim
enzymu vzta ené naas a mno stvi enzymu [umol/(min.ml)]. Pro ka dy emz byla ped enkapsulaci
stanovena hodnota refere aktivity v daném prostdi pi znamém mno stvi enzymu. Po zjigi
mno stvi uvoln ného enzymu (meni koncentrace bilkoviny Hartree-Lowryho metodkap. 4.7.13)
byla nam ena aktivita porovnana s referan hodnotou. Vysledek byl vyjaen jako procentualni
podil referenni aktivity.

Z vysledk vyplyva (Tabulka 48), e nejvhodisim prostedim pro uchovéani proteolytické aktivity
testovanych enzymije gel. Bromelain zde vykazoval proteolytickoutiaku i po 28 dnech
uchovavani. Ve vod byla aktivita tohoto enzymu nulova ji po 14 dneskladovani, v emulzi
dokonce ji po 7 dnech. Obdobnych vyslediako u bromelainu bylo dosa eno i vipad papainu,
ktery si nejlépe zachoval svoji aktivity rovrv hydrogelu. U nkterych typ &stic vykazoval i po
21denni inkubaci vice ne 50 % yodni aktivity. Naopak v emulzi jeho aktivita predklesla ji po 7
dnech inkubace.

109



Kolagenasa uvolma do gelu také vykazovala i po 28 dnech skladot&mi 50 % své pvodni
aktivity. Ve vod jeji proteolyticka aktivita vyraznklesla po 14 dnech a po 28 dnech byla nulova.
V p ipad emulze nebyla adna aktivita kolagenasy zaznameifiapo 7 dnech skladovani.

Tabulka 48. Zachovani proteolytické aktivity uvalych enzymv pr b hu skladovani — vyjaéno v
% p vodni aktivity

g bromelain papain kolagenasa
;@ prostedi | 7 14 21 | 28 7 14 | 21 | 28 7 14 | 21 | 28
dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni | dni
= voda 98,5 58| 02 00 642 2b 00 00 957 34,6,72300
E» gel 86,3| 60,1 436 7,6 758 203 00 Q0 735 6%36| 44,1
° emulze | 15,1 6,1 51 08 26/{4 150 10,1 4,0 0 0 0 0
S voda 24,0, 3,8/ 06/ 00 800 592 196 00 92,3 10m0 | 0,0
é gel 52,3| 20,6/ 4,8 00 827 70,7 576 32 97,0 8%8,6| 558
© emulze 6,1 29| 24 03 1y 1p 05 00 0 0 0 0
E‘ voda 426 22| 0,2 00 605 312 00 Q0 459 12,19 |60,0
§ gel 92,3| 70,9 48,3 155 99{2 951 61,9 51,7 81,1,46%4,2| 43,7
& emulze 96| 35/ 09 04 246 219 36 26 0 0 0 0

Celkov lze shrnout, e nejlepSim prostdim pro uchovani proteolytické aktivity enzyrje podle
dosa enych vysledkhydrogel. Enzymy v gelu jsou aktivni i po 28 dnekladovani.

5.4.5 Stanoveni dlouhodobé stability enkapsulovanych enmy v prost edi modelovych
potravin

P i sledovani dlouhodobé stabilityastic v modelovych potravindch byly pou ityy i zakladni typy
modelovych podminek.

Tabulka 49. Dlouhodobé stabilit@éstic — mno stvi uvolmych slo ek %- modelové potraviny

% tyden msic
alginat| chitosan Skrob| liposomy| alginat| chitosan Skrob| liposomy
bromelain 3,2 7,6 4,1 8,2 3,5 8,0 4/5 12,6
8 | mlady je men| 0,0 1,1 4.7 0,5 2,3 1,5 5,0 4,9
S| pankreatin | 143 34| 107 01| 145 99 110 39
trypsin 14,5 21,5 8,2 20,9 14,5 22,2 8,5 21,0
© bromelain 1,2 1,5 2,0 7,7 7,7 1,5 25 10,5
% mlady jemen| 0,1 1,1 0,3 1,5 5,9 4,1 3,0 1,5
_g, pankreatin 2,1 0,5 0,1 0,4 20,7 5,1 1,8 6,6
trypsin 194| 101| 7.7 0,9 326 10,5 8|7 16,3
_ bromelain 9,5 7,9 3,7 21,0 10,6 8,0 40 26,4
g | mlady jemen| 2,0 1,2 | 44| 120| 44| 44| 45 125
= | pankreatin | 22,3 3,5 3,1 17,71 302 7,3 35 180
trypsin 37,6 22,4 7,0 40,5 59.v 27,8 7\5 40,6
< | bromelain 6,4 8,0 0,2 23,1 31,b 8,5 1,0 23,6
§ mlady jemen| 0,1 1,2 1,3| 103 0,7 1,2 1,7 105
@' | pankreatin 91 2,1 1.4 1,0 9,4 2,8 1}5 3,7
° trypsin 59,7 29,4 2,2 19,4 76,6 29,5 2|5 23,0

110



Pi pozorovani kratkodobé stability (tyden) v simudoych potravinach se vipad testovanych
manualn p ipravenych polysacharidovychastic a liposom ukézalo jako nejvhodijsi prostedi ke
skladovani, proseédi kyselé potraviny. astice byly peva n stabilni i ve vodném progtdi. Obecn
nejmén stabilni byly astice v alkoholovém a tném modelovém prostdi (Tabulka 49).

Po msi nim skladovani v simulovanych potravinach bylo desa obdobnych vysledk jako po
tydnu. U vitSiny astic byla pozorovana pouze minimalni z@ v uvolnném mno stvi.
Z dlouhodobého hlediska byly tedyipravené astice stabilni. U uSiny astic bylo po msici
zachovano nad70% enkapsulovaného mno stvi. Vhpru se uvolnné mno stvi pohybovalo okolo
10%. Pouze v fipad enkapsulace trypsinu do alginatovydstic bylo uvolnné mno stvi podstatn
vySSi a to zejména v simulovaném ethanolovém @étm prostedi.

P i stanoveni dlouhodobé stability v modelovych patrach u polysacharidovyclastic pipravenych
pomoci enkapsulatoru bylo pozorovano vySsi uva#mno stvi ne u manualnp ipravenych astic.
Vysoké uvolnné mno stvi u v3ech testovanyclastic a ve vSech prostlich bylo zaznamenano
p edeviim v dpad enkapsulace trypsinu, kdy po siici bylo uvolnno prmrn 80%
enkapsulovaného mno stvi. U ostatnich enzyse jejich uvolnné mno stvi ve vSech testovanych
prostedi pohybovalo v rozmezi do 40%, gm stabilita astic v jednotlivych typech prosdi se
vyrazn neliSila.

Tabulka 50. Dlouhodobé stabilitaéstic v modelovych potravindch — zma zeta potencialu

mV voda 3% kys. octova 10% ethanol olej/voda
as 0 7 dni as 0 7 dni as 0 7 dni as 0 7 dni
© Prazdné -19,5 -14,4 -11,3 -12,2 -10,3 -9,8 -13|6 8,91
% Trypsin -23,2 -13,6 -19,6 -16,6 -22.4 -17.4 -26,6 32,4
:g Pepsin -24,3 -21,4 -20 22,1 -26,3 -25,9 -241 725,
§ Brom. -25,4 -24,9 -24.,9 -22,7 -27,7 -21,4 -33,7 ,923
E Pankr. -24,2 -23,5 -21,3 -17,2 -25,1 -23,7 -28/9 0,52
% Lipasa -27,1 -23,5 -21,5 -20,8 -22.9 -14,9 -306 6,83
Alkalasa -25,7 -25,7 -18 -20,9 -17,5 -20,1 -34p 8,3
o | Prazdné 48,6 31 43,2 55 47,8 56,9 52,p 46(7
% Trypsin 32,9 28,5 53,6 52,3 54,7 54,4 41,9 41,3
:g Pepsin 34,3 32,2 42,6 40,7 43,5 41,% 39,4 3314
e Brom. 33,7 315 34,2 35,7 32,4 33,7 34,4 217
g Pankr. 35,3 33,2 44,1 44,2 41,8 39,7 39, 311
% Lipasa 39,9 39,1 52,9 54,4 55,6 49 37,8 35,5
Alkalasa 32,3 30,4 53 55,5 50,6 52,9 40,9 40,6
@ Prazdné -16,8 -16,8 -35,1 -34 -41,4 -36 -45]7 -32,2
S 4§ Trypsin -22,9 -22,4 -31,3 -23,6 -36,2 -30,4 451 38-
% ¥ Pepsin -18,3 -17,9 -27 -21,2 -31 -25 -43,3 -39
Brom. -15,7 -15,6 -19,2 -11,2 -26 -11,2 -35,9 -35,3
Prazdné -57,7 -57,7 -36,7 -34,6 -36,9 -30,8 -36}5 31,1
Trypsin -58,9 -58,6 -47,6 -45,8 -53,1 -55,1 -53,8 57,7
E‘ Pepsin -54,7 -53,9 -35,5 -33,8 -42 -41.4 -563,5 158,
§ Brom. -56 -50,8 -33,5 -32,9 -41,3 -46,5 -48,1 -55,5
= Pankr. -58,2 -50,6 -37,7 -38,2 -44.7 -39,3 -48/7 5,33
Lipasa -61 -59,4 -34,9 -32,2 -40 -39, -51,9 -53|1
Alkalasa -46,4 -44,6 -35,1 -30,6 -37,9 -41 410 434

Dlouhodoba stabilita astic byla rovn sledovana z pohledu zeta potencidlu. Stanoverid by
provedeno u vybranych manudlp ipravenych chitosanovych, alginatovych a Skrobovyastic a u
liposom (Tabulka 50).
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Chitosanoveé astice byly ve vodpo 7 dnech stabilni. V kyselém prasti byl nam en zeta potencial

vySSi ne v ase nula, co znd, e chitosanoveé astice jsou v ni §im pH stabilfsi ne pi pH vyssim.

V alkoholovém prosedi a v roztoku olej/voda byly chitosanovéstice takté stabilni. Alginatove
astice vykazovaly mirnou nestabilitu ve vo¥ 3% kyselin octové byly alginatovéastice stabilni i

po n kolika dnech. V 10% roztoku ethanolu stejako v emulzi olej/voda byly alginatovéastice po

7 dnech stabilni pouze ukterych enkapsulovanych enzyra hodnota zeta potencialu mirklesala.

Stabilita Skrobovych astic se vlivem modelovych prosti dle hodnoty zeta potencialu po 7 dnech

vyrazn nelisila. Skrobové astic vykazovaly nejvy3si stabilitugnevdim v ethanolovém prasti a

v emulzi olej/voda. Naopak nejméntabilni byly tyto astice ve vodném prosdi.

Liposomové astice byly naopak velmi stabilnigglevsim ve vod Po 7 dnech dochazelo k mirnému
poklesu zeta potencidlu, i tak vSafistice zstavaly stabilni s hodnotu zeta potencigbhybujici

okolo -50 mV. V 3% kyselinoctové byly liposomoveéastice po tydnu stabilni, opdochazelo pouze
k mirnému poklesu zeta potenciélu. V roztoku ethasoemulzi olej/ivoda byly liposomovéastice
rovn stale stabilni dle hodnoty zeta potencialu, ktsgan nil jen minimaln .

P i pozorovani kratkodobé (tydenni) stability v simednych potravinach pomoci zeta potencisg
potvrdila stabilita testovanychastic. Dochazelo pouze k drobnym azrdm hodnot zeta potencialu

s velmi pozvolnym uvolovanim enkapsulovanych enzym

5.4.6 Stanoveni stability astic — modelové traveni

Stabilita astic s enkapsulovanymi enzymy byla pozorovana delowé aludeni, pankreatické a
lu ové S&v (s dobou inkubace 20 min, resp. 40 minut p&v8 lu ovou). Stabilita byla sledovana
pomoci stanoveni koncentrace uvainch protein. Z rozdilu koncentrace proteip ed p sobenim a
po p sobeni modelovych Inich tekutin bylo ureno mno stvi uvolnnych protein a vyjadeno v
procentech. Na zakladm eni (Graf 39) bylo zjiSho, e pr m rn nejstabilnjSi byly manualn

p ipravené polysacharidovéastice a liposomy v aludai § av . Naopak nejvice enzymnse uvolnilo
p sobenim luové Savy. Rovn v pankreatické S&v dochézelo kvyraznému uvavani
enkapsulovanych enzym

Vy8Si stabilita v kyselém prosdi umlé aludeni $&vy je vyhodou pro cileny transport
enkapsulovanych enzyndo tenkého séva, kde jsou psobenim pankreatické a lavé Savy astice
rozlo eny a enzymy se mohou uvolnit a byt po itymnélad k enzymové terapii.
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Graf 39. Stanoveni stabilityastic — mno stvi uvolmé slo ky — modelové traveni — manualastice

Vysledky stability astic pipravenych na enkapsulatoru (Graf 40) byly pododagm ziskanym u
astic pipravenych manualn | v tomto pipad byla zjist na vy3Si stabilita v kyselém prosdi umlé
alude ni Savy. T chto vlastnosti polysacharidovychastic tedy me byt vyuito pro cileny

transport s pozvolnym uvabvani enkapsulovanych enzyrdo tenkého seéva.
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Graf 40. Stanoveni stabilityastic — mno stvi uvolmeé slo ky — modelové traveni — enkapsulator

Tabulka 51. Stanoveni stability vybranychstic v modelovych fyziologickych podminkach —nam
zeta potencialu p modelovém traveni

zeta potencial| p vodni alude ni uvoln no pankreaticka | uvoln no lu ova uvoln no
[mV] hodnota § ava (%) § ava (%) § ava (%)
omn | 2 = ° | o
min min min min | min
3 alkalasa -25,7 -12 -11,1 1,9 -20,0 -19,7] 54,8 235 -243 02,
E bromelain -25,4 -19,8 -19,1 24,9 -27,1 -29,0 28,2 -28 -259 2,22
'Q lipasa 27,1 -151 | -135 16,8 -22,9 -28,5 21,2 -236  -2p1 29
3% pankreatin -24,2 -12 -14.4 6,8 -26,0 -28,0 34,2 -22,3 214 6 2,
'z_Em pepsin -24,3 -123 | -13.2 3,5 21,3 -29,1 31,8 285 -24,8 19
© trypsin -23,2 -13,9 -9,2 25,4 -26,4 -26,7 43,6 -26,3  -2B,9 58,6
alkalasa 30,4 44,7 44,4 1,2 34,9 33,6 46,1 53,3 45,4 20,9
\% o bromelain 33,7 29,8 35,9 1,9 31,5 31,1 42,1 441 443 18,
% % lipasa 39,1 50,5 42 6,1 34,5 33,5 39,3 54{7 49,4 17,2
% \® pankreatin 36,1 38 38,6 2,5 32,6 31,4 54,7 4111 437 15,3
© pepsin 30,2 37,9 34,2 1,2 19,2 30,9 42,0 38,6 43,1 9,8
trypsin 38,5 47,3 24,9 14,8 35,8 37,7 50,5 51 39,7 56,1
@ alkalasa -15,6 2,7 1,3 3,5 -14 -16,7 30,2 -15(6 -17,4 5,9
\(Tg' bromelain -22,4 -2,2 1,0 30,9 -15,6 -15,0 36,7 -215  -21,.2 ,137
L lipasa -17,9 -5,3 -4,8 2,1 -16,9 -14,3 14,0 -181  -165 2 8,
_8 pankreatin -9,5 2,5 1,8 33,7 -6,5 -5,3 22,3 -1112 -13,7 47,1
% pepsin -16,3 0 1,8 0 -15,1 -16,7 20,9 2211 -22,9 2,5
trypsin -10,2 0,8 -1,2 1,9 -16,6 -16,3 13,1 -182  -16,9 720,
alkalasa -46,4 -42,6 -34,8 5,2 -41,0 -55,3 25,2 -445  -48,7 2.1
> bromelain -56,0 -46,3 | -26,6 23,5 -49,2 -52,5 44,2 -43,2  -491 17,8
§ lipasa -61,0 -35,1 -1,61 7,3 -52,4 -56 21,5 -40,6  -52,3 31
'g pankreatin -58,2 -49,8 | -27,2 3,9 -59,2 -57,6 29,9 -446  -48,9 16,7
- pepsin -53,9 -42,8 -30,4 2,1 -47,2 -59,7 32,2 -439 -542 6,6
trypsin -58,6 421 | -145 6,5 -58,8 -56,9 55,7 -495 -50,3 10,5

Z vysledk stanoveni stability astic pomoci zeta

potencidlu v modelovych travicichvach

(Tabulka 51) vyplyv4, e testovanéstice byly nejmén stabilni v kyselém prostdi alude nich
§ av. Hodnoty zeta potencialu klesly zejména u algingah a Skrobovychastic, co odpovida i
stanoveni uvolmého mno stvi, které bylo u ¢hto astic vyraznjsi.
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V pankreatické a luové Sav se hodnota zeta potenciél mia pouze minimaln U astic bylo vSak
zaznamenano uvolné mno stvi enkapsulovanych enzymejména vlivem sevnich Sav s vy3Sim
pH, tedy v pankreatické a lové Sav . Vlivem alude ni §avy tedy dosSlo zejména k agregaci
testovanych astic a pouze kastenému uvolnni jejich obsahu (do 30%). Vipad aplikace do
modelovych sevnich Sav pak dale doSlo k pozvolnému uvatih zbylych enkapsulovanych enzymu.
Proteasy a lipasy jsou jedny z nejperspekisich enzym v potravinaském a farmaceutickém
pr myslu [10]. Jak bylo potvrzeno adou studii je mo né jejich imobilizaci [9], aleehkapsulace do

r znych typ astic vetn liposom [25]. Dle dosaenych vysledk jsou testované astice

s enkapsulovanymi enzymy vhodné pro potrawké i farmaceutické aplikace. Zejména v podob
p ipravk s cilenym transportem enzyrndo traviciho traktu s pozvolnym uvavanim, pi zachovani
jejich dostatené aktivity. Diky enkapsulaci, jak potvrzuji i jirstudie [96], jsou tedy enzymy stabilni
v r znych podminkach a zachovavaji si i svoji aktivitu.

Déle byla pomoci jamkového difuzniho testu potvezantimikrobiélni aktivita jak prazdnyclastic,

p edevsim chitosanovych, ale zejmérestic, které obsahovaly seproteas a lysozymu. Provedené
experimenty potvrdily, e lysozym i po enkapsulagolen s nkterymi proteasami nedegraduje a
zachovava si i svoji aktivitu (stejjako v pipad jeho enkapsulace samostatiiz. kap.5.3.7). M e
byt tedy souasti i viceslo kového preparatu @ného ke komplexnimu hojeni ranjgadn pro
aplikace v enzymové terapii. Tyto qupoklady a potencialni aplikace potvrzuji i dat&lborné
studie [98, 102].

5.4.7 Stanoveni sedimentani stability astic s enkapsulovanymi enzymy

Stanoveni sedimentaich vlastnosti pomoci analytické centrifugace bglovedeno u manualn

p ipravenych polysacharidovychastic a liposom, podle postupu uvedenym v kapitole 4.12.
Tabulka 52 porovnava nestabilitu jednotlivych vzorkndex nestability udava smmici k ivky

v prvnich fazich centrifugaceim je hodnota vyssi, tim je systém métabilni.

Tabulka 52 Porovnani indexestability vybranych vzork stanoveni sedimentai stability

astice Index nestability (1/h) astice Index nestability (1/h)
CHA - Trypsin 3,1122+0,0665 CHA - Bromelajn 3,51643712
A - Trypsin 0,4992+0,0265 A - Bromelain 1,8253+@05
L - Trypsin 0,8926+0,0318 L - Bromelain 1,0582+((04
L - prazdné 0,4876+0,0356 A - prazdné 0,7677+0,0299
CHA - pradzdné 2,3958+0,0625

NejvySSi hodnota smnice byla dosa ena u prdzdnych chitosan-alginatddstic. Tyto &stice jsou
tedy nejmén stabilni z testovanychéstic a nejrychleji u nich dochazi k sedimentacgkbbovych a
chitosanovych astic nedochazelo k viditelnému usazovani vzoMzorky byly velmi iré ji na

po atku centifugace, nedochazelo tedy ke mmtransmitance vlivem odstdivého pole, a proto
nemohly byt tyto vzorky vyhodnoceny pomoci indexstability.

V nésledujicich grafech je zobrazena na ose yrasce, na ose x pak pozice v kyvétpravo je
dno kyvety). Vzorky chitosanovychastic byly vemi iré a nebyla u nich pozorovat adnou
sedimentaci stejnjako u Skobovych &stic. Obecn Ize ici, e vlivem enkapsulace enzymse
sedimentani vlastnosti astic nezmni nebo pouze minimaln U chitosan-alginatovych astic
dochazelo k homogenni sedimentaci. U dna byl paZoreznik sedimentu. Pouze u tohoto tygtic
dochézelo k odliSné sedimentaci prazdnyéktic a astic s enzymem. Pem u prazdnych astic
dochéazi k vyrazrsi sedimentaci ne u vzorks enkapsulovanym enzymem. U alginatovyéistic
dochazelo z patku k homogennimu usazovaréstic s pozvolnym ndznakem zénové sedimentace.
Pravd podobn tedy postupndochazi k tvorb agregat a jejich naslednému hromadnému usazovani.
U prazdnych liposom dochazelo k homogenni sedimentaci a tvosedimentu na dnkyvety.

U liposom s enkapsulovanymi enzymy vSak dochazelo spiSéyh&ai a ne k sedimentaci vzorku.
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1A 1B

2A 2B
Graf 41. Stanoveni sedimentd stability astic A) prédzdné astice; B) astice s bromelainem;
1- alginat-chitosanovédstice; 2- liposomovéastice

5.5 Enkapsulace probiotik a prebiotik

V této 4sti prace byly testovany mo nosti enkapsulace iptatkych kmen. Déle byla testovana
mo nost koenkapsulace probiotickych bakterii a méle jemene jako prebiotika.

Modelovymi mikroorganismy pro enkapsulace byly mryl kmenyLactobacillus acidophilusa
Bifodobacter breveByly p ipraveny alginatove, chitosanoveé, chitosan-algvétahitosan-agarove,
chitosan-Skrobové, alginat-agarové, alginat-aga®salginat-Skrobové, alginat-pullulanovéstice a
alginatové éastice s ddavkem CMC.

Mikroorganismy byly kultivovany v komenim MRS médiu p teplot 37°C. Po 24 hodinach byly
bu ky enkapsulovany. Rodni extrakty zeleného jmene byly nejprve charakterizovany a nasledn
pou ity k enkapsulaci.

5.5.1 Charakterizace

P irodni extrakty zeleného jmene, pipravené dle navodu uvedeného v kapitole 4.6.2ly by
charakterizovany pomoci nasledujicich skupinovyisarakteristik: stanoveni celkovych polyfenol
celkovych flavonoid, stanoveni antioxidai aktivity, stanoveni obsahu bilkovin a chlorofglab.

Tabulka 53. Charakterizace zelenychnjen

¢ (mg/qg) polyfenoly flavonoidy | antioxidai aktivita bilkoviny chlorofyla | chlorofylb
Praskovy | ¢ 331 0,00 | 1,00+ 0,04 595+003 | 3615+¢032  ND| ND
je men
erstvy
ie men 0,80+ 0,01 | 0,02 £ 0,004 0,18 + 0,006 2,63+ 0[11 40,® 758,51

Dle vysledk uvedenych v Tabulce 53 ma praskovynjen zejména vysoky obsah bilkovin, co
potvrzuje fakt, e zeleny jemen je bohaty na obsah enzynV porovnani s praskovym jmenem
byly u erstvého jemene stanoveny velmi nizké hodnoty bilkovin. V god&m preparatu tedy dosSlo
k znanému zkoncentrovani proteirvlivem odstranni vody. Naopak obsah chlorofyla a b byl
zjiSt n pouze u erstvého jemene, v praSkovém jmeni nebyly identifikovany v detekovatelném
mno stvi. D vodem je zejm obecn nizka stabilita chlorofyl.
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5.5.2 Stanoveni enkapsulani U innosti

Pro pipravu astic byl pou it enkapsulator Blichi B-395 Proegny postup je uveden v kapitole 4.8.2.
U innost enkapsulace byla zjisia dle mno stvi volnych polyfeno) bilkovin pipadn bunk po
enkapsulace stejpako ped enkapsulaci a byla vyja&ha v procentech.

Mno stvi polyfenol a bilkovin bylo stanoveno pomoci spektrofotomégrah metod. Mno stvi

bun k bylo sledovano pomoci piokové cytometrie, ppadn po itanim bunk pomoci Blrkerovy
kom rky.

Tabulka 54. Stanoveni enkapsulau innosti - je men

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

U v t8iny astic bylo dosa eno taka 100% enkapsulai U innosti (Tabulka 54 a Tabulka 55).
Nejmensi vinnosti bylo dosa eno u zeleného feene pi pouiti astic z alginat typu kapsule (kdy
je men tvoil jadro a obal tval isty alginat). U testovanychéastic s obsahem probiotik byla

enkapsulani U innost 100%, pouze wstic s pidavkem Skrobu byla innost ni i, pohybovala se od
80 do 98%.

Tabulka 55. Stanoveni enkapsuiau innosti — probiotika

material/typ alginat alginat alginat Skrob alginat Skrob alginat/
astice agar/matrix pullulan/matrix (1:1)/matrix (4:1)/ matrix kapsule
EU (%) 100 100 100 80 93,2
material/typ alginat, 300 alginat, 450 alginat/Skrob alginat CMC alginat CMC
astice pm/matrix pm/matrix (2:1)/matrix (4:1)/ matrix (2:1)/ matrix
EU (%) 100 100 95 100 100
material/typ , . alginat chitosan Skrob| chitosan Skrob chitosan a
L chitosan/ matrix . . . . .
astice chitosan/matrix (4:1)/ matrix (2:1)/ matrix agar/matrix
EU (%) 100 100 98 90 100

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

160x alginatové astice

Lactobacillus acidophilus

640x alginatové astice
Lactobacillus acidophilus

1600x alginatovéastice
Lactobacillus acidophilus

116



40x— alginat-chitosan-

1600x alginatovéastice 40x — alginat-chitosanovéstice . )
o _ . . alginatové actobacillus
Bifidobacter breve Lactobacillus acidophilus . .
acidophilus
Obrazek 14. Stanoveni morfologie a velikogtitic s obsahem probiotickych bun- svtelna
mikroskopie
A B

Obrazek 15. Stanoveni viability blv asticich pomoci fluorescemi mikroskopie A vdechny
bu ky); B) mrtvé buky

Viability bun k byla sledovana pd enkapsulaci pomoci pokové cytometrie (pou ita fluoresceni
sonda byl propidiumjodid, viz Tabulka 56. Vipad enkapsulace probiotickych bakterii byla
sledovana rovn viabilita enkapsulovanych buk, a to i v prb hu skladovani a vlivem traveni.
Viabilita bun k v asticich byla sledovana pomoci optické a fluorestiemikroskopie (Obrazek 15)
za vyu iti methylenové moda propidiumjodidu.

podil
ivych
\ bun k
Y 3
detekované
bu ky
podil
mrtvych
bun k
¥

Obrazek 16: Aklad stanoveni viability a pou bun k na cytometru
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Mno stvi uvoln nych bunk bylo sledovdno pomoci piokové cytometrie (Obrazek 16),ipadn
po itAnim bunk pomoci Birkerovy konrky s pou itim methylenové mod

Tabulka 56. Ponr ivych a mrtvych bakterii po 24hodinové kultivaci

druh bakterie M eni Poet bunk v 1 ul ivé bu ky v 1 pl[%]

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

Obrazek 17. Alginatovéastice A) koenkapulace probiotik a zelenéhoene 400 um;
B)enkapsulace probiotil300 um C- koenkapulace probiotik a zelenéhajene 900 pm

5.5.3 Stanoveni stability astic s prebiotiky v modelovych podminkéach travicile traktu

U é&stic s enkapsulovanou aktivni slo kou byla sledwvgejich stabilita v modelovém fyziologickém
prostedi simulujicim traveni. Odolnosastic v podminkach gastrointestinalniho traktu Isj¢alovana
pomoci modelovych travicich & pipravenych dle bné receptury (4.13). Byla pou ita aludei,
pankreaticka a luova Sava.

100 - = 100 - | faluded ni dtava
o | = og - M pankreaticka stava
F B0 - = 80 4 d Hudova ifava
= N . = 70
HES »opiz 7 oim Tl ;
T - T 3 H . R "
: 2 - n 2o
= M 4 ': - i =] - -;-;_ 4 -
LU " | = a = =
o |- HH ._.iu _ . . ¥ u 1: = = & ="
Allcapsulle) A [matrix) .".-'-';:‘].:1.!- .-’.'.—:":-:-IE1IJ CH {matriz) .fH-ar;taT AE(A) A5 (4] CHoagar
INER ] {matris {mnatris L . .
[rovatrizd  (malric)  (ma Lris)
A B

Graf 42. Stabilita astic obsahujicich praskovy jmen — mno stvi uvolmych A)polyfenol, B)

bilkovin % — modelové traveni
Zkratky: A - alginatovéastice; A-S — alginatovéastice s pidavkem $krobu; CH — chitosanowistice

B hem traveni dochazelo k pozvolnému uwesiani enkapsulovanych slo ek. Wastic obsahujicich
zeleny jemen (Graf 42) dochézelo k nejvyragimu rozpadu vlivem stvnich Sav. 4&stice jsou
tedy vhodné k pozvolnému uvavani aktivnich slo ek v za ivacim traktu. V kyseté alude nim
prostedi byly stabilni zejména alginatovéastice, u kterych dochézelo iv presti steva k
minimalnimu uvolnni enkapsulovanych slo ek.
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Diky kombinaci alginatu a 3krobu bylo v8ak dosa efio vhodn jSich vlastnosti astic s

vyrazn jSim pozvolnym uvolovanim v cilovém prostdi tenkého sgéva. V pipad zeleného jemenu

byla testovdna nejen mo nost pou iti komeiho praSkového produktu, aleerstv vyp stovaného
je mene, ze kterého byl ipraven extrakt (Graf 43). Srovnanim stability oltestovanych bylo ve
fyziologickém prostedi modelového traveni dosa eno obdobnych vysledk

100 - 100 - M Zaludeéniitava

90 - 90 - @ pankreaticka $tava
80 80

70 4 70

W fluéova stava

60 o
50+
40
30
20
10
(U

60
50
a0+
30
20

39,7
40,4

uvolnéné mnoistvi(%)
33,8
uvolnéné mnoistvi(%)

A {kapsule;centrif.) A {matrix) CH{matrix) CH-agar {matrix} A{kapsule)
A B
Graf 43. Stabilita astic obsahujicierstvy jemen — mno stvi uvolmych A)polyfenol, B) bilkovin %

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

CH-agar (matrix)

Rovn u p ipravenych astic s obsahem probiotickych bunbyla sledovana jejich stabilita
v simulovanych tinich tekutinach, a to nejen z pohledu mno stvilavoych bunk (Tabulka 57), ale
i z hlediska zachovani viability enkapsulovanyalvaln nych bunk (Tabulka 58).

Bakterie byly po 24hodinové kultivaci a enkapsulatdo eny do modelovych tnich tekutin.
V pankreatické &v a v aludeni § &v byly inkubovany po dobu 20 minut a ve wé Sav byly
ponechany 40 minut, vSeigeplot 37°C. Ve volném roztoku bylo pomoci pokové cytometrie
sledovdno mno stvi a viabilita uvolnych bunk. V &sticich byl ponr ivych a mrtvych bunk
sledovan pomoci optické a fluoresceh mikroskopie za vyuiti methylenové mad a
propidiumjodidu.

P sobenim aludeni $ avy na pipravené astice nebyla pozorovana &dnasdi zmna, uvolnilo se
jen nepatrné mno stvi bakterii atgina z nich byla iva. Uvnit kapsle byla také pva na vtsina
ivych bun k. Mimo &stice bylo uvolnno maximaln 30 % bakterii, a to z obalu, ktery byl ten
kombinaci chitosanu a Skrobu. Ostatastice byly odolnsi a do aludeni § avy uvol ovaly jen do
10 % enkapsulovanych bua Polysacharidovéastice tedy zstaly v i této modelové &v odolné a
splnily tak hlavni kritérium pro ochranu bunp ed nepiznivym vlivem kyselé aludeni $ avy.
Druhou testovanou byla pankreaticka¥a (model zatku tenkého seéva). Z vysledk vyplyva, e na
strukturu astic p sobila vice ne aludeni prostedi a lu ova $ava. Bylo v ni nejvice uvolmych
bun k. V procentech se pet uvolnnych bunk pohyboval nejastji mezi 40 % a 60 %
enkapsulovaného mno stvi. Ukterych &stic, pedevsim u alginat-Skrobovych,ipadn chitosan-
Skrobovych astic, doslo k vyraziSimu rozpadu a pet uvoln nych bunk byl nad 70 %. Bakterie
uvoln né z astice byly ve vtSin p ipad ivé, vyskyt mrtvé bunk se v maximech pohyboval do 20
% z celkového pdu uvoln nych. V a&sticich modifikovanych Skrobem bylo mno stvi mrthybun k
jen nepatrné. Uvnitostatnich kapsli byl pet ivych bakterii nad 80 %.

V poslednim testovaném modelu (tenkéhest), ve Iu ové Sav , bylo nalezeno podobné mno stvi
uvoln nych bunk jako v aludeni § av . Nejvice uvolnnych bunk bylo stanoveno zastic, které
byly modifikovany Skrobem, okolo 50 %. Z toho ve3in p ipad byly vS8echny buky ivé. Rovn
alginatové astice modifikované pullulanem uvalvaly v tS§i mno stvi enkapsulovanych bua
V ostatnich &sticich se peet uvoln nych bakterii pohyboval kolem 20 %. Uvnitastic s podilem
Skrobu byly pevan vSechny buky ivé. U ostatnich typ &stic byl poet mrtvych bunk uvnit
kapsli do 20 %.
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Tabulka 57. Mno stvi uvolmych bunk z astic - modelové traveni

Uvoln né mno stvi % aludeni § ava Pankreaticka &va lu ova Sava
Typ astice LA BB LA BB LA BB
alginat, 300 um 3,8 9,6 55,1 42,3 15,6 17,8
alginat, 450 pum 5,4 51 52,8 40,1 20,1 7,3
alginat Skrob (4:1) 2,1 11,9 81,1 72,5 25,2 31,4
alginat krob (2:1) 6,0 33 80,0 75,3 28,5 43,0
alginat CMC (4:1) 3,9 4.9 46,7 415 20,1 25,2
alginat CMC (2:1) 45 8,8 54,8 51,2 28,7 7,9
4% alginat, 450 um 6,5 4.9 63,4 37,6 27,2 24,1
chitosan Skrob (4:1) 23,1 30,8 85,8 83,0 44,6 150,
chitosan Skrob (2:1) 30,2 20,4 86,6 79,8 55,7 42,7
Tabulka 58. Procenta ivych bakterii v kapsli a mikapsli - modelové traveni
ivé bakterie % alude ni S ava Pankreaticka &va lu ova Sava
uvnit kapsle mimo kapsl uvnikapsle mimo kapsl| uvnikapsle| mimo kapsl
Typ astice LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB
alginat, 300 um 90 91,3 100 66(7 92,8 92,9 D0 B0 ,7 86 85 100 75
alginat, 450 um 95 95,2 100 100 84,6 10( 100 100 ,2 8893,3 60 100
alginat Skrob (4:1) 98 94,4 100 100 81,8 89 8B3,3,88192,3| 81,8/ 100 100
alginat Skrob (2:1) 94,4 94 100 100 83,8 85,7 83X¥6| 70,6| 87,5 100 10(
alginat CMC (4:1) 83,9 91,3 50 100 83,3 93,3 83,3 47183,3| 72,7 100 100
alginat CMC (2:1) 92 88,5 100 100 85,7 94,7 955 7867,8| 89,5 100/ 66,7
4% alginat, 450 um 96,9 87,5 100 100 947 941 10ep,3 84 92,6/ 100 100
chitosan Skrob (4:1) 100 10Q 100 64,7 100 100 10@m,7 | 100| 100| 100 10(
chitosan Skrob (2:1) 100 100 100 100 875 100 94100 | 87,5 100f 85,1 83,8
100 -
920 -
80
70
60 -
£ 50 -
40 - = . 2 own ~
~ N - O = 8- by
30 7 ) ~ = w8 ~ w O
204 = " o = - - - - o
0 4 < - ~ = N —
0 -
A (matrix) A5 (4:1) (matrix) A-S (4:1) (matrix) CH {matrix) CH-agar (matrix) A (kapsule)
EtOH H20
M zaludeéni $tava M pankreaticka $tava M zlutova stava

Graf 44. Stabilita astic obsahujici probiotika a jenen — mno stvi uvolmych bunk % — modelové
traveni
Zkratky: A - alginatovéastice; A-S — alginatovéastice s pidavkem $krobu; CH — chitosanowistice

Rovn i u polysacharidovych astic s koenkapsulovanou ssh probiotik a zeleného jeenu byl u
astic zaznamenan stejny trend pozvolného wx@ni bunk v prostedi tenkého seva (Graf 44) a
minimalni uvoln ni bun k v simulovaném aludenim prostedi.

Zav rem lze ici, e pipravené polysacharidovéastice (pedevSim vSak astice s gddavkem
modifikovaného Skrobu) jsou velmi vhodné k ochrgmobiotickych bunk i enzym a antioxidant

zeleného jemene ped nepiznivym vlivem aludeni $4&vy. Tim m e dojit k jejich pozvolnému
uvol ovani v proskedi tenkého seva, kde mohou v plné sile plnit svoji funkci.
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5.5.4 Stanoveni stability astic s probiotiky a prebiotiky v modelovych potravnach
Dale byla u astic, obdobnym zsobem jako v gpad sledovani stability ve fyziologickém prosdli,
sledovana i stabilita v modelovych a realnych patrach dle postupu v kapitole 4.14.

5.5.4.1Prebiotika — zeleny jemen

P i sledovani dlouhodobé stabilityastic v modelovych potravinach bylo éstic s obsahem zeleného
je mene sledovano mno stvi uvolmych polyfenol, protein a chlorofyl .

Tabulka 59. Dlouhodoba stabilitadstic osahujicich praskovy mmen — mno stvi uvolmych
polyfenol % - modelové potraviny

typ astice doba, vodné, kyselé prosedi alkOhOIOYé t né .
skladovani prostedi prostedi prostedi

1. tyden 25,0 40,5 41,9 49,6

alginat kapsule 4. tyden 41,8 46,0 42,9 62,0
8. tyden 47,0 51,6 43,8 71,4

1. tyden 25,7 19,6 21,3 26,3

alginat matrix 4. tyden 26,7 20,1 26,8 28,5

8. tyden 36,2 31,5 37,4 36,7

1. tyden 49,0 51,2 25,4 47,8

alginat (Slkrl‘;b matriy ™ i oden 62,5 56,7 42,6 54.8
' 8. tyden 72,6 66,0 63,4 63,0

1. tyden 17,8 34,2 18,3 32,6

alginat a'frl‘;b matriy ™ i oden 25.4 348 19,7 345
' 8. tyden 35,6 39,0 40,3 40,6

1. tyden 12,9 13,2 11,5 23,9

chitosan matrix 4. tyden 17,5 22,4 20,9 31,8
8. tyden 27,3 23,3 32,8 36,9

1. tyden 10,3 11,9 7,2 11,6

chitosan agar matrix 4. tyden 10,5 15,0 12,2 15,1
8. tyden 14,3 19,9 14,4 21,7

Stabilita astic obsahujicich praSkovy jaen byla ovlivnna nejen druhem obalového materialu, ale i
zp sobem enkapsulace (Tabulka 59). Zcela nejni Siilg@byla zaznamenana u alginatovych kapsli s
obsahem jamene vjadru. Po osmi tydnech skladovani dosSlo bklrumi piblin  poloviny
enkapsulovaného mno stvi, v teém prostedi dokonce a 71,4 %. Také astic tvoenych alginatem

s pidavkem 38krobu v ponu 1:1 doSlo k uvolmi vysokého mno stvi enkapsulovanych
polyfenolickych slo ek, nad 60%. Zde ma na nestabhlavni podil obsah Skrobu.

Alginatové astice mly obdobnou stabilitu jakoastice alginat-Skrobové ipravené v ponru 4:1.
Alginat-8krobové 4astice ale navic vykazovaly mnohem lepSi strawtgln Po dvou nsicich
skladovani se u thto astic, a to ve vSech testovanych predich, uvolnilo do 40% enkapsulovanych
polyfenol . NejvySSi stabilita byla vSak stanovena u chitosgoh astic, pi em v p ipad p idavku
agaru doSlo navic nejen k vylepSeni mechanickélisyab chto astic, ale rovn i k zvySeni jejich
dlouhodobé stability p uchovavani v modelovych potravinach. Uvald mnostvi se po
dvoum si nim skladovani pohybovalo do 20%.i Porovnani stability v jednotlivych prosidich
nebyly u vtSiny testovanych astic zaznamenany vyrazné rozdily. U alginat-Skvgbb (4:1) a
chitosan-agarovychastic, které byly vyhodnoceny jako nejvhog pro enkapsulaci praskového
zeleného jemenu, byla rovn sledovana mira uvolmi bilkovin, resp. enzym
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Graf 45. Dlouhodoba stabilitadstic obsahujicich praSkovy jaen — mno stvi uvolmych bilkovin %

- modelové potraviny

| vtomto pipad stejn jako u sledovani mno stvi uvolnych polyfenolickych slo ek byly jako
stabiln jSi vyhodnoceny chitosan-agarovastice (Graf 45). Mira uvolmi bilkovin zde byla o vice
ne polovinu ni i, ne v pipad alginat-Skrobovych astic. Pi srovnani stability v jednotlivych
prostedich nebyly opt zaznamenany vyrazné rozdily.

Tabulka 60. Dlouhodobé stabilitastic osahujicicherstvy jemen — mno stvi uvolmych polyfenol
% - modelové potraviny

typ astice sklggg\a}éni vodné prosedi| kyselé prosedi| alkoholové prosedi| tu né prostedi

1. tyden 25,7 34,4 46,6 24,7

alginat kapsulg 4. tyden 27,6 35,4 57,7 38,5

8. tyden 47,1 42,2 59,2 44,8

1. tyden 5,7 6,7 9,7 11,5

alginat matrix 4. tyden 6,4 8,1 15,1 17,4

8. tyden 9 8,9 17 22,9

1. tyden 13,4 11 14 15,3

chitosan matriy 4. tyden 36,5 35,4 31,7 24,5

8. tyden 50,5 51,5 48,4 54,6

_ 1. tyden 12,2 8,2 21,7 16,6

chitosan agar ™= “oq0 38 29 39,4 31,4
matrix

8. tyden 43,4 34,4 36,7 42,3

Stejn jako v pipad enkapsulace praskového fjeene i v pipad pouiti erstvého jemenu mly
astice typu kapsule nejniSi stanovenou stabilifiakulka 60). V ppad enkapsulaceerstvého
je menu byla zaznamenana zvySena stabilita alginatovyastic, a naopak niSi stabilita u
chitosanovych astic ve srovnani sasticemi se susenym jaenem, kde byly stabilisi chitosanové
astice. U chitosanovyclastic s pidavkem agaru bylo opsledovano zvySeni dlouhodobé stability.
Obecn nejstabilnjSi modelovou potravinou byla modelova kyseld alatkickd potravina. Naopak
neutralni vodné prostdi a tukové prostdi p sobilo na sni eni stability polysacharidovychstic.
Rozdily byly vSak opt minimalni.
Analyzou miry uvolnni obsahu bilkovin v ramci dlouhodobé stability #646) byl v pipad
enkapsulace erstvého extraktu zeleného feenu vyhodnocen jako nejstabii§i obalovy material
alginat. Nejvy3sSi uvolmé mno stvi bilkovin bylo detekovano u chitosandvycastic, kde po
8 tydnech skladovani doslo k uvoiri a 90 % enkapsulovaného mno stvi bilkovin.
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erstvy jemen obsahuje vy83i mno stvi aktivnich enzyrkteré jsou tak destabilizaich faktor a
zkracuji interval, po kteryastice vykazuji dostataou stabilitu. Pro dlouhodobé uchovavaastic
s obsahem jenenu je vhodnSi pou iti jeho praskové formy.

o wy (o] lanl

. q ‘D_ = oo e o -
® 90 o o ~ M - a R oa R
= 80 - n b g © < ~ S
= 70 R oe N 3 ~ 3 ~ M R e L o s N
2 60 - T sMF  .%¥g 5 = 5 s i w3
S50 4 || - " " N
Z a0 4 g A = M o <N ¥ "M R
E 30 - ~ ~ N -
)5 Pl — v v
£ 20 - v -
S 10 -
= 0 -

4. tyden 8. tyden 4. tyden 8. tyden 4. tyden 8. tyden 4. tyden 8. tyden

Alginatkapsule alginat matrix chitosan matrix chitosan agar matrix
H vodné prostredi H kyselé prostiedi i alkoholové prostiedi H tuéné prostredi

Graf 46. Dlouhodoba stabilitaastic obsahujicicherstvy jemen — mno stvi uvolmych bilkovin % -
modelové potraviny

Jako dalSi z charakteristik v fr hu sledovani dlouhodobé stabilitydstic byl zjiSovan obsah
uvoln nych chlorofyl a ab. NejvySSi uvolnné mno stvi chlorofyl bylo stanoveno u alginatovych
astic typu kapsule, kde bylo v pn ru po 8 tydnech uvolmo 6% enkapsulovaného mno stvi.
U ostatnich astic, kde byl pou it typ astice matrix, bylo zaznamenano po 8 tydnech poiaamalni
uvoln né mno stvi do 2%. R interpretaci tchto dat je vSak ¢ba vzit do Gvahy vysokou nestabilitu
chlorofyl pi manipulaci a jejich velmi nizky obsah v preparAatleného jemene.

Z&v rem lIze ici, e optimalni obalovy material proastice s enkapsulovanym praskovynmjenem
p edstavovala sns alginatu a Skrobu v pomu 4:1, pi em p idavek Skrobu zvySoval rozpadstic

v po adovanych astech travici soustavy. DalSim vhodnym materidtgta sms chitosanu a agaru
vpomru 1:1. A to zejména z hlediska ochrany a stabditgym a bilkovin obsa enych v jeneni.
Zasadni podminkou je volbastic typu matrix, kdy je mo né enkapsulovat i viku obsa enou
v nerozpustném podilu. Vipad erstvého jemene byla obecn zjist na niSi kompatibilita
s obalovymi materialy, d’odem m e byt obsah vyraznaktivn jSich slo ek ve srovnani s jmenem
suSenym. Jako optimalni obalovy material k enkasulerstvého jemenu z hlediska dlouhodobé
stability byl vyhodnocen alginat. Bylo zji$to, e tento material maximalnchrani obsaené
antioxidanty, chlorofyly i bilkoviny, navic uvolni vSech aktivnich slo ek nastavd a veesinim
prostedi. astice jsou tedy vhodné pro aplikace do potravirizané uvolovani aktivnich latek
v za ivacim traktu.

5.5.4.2Probiotika

DalSi éast prace se tykala enkapsulace probiotickych baki U elem jejich stabilizace a uchovani
viability. Inned po enkapsulaci a aplikaci do mangich potravin nebyly uvolmy adné buky. Po
dvou dnech, kdy byly astice v modelovych potravinach, nedoslo téin adnému uvolnni bunk.

V tSi po et uvoln nych bakterii byl pozorovan pouze ukterych astic, zejména uéstic s obsahem
Skrobu. Co se tye viability bunk, po et mrtvych bunk ve v3ech typechastic a u viech testovanych
prostedich nepesahl 10%.

Po 6 dnech skladovéani bylo uvoiro u v tSiny astic a ve vSech typech modelovych prxdit okolo 5
% z enkapsulovaného mno stvi blkn(Tabulka 61).

Uvnit kapsli (Tabulka 62), uchovavanych ve vodném pedst nebyly nalezeny adné mrtvé thy.

P i uchovavani v roztoku ethanolu byl @ ivych bun k uvnit &stic nad 80 %. V kyselém prosdi
bylo uvnit v tSiny astic asi 15 % mrtvych buk.
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Tabulka 61. Uvolmé mno stvi burk % - modelové potraviny

destilovana voda ethanol kyselina octova B% <$Swoda: olej v pontu 1:4

6dni| 4tydny| 6dn{ 4tydny 6dn 4 tydn 6 dni tydny
Al 39 55,1 4,6 15,5 3.1 10,6 2,5 39,1
B| 55 64,2 3,8 12,0 2,4 22,8 25 40,3
C| 69 71,1 2,0 13,5 4,1 25,2 4,0 52,5
D| 7.2 59,5 4,7 14,9 5,0 18,5 3,3 45,0
E| 67 46,7 4,2 21,8 59 20,1 4,0 45,7
F| 63 54,8 34 16,0 4,5 11,9 2,1 31,2
G| 38 63,4 11 9,6 25 16,3 1,0 36,7
H| 7,3 75,8 3,0 12,5 6,1 14,6 3,5 43,0
I 7.9 66,6 5,2 9,1 5,2 25,7 59 49,8

Pozn.: A) alginat, 300 um; B) alginat, 450 um; @giaat Skrob (4:1); D) alginat Skrob (2:1;) E) algat CMC
(4:1;) F) alginat CMC (2:1); G) 4% alginat; H) ctisan Skrob (4:1); I) chitosan Skrob (2:1)

Tabulka 62. Procenta ivych bakterii v kapsli a mikapsli - modelové potraviny

6 dni destilovana voda 4 tydny destilovana voda dniGethanol 4 tydny ethanol

uvnit kapsle mimo kapsli uvnikapsle mimo kapsli uvnikapsle mimo kapsli uvnikapsle mimo kapsli

LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA| BH
A | 66,7 70 97,1 100 68,7 55 60| 61,1 57,1 58,8 q 772 583 75 50
B 60 29,4 87,5 100 78,3] 57,1 45,5 66},7 70)6 58,3 D O 63,6 58,8 60 57,1
C 89,5 50 71,4 96,3 76,9 80 82,6 7% 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 85,7 882 100 6,76 66,7 73,3 66,7 66,7
E 84,6 96,9 92,3 92,3 84,4 789 727 78,9 88|19 90 6,76 100 70,8 70,8 60 66,7
F | 929 85,7 90 71,4 81,2 81,9 76)9 8p 90/5 895 766, 66,7 75 73,9 66,7 66,7
G 58,3 70 100 75 75 75 77,8 75 52,6 64,6 66,7 66,7 66,7 75 75 60
H 100 75 80 75 95 91,7 60 75 66,7 66,7 80 71,4
| 100 100 75 66,7 100 | 90,9 80 75 66,7 66,7 62,5 66,7

6 dni kyselina octova 3% 4 tydny kyselina octo% 3 6 dni Sms voda: olej v ponru 1:4 4 tydny Sms voda: olej v ponru 1:4

uvnit kapsle mimo kapsli uvnikapsle mimo kapsli uvnikapsle mimo kapsli uvnikapsle mimo kapsli

LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA| BH
A | 56,5 52 48,2| 45,0 64,7 45 60 5( 70,6 75 69,5 6,0 60,9 66,7 50 45,5
B 36,4 41,7 39,0 33,3 53,6 54,5 5( 33,3 45)5 733 0 § 58,1 73,3 61,9 50 54,5
C 85,7 86,2 66,7 25 76,5 75 83,8 66},7 89)5 88,2 96 95,7 72,2 69,6 62,5 66,7
D | 875 85,7 50 35,0 85,7 86,1 667 667 87)5 833 5 9 846 72,2 70,6 70 66,7
E 83,6 87,5 50 33,3 76,5 73,17 79 66}, 7 83)3 90,5 877, 84,6 72,2 65 62,5 57,1
F | 885 85,7| 66,7 30,7 77,8 75 66|7 66,7 87(5 8b 877, 94,1 97,4 70 60 70
G 72,2 50 66,7 39,5 73,3 71,4 5( 5 80,8 86|4 90 80 80 75 66,7 66,7
H | 833 66,7 60 66,7, 88,9 | 833 71,4 77,8 80 75 66,7 75
| 75 84,6 75 55 83,3 | 833 83,3 75 100 100 77,8 80

Pozn.: A) alginat, 300 um; B) alginat, 450 um; @giaat Skrob (4:1); D) alginat Skrob (2:1;) E) algat CMC
(4:1;) F) alginat CMC (2:1); G) 4% alginat; H) chosan Skrob (4:1); 1) chitosan Skrob (2:1)

V p ipad skladovani v modelové potravirs obsahem oleje bylo po 6 dnech stanovenasticich
mezi 15 % a 25 % mrtvych buk Po et mrtvych bakterii, které byly uvolny z astice, byl nejast ji

do 20 %. V kyselém prostdi byl podil mrtvych burk, které se nachazely mimastici, nad 50 %,
p edevSim pak u kmeriifidobacter breve
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Po 4 tydnech skladovani ve vodném predit byl poet mrtvych bunk uvnit kapsle stanoven pod
25%, jen u astic z alginatu byl peet mrtvych bakterii nad 30 %. Mimdastici byl poet mrtvych
bun k mezi 20-40 %, pouze u chitosanovydstic modifikovanych Skrobem bylo mrtvych bakterii
pod 10%. Mno stvi uvolnnych bunk bylo u vt3iny astic 50-60 % enkapsulovaného mno stvi.
V prostedi alkoholu byl poet uvoln nych bakterii z astic za 4 tydny od 10 % do 20 %, z toho
mno stvi bylo 30 % a 50 % mrtvych buk. Uvnit kapsle byl poet mrtvych bunk stanoven mezi
20% a 30 %. V kyselém prostdi bylo po ty ech tydnech uvolmo do 30 % enkapsulované
mno stvi bunk. astice obsahovaly v pm ru okolo 30 % mrtvych burk, mimo 4&stici bylo
mrtvych bunk zhruba o 10 % vice. Po 4 tydnech v modelovémém prostedi bylo uvolnno 40%

z p vodniho potu bakterii a astice obsahovaly vice ne 60 % ivych bln Enkapsulované
probiotické bakterie Ize tedy pova ovat za pam stabilni i pi dlouhodobém uchovavani vanych
modelovych podminkéch

V p ipad astic, u kterych bylo v ivodnim experimentiignkapsulaci probiotik dosa eno nejlepSich
vysledk stability a které byly rovn pou ity k enkapsulaci zeleného jenene, byla dale psnji
posuzovana jejich dlouhodoba stabilita. &stic byla sledovana nejen viabilita a mno stvi lavaych
bun k, ale rovn nar st bunk uvnit &stice. Enkapsulovany byly bky bez média.

Vy38Si uvolnné mno stvi enkapsulovanych bunbylo zaznamenano uastic z alginatu p pou iti
typu kapsule, rovn byl u t chto &stic stanoven zvySujici se podil mrtvych Bunlev m e byt

Zp soben vysSi nestabilitowastic a ni Si difdzi ivin do stedu astic v porovnani s fpady, kdy jsou
bu ky dispergovany v celém objemu. U ostatnidéitic bylo zaznamenano pouze minimalni uvioén
mno stvi enkapsulovanych probiotickych b#n (do 1%), a to ve vSech typech testovanych
modelovych prosedi.

V sticich byl rovn pozorovan narst mikroorganizm. Nejni §i mno stvi bylo zaznamenano u
chitosanovych &stic, kde byl narst bunk okolo 10%. U alginatovychastic byl zaznamenan vyssi
nar st bunk, v pr m ru okolo 50%. Nejvy3si ndst bunk byl stanoven u alginat-Skrobovych a
chitosan-agarovych, kde bylo stanoveno ji po tydii0% navySeni péu bunk ve vSech typech
modelovych prosedi. Agar tedy zmiuje nepiznivé prostedi chitosanu a me slou it jako substréat
pro bu ky. Stejn tak Skrob, v ppad alginatovych astic, slou i zejm jako substrat.

Déle byla ov ovana viability enkapsulovanych a uvaigch bunk. Viabilita bunk v
polysacharidovychésticich byla v jednotlivych prostdich velmi podobna, rovnmezi jednotlivymi
asticemi nebyly znamenany ilg vyrazné rozdily. U v3ech testovanychstic bylo po msici

v asticich zaznamenano v pn ru 25% mrtvych. Po dvou micich skladovani v modelovych
potravindch byl poet mrtvych bunk v &sticich v prm ru 50%. Nejvice ivych burk bylo
stanoveno v alginat-8krobovych a alginatovydsticich. V pipad uvoln nych bunk vykazovala
viabilita shodny trend jako Vasticich, pi em u uvoln nych bunk bylo stanoveno v pm ru o 10%
vy88i mno stvi mrtvych burk. VyraznSi podil mrtvych burk v provedeném experimentu je
vysledkem nedostatku ivin v modelovych potravinach

Vysevem 4stic na pevna média po skeni experimentu byla rovnov ena ivotaschopnost buk.
Vpipad v tSiny astic, doSlo okolo &stic na pevném médiu k nétu kolonii. Pouze ist
chitosanové astice poskytly negativni vysledek a po dvosimim skladovani nebyl zaznamenan na
pevnych médiich ist takto enkapsulovanych bun

Obecn byl jako nejvhodnjSi materidl pro enkapsulace bknzvolen alginat. Je mo né, e bky
dokdou v urité mie vyuit algindt jako substrat, kde to chitosan e p sobit spiSe mirn
antimikrobialn. NejvhodnjSimi &sticemi byly s nejvy8Sim ptem bunk v asticich a s nejvyssi
viabilitou bun k stanoveny alginat Skrobovéstice (pomr 4:1) a dale chitosan agarovéstice. Agar
zmir oval nepiznivé prostedi chitosanu, zpewval &astice a pro by slouil jako substrat.
Z dosa enych vysledkvypliva, e astice byly v modelovych potravinach pam stabilni. Obecn
lze tedy konstatovat, e enkapsulace vyznamprodluuje dlouhodobou ivotaschopnost a
biologickou aktivitu probiotik i v nefznivém vn jSim prostedi.
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Byl tedy potvrzen, stejnjako v ad dalSich studii [104, 105], pozitivni vliv enkapscé na ochranu
mikrobiélnich bunk p ed nejr zn jSimi negativnimi vlivy prosedi.

5.5.5 Stanovené dlouhodobé stability &stic s probiotiky v prost edi realné potraviny

Dale byla sledovana stabilityastic v reélnych potravinach. Pou ity byly mlékagprtovy népoj

Actimel, selsky jogurt a choceky smetanovy jogurt.

V Gvodnim experimentu byla sledovana stabilitanych typ astic v mléce. Po 6 dnech skladovani
bylo uvoln no (Tabulka 63) v pm ru okolo 10 % enkapsulovaného mno stvi bkinu alginatovych
astic vSak nebyly pozorovany adné uvaté buky. Ve vSech dpadech bylo mimo éastici 90 %
bun k ivych. Uvnit kapsle bylo rovn tak ka 100% bunk ivych, pouze u nkterych alginatovych
astic byl poet mrtvych bunk p iblin 10 %.

Tabulka 63. Uvolmé mno stvi burk z astice a procenta ivych bakterii v kapsli i mimapkli -
realna potravina - mléko

6 dni mléko 4 tydny mléko
% uvnit kapsle mimo kapsli uvnikapsle mimo kapsli
viability bun k | viability bun k uvoln no viability bunk | viability bun k uvoln no
LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB LA BB
alginat, 300 um 100 87,5 / / 0 85 81,2 92,9 717 51193
alginat, 450 um 100 80 / / 0 81 75 857 75 9,2 ,810
alginat Skrob (4:1) 100 100 96,3 9519 2|2 38 86,789 94,5 92,9 95 79
alginat Skrob (2:1) 100 100 92,9 87)2 16,9 11,5 99p, 98 90,0 87,7] 112 6,0
alginat CMC (4:1) 100 100 94,4 95,0 1 1 92,9 87,5 190, 92 43,3| 434
alginat CMC (2:1) 100 100 89,9 918 4p 6/0 939 88,988,9 89,6 | 48,6 41,9
4% alginét 88,9 95,5 / / 0 0 82,4 88p 87|5 81,5 9 4,38
chitosan Skrob (4:1 100 100 96,6 95,3 19 32 289,90,6 100 100| 34,5 33D
chitosan Skrob (2:1) 100 100 96,1 89,3 25 65 87,300 100 100| 419 431

Po 4 tydnech, kdy bylyastice skladovany v mléce, se pbmrtvych bakterii vasticich navysil, ale
pouze o necelych 10%. Mimdastici se nachézelo iplin 10-50 % enkapsulovaného mno stvi
bakterii, z toho bylo u vSechastic nad 80 % buk ivych. V asticich souasn doSlo i k narstu
bun k, ktery byl podrobn sledovan v dalSim experimentu (Graf 48), kde bgké porovnany vsechny
testované redalné potraviny.
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jecmen Cerstvy jecmen praskovy smeés ¢astic jecmene a ko-enkapsulat jecmene a
probiotik probiotika
M A S L CH

Graf 47. Dlouhodobé stabilitaastic (alginat-matrix)v reédlnych potravinach — mastvi uvolnnych
polyfenol

zkratky: Polotuné erstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj AelinfA), Selsky jogurt bily (S), a Chocsky
smetanovy jogurt (CH)
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V realnych potravindch byla sledovana stabilitairéitpvych astic obsahujici probiotika i stabilita
astice s enkapsulovanym zelenymnpenem. Analyze byly podrobeny rovnkoenkapsulované
astice a snmsné preparaty.

Nejmén stabilni byly dle uvolnnych polyfenol ve v3ech typech realnych potravin stanovedmstice

obsahujici erstvy zeleny jemen (Graf 47). Srovnanimastic, kdy v prvnim ppad byly smichany

enkapsulované astice obsahujici praskovy jaen a probiotika a v druhémipad byly extrakty
je mene s probiotiky nejprve smichany a poté koenKapauy je patrné, e v ppad koenkapsulace

u Aastic doSlo k wSimu uvolnni polyfenol ne v pipad smsnych astic. astice

s enkapsulovanymerstvym jemenem byly nejvice stabilni v choském smetanovém jogurtu.

Ostatni astice vykazovaly nejvyssi stabilitu v selském joguNicmén stabilita 4stic ve vSech
realnych mlénych produktech byla z hlediska uvafhych polyfenol velmi podobna.
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Graf 48. Dlouhodoba stabilitaastic obsahujicich probiotické kultury v redlnydabtmavindch — narst
bun k v astici a jejich viability %

Polotu né erstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj Aelirfd), Selsky jogurt bily (S), a Chocgky smetanovy
jogurt (CH)

astice obsahujici probiotické kultury byly dale lgpavany pomoci mikroskopickych metod. Bylo
stanoveno mno stvi a ivotnost buk v &sticich (Graf 48) a v okolnim prostli (Graf 49) po tydnu a
m sici skladovani.
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i ko-enkapsulované ¢astice probiotik a jecmene 1. tyden i ko-enkapsulované castice probiotik a je¢mene 4. tyden
Graf 49. Dlouhodoba stabilita dstic obsahujicich probiotické kultury v reélnycbtravinach -
uvoln né mno stvi burk z astic a jejich viabilita%

Polotu né erstvé mléko pasterované (M), jogurtovy napoj Aeli®\), Selsky jogurt bily (S), a Chocgky smetanovy jogurt (CH)
M eni byla provedena na fluoresceim mikroskopu za pomoci barvenéastic fluoresceindi-
acetatem a propidiumjodidem.
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Z vysledk je patrné, e i po 4 tydnech je zachovana vyhaiujiabilita bunk ve vSech testovanych
prostedich. Alginatovy material tedy zajife dobrou difaze ivin dovnit astic. Stejn tak je
zvysledk zejmé, e u smsi i koenkapsulaci jenene nedoslo k ovlivmi viability bunk, ve
druhém pipad byla zji5t na pouze ni Si koncentrace bk asticich.

NejvysSi narst a viabilitu zejména pak ipskladovani v mléce vykazovalyastice s obsahenist
probiotické smsi bakterii. Jev je zpsoben dostatkem ivin v mléce, které difunduji dastice.
Vynikajici viabilita bunk v &sticich uchovavanych v mléce byla zachovana itgcech tydnech
skladovani. U snsnych &stic a u koenkapsulovanychstic byl ve 4. tydnu ji zaznamenan pokles
po tu bunk v Aasticich, stejn jako ni§i viabilita. Co se tye mno stvi uvolnnych bunk, vySsi
hodnoty byly zjiStny u jogurtového napoje Actimel, kde byla detekavanvyraznijsi amrtnost
bun k. Je moné, e vysokd umrtnost byla m@mbena vysokym mno stvim buk a nedostatkem
vhodnych ivin v tomto prosedi.

Zav rem lze konstatovat, e aplikaceastic obsahujici probiotika je mona do Siroké skyp
mlé nych vyrobk, a to nejen z dvodu ochrany burk p ed negativnim vlivem technologickych
krok , ale i pro poskytnuti dostate ochrany ped Ginky alude ni §avy a schopnostizeného
uvol ovani bunk v prostedi stev. Zejména na dosa enichto vlastnosti se zamuji nejnov jsi
vyzkumy, protoe pouze pdostatené ivotaschopnosti jsou probiotika schopny pinitojs
funkci [110, 113, 117, 118]. Mezi hlavni funkce piatik pati zachovani zdravé sivni mikroflory,
zamezeni rstu patogennich bakterii a stimulace imunitnihaésys [113, 116].

Zvysledk m eme usoudit, e pomoci enkapsulatoru je moné @sp enkapsulovat oba typy
probiotickych bakterii do rkolika druh polysacharidovych obal V tSina takto ppravenych &stic
je stabilni i po deldi dobu a enkapsulované bakteri udr uji svou ivotaschopnost. Vhodnym
obalovym materidlem probiotickych kultur byl stapavalginat ppadn sm s alginatu se Skrobem,
ktery vykazoval dostateou stabilitu i schopnostizeného uvolovani. Vhodnym postupem je
enkapsulace za vznikastic typu matrix, kdy je zajidta lepsi difaze ivin k bukam dispergovanych
v celém objemu oproti typu kapsule. Testovaagtice umo uje rovn dostate ny prostor pro nast
bun k a také ochranu pd pevahou startovacich kultur v mi&ch produktech.

Enkapsulace dale roz8je pole aplikace i mimo mléé vyrobky. Diky dostat@mé stabilit
polysacharidovych astic, zejména v kyselém pradi, a zachovani viability buk i pi
dlouhodobjSim skladovani do Gvahyipadaji i r zné ovocné Rvy a sirupy. Tyto aplikace potvrzuji i
dalsi vyzkumné skupiny [115, 120].astice obsahujici probiotika je mo né navic kombii s
komplexnimi prebiotiky, jako je naiklad zeleny jemen a vytvéet jak koenkapsulaty, tak ssné
astice. Pipravky s probiotiky/prebiotiky szenym uvolovanim by bylo mo né pou it jako kvalitni
dopln k k podpoe zdravého ivotniho stylu.

5.5.6 Optimalizace mno stvi biomasy

U A&stic s obsahem probiotickych kultur byla sledové&chopnost rstu bunk a jejich viabilita
v p itomnosti/neptomnosti média. Déle byla provedena studie, ktslédovala vliv vychozi
koncentrace bulk v médiu na poet a viabilitu enkapsulovanych probiotickych bkn Byly
provedeny dva experimenty — v prvnimigad byly enkapsulovany bky s médiem, v druhém
p ipad bylo médium odstramo centrifugaci a enkapsulovany byly pouzekyu Oba experimenty
byly p ipraveny z kultur z2d nych na rznou koncentraci buk.

Po dobu 22 dni byla sledovana mira uvainbunk z astic a jejich viabilita, stejnjako poet a
viabilita bun k v &sticich v modelovém vodném preasti.

Tabulka 64. Vychozi koncentrace bkinr enych k enkapsulaci

koncentrace inokula (pet podil mrtvych koncentrace burk sm sné kultury po 2d ni (po et
bun k/ml) bun k [%0] bun k/ml
L. acidophilus B. breve 3 2kréat 10kréat 50kréat 100krat
4,63-16 3,86-16 2,12-18 4,24-10 8,49-16 | 4,24-16
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Graf 50. Probiotika s médiem — n&t a viabilita v asticich

P i srovnani rznych vychozich koncentraci probiotickych bkinze konstatovat, e ni §i pate ni
koncentrace burk v asticich ma pozitivni vliv na mno stvi a st enkapsulovanych probiotik
(Graf 50). Exponencialni faze stu bunk trvala v asticich a do 13. dne, poté nastala stacionarni
faze r stu a byl pozorovan postupny Ubytek bkinkteré byly ve vySSi mé uvol ovany do okoli.
Tento trend je patrny zejména vigmd vySSiho zed ni.
Pokud jsou tedy bikky dostaten naed ny a je dostupny dostatek ivin, velmi rychle se onin
v prostedi astice (narst pes 900 % po 8 dnech u 100nasobnéleal ni). Intenzita mno eni roste s
mirou zed ni, a tedy s poklesem vychoziho fpo bunk. V pipad vySSi poate ni koncentrace
bun k nebylo zejm zajiSt no dostatené mno stvi ivin pro jejich r st.
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V p ipad enkapsulace buk bez média (Graf 51) byla zji$ta vy35i amrtnost, ne tomu bylo v
p ipad jeho pitomnosti v asticich. Exponencialni faze vSak rovirvala piblin do 13. dne. Ve
srovnani s asticemi s obsahem média byl vSak sabunk ni §i, zhruba 1,5krét.

Mno stvi uvoln nych bunk do prostedi bylo naopak vyraznni §i (Graf 52). Umrtnost uvolmych
nar stala od 13. dne skladovani. Vzhledem k tomu, eepdunk v asticich po 13. dnu klesa, je
patrné, e nastava intenzivj§i uvol ovani bunk do prostedi a v okolnim prostdi bez pitomnosti
ivin dochazelo k vy§§imu odumirani bua

Pro aplikaci do redlnych potravin je ®jni zajist ni stability astic a viability bunk po minimalni
trvanlivost daného vyrobku. Dle toho parametru gbé nastavit vychozi koncentraci probiotik tak,
aby ve zvoleném terminu narostly do po adovaného stwi, se zachovanim jejich optimalni aktivity
a viability i pi konzumaci. Dle dosa enych vysledkze doporuit maximalni dobu Uchovy do 14.
dne, pi em vychozi koncentrace buk by se mla pohybovat vadu 16 CFU-ml* média.

5.5.7 Zachovani viability bun k v asticich

Jak ji bylo stanoveno, pro zachovani vysSi vidpiliastic a zajiStni vySSi koncentrace buk
v produktech, by bylo vhodné zajistit dostatek nivie vyrobku, pipadn p imo v &sticich.

Mikrobialni médium vSak neni dle senzorického rdkdi nejvhodnsi volbou. Byla tedy testovana
mo nost jeho nahrazeni jgavkem glukosy, respektive inulinem. Jako modeldydy pou ity
alginatoveé astic.

Graf 53. Srovnani dlouhodobé stabilityistic - pidavek rznych ivin - viability bunk v &sticich a
mimo astice

Vysledky potvrzuji, e pi zajiSt ni dostateného mno stvi ivin v asticich, pipadn v potravin maji
bu ky v asticich vynikajici viabilitu po dobu 14 dni. Paad@ob ji dochazi k vyrazné dezintegraci
astic vlivem rstu bunk a rovn k poklesu jejich viability. Naopak p nedostatku ivin nedochézi
k tak vyraznému rstu a naslednému uvavani bunk, avSak viabilita burk a jejich koncentrace
v asticich je ni 8i. OptimalnimeSenim je ni &i vychozi koncentrace blkra adekvatni mno stvi
ivin. ldedlni je obohaceni &stic o zdroj ivin ve form r znych vyuitelnych polysacharid
(prebiotik), napiklad inulinu (Graf 53). Buky v tomto pipad dosahovaly idealni rychlosti stu,
nedochazelo k tak vyraznému uvath bunk jako v pipad enkapsulace buk s médiem a rovn
viabilita bun k byla b hem skladovani v modelovém vodném predi vyhovujici. Po dvou tydnech
bylo v a&sticich pouze 11,5% mrtvych b po tech tydnech obsahovaly tytéstice 30% mrtvych
bunk, pi em nar st bunk b hem skladovani dosahoval 10nasobkuquni koncentrace.Prebiotika
navic mohou slo it jako asteny zdroj ivin v pr b hu skladovéani, ale i vtenkémet po po it
astic. Zdravotni pnos pro spoebitele by byl v takovém fpad vysSi.
Na zavr byla jako jedna z monosti zachovani dlouhodsb viability bunk pi skladovani
enkapsulovanych mikroorganiznzvolena lyofilizace. Proces lyofilizace je vipad probiotik velmi
u ivanou metodou v pprav komer nich prepardtEnkapsulované preparaty byly lyofilizovany a
uchovéany v chladu a suchu po dobu jednoheioe.
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Poté byla stanovena viabilita bun vt chto preparatech a porovnana s ne-enkapsulovanymi
lyofilizovanymi bu kami a s vysledky gd enkapsulaci. Stanoveni bylo provedeno pomotbkové
cytometrie a barveni propidiumjodidem. Lyofilizo¥aréstice byly dezintegrovany a ponechany ve
fyziologickém roztoku nkolik hodin, uvolnné buky byly poté obarveny a stanoveny. Ve vSech
testovanych typechastic byly po lyofilizaci pitomny peva n ivé bu ky. Viabilita bun k byla tedy
shodna s viabilitou buk ped enkapsulaci a lyofilizaci. Rovnne-enkapsulované bky po
lyofilizaci, vykazovaly velmi dobrou viabilitu. Z&ovani viability bunk v lyofilizovanych &sticich
se pedpoklada na rkolik m sic . Mikrokapsle v podobsuchého preparatu rovrumo  uji snadnou
manipulace.

astice po rehydrataci vS8ak nedosahovaly stejnyotharéckych vlastnosti jakoerstv p ipravené
astice. DoSlo k poklesu jejich mechanické stabilitgstice rychleji degradovaly a uvolvaly
enkapsulované bly. Po rehydrataci jsou tedyastice ureny spiSe k rychlejSi speb (v adech
hodin a dn) ne pro dlouhodobé uchovéaniastice s probiotickou kulturou s/bezgavku r znych
prebiotik je tedy mo né pou it jako lyofilizovanyapln k stravy. Takovyto vyrobek by bylo mo né
re-hydratovat v rznych mlénych vyrobcich, dusechi vod . Po konzumaci by byl zajist
transportovat probiotické bly s vysokou viabilitou do cilového prostli stev.

5.6 Anorganické nano astice a mo nosti jejich kombinace s organickymi

asticemi
Tato kapitola bylaeSena v ramci pobytu Erasmus na Linkdping Univengit skupin doc. Daniela
Aili, ktera se zabyva vyvojem nanomateridpro medicinské aplikace, zejména pro aplikace
v diagnostice,izeném uvolovani I€iv a regenerativni medicin

5.6.1 Zlaté nano astice

Zlaté nanoastice maji rozsahlé vyu iti v oblasti biosenzokatalyzator, v plazmonice, elektronice a
nanomedicin, napiklad v diagnosticei transportu léiv. Také mnohé kosmetické produkty vyu ivaji
nano astic zlata coby nos aktivnich latek za @lem zvySeni jejich pniku do poko ky.

Vzhledem k jejich Sirokému pouiti a vyu iti, bylayvinuta ada metod pro jejich syntézu. Ténve
vSech tchto metodach, je z&kladnim principenippavy astic redukce Au(lll) na Au(0). Krom
reduk niho inidla, se v nkterych pipadech pouivaji také end stabilizani inidla, ktera se
p idavaji do reakni sm si, aby se zabranilo agregaci syntetizovanych réstic [127, 128, 129].

5.6.2 P iprava zlatych nano astic - metoda fotochemické syntézy

V této praci byly zlaté nandstice pipraveny velmi jednoduchou a rychlou metodou fotoultke
syntézy. V této syntéze, dochéazi k redukci Awsgbenim radikal generovanych msobenim UVA
z& eni na fotoiniciator Irgacure-2959 (Irg) [171].
Touto metodou jsou syntetizovanyt$inou monodisperzni sférické zlaté nafstice, které jsou
stabilni v suspenzi. Faktory, které maji vliv rdikost a tvar syntetizovanych zlatych naastic, jsou
napiklad koncentrace reaktan{zlaté soli a Irg) a doba ozavani [171]. Pesny postup fpravy
zlatych nanodstic je uveden v kapitole 4.22.
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Graf 54. Vliv koncentrace reaktana doby ozaovani na mno stvi ppravenych nandastic zlata
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V praci byla nejprve testovana nejvhogfii koncentrace obou reaktard jejich vhodny ponr. Dale
byla sledovana vhodna doba syntézy (dobaowZai UVA zaenim). Z vysledk je patrné, e p
vzr stajici koncentraci reaktanje t eba delSi doby ozavani pro vznik nan@stic. Dobu ozavani
Ize zkratit pidavkem vys3iho mno stvi fotoiniciatar Jako nejvhodrsi byly vyhodnoceny vzorky
s nasledujicim obsahem reaktar®,1 mg/ml HAuCl4; 1 mM Irg a 0,2 mg/ml HAuCl4; M Irg.
Doby syntézy nandstic, pi danych koncentracich reaktantbyly 15 minut. V pipad poteby
ziskani velkého mno stvi nanastic je poté vhodné pou it sm reaktant o koncentraci 1 mg/mi
HAuCI4 a 10 mM Irg, g tomto slo eni je vSak potbna doba ozavani 45 minut.

U syntetizovanych zlatych nar@stic byla rovn, m enim pomoci DLS, stanovena jejich pr rna
velikost a distribuce jejich velikosti. Obecize konstatovat, e bylo psyntéza zlatych nanastic
fotochemickou syntézou dosa eno pr rné velikosti 30-70 nm.

Velikost a tvar syntetizovanych zlatych naastic byl sledovan pomoci elektronové mikroskopie
(Obrazek 18). Kde bylo potvrzeno, e hem testované syntézy dochazelo iprav sférickych
nano astic.

A B
Obrazek 18. Zlaté nanéstice syntetizované fotochemickou syntézou (TEMJS000x; B) 190000x

V dalSich testech byl rovn sledovan vliv pH na syntézu naréstic, pedevSim na jejich tvar a
velikost. Z vysledk je jasn patrné, e pi ni Sim pH dochazelo k syntéze mensich naastic, navic
astice si zachovaly sféricky tvar i syntetizovamgoratvi.
Velikost &stic zavisela rovn na koncentraci pou itych reaktant Pi pou iti ni Sich koncentraci
bylo mo né pipravit mensi astice, pi pouiti koncentrace 0,2 mg/ml HAuCIl4 a 4 mM Irg/la
pr m rna velikost 20 nm. P dvojnasobné koncentraci reaktantu bylanprrna velikost 50 nm. Se
vzr stajici koncentraci tedy velikost syntetizovanyletyzh nanoastic rostla.
Velikost nanodstic zlata Ize velmi jednoduSe sledovat royppmoci spektrofotometrie. Pm eni
pomoci UV-VIS spekter, Ize vzstajici velikost nandstic detekovat posunem absarino maxima
do delSich vinovych délek. Tento posun jevym Um rny zm ny velikosti nanostic.
Optické vlastnosti zlatych nandstic vyplyvaji z frekvence oscilace volnych elektr kovu na jeho
povrchu. Tyto rezonami oscilace jsou zndmé jako povrchové plazmony][176
V p ipad malych monodisperznich nar&stic zlata povrchova plazmonova rezonancesapuje
absorpci swvtla v modro-zelené oblasti, zatimcervena spektra se odrai. Tim ziskame péwvou
syt ervené zbarveni roztoku nardstic. Se zvysujici se velikosti naastic, dochazi k absonpim
posunm do delSich, ervenych vinovych délek.ervené swlo je pak absorbovano, a modré thy se
odra i. Tim ziskavaji roztoky fialové, a modré zivani [176].
Tento jev je pozorovatelny i ppagregaci, i imobilizaci nanoastic, kdy se barva roztoku ni z
ervené na modrou. Koloidni naréstice zlata malych rozm (5-40 nm) se tedy jevi jako jasn
ervené. U vtSiny nanoastic (velikost 30-40nm) je dosa eno absarito maxima v oblasti 530 nm.
U menSich nandastic (5-10nm) je toto maximum posunuto do obl&2D nm [176]. Optické
vlastnosti nandastic zlata jsou déle zavislé nejen na jejich ek ale i tvaru i povrchu. Diky tmto
unikatnim vlastnostem Ize jednoduse pozorovateiinit zmny a detekovat je menim absorbance.
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5.6.3 Imobilizace zlatych nano astic

5.6.3.1lmobilizace zlatych nanaastic na sklenné povrchy a jejich nasledna
funkcionalizace

V tomto testu byly kimobilizaci pou ity komeni sférické zlaté nandstice o velikosti 50 nm.
Imobilizace nancdastic na povrch byla provedena pomoci polyelektickg vicevrstvy, ktera je
zalo ena na principu didani vrstev s opaym nabojem. Jako nejvhod8gi byla zvolena imobilizace
za vyuiti 5 vrstev (PEIl, PSS, PAH, PSS, PAH). Nedh jSi doba imobilizace stanovena na 15
hodin. Po delSi dobdochazelo jeStk dalSi imobilizaci astic, ale toto mno stvi ji nebylo vzhledem
asové naraosti dostaujici. Zlaté nancastice imobilizované na sklemém povrchu byly dale
funkcionalizovany peptidy a kratSimi sekvencemi DN#ap. 4.23. Imobilizace aktivnich latek na
povrch nanoastic byl potvrzen pomoci UV-VIS neni, kde pi Usp $né imobilizaci doSlo k nastu
absorbance a posunu absaimo maxima do delSich vinovych délek.

Tento posun je jPmo Uumrny zmny velikosti funkcionalizovanych nanaéstic. Napiklad pi
imobilizaci E-peptidemdoslo k posunu absomiho maxima z 514 nm na 518 nm, co je ji velmi
vyrazna a dole m itelnd zmna Z vysledk vyplyva, e nejvhodnjSi doba imobilizace peptid na
povrch nanoastice, je 1 hodina. PdelSi imobilizaci ji nedoch&zelo k vyznamnym znam. Pi
imobilizaci K-peptidem doSlo k vyrazj§imu posunu absorpiho maxima, ne tomu bylo u E-
peptidu. Pesnji, maximum se posunulo z 514 nm na 519 nm. K-pkiv tSi ne E-peptid. Tento
posun tedy op potvrzuje, e jeho velikost je pmo umrn& zmn velikosti imobilizovanych
nano astic.

P i testovani byl pozorovan také vliv teploty na mstoi imobilizovanych struktur. Testovani bylo
provedeno p dvou r znych teplotach, a to iplaboratorni teplot 25°C a pi 50°C. U vSech
testovanych vzork nedochézelo vlivem teploty k vyznamnym zardm. VSechny ostatni postupy
imobilizace byly tedy provachy p i laboratorni teplot
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Graf 55. Funkcionalizace zlatych narmstic imobilizovanych na sklemem povrchu pomoci
kombinace E a K peptid- UV-VIS m eni

Pro zvt3eni posunu absomiho maxima byla testovana také imobilizace ponkoehbinace obou
pou ivanych peptid (E a K), které je mo no vzijemnvazat do dvou-Sroubovice [172].iRomto
testu bylo dosa eno absomiho posunu 7 nm (Graf 55).

K funkcionalizaci zlatych nanastic Ize pou it i ada dalSich latek, jako jsou proteiny DNA. Toto
bylo v praci potvrzeno testovanim imobilizace nastic r znymi kratkymi sekvencemi DNA.
Velkou vyhodou takto funkcionalizovanych zlatychnoaastic je nejen snadna manipulace s nimi,
jeliko jsou imobilizovany na sklemém povrchu, ale také mo nost jejich regeneraceakovaného
pou iti.

Velmi jednoduchou metodou regenerace je ikdgd p sobeni regeneraich roztok HCI o r zném
pH. V naSem ppad byl jako nejvhodnji roztok pro regeneraci imobilizovanych peptizvolen
roztok o pH 3. Sni enim pH, Izeéstice nejen regenerovat pro dalSi pou iti, alewrom e slou it
k izenému uvolovani imobilizovanych slo ek.
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Zlaté nanoastice s imobilizovanymi antimikrobialnimi peptily tak mohly byt vhodné pro aplikace
do r znych potravinovych oba] kde by mohlo byt vlivem pHizeno pozvolné uvobvani
antimikrobialni slo ky. Diky barevné zm (v tSi imobilizované éastice maji fialové a modré
zbarveni, naopakastice bez imobilizace maji barvarvenou) by rovh mohly slou it i jako senzor
sni ujiciho se pH, bli ici se doby spety, apod.

5.6.3.2Funkcionalizace zlatych nanaastic

Obdobnych zpsobem, jak bylo postupovanoi pmobilizaci aktivnich latek na zlaté naréstic na
sklen ném povrchu, Ize zné latky imobilizovat i na volné zlaté nadstice v roztoku.

Na zlaté nanastice byly opt isp Sn imobilizovany postupnoba komplementarni peptidy, co bylo
potvrzeno posunem absornpho maxima g spektrofotometrickém meni.

Lze tedy také konstatovat, e dalSi mo na pou it t chto astic je jako velmi rychld detekce
p itomnosti peptidovychi proteinovych latek v roztocich a snadna idendifik jejich velikosti.

V této préaci byla déle potvrzena mo nost opakovangbu iti zlatych nanoastic. astice lze velmi
snadno regenerovat zvySenou teplotou, regenamaroztoky s kyselym pH, a dokonce igpbenim
laser. Této regenerace lze vyu it také vigad r znych biosenzor, kde Ize vyu it kontinualni
funkce.

Mo nost regenerace byla testovana zejména pro zieRoastice s imobilizovanymi peptidy.
Schopnost regenerace, jak ji bylo zmfo, byla potvrzena ve vSech testovanychipgdech.
Sledovano bylo pou iti teploty, regenerdch roztok s kyselym pH a pou iti laseru.

V p ipad regenerace pou itim teploty bylo optimélni regexoer dosa eno pteplot 50°C. Pi ni Si
teplot byla regenerace s kratkodobého hlediska nieémnd, pi vyssi teplot by naopak mohlo dojit
k poSkozeni imobilizovanych peptid Pi teplot 37 °C bylo veSkeré imobilizované mno stvi
zachovéno. Této vlastnosti Ize vyu it Vipad nano astic jako nosi 1é iv. V takovémto pipad by

Ié ivo vtle z stalo navdzano naastice a k jeho uvolmi by doslo a v cilovém mists vy3si
teplotou (zant, infekce, atd.).

Velmi rychlym zp sobem regenerace je pou iti kyselého pHstena regenerace byla potvrzena u
roztok s pH 3, pro linn jSi regeneraci bylo nutné pou it roztols pH 1,5. Toto prostdi vSak ji

m e negativn ovlivnit dalSi pou itelnost imobilizovanych slo ek

Velmi G innym zp sobem regenerace imobilizovanycéstic bylo pou iti laseru. V tomto fpad
dochézelo vlivem laseru k lokdInimu zvySeni teplatyvoln ni imobilizovanych slo ek. K uvolmi
imobilizovanych peptid doslo ji po desetiminutovém gobeni. Laser je tedy jednou z velmi
efektivnich mo nosti proizené uvolovani imobilizovanych aktivnich latek [130].

5.6.3.3Vyu iti liposom jako nanoreaktor pro fotochemickou syntézu nanastic zlata

Pi potencidlnich aplikacich nandstic pro cileny transport I& hledaji r zné vdecké skupiny
mo nosti rychlé a snadné syntézyastic s velmi malou velikosti, a to guevSim pro zajishi
dostaten velkého povrchu. DalSim zasadnim parametrem pim dplikace je i jednotna velikost
p ipravenych nanaastic [177].

Liposomy se nabizeji jako vynikajici kandidati fizenou syntézu zlatych naréstic. Syntéza uvnit
liposom nabizi mo nost kontrolovat dané prasili a rovn idit velikost syntetizovanych
nano astic. Navzdory tmto vyhodam, pedchozi pokusy o syntézu zlatych naisiic uvnit liposom
nemly tak piznivé vysledky. Velikost astic byla velmi polydisperzni, astice byly také
nehomogenni ve svém tvaru, nebo dochazelo knizkémit ku syntetizovanych
nano astic [177, 178]. V poslednich letech, bylo dosaelepSich vysledk pi syntéze zlatych
nano astic uvnit liposom, diky pidavku stabilizanich inidel do enkapsulovaného roztoku soli
zlata, nebo pdavkem lipid s glycerolem, které obily jako redukni inidlo. Nicmén, u t chto
postup bylo pro izenou syntézu nanastic zlata nutné buupravit zp sob pipravy liposom, nebo
pou it specialni fosfolipidy [179, 180, 181].
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V této préaci je navrena a popsana jednoducha neefddp.4.24) proizenou syntézu sférickych
zlatych nanacastic uvnit liposom .

0,25 - 0,25 4 liposomy se syntetizovanymi
liposomy s nanocasticemi nanodasticemi
zlata
0,2 - 0.2 4 liposomy s enkapsulovanymi
» liposomy ) nanoéasticemi
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Graf 56. UV-Vis spektra liposonA) s enkapsulovanym zlatymi naasticemi (zelena) a liposonse
zlatymi nanoasticemi syntetizovanymi uvnitich ( ervend) B) prdzdné liposomy (modrd), liposomy
s nanodasticemi zlata (ervena)

Takto syntetizované zlaté narstice byly homogenni, co se ¢yjejich velikosti i tvaru. Kromtoho,
tento jednoduchy zpob obchazi nutnost oddvat ne-enkapsulované zlaté naastice po jejich
syntéze, co bylo p pou iti zavedenych metod mnohdy nang. Za pou iti této metody Ize uvedeny
naro ny krok separace obejit diky zaeni tohoto kroku ji ped samotnou syntézu zlatych nasstic.
Dochazi tedy pouze k separaci ne-enkapsulovanélméhsn roztoku zlata pomoci sloupcové
chromatografie (Sephadex G-25), co je mnohem jed88i a rychlejSi ne odstravani zlatych
nano astic.

Diky této metod Ize tedy syntetizovat zlaté narstice, ani by bylo nutné modifikovat techniky pro
p ipravu liposom, pidavat dalSi stabilizani inidla, nebo upravovat sloeni fosfolipid
Fotochemicka syntéze zlatych naastic uvnit liposom byla potvrzena pgtomnosti lokalizované
povrchové plazmonové rezonance sedgm okolo 530 nm (Graf 56).

Alternativni strategie pro ziskani enkapsulovanygtdtych nanoastic v liposomech je enkapsulace
p edem pipravenych nandstic. Liposomy byly ot p ipravovany metodou hydratace tenké vrstvy,
kde byl tenky film fosfolipid hydratovan suspenzi zlatych naastic o prm rné velikosti 15 nm. Po
extruzi liposom, pi em byla velikost upravena na 100 nm, nasledovates separace. Vzhledem
k malému rozdilu v jejich velikosti (zlaté namstice a liposomy), vSak byla separace
neekapsulovanychastic asov naron jsi.

Rozdil v koncentraci nanéstic uvnit liposom je patrny v Grafu 56-B. V fpad syntézy obsahuji
liposomy vyrazn vySSi koncentraci nanastic. Lze tedy gdpokladat, e velikost syntetizovanych
nano astic bude mensi.
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Graf 57. DLS m eni vzorku liposomA) s enkapsulovanymi reaktantyed pou itim uv z&ni; B) se
syntetizovanymi zlatymi nar@sticemi
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Pro zjistni 0 ink UV zaeni na liposomy, byly vzorky analyzovany pomoci atyického rozptylu

sv tla (DLS) ped i po vystaveni UV zéni. M enim bylo potvrzeno, e si liposomy zachovavaji

svou velikost, co je znameni, e si udr uji svoatégritu a nedochazi k jejich poSkozeni vlivem

zaeni (Graf 57).

Déle byly m enim pomoci transmisni elektronové mikroskopie (Epitvrzeny rozdily ve velikosti
nano astic. Rozdil ve velikosti zlatych naréstic syntetizovanych uvnitiposom a ve volném
rozpoustdle je zobrazen na Obrazku 19.

V p ipad zlatych nandastic syntetizovanych uvnitiposom byly zaznamenany velmi homogenni
astice jak v gdpad jejich kulovitého tvaru, tak i velikosti (ObrazéR-A).

Obrazek 19. A - Zlaté nanéstice syntetizované fotochemickou syntézou uymitsom (TEM), B -
Zlaté nanoastice syntetizované fotochemickou syntézou (TEM)

Analyzou distribuce velikosti nanastic, m enim na principu DLS, byla esn stanovena jejich
pr m rna velikost na 2,8+1,6 nm. Pro srovnani, je zddy teyznamny rozdil ve velikostech
v porovnani se zlatymi nanésticemi syntetizovanymi ve volném rozpod#, kde se velikost
pohybuje od 3 do 30 nm. Narastice syntetizované mimo liposomy jsou tedy pddste tSi a vice
polydisperzni.

Zm eni na TEM (Obrazek 19-A), je takéepné, e nkteré zlaté nan@stice jsou ptomny vn
liposom . To je s nejvtSi pravdpodobnosti zpsobeno v dsledku kombinace tkolika faktor (1)
Sieni stopovych mno stvi zlata z vmiii oblasti liposom b hem faze izolace a purifikace (2) v
d sledku rozpadu liposomb hem faze izolace a purifikace a/nebo (3) naruSelipimsom pi

p iprav vzork prom enina TEM.

V pipad zlatych nandastic syntetizovanych v liposomech je tedy obtipésn zjistit jejich
umist ni. Krom toho, e se nachazeji ve vodné oblasti lipospm men3i mie, se oekava, jejich
zachyceny jak na periferiich liposom(prostednictvim elektrostatické interakce), tak uvnit
dvojvrstvy.

Z&av rem lze ici, e fotochemickou syntéze uvniliposom , p ipravenych pomoci metody hydratace
tenké vrstvy, bylo dosa eno vzniku zlatych naastic o prm rné velikosti 2,8+1,6nm. Dal3i vyhodou
této metody byla nejen homogenni velikost a tveer,i anadna izolace a purifikace. Dohromady tyto
vysledky ukazuji, e je mo né syntetizovat zlaténoeaastice uvnit liposom, ani by bylo nutné
upravit metody jejich ppravy. Je pravipodobné, e tento zgob syntézy me byt rozSien na dalSi
metody pipravy liposom. | kdy byla prokdzadna pouzézend syntéza zlatych nastic v liposom

p ipravenych z POPC, lze gdpokladat potencialni rozéhi této metody i na liposomyipravené
z jinych fosfolipid . Vyb rem tchto fosfolipid lze pak dale kontrolovat jejich stabilitu &dit
uvoln ni nanoastic a pipadn na nich imobilizovanych latek. Toho Ize vyu it négad pro systémy
s izenym uvolovanim léiv. Tato metoda v3ak nemusi byt vhodné pro vSedatky, omezeni je
dano interakce dané latky se zlatymi narsticemi a také stabilitou dané latky VUVA za eni.
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6 ZAV R

P edlo end dizertani prace je zamena na vyvoj a ppravu vybranych typ mikro- a nanoastic s
obsahem aktivni slo ek sizenym uvolovanim. Byly testovany ené techniky enkapsulace,
p edevsim do liposoma polysacharidovychastic. Enkapsulovany byly jak nizkomolekularni yagk
jejich smsi, tak i vysokomolekularni sloky a mikrobidlni bky. U pipravenych astic byla
studovana efektivita enkapsulace, dlouhodoba #ahili r zném pH, teplot v r znych typech
prostedi i v simulovanych fyziologickych podminkach. Zéam byly navr eny vhodné transportni
systémy proizené uvolovani jednotlivych aktivnich slo ek a aplikace vujoh typech funknich
potravin i v kosmetickych produktech.

Prvni &st prace byla zamena na studium mo nosti enkapsulace kofeinu a jefdnich zdroj
(kava, guarana,erny, zeleny, a biléhoaj). Kofein a jeho extrakty byly enkapsulovany danych
liposom i polysacharidovychéstic. Jako nejvhodisi metoda dpravy liposom byla vyhodnocena
metoda ultrasonifikace. Taktoipravené liposomy vykazovaly velmi vysokou enkapsuil U innost
(a 94%) a rovn dobrou dlouhodobou stabilitu v testovanych predtch. Pipravené liposomy my

i velmi dobrou stabilitu dle hodnoty zeta potémhei(-50 mV). V pipad polysacharidovychastic
bylo také dosaeno vysoké enkapsula U innosti a stability astic. Bylo prokdzano pozvolné
uvol ovani obsahuéstic v prosiedi tenkého séva. Diky velmi dobré dlouhodobé stabilit edevsim
manualn p ipravenych chitosanovych, alginatovyclastic a liposom v modelovych i reélnych
prostedich Ize vyu it testovanéastice pro aplikaci do znych energetickych ndpoji funk nich
potravin s pozvolnym uvobvanim kofeinu a dalSich aktivnich slo ek v za iltac traktu. Pi
aplikacich do napojp ipadn potravin s neuralnim pH jsou vhodn@gevsim liposomy, pro aplikace
do prostedi s ni Sim pH jsou velmi vhodné chitosanové irégové astice.

Dal3i sledovanou aplikaci bylo vyu iti vybranychpty nanoastic v kosmetice. Jako nejvhogii
astice byly pro tyto (ely vybrany liposomy. &astice mly dobrou stabilitu a vysokou enkapsuia

U innost. Také jejich dlouhodobé stabilita vyhovovalalika nim po adavkm. Navic pro zlepSeni
kvality potencionalnich fpravk byly &stice s obsahem kofeinu a jehdrgunich extrakt Usp Sn
obohaceny i o ovocnou slo ku. Jako nejvhg8naplika ni forma obsahuijici liposomy byla navr ena
ple ova voda a gel, pouivany ndglad jako pipravek proti celulitid. Pipravky vynikaji diky
schopnosti liposom prostupovat poko kou a vnaset aktivni latky doldich vrstev ke. Diky své
povaze jsou liposomy navic schopny hydratace, napajh tak ke snieni suchosti le, co

p edstavuje hlavni p inu jejiho starnuti. Diky kofeinu pak dochazi k lageni pleti, kofein vynika i
svym antioxidani U inek, chrani tak bWy proti UV zaeni a zpomaluje starnuti poko ky. iP
kombinaci s dalSimi aktivnimi latkami jako jsou yfeholy a vitaminy, Ize déle navySovat pozitivni
U inky kosmetickych gpravk .

Druhd a&st prace byla zamena na gdpravu a enkapsulaci jpodnich extrakt s vysokym obsahem
polyfenolickych latek a vitamin Enkapsulovany byly extrakty z guarany, en3engof. Dale byla
testovana mo nost enkapsulaced$ a extrakt zvybranych druh ovoce a zeleniny =itronu,
pomerane, kiwi, jablek, mrkve a snsi lesnich plod. Rovn byly enkapsulovany vybrané
standardy: vitamin C, -karoten, vitamin E, kvercetin, morin, rutin, kyisel gallova a katechin.
Aktivni latky byly enkapsulovany do liposoma polysacharidovychéstic. Pi stanoveni stability
vum lych modelovych travicich tekutinach dochézelo topk nejvyraznjSimu uvol ovani
enkapsulovanych aktivnich slo ek v modelovycheshich Savach. V aludeni $4v dochazelo
pouze k astené degradaci astic. Pi stanoveni stability v modelovych potravindch byjkko
nejvhodnjSi modelové prosedi pro dlouhodobé uchovavani stanoveno pedstvodné, pro \Sinu
polysacharidovych astic pak i kyselé prostdi. Jako nejvhodisi aplikani forma pro pidani
studovanych prodnich extrakt do redlnych potravin byly zvoleny alginatovéstice pipravené na
enkapsulatoru.
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Bylo u nich dosaeno nejvysSi enkapsula U innosti a rovn vykazovaly dobrou stabilitu
v modelovych tinich tekutinach i modelovych potravinach. Lzegk tyu it k cilenému transportu a
uvol ovani enkapsulovanych aktivnich latek v traviciraktn a tim dosahnout vy3Si biologické
dostupnosti a pnosnosti pro zdravi spebitele. Pou itelné by byly rovn do p ipravk pro d tskou
vy ivu.

Prace se rovn zabyvala aplikaci liposom s aktivni latkou v kosmetice. Jako modelova pemtt
byla pro aplikaci v kosmetice testovana destilovaoda a 2; 10 a 30% emulze oleje ve vo8e
zvySujicim se obsahem lipids prostedi dochazelo lhem dlouhodobého skladovani k vyra&imu
rozpadu astic a uvolnni aktivnich slo ek. U pgpravenych emulzi byla sledovana také sedimenita
stabilita po pidani testovanych astic. Z dosa enych vysledklze konstatovat, e vlivem astic
nedochazi ke znm sedimentani stability emulzi. Rpravené astice jsou tedy vhodnou formou i pro
kosmetické aplikace ve fornr znych krém. B hem skladovani by vSak tyto kosmeticképavky
nem ly obsahovat vice ne 2% lipidickych slo ek.astice jsou diky dobrému protektivnimu efektu
v i UV z&eni vhodné i pro aplikace do opalovaci kosmetikgjry aplikani potencial naleznou
astice s obsahem testovanych antioxidanwitamin i v p ipad hydratace poko ky, ochrany ke

p ed oxidanim stresem a pd asnému starnuti.

Ve teti &sti prace byl testovdn antimikrobialniinek lysozymu, nisinu propolisu a extraki

r znych koeni a bylin ped a po enkapsulaci. Rovnbyla testovana mo nost enkapsulace ilé
klotrimazolu a ibuprofenu a jejich koenkapsulasglsranymi rostlinnymi antimikrobialnimi extrakty.
Inhibi ni Ginky byly pozorovany pomoci antimikrobialnich tegtroti gram-negativnim a gram-
pozitivnim bakterialnim kmemm pomoci difaznich i dilmnich metod. Studie prokazala, e
jednoduché extrakty z bylin maji velmi dobry antinabialni Ginek proti gram-pozitivnim i gram-
negativnim bakteriim. Lysozym a nisin Iy velmi dobry antimikrobiélni Ginek zejména proti gram-
pozitivnim kmenm, ve vy3Si koncentraci i vi gram-negativnim kmem. U bylinnych extrakt
spolen s klotrimazolem byla testovana i jejich antimyk&fi aktivita. Tuto aktivitu z testovanych
p irodnich vzork vykazoval pedevSim extraktesneku. Red i po enkapsulaci se svouinnosti
vyrovnal antimykotickému lévu — klotrimazolu. Dale byly po enkapsulaci jakejininn jSi a
nejkomplexnjsi stanoveny liposomovéstice s extraktem zébi ku, zde byl po dobu 24 hodin zcela
zastaven rst vSech testovanych bakterii. Také chitosanoastice mly velmi vysoky inhibini

U inek, zpsobeny zejm kombinovanym Uinkem samotného chitosanu a enkapsulovanych
antimikrobialnich komponent. Antimikrobialni slo Kyyly tedy UspSn enkapsulovany do liposom
polysacharidovych &stic. Pipravené astice vykazovaly velmi dobrou stabilitu dle hodnaeta
potencidlu. Dlouhodoba stabilitaastic a mno stvi uvolmych slo ek byla sledovana vznych
modelovych podminkach. Na zakladysledk Ize konstatovat, e fpravené astice byly stabilni,
pi em liposomy jsou vhodné pro skladovaniegevsim ve vodném prosdi, polysacharidovée
astice spisSe v kyselém pramdi. astice byly v modelovych podminkach navic nejerbikta ale
také si zachovaly antimikrobialni aktivitu. V modeém fyziologickém proseédi dochazelo
k pozvolnému uvolovani enkapsulovanych slo ek grevSim v podminkach simulujicich tenké
stevo. Diky tomuto cilenému a pozvolnému uwmlani spolen s velmi dobrou dlouhodobou
stabilitou jsou ppravené polysacharidovéastice i liposomy vhodné k aplikaci do znych
potravinovych doplk a potravin. izené uvolovani antimikrobialnich slo ek v prosidi steva
m e napomoci nagklad k regulaci sevni mikroflory, v pipad aplikace do potravin [sp t

k antimikrobialni ochran pi jejim skladovani. HRpravené &stice s enkapsulovanymi
antimikrobialnimi bylinnymi a kaeen nymi extrakty a/nebo sasticemi s obsahem lysozymu/nisinu by
mohly byt také pou ity pro antimikrobiélni gpravky s izenym uvolovanim ve form hydrogel .
Antibakterialni Ginek gelu spolu s antioxidai aktivitou z bylinnych extrakt by mohl byt velmi
slibnym néstrojem pro dezinfekci a hojeni ran.
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Dal8i ast prace byla zamena na gdpravu a testovani vhodnych forem pro enkapsulaziym

s potencialnim vyu itim ve form potravinovych doplk , ale i kosmetickych a farmaceutickych
p ipravku. Pro enkapsulaci byly pou ity enzymy broaial papain, trypsin, pepsin, alkalasa, lipasa,
pankreatin, lysozym, kolagenasa a mladyjen jako komplexni jfrodni preparat. Enzymy byly
enkapsulovany do polysacharidovychstic a liposom. Polysacharidové astice byly pipraveny
jednak manualna rovn pomoci enkapsulatoru. Z polysacharithyly pou ity alginat, chitosan a
Skrob. Z nam enych vysledk lIze konstatovat, e p pouiti vhodnych material Ize Gspsn
enkapsulovat v8echny vybrané enzymy i jejich kormabin NejvysSich enkapsuld U innosti bylo
dosa eno u polysacharidovychastic pipravenych pomoci enkapsulatoru, kde dosahovale pna
enkapsulani G innost hodnot nad 80%. VSechny testovaastice byly stabilni i p dlouhodobém
uchovavani a enkapsulované enzymy si uchovavalyoji sktivitu. Pi testovani v modelovém
fyziologickém prostedi vykazovaly pedevsim polysacharidovéstice nejvySSi stabilitu v prostli
um lé alude ni § 4vy. V ramci studia stabilityastic v simulovanych potravinach bylo zjio, e
polysacharidové astice v potravinach s ni Sim pH jsou stabji. Liposomové astice byly naopak
velmi stabilni pedevSim ve vodpi neutrdlnim pH. Enkapsulace je tedy jednou z pekt$gnich
metod pro produkci kvalitnich potravin a potravigio doplk s vysokou pgdanou hodnotou
S Mo nosti transportu enzyma jejich izenému uvolmi v travici soustav

Enkapsulované enzymy mohou byt rovisou asti pipravk , je sloui k hojeni ran a regeneraci
poskozené tkanpo nejr zn jSich typech porami v etn popalenin, nekr6z apod. Nejlepsi volbou pro
zéklad potencialniho kosmetickéha farmaceutického ppravku je podle zjiSnych vysledk
prostedi hydrogelu. V3echny ipravené typy astic byly v hydrogelu stabilni a vtomto presti
rovh dochazelo k nejmensimu poklesu proteolytické \algti enzym . Vysledky potvrzuji, e p
styku pipravenych astic s poko kou, je ma hydrofobni charakter, doj# adoucimu uvolnni
obsa ené aktivni sloky. U snsnych preparat slysozymem byl potvrzen rovn vysoky
antimikrobialni tinek, pi em tento efekt zstal zachovan i po dlouhodobém uchovavaiaste nou
antimikrobialni aktivitu prokazaly i prdzdné chitoevé 4stice a astice s ostatnimi tetovanymi
enzymy. Tento fakt me napoméhat p rychlosti procesu hojeni a obnovovani poko ky.

Dal3i ast prace byla zanena na testovani mo nosti enkapsulace probiotickstdtur (Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacter brevg a prebiotik do polysacharidovychastic. Jako prebiotikum byl
pou it inulin a komplexni pirodni extrakt zeleného jmene. Z vysledk m eme usoudit, e pomoci
enkapsulatoru je moné Usgn enkapsulovat oba typy probiotickych bakterii ddkalika druh
polysacharidovych obal V tSina astic byla stabilni i p dlouhodobém skladovani a enkapsulované
bakterie si udr ovaly svou ivotaschopnost. Vhodnyuostupem byla enkapsulace za vzniléastic
typu matrix, kdy je zajiSha lep3i difize ivin k bukdm dispergovanych v celém objemu oproti typu
kapsule. Vhodnym obalovym materialem pro enkapsufaobiotickych kultur byl stanoven alginat,
p ipadn sm s alginatu se Skrobem. Zachovani vysoké viabiligbjotik bylo potvrzeno po dobu 4 a
5 tydn. Optimalni obalovy material pro astice s enkapsulovanym praskovym njenem
p edstavovala sns alginatu a Skrobu v pomu 4:1, pi em p idavek Skrobu zvySoval rozpadstic

v cilovych astech travici soustavy. Upravou obsahu Skrobuejly tmoné modelovat cilené
uvol ovani obsahuastic. DalSim vhodnym materialem byla snthitosanu a agaru v pora 1:1.
Ato zejména z hlediska ochrany a stability enképsnych enzym a bilkovin obsa enych
VvV je meni. Zasadni podminkou je apvolba astic typu matrix, kdy je mo né enkapsulovat i viéku
obsa enou v nerozpustném podilu. igad erstvého jemene byl jako optimalni obalovy materiél
stanoven alginat. P stanoveni stability polysacharidovychastic v modelovych fyziologickych
podminkach bylo zjisho, e v3echny testovandstice byly pomrn stabilni v aludeni $av . Ve
stevni §av doslo vdy k nejvyraznj§imu rozpadu astic a k uvolnni probiotik i prebiotik do
prostedi. Nejvice pak zastic obohacenych jglavkem Skrobu. Tato skut@ost by mohla byt vyu ita
p i cileném transportu probiotik/prebiotik doestniho traktu.
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P edev3im pak enkapsulované bifidobakterie mohou te&mavat kyselému prosidi aludku a byt
doru eny do cilového mista ve st v ivotaschopném stavu. astice byly ponrn stabilni i
v modelovych potravinach. Ve vSech typeéstic byl i po 4 tydnech skladovani o ivych bun k
nad 80 %. Obecn Ize tak konstatovat, e enkapsulace vyznanprodiu uje dlouhodobou
ivotaschopnost a biologickou aktivitu probiotikvinepiznivém vnjSim prostedi. Nejvice ivych
bun k bylo v8ak zachovano v redlnych potravinachedevsim v mléce. V realnych potravinach
dochézelo rovn k vy8Simu narstu bunk v asticich. Optimalni vychozi koncentrace bkinpro
maximéalni zachovani stu a viability bunk, byla stanovena nejvyse na®IFU-ml*. Pi této
koncentraci je vSak zdsadni i zajifit dostateného mno stvi ivin v asticich, pipadn v okolnim
prostedi. Nejvhodnj8i je zajistni optimalniho mno stvi ivin v asticich ve form r znych
prebiotik,napiklad inulinu, i jiného vyu itelného polysacharidového zdroje. kv r byla potvrzena
i usp Snd mo nost koenkapsulace déstice obsahujici probiotika i prebiotika, jako rjepiklad
zeleny jemen i inulin a bakterie. Hpravky s probiotiky/prebiotiky szenym uvol ovanim by tak
bylo mo né pou it jako kvalitni doplrk k podpoe zdravého ivotniho stylu. Testovandéstice by
mohly byt pidany do rznych mlénych vyrobk, s ohledem na kvalitu pou itych material do
vyrobk ur enych pro dtskou vy ivu. Enkapsulace dale roadje pole aplikace i mimo ml@é
vyrobky. Diky dostatené stabilit polysacharidovych astic, zejména v kyselém prasdi, a
zachovani viability burk i p i dlouhodobjSim skladovani do Gvahy ipadaji i r zné ovocné vy
apod. Dale jsou fpravené astice vhodné pro aplikace daznych potravinovych dopk , pi em
pou itelnost enkapsulovanych probiotik byla poturae ve form lyofilizovanych preparéat

V ramci zahranini sta e byla testovana mo nost kombinace organitkst anorganickych nanastic.
Nejprve byla optimalizovana metoda fotochemickétég zlatych nandstic. Na tyto astice byly
dale imobilizovany pedevsim peptidy a byla sledovana mo ndgeného uvolovani pro potencialni
aplikace jako nose Ié iv, p ipadn pro aplikaci na poli biosenzarZ organickych astic byly pou ity
liposomy, které slou ily pedevSim jako reaktor proipravu zlatych nand@stic. Takto gpravené
nano astice dosahovaly velmi malych a konstantnich rozrfokolo 3 nm). Velikost syntetizovanych
nano astic zlata mimo liposomy byla 10xt&i a podstatn polydisperznjsi. | kdy byla prokazana
pouze izend syntéza zlatych narstic v liposom pipravenych z POPC, lIze gdpokladat
potencialni rozSéni této metody i na liposomy ipravené z jinych fosfolipid Vyb rem tchto
fosfolipid , 1ze pak dale kontrolovat jejich stabilitu &it uvoln ni nanoastic, pipadn na nich
imobilizovanych latek. Toho Ize vyu it najdlad pro systémy 9zenym uvolovanim Iéiv.
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7 SEZNAM POU ITYCH ZKRATEK

A
DHA
DLS
EFSA
EPA
EU
EV
FSC
GRAS
HPLC
CH
CHA
ILSI

LDL
MO
MUFA
NIR
PAH
PCS
PDA
PEI
POPC
PSS
PUFA
RP-TLE

SSS
SFA
TEM
TLE

UVv-VIS
WHO

alginatové éstice
dokosahexaenova kyseliny

dynamicky rozptyl swtla

Evropského adu pro bezpaost potravin (European Food Safety Authority)
eikosapentaenova kyselina

enkapsulani G innost

ethanolové vsikovani (metoda ppravy liposom)

pimy rozptyl (forward scatter)

obecn pova ovano za bezpeaé (Generally Recognised As Safe)
vysokouinnéa kapalinova chromatografie (high-performangeiti chromatography)
chitosanovéastice

alginatoveé astice pota ené chitosanem

International Life Science Institute

liposomy
low-density lipoprotein

mikroorganismus

mononenasycené mastné kyseliny

infra ervené zé&ni (near-infrared)

poly(allylamin-hydrochlorid

Photon Correlation Spectroscopy

detektor diodového pole (Photodiode Array Ditg

poly(iminoethylen

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol fosfatidylcholin

Polystyren sulfonat sodny

polynenasycené mastné kyseliny

metoda ppravy liposom odpaenim na tenké vrstvs reverzni fazi (thin layer
evaporation on reverse phase)

boni rozptyl (side scatter)

nasycené mastné kyseliny

Skrobové astice

transmisni elektronova mikroskopie (transnaeselectron microscopy)
metoda pipravy liposom odpaenim na tenké vrst\(thin layer evaporation)
liposomy pipravené pomoci ultrazvuku (ultrasonifikace)
detektor ultrafialovo-viditelné oblasti(Utwriolet-visible)

Svtova zdravotnickd organizace (World Health Orgatinizg
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