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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zaméfena na enkapsulaci riznych typt enzymu do organickych
Castic. Teoreticka Cast je vénovana enzymum a jejich obecnym vilastnostem, strukture,
aktivité a vyuziti, dale potom procesu enkapsulace a jejim technikam. Jsou zde popsany i
nékteré metody vyuzivané k analyze &astic, a sice stanoveni distribuce velikosti Castic
pomoci dynamického rozptylu svétla a stanoveni stability Castic pomoci zeta potencialu.

V experimentalni ¢asti jsou popsany metody pfipravy ¢astic, metody stanoveni
enkapsulaéni ucinnosti a metody stanoveni velikosti a stability ¢astic. BEhem samotného
experimentu byly enkapsulovany, jednak pomoci ruénich pFiprav a jednak pomoci
enkapsulatoru, Ctyfi typy enzym(. U téchto c¢astic byla nasledné stanovena jejich
enkapsulaéni uginnost, velikost a stabilita. Castice byly vystaveny puasobeni umélé
pankreatické, Zalude¢ni a zluCové Stavy, rovnéz tak plsobeni simulovanych potravin, a
nasledné byla sledovana jejich stabilita.

KLICOVA SLOVA

enkapsulace, ¢astice, enzymy, dynamicky rozptyl svétla, enkapsulator



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on encapsulation of some enzymes into organic particles.
The theoretical part is aimed to enzymes, their general characteristics, structure, activity and
use, and to encapsulation techniques. Some methods used for analysis of particles, namely
the determination of the distribution of particle size using dynamic light scattering, and
determining the stability of the particles by the zeta potential, are described too.

The experimental part describes methods of preparing particles, methods of determining
the encapsulation efficiency and methods for determining particle size and stability. During
the experiment part four types of enzymes were encapsulated, partly by manual preparation
and partly by encapsulator. Encapsulation efficiency, size and stability of prepared particles
were determined too. The particles were exposed to artificial intestinal, gastric and bile
juices, as well as the effect of model foods. Subsequently, their long-term stability was
observed.

KEYWORDS
encapsulation, particles, enzymes, dynamic light scattering, encapsulator
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1 UvVOD

V kazdém okamziku pusobi v lidském téle tisice enzymu. Pouze s jejich pomoci je mozné
obnovovat opotfebované buriky a pfeménovat vyzivné latky na energii ¢i stavebni soucasti.
Enzymy rovnéZz umoznuji zneSkodnovat odpadni latky a latky télu cizi, branit se
choroboplodnym zarodkdm nebo hojit poranéni. Pfitomnost enzymu je tedy velmi dulezita
pro spravné fungovani organizmu. Mizeme fFici, Ze je doslova nezbytné, aby v téle byly
v8echny potfebné enzymy zastoupeny v dostate€ném mnozZstvi a v optimalnim funk&nim
stavu [1].

Bakalarska prace se zabyva enkapsulaci rliznych typld enzym( do organickych ¢astic.
Béhem enkapsulace dochazi k zabaleni aktivni latky nosnym materialem, pfiCemz musime
dbat na to, aby tento material byl pozivatelny, biodegradabilni, a aby umoznoval vytvofeni
bariéry mezi vnitini fazi a okolim. DlvodU pro€ enkapsulovat latky, v naSem pfipadé enzymy,
je cela fada. Mezi ty nejvyznamnéjsi patfi zlepSeni pfenosu enkapsulovanych latek, zlepseni
stability a zachovani jejich aktivity [2].



2 TEORETICKA CAST

21 Enzymy

Zajisténi pfisunu energie a stavebniho materialu z okoli, jeho vyuZiti na provoz
organizmu, podobné jako vystavbu jejich soucasti, vyfeSila pfiroda vytvorenim slozité sité
chemickych déju. Na fFizeni a koordinaci tohoto organizovaného a rovnéz vysoce
integrovaného souboru chemickych reakci a s nim spojenych energetickych zmén se podili
pestra Skala biokatalyzatort. Jejich nejpocetnéjsi a nejdulezitéjSi skupinu tvofi bilkovinné
makromolekuly s katalytickymi funkcemi. Pokud urychluji chemické pfemény, nazyvame je
enzymy [3].

Enzymy tedy podobné jako chemické katalyzatory reakce urychluji, avdak neméni jejich
rovnovahu, nebot’ zvySuji rychlost reakce obéma sméry. Na smér prubéhu reakce nema vliv
druh katalyzatoru, nybrz energetické a koncentraéni poméry v daném systému reakci [3, 4].

Dulezité je si uvédomit, Zze na Cinnosti enzymu je zaloZzena veSkera existence Zivota,
jelikoz zajistuji prakticky pribéh vSech chemickych reakci v bufkach. Enzymu je velké
mnozstvi a dle jejich reakéni specifity je mizeme zaradit do Sesti tfid — oxidoreduktazy,
transferazy, hydrolazy, lyazy, izomerazy a ligazy. PocCet existujicich enzymU se odhaduje
na miliardy [3, 4].

Tab. 1 Cetnost zastoupeni enzym( jednotlivych tfid [3]

Trida % zastoupeni
1. Oxidoreduktazy 25,6
2. Transferazy 27,6
3. Hydrolazy 22,9
4. Lyazy 13,1
5. Izomerazy 53
6. Ligazy 5,5

211 Struktura

Enzymy jsou latky bilkovinné povahy, a tudiz zaklad vétSiny enzymu bude tvofit
proteinova slozka, Cili dlouhé sekvence aminokyselin v prostorové uspofadané strukture.
Existuje vSak i méné pocetna skupina enzym, které misto bilkovin obsahuji RNA, tyto RNA
enzymy nazyvame ribozomy [3].

Enzymy, které jsou bilkovinami, mizeme dale rozdélit na jednoduché a slozené. Pokud je
dany enzym tvofen pouze bilkovinou, je jednosloZkovy, oznacujeme jej jako jednoduchy.
Jestlize enzym obsahuje i jinou slozku, nebilkovinnou, fikame, ze enzym je dvouslozkovy, Cili
slozeny. Slozené enzymy, které tvofi pfevazujici skupinu, jsou také oznaCovany jako
holoenzymy, pficemz bilkovinna ¢ast se nazyva apoenzym, zatimco nebilkovinna Cast
kofaktor (obvykle koenzym) [5].

+ el >

Kofaktor

Apoenzym Holoenzym

Obr. 1 Schématické znéazornéni sloZzeného enzymu [5]
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2.1.2 Aktivita

Na struktufe enzym( a jejich prostorovém usporadani zavisi i katalyticka aktivita enzyma,
kdy zmény jejich prostorové struktury mohou vést ke snizeni, pfipadné uplné ztraté této
aktivity. PFi tomto tvrzeni vychazime ze skuteCnosti, ze pocatek enzymové reakce spociva
ve vzniku komplexu enzym-substrat, kde substrat je vazan na urcité misto apoenzymu —
aktivni centrum (aktivni misto). Pravé zde se vyskytuji katalyticky aktivni aminokyselinové
zbytky. Diky vazbé substratu do aktivniho mista enzymu je mozné realizovat reakci
energeticky vyhodnéjSim zplsobem, coz je dano mimo jiné tim, Ze substrat v aktivnim centru
ztraci hydratacni obal a stava se tak reaktivnéjsim [4].

Dulezitou roli hraje i konformace tohoto aktivniho centra, je totiz zodpovédna za specifitu
enzymu, jelikoz se do né&j mohou navazat jen substraty urcité struktury nebo ty, které vytvori
vhodnou orientaci pro vazbu [4].

aktivacni centrum = klié
plisobeni rozit&peni
ENZiy ML

enzym = zamek  substrat substratu

X

Obr. 2 Schéma tvorby komplexu enzym-substrat - ,zamek a klic” [6]

Obecné vSak muzeme fFici, ze katalyticka aktivita enzymu je mirou mnozstvi aktivniho
enzymu v uréitém preparatu. UrCujeme ji na zakladé informace, kolik substratu enzym
pfeméni za jednotku Casu, a je dulezitym faktorem napfiklad pfi posuzovani mnozstvi
enzymu, potfebného pro danou technologickou aplikaci [7].

21.3 Vyuziti

Vlastnosti nékterych enzym( vyuzivaji lidé od nepaméti, ovsem uvédomeéle je zacali
vyuzivat az v poslednich desetiletich, coz bylo zplsobeno predevsim prudkym rozvojem
enzymologie. Tyto uspéchy by vS8ak nebyly mozné, nebyt souasného rozvoje v oblasti
izolacnich a separacnich technik. Diky znalosti enzym( a nyni i znalosti jejich ziskavani nic
nebranilo praktickému vyuZziti jejich vlastnosti [3].

Muzeme fici, ze takovymi prikopniky mezi enzymy, které byly pouzity ve vét§Sim mnozstvi
a podstatnou roli hraji dodnes, byly proteazy pro biologicky aktivni praci prostfedky. DalSim
odvétvim hojné vyuZivajicim pravé enzymy je potravinarstvi, nasleduji enzymy pro analytické
ucely a farmacii. Enzymy v8ak nachéazeji své uplatnéni i v ostatnich primyslech, at uz se
jedna o kozedélny, textilni ¢i papirensky [3].

To, zda je enzymovy preparat k dané aplikaci vhodny, je posuzovano z riznych aspekta.
ekonomické [3].

Do budoucna mizeme ocekavat také zvySeny zajem v oblasti vyzkumu. Pfedmétem
budou jednak metody genové manipulace a jejich pouziti k ziskani vhodnych producentu
enzymu, dale studium stabilizace enzym( ¢&i studium metod regenerace vyznamnych
kofaktoru [3].
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2.2 Enkapsulace a jeji techniky

Enkapsulace je proces zachyceni ucinné latky do nosného materialu a je uziteCnym
nastrojem pro zlepSeni dodavani bioaktivnich molekul a Zivych bunék do potravin. Jednim
vyrobku, tak béhem zpracovani. Dal§i vyhodou enkapsulace je snizeni odpafovani a
rozkladu tékavych ucinnych latek, jako je napfiklad aroma. Enkapsulaci mizeme rovnéz
zabranit reakcim s dalSimi komponenty potravinarskych produkta [2].

Enkapsulace muze byt provadéna nékolika metodami, které oznacujeme jako
enkapsulaéni techniky [8].

Tab. 2 Prehled pouZivanych enkapsulacnich technik [8]

Enkapsulatni o
techniky llustrace charakteristik

Folyfenaly Maolekula polyfenolu

Sprejove suseni

Matrix Matrix

Koacervace Polyfenoly
Hydrokoloidni gelova sit
Fosfolipidova dvojvrstva
w . We vodé nerczpustneé polyfencly
LIJEEWFEH: do e vodé rozpustné polyfenoly
lipozomu Hydrofilni oblast
Hydrofobni oblast
iy AT - Quercetin
R
Inkluze ,_lsl'of Py Hydrofobni dutina

a.g_?"f ﬁﬁ -cyklodextrin

Krystaly cukru

Kokrystalizace Polyfenoly

o Ve vode nerozpustny polyfenol v olejoveé fazi
Manocastice

Vodna faze

Folyfenoly Folyfenoly
Lyofilizace [nerozpustné) [rozpustné)
Matrix Matrix
L = - -
Enkaps;ulan::e l,_f_‘; (2% =—— Bunky kvasinek
pomo B\
kwasinek :_}. 'j'j @=— Polyfencly
Clejova faze Vodni faze
Emulgacni Emulgacni
Emulgace Einidlo Einidlo
Ve wvode Wooleji
rozpustne ’ o rozpustne
polyfencly ve polyfenoly v
vodné fazi olejove fazi
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2.21 Sprejové suseni

Sprejové suSeni patfi mezi nejstarSi techniky enkapsulace a je nejrozSifenéjSim
primyslovym procesem zahrnujicim tvorbu &astic a suSeni. Tato technika je vhodna pro
kontinualni vyrobu suchych pevnych latek, at uz prasku, granulatu nebo aglomeratu,
vytvofenych z kapalnych surovin, jako jsou napfiklad roztoky a emulze. Jedna se o proces,
kde kone€ny produkt je v souladu s normami tykajicimi se distribuce velikosti Castic,
zbytkového obsahu vlhkosti, objemové hmotnosti a tvaru &astic [9].

Zakladni proces suseni rozpraSovanim spociva v rozpusténi, emulgaci ¢i disperzi aktivni
latky v nosici, nasledné atomizaci a sprejovani dané smési do horké komory. Vysledkem je
tvorba filmu na povrchu kapek [10].

SuZici l Pfivod Susici Pivod
vzduch vzduch

Cdpadni Odpadni
vzduch vzduch

| !

Prasek Prasek

Obr. 3 Schéma sprejové susarny — rota¢ni rozprasovani, rozprasovani vysokotlakymi tryskami [11]

2.2.2 Koacervace

Koacervace je fazova separace polymerniho roztoku na dvé nemisitelné kapalné faze,
pficemz faze koncentrovanéjSi se nazyva koacervacni (koacervat), zatimco faze druha je
oznaCovana jako koacervaCni médium, nékdy také supernatant. Dle mechanizmu
rozliSujeme koacervaci na jednoduchou a komplexni. BEhem obou téchto procesl se vytvari
drobné kapky, ty se usazuji nebo spojuji, a nasledné tak tvofi oddélenou koacervovanou fazi.
Kapky koacervatu se pak nasledné& hromadi kolem pfitomnych jader a po pfidani vhodného
sitovaciho €inidla vytvafi sténu koacervatu [12].

2.2.3 Uzavreni (entrapment) do lipozomu

Lipozomy jsou mikroskopické vacky, které mohou byt uméle pfipraveny jako kulovité
nosi¢e, do nichz je mozné zapouzdfit aktivnhi molekuly. Struktura lipozom( je tvorena
fosfolipidy, pfiCemz dvojvrstva, kterou obsahuji, se sklada z fetézch hydrofobnich (sméfuji
do stfedu molekuly) a hydrofilnich (sméfuji do prostfedi). Pouzivaji se napfiklad jako nosice
lékd ve farmaceutickém a kosmetickém pramysilu [8, 13].

Lipozomy mlzeme pfipravit hned nékolika zpUsoby, bézné pouzivanymi metodami jsou
mimo jiné ethanolové vstfikovani a pfiprava pomoci ultrazvuku [8, 14].

13



k.. < Polarni konce
-

Nepalarni dvojvrstva

Hydrofilni kapsa

Obr. 4 Schéma struktury lipozomu [15]

2.2.4 Inkluze

Molekularni inkluze je obvykle dosazeno za pouziti cyklodextrinii jako enkapsulacniho
materialu. Cyklodextriny jsou skupinou pfirozené se vyskytujicich cyklickych oligosacharid(i
odvozenych od skrobu, vzniklych spojenim Sesti az osmi glukézovych zbytkd. VnéjsSi cast
molekuly cyklodextrint je hydrofilni, zatimco vnitfni ¢ast hydrofobni. Tato charakteristicka
struktura tedy umozfiuje zapouzdieni meéné polarnich molekul do apolarnich dutin
prostfednictvim hydrofobni interakce [8].

2.2.5 Kokrystalizace
Kokrystalizace je proces, pfi kterem se jako vnéjSi faze pro enkapsulaci pouziva
sachardza. Pfesyceny sachardzovy sirup je udrzovan pfi vysoké teploté, aby nedochazelo
ke krystalizaci, pfidame-li ovdem k tomuto sirupu dané mnoZzstvi aktivni latky, ke krystalizaci
dochazi. Aglomeraty, které z nadoby vypadavaji, se nasledné susi na ur¢enou vihkost [4, 8].
Mezi hlavni vyhody kokrystalizace patfi lepSi rozpustnost, homogenita, stabilita i tekutost
enkapsulovanych materialt. Své uplatnéni nachazi napfiklad i v cukrarstvi a farmacii [8].

2.2.6 Nanocastice

Nanoenkapsulace zahrnuje tvorbu &astic s primérem pohybujicim se vrozmezi 1 az
1000 nm. Termin nanoCastice je souhrnnym oznacenim pro takzvané nanosféry i
nanokapsle. Zatimco nanosféry mohou diky své maticové struktufe absorbovat aktivni latky
jak na povrchu &astice, tak zapouzdiovat tyto latky uvnitf, nanokapsle jsou vezikularni
systémy, sestavajici z vnitfniho kapalného jadra obklopeného polymerni membranou,
pficemz aktivni latky jsou obvykle rozpustény v kapalném jadre [8].

Nanocastice oproti ¢asticim v rozmérech mikrometrd jsou spojeny s fadou vyhod, jednou
z nich je napfiklad dokonalejsi fizené uvolfovani, které umozhuje lepsi pfesnost zacileni
enkapsulovanych materialu [8].

2.2.7 Lyofilizace

Lyofilizace, nékdy také vakuové suSeni nebo mrazova sublimace, je proces pouzivany
za uCelem dehydratace témér vSech tepelné sensitivnich materiald a aromatickych latek.
Obecné muzeme fFici, ze az na €asovou narocnost je lyofilizace jednoducha technika pro
enkapsulaci ve vodé rozpustnych esenci ¢i pfirodnich aromat, stejné tak 1éka [8].

2.2.8 Enkapsulace pomoci kvasinek

Enkapsulace pomoci kvasinek je zalozena na schopnosti jejich bunék umozriovat
ucinnym latkam volny prostup buné&nou sténou a membranou. Tato technologie se obvykle
pouziva pro enkapsulaci malych lipofilnich molekul, jakymi jsou tfeba esencialni oleje [8].
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2.2.9 Emulgace

Technologie emulgace je obecné aplikovana za ucelem enkapsulace bioaktivnich latek
rozpustnych ve vodé, které mohou byt pouzity bud pfimo v kapalném stavu, nebo mohou byt
suSeny za vzniku prasku [8].

Emulze se v podstaté sklada nejméné ze dvou nemisitelnych kapalin, obvykle oleje a
vody. Jednu ztéchto fazi nazyvame disperznim prostfedim a druhou, v ni rozptylenou,
dispergovanou latkou. Dispergovanou latku potom vétSinou pozorujeme ve formé malych
kapicek [8].

Olej,
diskontinualni

faze Voda,

kontinualni
faze

Emulze olej ve vodé

Voda,
diskontinualni —
faze

Olej,
kontinualni

£
Emulze voda v oleji aze

Obr. 5 Emulze olej ve vodé a voda v oleji [16]

2.3 Vnéjsi faze pouzivané pro enkapsulaci

Enkapsulace je proces zachyceni ucinné latky do nosného materialu. At uz tento nosny
material nazyvame povlakem, membranou, skofapkou, kapsli, matrici nebo jen vnéjsi fazi,
musime vzdy dbat na to, aby byl pozivatelny, biodegradabilni a rovnéz aby byl schopen tvofit
bariéru mezi vnitfni fazi a okolim [2].

2.3.1 Alginat

Alginaty jsou soli alginové kyseliny, kterou mizeme znat také pod nazvem algin. Tento
algin se ziskava z takzvanych hnédych morskych fas a tvofi asi 40 % jejich suSiny.

Co se tyCe struktury, jsou to nevétvené linearni kopolymery 3-D-mannuronové kyseliny a
a-L-guluronové kyseliny spojené glykosidovymi vazbami [17].

Vyznamnou vlastnosti, kterou mizeme u alginatll pozorovat, je tvorba termostabilnich
gelu ¢&i filmG, a to za pomoci pfidavku vapenatych iontd k disperzim alginatu sodného.
Béhem tohoto procesu se totiz na vazbé iontu vapniku nepodili pouze elektrostatické sily,
ale dochazi také k chelataci [17].

Své vyuziti nachazeji alginaty pfedevsim jako zahustovadla, stabilizatory ¢i emulgatory
pro zlepSeni konzistence. Schopnosti tvorby geld se pak vyuziva napfiklad k vyrobé
ovocnych a dezertnich Zelé ¢i pudinkd. Zajem o produkty spojené s timto polysacharidem ale
roste také v oblasti biomediciny [17].

5
HO—C OH 5
o
— o 4 OoH o
xmﬁcfaﬂ\ﬁo \~ /’O\LJ OH
1 —— . —
HO—CG on =e ':B OoH o ©O=cg
G G

Obr. 6 Struktura alginatu [18]
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2.3.2 Chitosan

Chitosan je pfirodni polymer typu polysacharidl a ziskat jej mizeme alkalickou
deacetylaci chitinu. V pfirodé je chitin po celuléze druhym nejCastéji se vyskytujicim
polysacharidem [19, 20].

Budeme-li chtit chitosan néjakym zplsobem zaradit, mizeme fici, Ze patfi mezi takzvané
kationové polymery. Pomoci rentgenové strukturni analyzy rozliSujeme &tyfi krystalické formy
chitosanu, z nichz tfi jsou hydratované a jedna nehydratovana. Zatimco hydratované formy
snadno vytvafi ve vodé rozpustné soli sorganickymi a mineralnimi kyselinami,
nehydratovana forma je v kyselinach nerozpustna a s kovovymi ionty netvofi komplexy
[19, 20].

Diky vynikajicim biologickym vlastnostem, kterymi jsou jeho netoxic¢nost, biokompatibilita
¢i biodegradabilita, nachazi chitosan (pfedev§im hydratované formy) bohaté uplatnéni
v riiznych oborech zahrnujicich vedle biomediciny také kosmetiku, agrochemii, fyzikalni
chemii a fadu dalSich [20].

CH,0OH CH,OH
0
4 $ 1 D\J]TD
OH | "N\ OH i
=)
NH> NHCOCH; CH;OH

Obr. 7 Struktura chitosanu [18]

2.3.3 Skrob

Skrob je hlavnim zasobnim polysacharidem rostlin a slouzi jako pohotovéa zasoba energie.
VétSina nativnich Skrobld je slozena zamylézy a amylopektinu, tedy dvou
homopolysacharidd, jejichz podjednotkami jsou molekuly o-D-glukopyranoézy [17].

Vyuziti Skrobl je rlznorodé. Nativni Skroby se uplatiiuji napfiklad jako zahuStovadla a
pinidla, Zelirujici latky, poutace vody Ci nosiCe vonnych latek. Jejich pouzivani je vSak
omezeno fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi, které vykazuji. V mnoha pfipadech dochazi
tedy k modifikaci nativnich Skrobl za uCelem omezeni téchto nezadoucich vlastnosti,
popfipadé k vytvoreni produktd s viastnostmi jinymi [17].

farmaceutickém, stavebnim &i kosmetickém pramyslu [17].

2.3.4 Lecitin

Lecitin je souhrnny nazev pro skupinu lipidickych latek, takzvanych fosfatidylcholing,
fazenych mezi fosfolipidy. Lecitin je télu vlastni latka nezbytna pro celou fadu Zzivotnich
funkci [21].

Primyslovy lecitin se ziskava ze sdéjovych bobu, dale pak z fepkovych semen ¢&i plodu
podzemnice olejné a vajec. Za pomoci lisovani a extrakce dostavame surovy lecitin, z néhoz
pak dalSim zpracovanim vznika Cisty lecitin [21]. Nejvétsi €ast lecitinu se zkrmuje a pouze
mensi ¢ast (kvalitnéjsi) se pouziva v potravinarstvi. Lecitin je rovnéz dulezitym prvkem pfi
pfipravé lipozomu [17].
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Obr. 8 Struktura lecitinu [18]

2.3.5 Cholesterol

vvvvvv

strukturni komponenty bunéné membrany a je vychozi slou¢eninou pro biosyntézu
vyznamnych signalnich molekul, steroidnich hormona [22].

VétSina cholesterolu je pfijimana stravou popfipadé syntetizovana v jatrech, zbytek si
bunky vytvari samy. Mizeme tedy fici, ze bufiky se jakymsi zplsobem spoléhaji na pfisun
cholesterolu pomoci krevniho obé&hu, a to prostfednictvim lipoproteinovych &astic [22].

Nemalo dulezita je schopnost cholesterolu stabilizovat lipozomy [22].

Obr. 9 Struktura cholesterolu [23]

2.4 Metody vyuzivané k analyze €astic

2.41 Stanoveni distribuce velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla

Jednou z technik, diky kterym mizeme urcit velikost €astic, je i dynamicky rozptyl svétla.
Pomoci této metody stanovujeme rozméry castic na zakladé méfeni nahodné zmény
intenzity svétla rozptyleného ze suspenze Ci roztoku. Nejcastéji je tato metoda pouzivana pro
analyzu nanocastic a pfistroj, kterym dynamicky rozptyl svétla méfime, se nazyva
Zetasizer [24].

Castice v suspenzi nejsou nehybné, ale podléhaji nahodnému takzvanému Brownovu
pohybu. Jestlize tyto ¢astice osvitime laserovym paprskem, dojde k jeho rozptyleni. Intenzita
rozptyleného svétla je potom dana rychlosti difuze dané &astice, pfi¢emz dulezitou roli zde
hraje fakt, Ze vétSi Castice se pohybuji pomaleji, zatimco malé rychleji [24].

Objektiv

-4 Disperze &astic
Laser £

Rozptylené
svétlo

Koherenénioptika ——— C———

Detektor
fotona

Obr. 10 Schematicky diagram klasického DLS pfistroje [25]

Korelator |
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2.4.2 Stanoveni stability ¢astic pomoci zeta potencialu

Kazda Castice je vybavena elektrickou dvojvrstvou, pfiéemz vnitfni oblast této dvojvrstvy,
znama jako Sternova vrstva, obsahuje ionty silné vazané, zatimco ta vnéjsi obsahuje ionty
vazané slabéji. Uvnitf této vnéjsi vrstvy se nachazi pomysina hranice, v niz ionty a Castice
tvofi stabilni jednotku. Jakmile se €astice pohybuje, ionty uvniti této hranice se pohybuji s ni,
coz neplati pro ionty za touto hranici. Potencial na této hranici, ozna¢ované ¢asto jako rovina
skluzu, se nazyva potencial zeta [26].

Rovina skluzu

Castice se Zapornym
powrchosym nabojem

Sternowva wrstea | Difdzni wrstva

-100 _h:
1

Fovrchowi potencial
Sterndv potencidl

my

Potencial zeta

|

o v T T —
wrdalenost od povrchu Eastice

Obr. 11 Schematické znazornéni elektrické dvojvrsty [26]

Velikost potencialu zeta nam udava potencialni stabilitu koloidniho systému, pficemz
koloidni systém vznika tehdy, je-li jedno ze tfi skupenstvi dispergované ve skupenstvi jiném.
Obecné plati, ze Castice s zeta potencidlem vyS$Sim nez +30 mV, Ci zeta potencialem nizSim
nez -30 mV, se povazuji za stabilni [26].
napfiklad castici v suspenzi se zapornym zeta potencidlem a budeme ktéto suspenzi
pridavat vice alkalie, €astice budou poté inklinovat k tomu, aby ziskaly zapornéjSi naboj.
Budeme-li nasledné pfidavat k suspenzi naopak kyselinu, dosahneme bodu, kde se zaporny
naboj neutralizuje, pficemz s dalSimi pfidavky kyseliny muze dojit k vytvofeni naboje
kladného. Kfivka potencialu zeta bude mit proto nasledujici charakter, pfi nizkém pH bude
kladnd, zatimco pfi pH vysokém bude nizsi &i zaporna [26].

Bod, kde kfivka prochazi nulovym potencialem zeta, oznaCujeme jako izoelektricky bod.
Mizeme fici, Ze tento bod je bodem, kde je koloidni systém nejméné stabilni [26].

60 =
40
20

o}

20 -

Patencial zeta [m)

40 - Izoelektricky
bod

-60 = T =T T T
2 4 5] ] 10 12

pH
Obr. 12 Zavislost zeta potencialu na pH [26]

18



3 CILE PRACE

Cilem prace je testovani postupl enkapsulace vybranych druh enzym( do organickych
Castic za uCelem stabilizace a uchovani aktivity enzymu. Za timto ucelem budou feSeny
nasledujici dil&i ukoly:

e Zpracovani literarni reSerSe zaméfené na enzymy, jejich strukturu a vyuZiti a na

techniky enkapsulace.

o Optimalizace metod stanoveni enzymové aktivity, enkapsulaénich postup,

charakterizace ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla.

e Enkapsulace vybranych enzym0 z tfidy hydrolaz a pfirodnich komplexnich extraktd

do organickych &astic, charakterizace ¢astic s enkapsulovanymi enzymy.

e Dlouhodoba stabilita ¢astic a uvolfiovani enzymi v modelovych fyziologickych

podminkach.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1 Chemikalie

Chitosan, Sigma-Aldrich (SRN)

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (SRN)

Cholesterol, Sigma-Aldrich (SRN)

Tripolyfosfat sodny, Sigma-Aldrich (SRN)

Skrob rozpustny p.a., Lach-Ner (CR)

Lecithin, Mogador (CR)

Kyselina chlorovodikova 35%, Lach-Ner (CR)
Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CR)

Mogovina p.a., Penta (CR)

Azoalbumin, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina trichloroctova, Serva (SRN)
Hydrogenuhligitan sodny p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina octova 98%, Lach-Ner (CR)

Vinan sodno-draselny tetrahydrat, Lachema (CR)
Uhligitan sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Siran médnaty pentahydrat p.a., Lachema (CR)
Folin-Ciocalteuovo &inidlo, Penta (CR)

Bilesalts — smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma-Aldrich (CR)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesmeés Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych dodavatelu.

4.1.2 Pristroje

Analytické vahy — Boeco (SRN)

Mikrocentrifuga — Mikro 200, Hettich Zentrifugen (UK)
Spektrofotometr — Helios y, Unicam (UK)

Ultrazvukovy homogenizator/dispergator — Sonopuls, Bandelin (SRN)
ZetaSizer Nano ZS — Malvern (UK)

Opticky mikroskop — Intraco Micro (CR)

Enkapsulator B-395 Pro — BUCHI (CH)

4.2 Pouzité enzymy a komplexni pfirodni preparaty

Pro enkapsulaci byly pouzity 3 typy enzymu a 1 typ doplfiku stravy enzymy obsahuijici.
Bromelain z ananasového stonku, Sigma-Aldrich (SRN)

Pankreatin z prasedi slinivky bfisni, Sigma-Aldrich (SRN)

Trypsin z praseci slinivky bfisni, Sigma-Aldrich (SRN)

Mlady jeémen, Mladik JECMEN - dopIngk stravy (CR)

L | e

Mladik

JE¢M;N

Obr. 13 Mlady jeémen pouZzity k enkapsulaci [27, 28]
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4.3 Priprava castic
4.3.1 Priprava ¢astic pro enkapsulaci enzymi — manualni pfiprava

4.3.1.1 Priprava alginatovych c¢astic
3 ml 0,5% chloridu vapenatého byly za stalého michani pfikapavany do 10 ml 0,3%
alginatu, v némz byl pfed pfikapavanim rozpustén vzorek uréeny pro enkapsulaci [18].

4.3.1.2 Priprava chitosanovych c¢astic

250 mg chitosanu bylo rozpusténo ve 40 ml vody s jiz rozpuSténym vzorkem enzymu,
nasledné bylo pfidano 0,5 ml koncentrované kyseliny octové. Vznikla smés byla
ultrazvukovana a po malych davkach byly pfidavany 4 ml 2% tripolyfosfatu sodného [18].

4.3.1.3 Priprava skrobovych c¢astic

Byl pfipraven 1% roztok Skrobu, kde Skrob byl rozpustén v roztoku hydroxidu sodného a
mocoviny v poméru téchto latek 0,8:1 (hmotnostnich procent). Do takto pfipraveného roztoku
byl poté pfidan vzorek uréeny k enkapsulaci. 1 ml tohoto roztoku byl pfikapavan po malych
davkach do 20 ml ethanolu [18].

4.3.1.4 Pfiprava lipozomovych éastic

450 mg lecitinu a 50 mg cholesterolu bylo pfidano do 20 ml vody, ve které byl pfedem
rozpustén vzorek urCeny pro enkapsulaci. Roztok pfipraveny timto zpldsobem byl
ultrazvukovan po dobu 1 minuty [18].

Ukazka nékterych z pfipravenych ¢astic je uvedena v priloze 2.

4.3.2 Priprava ¢astic pro enkapsulaci enzymt — pfriprava pomoci enkapsulatoru

Enkapsulator B-395 Pro (BUCHI) je poloautomaticky pfistroj slouZici k polymernimu
zapouzdfeni chemickych latek, biologickych molekul, drog, vani a aromatl, pigmentu,
extraktt, bunék a mikroorganizmu za sterilnich i nesterilnich podminek. Tvorba ¢€astic je
zaloZena na faktu, Zze pokud regulovany laminarni proud vibruje s optimalni frekvenci, rozbije
se nakapky stejné velikosti. Enkapsulator B-395 Pro poskytuje pravé takové fFizené
podminky, aby generoval ¢astice o velikosti od 0,15 do 2 mm. Pfistroj se hodi
k zapouzdrovani ¢astic mensich nez 50 um [29].

Pokud se pfistroj pouziva s potencialné toxickymi nebo rizikovymi latkami, musi se
nainstalovat do uzaviené digestofe nebo rukavicového boxu. VeSkeré zpracovani a obsluha
pfistroje se v takovém pfipadé musi provadét v odvétravaném boxu, aby se pfedeslo otravé
a dalSim situacim nebezpeénym pro uzivatele i okolni prostfedi [29].

'i

| —
&

+ My E
Obr. 14 Enkapsulator B-395 Pro pouZivany pro pfipravu castic [30]
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Latka ur€ena k enkapsulaci se smicha s enkapsulacnim polymerem a tuto smés umistime
do stfikacky (2) nebo tlakové lahve (3), dle pozadovaného zpusobu enkapsulace. Nasledné
je smés tlacena do pulzaéni komory (5), bud tedy stfikackovym Cerpadlem (1) nebo tlakovym
vzduchem (4). Dale pak prochazi pres trysku (7), kde se po vystupu z této trysky rozdéluje
do jednotlivych kapicek o stejné velikosti. Kapic¢ky prochazeji elektrickym polem mezi tryskou
a elektrodou (8), coz zpusobi, ze ziskaji povrchovy naboj, viz obr. 15. Diky elektrostatickym
odpudivym silam, jsou €astice dopadajici do vytvrzovaciho roztoku rozptyleny [29].

V predlozené praci byly jako latky k enkapsulaci pouzity enzymy, jako enkapsulacni
polymer byl pouzit alginat (1% a 2%, tryska 450 um) a chitosan (rovnéz 1% a 2%, tryska
750 um) a smés byla dana do tlakové lahve, nikoliv do stfikacky [29].
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Obr. 15 Schematické znazornéni Enkapsulatoru B-395 Pro [29

Ukazka nékterych z pfipravenych &astic je uvedena v pfilohach 2 a 4.

4.4 Stanoveni enkapsulacni u¢innosti

Enkapsulaéni uc€innost enzym( byla stanovena jednak pomoci stanoveni koncentrace
proteind Hartree-Lowryho metodou a jednak s vyuzitim stanoveni enzymové aktivity [18].

Pfi stanoveni enkapsulacni ucinnosti za pomoci Hartree-Lowryho metody byla nejdfive
zméfena koncentrace proteind v roztoku, ve kterém byl rozpustén enzym urCeny
k enkapsulaci. Nasledné byl enzym enkapsulovan a €astice centrifugovany. V supernatantu
byla poté stanovena zbytkova koncentrace bilkovin a pouZita k vypoCtu mnoZstvi
enkapsulovanych proteinli a k % enkapsulaéni u¢innosti [18].

Pfi stanoveni enkapsulacni ucinnosti za pomoci enzymové aktivity byla zméfena
enzymova aktivita nejdfive v roztoku enzymu uréeného k enkapsulaci. Nasledné byl enzym
enkapsulovan, Castice centrifugovany a nakonec byla zméfena zbyld enzymova aktivita
v supernatantu [18].
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4.41 Stanoveni koncentrace proteini Hartree-Lowryho metodou

Pro stanoveni koncentrace proteinu byla pouzita Hartree-Lowryho metoda. K 1 ml vzorku
obsahujiciho enzym bylo pfidano 0,9 ml Hartree-Lowryho d&inidla A. Roztok byl nasledné
inkubovan ve vodni lazni pfi 50 °C po dobu 10 minut. Po ochlazeni roztoku bylo pfidano
0,1 ml Hartree-Lowryho ¢inidla B, dale byl roztok protfepan a inkubovan tentokrat pfi
laboratorni teploté opét po dobu 10 minut. Nakonec byly pfidany 3 ml Folin-Ciocalteuova
Cinidla a smés byla jesté jednou inkubovana 10 minut ve vodni lazni pfi 50 °C. Roztok byl
ochlazen a byla zméfena jeho absorbance pfi 650 nm [31].
SloZeni Cinidel:

Roztok A: 2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 100 g uhli¢itanu sodného, 500 ml
1M hydroxidu sodného, doplnit destilovanou vodou do 1|

Roztok B: 2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 1 g pentahydratu siranu médnatého,
10 ml 1M hydroxidu sodného

Roztok C: Folin-Ciocalteuovo €inidlo:destilovana voda (1:15)

4.4.1.1 Stanoveni kalibraéni kfivky albuminu

Pro sestrojeni kalibracni kfivky byl pouZit standardni roztok hovéziho sérového albuminu,
z néhoz byla pfipravena kalibracni fada o koncentraci 0,025 az 0,500 mg/ml. Koncentrace
proteinl byla stanovena dle postupu popsaného v pfedchozi kapitole (kap. 4.4.1) [18].

4.4.2 Stanoveni enzymovych aktivit

Pfi stanoveni proteazové aktivity trypsinu, bromelainu, pankreatinu a proteolytické aktivity
komplexu mladého je€mene byl jako substrat pouZit roztok azoalbuminu o koncentraci
5 mg/ml [18].

0,1 ml substratu bylo smichano s 0,1 ml supernatantu a nasledné inkubovano pfi 37 °C po
dobu 30 minut. Reakce byla zastavena pfidavkem 0,41 ml 10% kyseliny trichloroctové, poté
byly vzorky centrifugovany. V kyveté bylo k 0,5 ml ziskaného supernatantu pfidano 0,7 ml
1M hydroxidu sodného a nakonec byla zméfena absorbance pfi 440 nm proti blanku [18].

4.5 Stanoveni velikosti ¢astic

Velikost ¢astic byla stanovena pomoci pfistroje ZetaSizer Nano ZS. Roztoky ¢astic byly
nafedény na vhodnou koncentraci (100x zfedény) a zméfeny v kyveté [18].

4.6 Stanoveni stability ¢astic

Stabilita ¢astic byla zméfena stejné jako velikost Castic na pfistroji ZetaSizer Nano ZS
pomoci Zeta Dipp cely. Pfed vlastnim méfenim byla cela ponofena do roztoku v kyveté.
Roztoky byly pfed analyzou rovnéz 100x zfedény [18].

4.7 Stanoveni stability ¢astic v modelovych télnich tekutinach

4.7.1 Slozeni modelové pankreatické st'avy

Pankreaticka Stava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 15 g
hydrogenuhli¢itanu sodného ve 100 ml destilované vody, pH bylo upraveno na cca 8,9 [18].

4.7.2 Slozeni modelové zaludeéni St'avy

Zaludeéni $tava byla pfipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpustén ve 100 ml
destilované vody. Nasledné bylo pfidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové a hodnota pH
byla upravena na hodnotu 0,9 [18].

4.7.3 Slozeni modelové zluéové st'avy
Zlugové $tava byla pripravena pfidanim 0,8 g Zlugovych soli do 200 ml pufru o pH 8 [18].
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4.8 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach

Simulantem potraviny je oznacen zkuSebni roztok presné definovaného slozeni a pfesné
definovanych vlastnosti, nahrazujici urlitou potravinu nebo skupinu potravin. Pro potraviny
s pH vy838im neZ 4,5 byla pouZita voda, pro potraviny s pH niZ8im byl pfipraven 3% roztok
kyseliny octové. Pro alkoholové potraviny byl potom pfipraven 10% roztok ethanolu a pro
tukoveé potraviny byl pouZit jako modelovy roztok olej smichany s vodou v poméru 1:3 [18].

Castice byly ponechany ve &tyfech typech modelovych potravin a pomoci stanoveni
koncentrace proteint Hartree-Lowryho metodou byla sledovana jejich stabilita, a to po 1
tydnu a 1 mésici [18].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Enkapsulace enzymi — manualni priprava

5.1.1 Stanoveni enkapsulacni u€innosti pomoci stanoveni koncentrace proteinu

Postup stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti pomoci stanoveni koncentrace proteint byl
popsan v kapitole 4.4.1. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla
nasledné vypodtena prumeérna koncentrace proteint (kalibracni pfimka viz pfiloha 1).
Zrozdilu vychozi koncentrace proteind vroztoku enzymu a koncentrace proteinu
v supernatantu po enkapsulaci bylo uréeno procento enkapsulovaného enzymu. Vysledky
jsou shrnuty v tab. 3 a grafu 1.

Tab. 3 Enkapsulacni tucinnost vyjadrena v procentech u jednotlivych typt castic [%]

alginatove chitosanové Skroboveé lipozomové
bromelain 27,20 49,20 86,20 78,80
mlady je€men 78,29 81,25 55,88 48,77
pankreatin 22,00 80,40 44,60 60,00
trypsin 39,60 70,40 44,40 50,80

Graf 1: Srovnani enkapsulacni tcinnosti v ramci v8ech castic

Enkapsulacni ucinnost - srovnani
v ramci vsech castic
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Na zakladé vyhodnocenych dat mizeme pozorovat, Ze nejvySSi enkapsulaéni uc€innost
uv8ech typu enzymu, s vyjimkou bromelainu, byla stanovena u chitosanovych c&astic.
Do lipozomovych ¢&astic se s u€innosti vyssi nez 50 % enkapsulovaly enzymy trypsin,
pankreatin a bromelain. Mlady jeCmen této hranice nedosahl, ale se svou enkapsulacni
ucinnosti 48,77 % se ji dosti blizi. U Castic Skrobovych se enkapsulaéni ucinnost vSech
balenych enzymu pohybovala v rozmezi 40 — 60 %, pfi€emz bromelain vykazoval v tomto
pfipadé enkapsulacni u¢innost vysoce nad timto rozmezim, a sice 86,20 %, coz je v ramci
celkového srovnani nejvy$Si hodnota. Naopak obecné nejhlfe se enkapsulovaly enzymy
do &astic alginatovych, vyjimkou byl tentokrat mlady jeCmen, ktery se pravé v alginatovych
Casticich enkapsuloval velmi dobfe. Enkapsulaéni u€innost v ramci jednotlivych enzymu, bez
ohledu na typ castic, byla nejvy38i u mladého je€mene a bromelainu, nejnizSi potom
u trypsinu. V pfipadé enkapsulace pankreatinu Ize navic oCekavat jeho ¢asteCny hydrolyticky
efekt i vUCi materialu nékterych ¢astic, ponévadz pankreatin je smés hydrolaz
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s proteolytickou, amylolytickou i lipolytickou aktivitou. V ramci pfedlozené prace by se mohla
uplatnit zejména alfa-amylazova aktivita, a to vucéi Skrobu nebo jinym polysacharidiim
obsahujicim a-1,4-glykosidické vazby.

Z celkového hlediska jsou tedy pro enkapsulaci proteolytickych enzymi nejvhodné;si
chitosanové CcCastice, popfipadé lipozomové, nejméné vhodnymi jsou potom castice
alginatove.

5.1.2 Stanoveni enkapsulaéni u€innosti pomoci enzymové aktivity

Stanoveni enkapsulaéni ucinnosti pomoci enzymoveé aktivity bylo provedeno dle postupu
uvedeného v kapitole 4.4.2. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla
poté vypocétena primérna enzymova aktivita. Z hodnot enzymové aktivity v plvodnim
roztoku enzymu a enzymové aktivity v supernatantu po enkapsulaci byla uréena
enkapsulaéni uc€innost. Vysledky jsou shrnuty v tab. 4 a grafu 2.

Tab. 4 Enkapsulacéni ucinnost vyjadiena v procentech u jednotlivych typt castic [%]

alginatove chitosanové Skrobové lipozomové
bromelain 86,45 69,75 58,97 61,41
mlady je€men 93,48 70,17 89,39 56,96
pankreatin 75,05 88,59 72,54 69,98
trypsin 89,98 76,5 47,22 43,11

Graf 2: Srovnani enkapsulacni tcinnosti v ramci vSech castic

Enkapsulacni ucinnost - srovnani
v ramci vsech castic
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PFfi stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti pomoci stanoveni enzymové aktivity, byly
pozorovany aZ na pankreatin nejvySsi procenta enkapsulace u alginatovych Castic. Z tab. 4
je patrné, Ze rozdily enkapsulacnich G&innosti v ramci typl ¢astic, nejsou zdaleka tak velké
jako v pfipadé stanoveni téhoz parametru pomoci koncentrace proteinli. Rovnéz mizeme
vidét, ze hodnoty vSech enkapsulacnich ucinnosti jsou pomérné vysoké, pod 50 % se
enkapsuloval jen enzym trypsin, a to v pfipadé Skrobovych a lipozomovych &astic. Z hlediska
enkapsulace jednotlivych enzym( se nejlépe enkapsuloval extrakt mlady jeCmen a
pankreatin, hafe pak bromelain s trypsinem.

Obecné mlzeme fici, ze stanoveni enkapsulacni U€innosti pomoci enzymovych aktivit
poskytuje v nékterych pfipadech i vyrazné odlisné hodnoty nez u stanoveni pomoci
koncentrace proteini. DUvodem muze byt napfiklad interference slozek enkapsulaéni smési
s Cinidly pouzivanymi béhem jednotlivych stanoveni a tim ovlivnéni vysledkd stanoveni
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enzymovych aktivit. Dals§im moznym vysvétlenim je skute€nost, Ze metodou enzymovych
aktivit vlastné zjiStujeme, jaké % ucinnosti si jednotlivé enzymy zachovaly po enkapsulaci a
to maze byt odlisné od celkového mnozstvi enzymu nebo bilkovin v pfipadé komplexnich
extraktd.

5.1.3 Stanoveni velikosti ¢astic

Postup stanoveni velikosti Castic byl popsan v kapitole 4.5. VSechny vzorky byly

proméreny dvakrat a ze ziskanych dat byl nasledné vypocten priimér. Vysledky jsou shrnuty
v tab. 5.

Tab. 5 Srovnani velikosti jednotlivych typt castic [nm]

alginatove chitosanové Skroboveé lipozomoveé
prazdné 971,80 1418,50 266,60 151,95
bromelain 619,65 204,00 171,05 182,13
mlady je€men 1 037,95 2 161,50 251,20 215,20
pankreatin 337,35 523,30 279,50 117,80
trypsin 634,05 1.384,00 558,05 135,50

Velikost &astic byla stanovena jak u €astic s enkapsulovanymi enzymy, tak u &astic
prazdnych. Nejvétsi velikost prazdnych ¢astic byla naméfena u &astic chitosanovych, viz
obr. 17, nejmensi pak u ¢astic lipozomovych, viz obr. 16. Mizeme pozorovat, ze tento trend
se uplatfiuje rovnéz v ramci plnych &astic.

Ze srovnani velikosti jednotlivych &astic je patrné, Zze nejvétsi byly prakticky vzdy Castice
obsahujici komplexni extrakt z mladého jeCmene.

Distribuce velikosti Castic
15. .................. .................. ..- ................. : .................

0TG- .................. ,_ ................ . .................

intenzita [%)

01 1 10 100 1000 10000
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Obr. 16 Velikost lipozomovych ¢astic s enkapsulovanym pankreatinem — nejmenS$i éastice
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Obr. 17 Velikosti chitosanovych c¢astic s enkapsulovanym mladym jemenem — nejvétsi ¢astice
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5.1.4 Stanoveni stability ¢astic

Stanoveni stability &astic bylo provedeno méfenim zeta potencidlu dle postupu
uvedeného v kapitole 4.6. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byl
poté vypocten primér. Vysledky jsou shrnuty v tab. 6.

Tab. 6 Srovnani stability jednotlivych typu éastic [mV]

alginatové chitosanové Skrobové lipozomové
prazdné -19,45 48,65 -12,05 -39,50
bromelain -16,10 33,70 -8,11 -38,30
mlady je€men -2,63 32,45 -11,75 -32,95
pankreatin -13,20 36,10 -9,50 -41,60
trypsin -23,20 50,20 -10,15 -43,23

Stabilita Castic byla podobné jako velikost stanovena u Castic prazdnych (grafické
znazornéni viz pfiloha 3) i plnych. Budeme-li vychazet z pfedpokladu, ze Castice se zeta
potencidlem vy$8im nez +30 mV &i zeta potencialem niz8§im nez -30 mV se povaZzuji za
stabilni, mizeme za stabilni &astice oznagit chitosanové a lipozomové. Castice alginatové a
Skrobové do rozmezi stability nespadaiji, jsou tedy nestabilni. Opét mizeme fici, ze tento
trend se projevuje jak vramci €astic prazdnych, tak vramci &astic s enkapsulovanymi
enzymy.

5.1.5 Stanoveni stability ¢astic v modelovych télnich tekutinach

Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi enzymy byla pozorovana v modelové pankreatické,
zalude€ni a zlu€ové stavé (s dobou inkubace 20 min, resp. 40 minut pro stavu zluCovou), a
ur€ena byla pomoci stanoveni koncentrace proteini. Toto stanoveni bylo provedeno dle
postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. Modelové télni tekutiny byly pfipraveny podle
kapitol 4.7.1, 4.7.2, 4.7.3. VVSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla
nasledné vypoctena primérna koncentrace proteind. Z rozdilu koncentrace proteinu pred
pusobenim a po pusobeni modelovych télnich tekutin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych
proteinl v procentech. Vysledky jsou shrnuty v tab. 7, 8, 9 a grafech 3, 4, 5.

5.1.5.1 Stanoveni stability ¢astic v pankreatické st'avée

Stabilita ¢astic v pankreatické stavé byla uréena pomoci stanoveni koncentrace proteinu.
Toto mérfeni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.4. Modelova pankreaticka
Stava byla pfipravena podle kapitoly 4.7.1. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze
ziskanych dat byla nasledné vypocétena primérna koncentrace protein(. Zrozdilu
koncentrace proteint pfed pasobenim a po plsobeni modelovych télnich tekutin bylo uréeno
mnozstvi uvolnénych proteinl v procentech. Vysledky jsou shrnuty v tab. 7 a grafu 3.

Tab. 7 Procentualni uvolnéni protein( z jednotlivych typu Eastic v pankreatické Stavé [%]

alginatove chitosanové Skroboveé lipozomové
bromelain 38,24 1,93 36,08 44,19
mlady jeCmen 31,05 11,25 3,67 1,50
pankreatin 4,18 17,57 22,26 29,97
trypsin 43,59 52,23 3,06 55,71
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Graf 3: Procentualni uvolnéni protein(i z ¢astic v pankreatické stavé
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Mnozstvi uvolnénych proteint v ramci vSech ¢astic se pohybovalo v rozmezi od 1,50 do
55,71 %. Na zakladé této informace mizeme konstatovat, ze procenta uvolnénych proteinu
u jednotlivych Castic byla velmi odliSna. Za nejméné stabilni Castice je mozné v tomto
pfipadé oznacit Castice lipozomove, kde s vyjimkou mladého jeCmene, bylo vzdy mnozstvi
uvolnénych proteind nejvysSi. Za Castice obecné nejstabilnéjsi v prostfedi pankreatické
stavy mizeme povazovat Castice Skrobové.

5.1.5.2 Stanoveni stability ¢astic v Zaludeéni stavé

Toto stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. Modelova Zaludecni
Stava byla pfipravena podle kapitoly 4.7.2. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze
ziskanych dat byla nasledné vypocétena primérna koncentrace protein(. Zrozdilu
koncentrace proteinl pred plsobenim a po pusobeni modelovych télnich tekutin bylo uréeno
mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky jsou shrnuty v tab. 8 a grafu 4.

Tab. 8 Procentualni uvolnéni proteint z jednotlivych typa éastic v Zaludecéni Stavé [%]

alginatove chitosanové Skrobové lipozomové
bromelain 60,40 1,93 30,90 23,50
mlady je€men 38,80 9,43 0,86 1,03
pankreatin 26,77 12,72 33,72 2,13
trypsin 52,37 40,14 0,81 43,03
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Graf 4: Procentualni uvolnéni protein( z ¢astic v Zaludeéni $tavé
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Dle hodnot uvedenych v tab. 8 mizeme opét pozorovat nemalé odliSnosti v procentualnim
uvolnéni protein z jednotlivych typla Castic. Na zakladé méfeni bylo zjiSténo, Ze nejméné
stabilnimi ¢asticemi jsou v kyselém prostfedi Zaludec¢ni Stavy Castice alginatové. Ostatni typy
¢astic potom v priméru vykazovaly stabilitu podobnou, konkrétné z chitosanovych &astic se
vlivem plsobeni Zaludecni Stavy uvolnilo primémé 16,06 % enzymu(, ze Skrobovych
16,57 % a z lipozomovych &astic 17,42 %.

5.1.5.3 Stanoveni stability ¢astic ve Zlucové Stavé

Stabilita Castic ve ZluCové stavé byla urena pomoci stanoveni koncentrace proteind.
Toto stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. Modelova ZluCova
Stava byla pfipravena podle kapitoly 4.7.3. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze
ziskanych dat byla nasledné vypoctena primérna koncentrace proteind. Zrozdilu
koncentrace proteinl pred plsobenim a po pusobeni modelovych télnich tekutin bylo uréeno
mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky jsou shrnuty v tab. 9 a grafu 5.

Tab. 9 Procentualni uvolnéni proteint z jednotlivych typl éastic ve ZluCové Stavé [%]

alginatové chitosanové Skrobové lipozomové
bromelain 22,21 8,01 37,10 47,84
mlady je€men 21,24 0,97 3,40 0,45
pankreatin 2,64 15,12 47 11 36,75
trypsin 88,64 56,56 20,77 90,47
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Graf 5: Procentualni uvolnéni proteint z ¢astic ve Zluéové stave
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Mnozstvi uvolnénych proteint v ramci vSech ¢astic se pohybovalo v rozmezi od 0,45 do
90,47 %. Na zakladé téchto vysledki muzeme konstatovat, Ze odliSnost procentualniho
uvolnéni proteind z jednotlivych typu €astic zde byla vyrazna. Nejmensi stabilitu vykazovaly
lipozomové Castice, nejvySsSi pak Castice chitosanoveé, u nichZz se mnozstvi uvolnénych
proteini pohybovalo od 0,97 do 56,56 %.

Pfi stanoveni stability Eastic v modelovych télnich tekutinach bylo experimentalné zjisténo,
ze prumérné nejstabilngjSi byly Castice ve Stavé zaludecni, zatimco nejméné stabilni
ve Stavé ZluCové. V pankreatické Stavé byla nejvysSi stabilita pozorovana u Castic
Skrobovych, nejnizsi u lipozomovych. Ve Stavé Zaludecni bylo nejvySSi procento uvolnénych
enzymu stanoveno u ¢astic alginatovych. Ve ZluCové Staveé byly jako nejstabilnéjSi oznaeny
Castice chitosanové, jako nejméné stabilni potom &astice lipozomové.

Vy8&S§i stabilita v kyselém prostiedi umélé ZaludeCni Stavy je vyhodou pro cileny transport
enkapsulovanych enzymu do tenkého stfeva, kde jsou pUsobenim pankreatické a ZluCové
Stavy rozpoustény, enzymy se mohou uvolnit a byt vyuzity napfiklad k hydrolyze slozek
traveniny.

5.1.6 Stanoveni stability ¢astic v simulovanych potravinach

Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi enzymy v simulovanych potravinach 4.8 byla uréena
pomoci stanoveni koncentrace proteint dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny
vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypocétena prumérna
koncentrace protein. Z rozdilu koncentrace proteini pfed puUsobenim a po plsobeni
simulovanych potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky
jsou shrnuty v tab. 10, 11, 12 a 13.

5.1.6.1 Stabilita alginatovych castic

Stabilita alginatovych ¢astic v simulovanych potravinach 4.8 byla urena pomoci
stanoveni koncentrace proteind dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny vzorky
byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoc&tena pramérna koncentrace
proteinll. Z rozdilu koncentrace proteinid pfed pusobenim a po plsobeni simulovanych
potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky jsou shrnuty
v tab. 10.
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Tab. 10 Procentualni uvolnéni proteint z alginatovych &astic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 9,45 10,59 1,18 7,65 6,40 31,47 3,24 3,50
mlady je€men 1,95 4,43 0,13 5,91 0,09 0,65 0,01 2,27
pankreatin 22,27 | 30,18 2,05 20,68 9,14 9,50 14,27 | 14,50
trypsin 37,56 | 59,70 | 19,44 | 32,60 | 59,72 | 76,64 | 14,49 | 14,50

Po tydnu plsobeni simulovanych potravin na alginatové castice s enkapsulovanymi
enzymy se jako nejstabilnéjSi projevily ¢astice ponechané v 3% roztoku kyseliny octové, jako
nejmené stabilni byly potom vyhodnoceny &astice ponechané v 10% roztoku ethanolu.

Zaméfime-li se na dlouhodobou stabilitu, tedy na stabilitu po mési¢nim plsobeni
simulovanych potravin, vidime, Ze nejstabilngjSimi byly tentokrat ¢astice ponechané ve vodé,
zatimco jako nejméné stabilni se opét projevily ¢astice po pusobeni 10% roztoku ethanolu.

Na zakladé téchto vysledk mizeme fici, Zze alginatové Castice jsou tedy pfi niz§im pH
stabilngjsi nez pfi pH vy$Sim. Rovnéz mizeme tvrdit, Zze v alkoholovych potravinach jsou
Castice méné stabilni nez v nealkoholovych.

5.1.6.2 Stabilita chitosanovych castic

Stabilita chitosanovych ¢&astic v simulovanych potravinach 4.8 byla uréena pomoci
stanoveni koncentrace proteind dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny vzorky
byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoc&tena primérna koncentrace
protein(. Zrozdilu koncentrace proteind pfed puUsobenim a po pulsobeni simulovanych
potravin bylo ur¢eno mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky jsou shrnuty
v tab. 11.

Tab. 11 Procentualni uvolnéni protein( z chitosanovych ¢astic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 7,87 8,00 1,46 1,50 8,01 8,50 7,60 8,00
mlady je€men 1,16 4,37 1,11 4,12 1,19 1,19 1,11 1,50
pankreatin 3,51 7,34 0,45 5,68 2,10 2,75 3,42 9,94
trypsin 22,4 27,78 | 10,09 | 10,50 | 29,38 | 29,50 | 21,51 | 22,20

Pfi pozorovani kratkodobé stability v simulovanych potravinach se v pfipadé
chitosanovych ¢&astic ukazaly byt nejstabilnéjSi ¢astice po pusobeni 3% roztoku kyseliny
octoveé, naopak nejméné stabilnimi se projevily Castice ponechané v roztoku oleje.

Po mésicnim plsobeni simulovanych potravin byly jako nejstabiln&jSi oznaceny rovnéz
Castice v 3% roztoku kyseliny octové, nejnizsi stabilitu vykazovaly potom Castice ponechané
v 10% roztoku ethanolu.

Dle vysledkl shrnutych v tab. 11 Ize konstatovat, Ze chitosanové astice jsou, podobné
jako alginatové, pfi nizSim pH stabilngjSi. Stejné tak mulzeme tvrdit, Ze v tukovych a
alkoholovych potravinach jsou Castice méné stabilni nez v potravinach netukovych a
nealkoholovych.

5.1.6.3 Stabilita Skrobovych céastic

Stabilita Skrobovych &astic v simulovanych potravinach 4.8 byla ur€ena pomoci stanoveni
koncentrace proteinl dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny vzorky byly
proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoctena primérna koncentrace
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proteinll. Z rozdilu koncentrace proteini pfed pusobenim a po plsobeni simulovanych
potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky jsou shrnuty
v tab. 12.

Tab. 12 Procentualni uvolnéni proteinu ze Skrobovych castic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 3,67 4,00 2,04 2,50 0,15 0,96 4,08 4,50
mlady jeCmen 4,42 4,50 0,27 3,01 1,27 1,65 4,72 5,00
pankreatin 3,05 3,50 0,07 1,79 1,41 1,50 10,65 | 11,00
trypsin 7,03 7,50 7,70 8,74 2,16 2,50 8,22 8,50

Po tydnu pusobeni simulovanych potravin na Skrobové Castice s enkapsulovanymi
enzymy se jako nejstabilngjSi projevily ¢astice ponechané v roztoku oleje, jako nejméné
stabilni byly potom vyhodnoceny ¢astice ponechané ve vodé.

V pfipadé dlouhodobé stability byly zavéry obdobné. Nejvy3si stabilitu vykazovaly ¢astice

Na zakladé téchto vysledki muzeme Fici, Ze Skrobové Castice jsou tedy v tukovych
potravinach stabilnéjsi nez v potravinach netukovych.

5.1.6.4 Stabilita lipozomovych éastic

Stabilita lipozomovych ¢astic v simulovanych potravinach 4.8 byla uréena pomoci
stanoveni koncentrace proteind dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny vzorky
byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoctena priimérna koncentrace
proteinl. Z rozdilu koncentrace proteinid pfed pusobenim a po plsobeni simulovanych
potravin bylo ur€eno mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky jsou shrnuty
v tab. 13.

Tab. 13 Procentualni uvolnéni protein z lipozomovych ¢astic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 20,99 | 26,38 7,66 10,53 | 23,10 | 23,64 8,21 12,55
mlady jeCmen 12,02 | 12,50 1,46 1,50 10,25 | 10,50 0,51 4,92
pankreatin 17,68 | 18,00 0,40 6,60 0,97 3,67 0,07 3,88
trypsin 40,49 | 40,50 0,93 16,30 | 19,43 | 23,03 | 20,94 | 21,00

Pfi pozorovani kratkodobé stability v simulovanych potravinach se v pfipadé
lipozomovych &astic ukazaly byt nejstabilnéjSi Castice po pusobeni 3% roztoku kyseliny
octové, naopak nejméné stabilnimi se projevily ¢astice ponechané v 10% roztoku ethanolu.

Po mésiénim pusobeni simulovanych potravin bylo vyhodnoceni stability stejné jako
v pfipadé méfeni po tydnu.

Dle vysledkd shrnutych v tab. 13 Ize konstatovat, Ze lipozomové €astice jsou pfi niz§im pH
stabilngjSi nez pfi pH vyS8Sim. Rovnéz muzeme tvrdit, Ze v potravinach alkoholovych jsou
Castice méné stabilni nez v potravinach alkohol neobsahujicich.

Pfi stanoveni stability ¢astic v simulovanych potravinach bylo experimentalné zjisténo, ze
obecné nejstabilngjSi byly castice v 3% roztoku kyseliny octové, zatimco nejméné stabilnimi
potom v 10% roztoku ethanolu. Na zakladé vysledkl muzeme konstatovat, Ze tento trend
plati jak vramci kratkodobé stability, tak vramci stability dlouhodobé. Vysledky jsou
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v relativni shodé s daty ziskanymi pfi testovani stability v modelovém fyziologickém
prostredi.

5.2 Enkapsulace enzymu - pfiprava pomoci enkapsulatoru

5.2.1 Stanoveni enkapsulacni i€innosti pomoci stanoveni koncentrace proteinu
Postup stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti pomoci stanoveni koncentrace proteinu byl
popsan v predchozi kapitole 4.4.1. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych
dat byla nasledné vypoctena priimérna koncentrace proteinli. Z rozdilu vychozi koncentrace
proteinl v roztoku enzymu a koncentrace proteini v supernatantu po enkapsulaci bylo
uréeno procento enkapsulovaného enzymu. Vysledky jsou shrnuty v tab. 14 a grafu 6.

Tab. 14 Enkapsulacni ucinnost vyjadrena v procentech u jednotlivych typu ¢astic [%]

alginat 1% alginat 2% chitosan 1% chitosan 2%
bromelain 82,22 60,74 84,55 66,02
mlady je€men 99,25 67,10 89,83 93,22
pankreatin 85,49 62,75 89,83 62,83
trypsin 41,02 53,78 66,33 35,47

Graf 6: Srovnani enkapsulacni tcinnosti v ramci v8ech castic
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Na zakladé vyhodnocenych dat mUzeme pozorovat, Ze nejvySSi enkapsulaéni ucinnost
u vSech typu enzymu, s vyjimkou mladého je€mene, byla stanovena u €astic z 1% chitosanu.
Rovnéz muzeme sledovat, ze hodnoty vSech enkapsulagnich uGcinnosti jsou pomérné
vysoké, pod 50 % se enkapsuloval jen enzym trypsin, a to v pfipadé &astic z 1% alginatu a
2% chitosanu. V ramci enkapsulace jednotlivych enzymu se nejlépe enkapsuloval komplex
mlady je€men, ktery dosahl ve dvou pfipadech enkapsulacni uc¢innosti nad 90 %, nejhlre se
pak enkapsuloval trypsin.

5.2.2 Stanoveni stability ¢astic v modelovych télnich tekutinach

Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi enzymy byla pozorovana v modelové pankreatické,
zaludeCni a zluCové stavé (s dobou inkubace 20 min, resp. 40 minut pro Stavu ZluCovou), a
uréena byla pomoci stanoveni koncentrace proteind. Stanoveni koncentrace proteini bylo
provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat
a ze ziskanych dat byla nasledné vypoétena primérna koncentrace proteinli. Z rozdilu
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koncentrace proteinl pfed plsobenim a po pusobeni modelovych télnich tekutin bylo uréeno
mnozstvi uvolnénych proteinl v procentech. Vysledky jsou shrnuty vtab. 15, 16, 17 a
grafech 7, 8, 9.

5.2.2.1 Stanoveni stability ¢astic v pankreatické stavé

Stabilita ¢astic v pankreatické §tavé byla uréena pomoci stanoveni koncentrace proteind.
Toto stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. Modelova
pankreaticka stava byla pfipravena podle kapitoly 4.7.1. VSechny vzorky byly proméreny
dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoctena primérna koncentrace proteinu.
Z rozdilu koncentrace proteinu pfed plusobenim a po pusobeni modelovych télnich tekutin
bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteint v procentech. Vysledky jsou shrnuty v tab. 15 a
grafu 7.

Tab. 15 Procentualni uvolnéni proteint z jednotlivych typu Eastic v pankreatické stavé [%]

alginat 1% alginat 2% chitosan 1% chitosan 2%
bromelain 30,66 32,02 38,85 2,42
mlady jeCmen 14,36 5,96 32,28 8,48
pankreatin 34,68 5,02 0,11 36,12
trypsin 83,05 48,79 24,19 36,81
Graf 7: Procentualni uvolnéni proteini z ¢astic v pankreatické Stavé
Castice s enkapsulovanymi enzymy
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Mnozstvi uvolnénych proteint v ramci vSech &astic se pohybovalo v rozmezi od 0,11 do
83,05 %. Na zakladé této informace mizeme konstatovat, Ze procenta uvolnénych proteina
u jednotlivych &astic byla velmi odliSna. Za nejméné stabilni Castice je mozné v tomto
pfipadé oznacCit Castice z 1% alginatu. Ostatni typy Castic potom v priméru vykazovaly
stabilitu podobnou, konkrétné z ¢astic z 2% alginatu se vlivem plsobeni pankreatické Stavy
uvolnilo primérné 22,95 % enzym(, z ¢astic z 1% chitosanu 23,86 % a z Castic z 2%
chitosanu 20,96 %.

5.2.2.2 Stanoveni stability castic v Zaludec¢ni stavé

vvvvv

Toto stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. Modelova Zaludec¢ni
Stava byla pfipravena podle kapitoly 4.7.2. VSechny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze
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ziskanych dat byla nasledné vypoctena primérna koncentrace proteind.

Z rozdilu

koncentrace proteinl pred plsobenim a po pusobeni modelovych télnich tekutin bylo uréeno
mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky jsou shrnuty v tab. 16 a grafu 8.

Tab. 16 Procentualni uvolnéni proteinu z jednotlivych typu éastic v Zaludecni $tavé [%]

alginat 1% alginat 2% chitosan 1% chitosan 2%
bromelain 21,29 8,72 28,74 8,64
mlady jeCmen 1,56 4,47 22,98 7,03
pankreatin 1,99 1,35 8,01 34,69
trypsin 28,54 8,36 22,38 59,24

Graf 8: Procentualni uvolnéni proteint z ¢astic v Zaludecni Stave
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Dle hodnot uvedenych vtab. 16 muUzeme pozorovat mnozstvi uvolnénych proteinu
v rozmezi 1,35 — 59,24 %. Na zakladé mé&feni bylo zji§téno, Ze nejméné stabilnimi &asticemi
jsou vtomto pripadé Castice z 2% chitosanu, u nichz se mnozstvi uvolnénych protein(
pohybovalo od 7,03 do 59,24 %. Jako ty nejstabiln&jSi byly potom stanoveny &astice z 2%
alginatu, kde procentualni uvolnéni enzym neprekrocilo hranici 10 %.

5.2.2.3 Stanoveni stability ¢astic ve Zlu¢ové stavé

Stabilita Castic ve ZluCové stavé byla urena pomoci stanoveni koncentrace proteinu.
Toto stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. Modelova ZluCova
Stava byla pfipravena podle kapitoly 4.7.3. V8echny vzorky byly proméfeny dvakrat a ze
ziskanych dat byla néasledné vypocétena priamérna koncentrace proteind. Z rozdilu
koncentrace proteinl pfed plsobenim a po pusobeni modelovych télnich tekutin bylo uréeno
mnozstvi uvolnénych proteina v procentech. Vysledky jsou shrnuty v tab. 17 a grafu 9.

Tab. 17 Procentualni uvolnéni proteinu z jednotlivych typu éastic ve ZluCové Staveé [%]

alginat 1% alginat 2% chitosan 1% chitosan 2%
bromelain 22,45 15,56 16,91 15,08
mlady je€men 15,97 2,83 9,24 0,91
pankreatin 18,77 19,04 22,93 27,53
trypsin 91,22 33,18 56,82 16,93
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Graf 9: Procentualni uvolnéni protein( z ¢astic ve Zlu¢ové stave
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Mnozstvi uvolnénych proteint v ramci vSech &astic se pohybovalo v rozmezi od 0,91 do
91,22 %. Na zakladé téchto vysledkl muzeme konstatovat, ze odliSnost procentualniho
z 1% alginatu, nejvyssi pak Castice z 2% chitosanu, kde prlmérné mnozstvi uvolnénych
enzymu bylo stanoveno na 15,11 %.

Pfi stanoveni stability ¢astic v modelovych télnich tekutinach bylo experimentalné zjisténo,
Ze prumeérné nejstabilngjsi byly ¢astice ve Stavach zaludecnich, zatimco nejméné stabilnimi
potom ve Stavach pankreatickych. V pankreatické stavé bylo nejvySSi procento uvolnénych
enzymu stanoveno u Castic z1% alginatu. Ve Stavé ZaludeCni byla nejvy$Si stabilita
pozorovana u €astic z 2% alginatu, nejnizsi u ¢astic z 2% chitosanu. Ve Zlu€ové stavé byly
jako nejstabiln&jsi oznaceny Castice z 2% chitosanu, jako nejméné stabilni potom Castice
z 1% alginatu.

Vysledky stability ¢astic pfipravenych na enkapsulatoru byly podobné datim ziskanym
u Castic pfipravenych manualné. | vtomto pfipadé byla zjisténa vySSi stabilita v kyselém
prostfedi umélé ZaludeCni Stavy, ktera muaze byt vyuzZita pro cileny transport
enkapsulovanych enzymU do tenkého stfeva, kde jsou plsobenim pankreatické a ZluCové
stavy rozpoustény, enzymy se mohou uvolnit a byt vyuzity.

5.2.3 Stanoveni stability ¢astic v simulovanych potravinach

Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi enzymy v simulovanych potravinach 4.8 byla urena
pomoci stanoveni koncentrace proteint dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny
vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoctena priamérna
koncentrace proteinl. Z rozdilu koncentrace proteini pfed pusobenim a po pusobeni
simulovanych potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteint v procentech. Vysledky
jsou shrnuty v tab. 18, 19, 20 a 21.

5.2.3.1 Stabilita ¢astic pripravenych z 1% alginatu

Stabilita ¢astic pfipravenych z 1% alginatu v simulovanych potravinach 4.8 byla urena
pomoci stanoveni koncentrace proteint dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny
vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypocétena priamérna
koncentrace proteinl. Z rozdilu koncentrace protein pfed pusobenim a po pusobeni
simulovanych potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteind v procentech. Vysledky
jsou shrnuty v tab. 18.
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Tab. 18 Procentualni uvolnéni proteint z alginatovych &astic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 14,82 | 59,64 | 11,61 | 4533 8,10 27,37 | 18,91 | 47,30
mlady je€men 4,84 46,01 3,63 36,15 0,79 21,28 6,41 25,51
pankreatin 15,86 | 38,25 | 12,35 | 3544 7,02 30,81 8,14 38,67
trypsin 53,36 | 93,27 | 69,88 | 98,54 | 60,50 | 66,52 | 22,81 | 82,60

Po tydnu plasobeni simulovanych potravin na Castice z 1% alginatu se jako nejstabilnéjsi
projevily ¢astice ponechané v roztoku oleje, jako nejméné stabilni byly potom vyhodnoceny
Castice ponechané v 10% roztoku ethanolu.

Zaméfime-li se na dlouhodobou stabilitu, tedy na stabilitu po mési¢nim plsobeni
simulovanych potravin, vidime, Ze nejstabilngjSimi byly opét Castice ponechané v roztoku
oleje, stejné tak jako nejméné stabilni se opét projevily ¢astice po plsobeni 10% roztoku
ethanolu.

Na zakladé téchto vysledkd muzeme fici, Ze Castice z 1% alginatu jsou tedy pfi niz§im pH
stabiln&jsi nez pfi pH vys8im. Stejné tak Ize tvrdit, Ze €astice jsou v alkoholovych potravinach
méné stabilni nez v potravinach nealkoholovych.

5.2.3.2 Stabilita ¢astic pripravenych z 2% alginatu

Stabilita Castic pfipravenych z 2% alginatu v simulovanych potravinach 4.8 byla uréena
pomoci stanoveni koncentrace proteint dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny
vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoétena primérna
koncentrace proteini. Z rozdilu koncentrace proteini pfed pusobenim a po plsobeni
simulovanych potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteint v procentech. Vysledky
jsou shrnuty v tab. 19.

Tab. 19 Procentualni uvolnéni proteint z alginatovych castic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 2460 | 25,00 | 11,46 | 15,42 0,99 2,27 15,71 16,00
mlady je€men 9,21 9,48 6,26 11,90 0,89 0,89 5,64 6,53
pankreatin 44,74 | 45,00 | 31,74 | 32,00 | 27,63 | 28,00 | 20,65 | 21,00
trypsin 86,72 | 98,88 | 38,62 | 45,65 | 36,38 | 50,45 | 94,53 | 95,00

PFi pozorovani kratkodobé stability v simulovanych potravinach se €astice z 2% alginatu
ukazaly byt nejstabilngjsi po pusobeni roztoku oleje, naopak nejméné stabilnimi se projevily
Castice ponechané v 10% roztoku ethanolu.

Po mésicnim plsobeni simulovanych potravin byly jako nejstabiln&jSi oznaceny rovnéz
Castice v roztoku oleje, nejnizsi stabilitu vykazovaly potom ¢astice ponechané v 10% roztoku
ethanolu.

Dle vysledkd shrnutych vtab. 19 lze konstatovat, Ze Castice z2% alginatu jsou
v potravinach tukovych stabilnéjSi nez v potravinach alkoholovych a naopak.

5.2.3.3 Stabilita ¢astic pripravenych z 1% chitosanu

Stabilita ¢astic pfipravenych z 1% chitosanu v simulovanych potravinach 4.8 byla uréena
pomoci stanoveni koncentrace proteint dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny
vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypoctena primérna
koncentrace protein. Z rozdilu koncentrace proteinli pfed pusobenim a po pulsobeni
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simulovanych potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteint v procentech. Vysledky
jsou shrnuty v tab. 20.

Tab. 20 Procentualni uvolnéni proteint z chitosanovych ¢astic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 42,94 | 43,00 | 22,43 | 27,61 | 34,42 | 4507 | 4713 | 47,50
mlady je€men 3,74 5,08 0,47 6,41 1,34 1,50 3,34 10,02
pankreatin 13,56 | 14,00 8,22 8,50 10,62 | 11,00 | 14,43 | 14,43
trypsin 55,88 | 56,00 | 62,21 | 63,00 | 7297 | 77,22 | 80,40 | 87,43

Po tydnu pusobeni simulovanych potravin na ¢astice z 1% chitosanu se jako nejstabilnéjsi
projevily ¢astice ponechané v 3% roztoku kyseliny octové, jako nejméné stabilni byly potom
vyhodnoceny €astice ponechané ve vodé.

V pfipadé dlouhodobé stability byly zavéry obdobné. Nejvy3si stabilitu vykazovaly ¢astice

Na zakladé téchto vysledk mazeme fici, Zze Castice z 1% chitosanu jsou pfi nizSim pH
stabilné&j3i nez pfi pH vyssSim.
5.2.3.4 Stabilita ¢astic pripravenych z 2% chitosanu

Stabilita ¢astic pfipravenych z 2% chitosanu v simulovanych potravinach 4.8 byla uréena
pomoci stanoveni koncentrace proteint dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1. VSechny
vzorky byly proméfeny dvakrat a ze ziskanych dat byla nasledné vypocCtena priamérna
koncentrace protein(. Z rozdilu koncentrace proteinli pred pusobenim a po plsobeni

simulovanych potravin bylo uréeno mnozstvi uvolnénych proteint v procentech. Vysledky
jsou shrnuty v tab. 21.

Tab. 21 Procentualni uvolnéni proteini z chitosanovych ¢astic v simulovanych potravinach [%]

ethanol ocet olej voda
tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic | tyden | mésic
bromelain 14,14 | 14,14 | 26,84 | 33,30 2,09 14,10 | 16,23 | 17,03
mlady jeCmen 4,89 6,10 2,57 7,50 1,48 3,00 2,57 10,33
pankreatin 40,02 | 42,00 | 17,48 | 18,00 | 18,05 | 18,50 | 20,34 | 21,56
trypsin 55,67 | 57,02 | 46,02 | 46,60 | 97,29 | 97,52 | 56,18 | 62,17

Pfi pozorovani kratkodobé stability v simulovanych potravinach se v pfipadé &astic z 2%
chitosanu ukazaly byt nejstabilnéjSi Castice po pusobeni roztoku oleje, naopak nejméné
stabilnimi se projevily ¢astice ponechané v 10% roztoku ethanolu a vodé.

Po mési¢nim plsobeni simulovanych potravin byly jako nejstabilnéjSi oznaceny rovnéz

Dle vysledkd shrnutych vtab. 21 Ize konstatovat, Ze Castice z 2% chitosanu jsou
v potravinach tukovych stabilné&jSi nez v potravinach alkoholovych a naopak.

Pfi stanoveni stability ¢astic v simulovanych potravinach bylo experimentalné zjisténo, ze
obecné nejstabilngjsi byly ¢astice v roztoku oleje, zatimco nejméné stabilnimi potom v 10%
roztoku ethanolu. Na zakladé vysledk mGzeme konstatovat, Ze tento trend plati jak v ramci
kratkodobé stability, tak v ramci stability dlouhodobé.
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6 ZAVER

PfedloZzena bakalafska prace byla zaméfena na enkapsulaci rdznych typl enzym
do organickych cCastic. Teoreticka &ast byla vénovana enzymum a jejich obecnym
vlastnostem, strukture, aktivité a vyuziti, dale potom procesu enkapsulace a jejim technikam.
Byly zde popsany i nékteré metody vyuzivané k analyze Castic, a sice stanoveni distribuce
velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla a stanoveni stability Castic pomoci zeta
potencialu.

V experimentalni ¢asti byly popsany metody pfipravy C¢astic, postupy stanoveni
enkapsulaéni ucinnosti, velikosti a stability €astic. Vlastni experiment byl zalozen na
enkapsulaci ¢tyf typl enzymovych preparatl s hydrolytickou aktivitou (trypsin, bromelain —
protedzy, pankreatin — smés hydrolaz, mlady jeCmen — komplexni pfirodni preparat
s hydrolytickou aktivitou) do organickych mikro- a nanog&astic. Castice byly pfipraveny jednak
manualné a rovnéz pomoci enkapsulatoru. Castice s témito enkapsulovanymi enzymy byly
nasledné charakterizovany.

Na zakladé vysledkl analyzy enkapsulacni ucinnosti bylo zjisténo, ze nejvhodnéjSim
materialem pro enkapsulaci enzyml je na zakladé vysledk( stanoveni enkapsulacni
ucinnosti i stability chitosan, zatimco nejméné vhodnym pak alginat. Co se tyka c&astic
pfipravenych pomoci enkapsulatoru, zde byla nejvy$Si enkapsulac¢ni ucinnost pozorovana
rovnéz u ¢astic z 1% chitosanu.

Déle byla stanovena velikost manualné pfipravenych ¢astic, a to jak u c&astic
s enkapsulovanymi enzymy, tak u ¢astic prazdnych. Nejvétsi velikost byla naméfena u Castic
chitosanovych, nejmensi potom u &astic lipozomovych, kde se rozméry Castic pohybovaly
od 117,80 do 215,20 nm. Vétsi velikost mély Castice s enkapsulovanym komplexem enzymu
ze zeleného je€Cmene. Pomoci zeta potencialu byla stanovena rovnéz stabilita ¢astic, jako ty
stabilni byly oznaceny €astice chitosanové a lipozomove.

Stabilita &astic byla nasledné pozorovana i na zakladé uvolfiovani enkapsulovanych
enzymuU vlivem dlouhodobé inkubace v modelovych télnich tekutinach a modelovych
potravinach. Obecné muzeme fici, Ze nejvétsi stabilitu vykazovaly Eastice v prostfedi umélé
ZaludeCni stavy. Tento trend vy3Si stability ¢astic v kyselém prostfedi se potvrdil i v rdmci
studia stability ¢astic v simulovanych potravinach, kde bylo zjisténo, ze €astice v potravinach
s niz§im pH jsou stabilngjSi nez v potravinach s pH vySS§im. Rovnéz bylo zjisténo, Ze
v potravinach tukovych jsou &astice stabilnéjsi nez v potravinach a napojich obsahujicich
alkohol.

Enkapsulace enzymu i komplexnich enzymovych preparatl se jevi jako vhodna metoda
k cilenému transportu enzym( v travicim traktu i uchovani jejich stability a aktivity
v pfechodné nepfiznivém vnéjSim prostredi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

RNA......c ribonukleova kyselina
DLS......cccoeiiie Dynamic Light Scattering
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10 PRILOHY

Priloha 1 — Kalibraéni primka pro stanoveni proteinti

Kalibracni primka
pro stanoveni proteinli
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Priloha 2 — Vizualizace ¢astic pomoci optického mikroskopu (zvétseni 64x)

Ukazka pfipravenych sastic s enkapsulovanym h‘iladym je€menem, zleva — alginatové c¢astice,
chitosanové castice, Skrobové Castice, lipozomoveé castice, castice z enkapsulatoru 1% a 2% alginat a
rovnéz castice z enkapsulatoru tentokrat 1% a 2% chitosan
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Priloha 3 —
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Priloha 4 — Fotograficka ukazka pfipravenych éastic

Na obrazku vievo nahofe muZeme pozorovat alginatové castice s enkapsulovanym mladym
je€menem, na zbylych dvou obrézcich potom rovnéz alginatoveé ¢astice s enkapsulovanym trypsinem
— oba tyto typy ¢astic byly pfipraveny pomoci enkapsulatoru.
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