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ABSTRAKT

Této bakalarska praca je zamerand na maeZinosbilizacie sladidiel na vybrany ndgsivy
systém. Teoretickacas’” prace bola venovana informaciam o sladidlach, ¢oegch
systémoch a moznosti imobili@ej techniky. V experimentélnégsti bola optimalizovana
pripravacastic z polyhydroxybutyratu (PHB). Pripravené PEH3tice boli charakterizované
metodou dynamického rozptylu svetla (DLS). Povr¢tBRiastic bol aktivovany pomocou
plazmy. Takto aktivovany povrch PH&stic bol charakterizovany pomocou ik&e/enej
a Ramanovej spektroskopie. Imobilizované boli lakysladkou chiou: glukéza, fruktdza,
sachar6za, mannitol, sorbitol a erytritol. Na Pl&stice sa z testovanych latok podarilo
naviaza iba sachardzu. Imobilizovangéastice boli vystavenéiinkom umelej Zaludinej,
pankreatickej a Zbvej ¥avy a bolo sledované mnoZstvo liwenej sachar6zyDalej bola
sledovana dlhodoba stabiliastic a takisto mnozstvo ufreenej sacharoézy.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on possibilitymimobilization sweeteners on polymeric
system. In the theoretical part information abowveeteners, carrier systems and
the possibility of immobilization technique wereviewed. In the experimental part
preparation of nanopatrticles of polyhydroxybutyr@®eiB) was optimized. The PHB particles
were characterized by dynamic light scattering (PLBHB particles were activated by
plasma treatment. The surface morphology was studieing infrared and Raman
spectroscopy. Immobilization of following substasie@th a sweet taste was tested: glucose,
fructose, sucrose, mannitol, sorbitol and erythrsom these compounds only sucrose was
immobilized on PHB patrticles successfully. Preparathobilized particles were exposed to
the artificial stomach juice, intestinal juices dnltk acids and amount of released sucrose was
monitored. Finally, long-term stability preparedtpades was measured and also the amount
of sucrose released was determined.

KLZUCOVE SLOVA: Sladidla, sachar6za, polyhydroxybutyrat, imobitiza

KEYWORDS: Sweeteners, sucrose, polyhydroxybutyrate, imnmesdilbn
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1 UuvoD

Celosvetovy dopyt po prirodnych zdrojoch nekalojatk sladidiel sa v poslednom désai
vyrazne zvysil. Publicistikacoraz ¢astejSie ukazuje verejnosti zdravotné dopady prijmu
jednoduchych cukrov na zdravigm odradza spotrebitev od kalorickych cukrov a dava do
popredia prirodné nizkokalorické alebo nekaloriakérnativy — sladidla [1].

Sladidla su latky, ktoré udleju potravine sladku chiua neprispievaju k celkovému prijmu
kalérii. Potraviny a napoje so znizenym obsahoniicsld celosvetovo Veni popularne a ich
konzumacia je povazovana za délezitl v boji pragtabolickym ochoreniam ako je obezita,
dyslipidémia, ischemickad choroba srdca, hypertengieatéza pene, mozgovo cievne
ochorenia, diabetes druhého typu, ktory sa v§ajeavysokou hladinou glukozy v krvi
a inzulinovej rezistencie [2]. Dovodom pouZitia rednych sladidiel je fakt, Ze tieto latky sa
nezWashuju biochemickych pochodov v organizme tym istymésgbom ako cukry
a neposkytuju organizmu Ziadnu alebo lefnviemall energiu.

Prvym umelo vytvorenym sladidlom bol sacharin. Bubjaveny nahodne vedcami
C. Fahlbergom a I. Remsenom v roku 187%asastudovania oxidacie o-toulénu-sulfonamidu
[3]. Druhym v poradi bol cyklamét. V roku 1937 chiknM. Sveda objavil cyklamat pri
vyvoji antipyretik [4]. Rovnako ako predchadzajuskadidla, bol nahodne objaveny aj
aspartam v roku 1965 chemikom J. M. Schlatteromrykpripravoval peptidicky hormon —
gastrin, ako liek proti zalidaym vredom [5]. Dalsim v poradi bol nahodne objaveny
acesulfam K v roku 1967 vo farmaceutickej firme ecati Karlom Claussom a Haraldom
Jensenom pg@s ich experimentoch pri vyvoji novych material®y}. [Sukraldéza, nekalorickée
sladidlo, bolo objavené v 1976 vo firme Tate & Lwespolupréci s vyskumnikmi z Kings
College London [7].

S. Schiffman vo svojej praci uvadza, Ze niektotgchto sladidiel negativne vplyvaju na
ludské zdravie. Prikladom je vyskum metabolizmu aldzy. Podla informécii potvrdenych
FDA, sukral6za sa vyliuje v nezmenenej forme stolicou [8]. AvSak, chramgaamy stolice
z TLC po perordlnom podant‘C-sukralézy potkanom [9] Budom [10], tento zaver
nepodporuju. Chromatogramy ukazovali asplwe radioaktivne latky, ktoré boli obsiahnuté
v stolici.

PredloZzen&a bakalarska praca bola zamerana nalindohi latok so sladkou cliau na
nosiovy systém, ktory ma vlastnosti vldkniny. Bola %udna stabilita vytvorenych
systémov vo fyziologickom prostredi. Hlavhym lgen bolo zabezpgt, aby sa
imobilizovana latka z vhodného n&asi neuvdnila do prostredia, ale aby sa wila
v nezmenenej imobilizovanej forme. Tym by sa dalkmedzi’ nedostatkom, na ktoré
poukazuju vo svojich pracach J. Sims [9] a A. RtbEr0] pri metabolizme sukraldzy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 PrehPad latok so sladkou chitfou

Latky so sladkou chiou m6Zzeme rozdelina sacharidy sladidla. Sacharidy sd’alej deleié
na monosacharidy disachridy.Sladidla mézemeozdelt’ pod’a pévodu na prirodné umelé
alebopod’a nutrénej hodnoty na energetick neenergeticke.

2.2 Sacharidy

Sacharidy su zakladnou zlozkou vSetkych Zivych mimyaov ¢ zarover najrozsSirenejSo
skupinas organickych latok. Poznanie Strukturyvlastnosti sacharidov je nevyhnt
k porozumeniu ich ulohy @rganizme. Sacharidy si vyznamnym a najrychlejsimjam
energie. Denny prijem sacharidov potravou Tudi 300500 g, ktoré organizmus dosté
najma w forme polysacharidov, akym je napriklad Skrobsadharidov, sachardz
aostatnymi monosacharidmi. Po chemickej stranke acharidy polyhydroxyaldehyd
polyhydroxyketony aolyhydroxyalkoholy, ktoré sa rozilga na monosacharid
oligosacharidy a posacharidy 11].

2.2.1 Monosacharidy

Monosacharidy su zékladnymi stavebnymi jednotkamBetkych  zloZitejSic
oligosacharidov @olysacharidov. Vé&inu monosacharidov oz&igeme ako cukry, kvc ich
sladkej chuti. Po chemickej stranke su monosachapdlyhydroxyaldehydy, nazyvar
aldézy, pretoze obsahuju aldehydickd skupi polyhydroxyketdony, nazyvané ketézg'aka
jej ketoskupine. Pd@ patu uhlikov \refazci delime monosacharidy na tribzetrdzy,
pentozy, hexdzy a heptozy].

2.2.1.1Glukéza

Glukéza je zo skupiny aldohexéz ¢istom stave je glukdza biela, kryStalicka latkalkkg
chuti. BeZnou konforméciou prirode je Dglukdza, ktora st@ polarizované svetlo dopran
odtid’ pochdlza jej stary nazov dextr6z13].

HO——CH,

OH
Obrazoke. 1: Glukéza

Cista Dglukdza sa nachadz: rastlinach ako jedenproduktov fotosyntézy predstavuje
energeticky zdroj preastliny. Hromadi sa predovSetkyr plodoch. Glukdza je podjednotki
rady prirodnych oligosacharidov, akymi su maltézaacharéza, laktoza iné,
apolysacharidov, napriklad Skrol glykogén. Dglukdza je nevyhnutna praudské telo. J
zakladnym anajrychlejSim zdrojom energie pre vSetky telesmaitka. Vyuzit€na energia n
100 g glukozyini 1670 kJ. Koncentracia-glukdzy vkrvi sa nazyva glyémia [14].



D-glukdza sa pripravuje krysStalizaciol rastlinnych Stiav, hlavne wni¢a hroznorodéhc
avSak hlavnou metédou vyroby je kysla alebo enzyinbydrolyza rastlinného Skrok
TaktieZ sa nej enzymaticky vyraba omnoho sladSi monosachankidza, ktora sa pouza
v potravinarskom priemyslé §.

2.2.1.2 Fruktoza
Fruktdza, tiez ozr@na ako ovocny cukor, patri do piny ket6z. PouZivaju sa tri hlavi
formy produktov:
— krystalicka praskova fruktoza vysokegtoty
— fruktézovy sirup (HFCS- high{fructose corn syrup), je zmesou gluké: fruktdzy
— sachar0za, kde jeden monosacharid fruktozy je kowaé viazany na gluké

CH,OH
4! OH

HO
CH,OH

OH
Obrazoke. 2: Fruktéza
Fruktéza bola objavena ako Stiepny produkt saclyaadaretoZe sté rovinu polarizovanéh
svetla ddlava, bola kedysi nazyvana levul6za. Fruktéza saZipau\ potravinarskom
priemysle ako doplnok alebo substituent cukru (ae@h), pripadne tiez alternati
k sladidlam, napriklad aspaméalebo acesulfanl13].

2.2.2 Disacharidy

Disacharidy su tvorené 2 jednotkami monosacharidkteré su navzajom spoje
glykozidickou vazbou. Pda typu glykozidickej vazby sa disacharidialej delia ne
redukujuce aneredukujuce. Redukujuce disacharidy su spojenéogigickymi vazbami ni
1,4 al,6 koncoch. Maju reduké (&inky, epreto sa daju dokata Tollensovym
a Fehlingvym cinidlom, patria sem napriklad maltoz laktéza. Neredukujuce disachari
su spojené glykozidickymi vazbami na 1, 1,2 koncoch. Na tvorbe tychto vazieb
podid’aju obe poloacetalové skupiny preto nemaju reduké &inky. K neredukujacim
cukrom patri sacharéza [13].

2.2.2.1Maltéza

Maltéza, nazyvana tiez sladovy cukor, je disachdtiory je tvoreny dvomi molekulami-
glukozy spojenymi(1—4) vazbou. Uvdnuje sa zo Skrobu pri Kiénijacmena. Vznika akc
produkt pri rozklade Skrobu amylazpri traveni potravy v Ustach [13].

CHZOH CHZOH
O —0
OH O N— OH
OH OH

Obrazoke. 3: Maltéza
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2.2.2.2Laktoza
Laktoza, tiez nazyvana méey cukor, je disacharid tvorenz galaktdzy . glukdzy

spojenymi B(1—4) glykozidickolvazbou. Laktéza je obsiahnuta mlieku cicavcov
(kravskom —4,8%, 'udskom— 6%). Lakt6za je'ahko straviténa aje vybornym zdrojon
energie, ktora je potrebna pre re normalne fungovanie organizmu [13].

CH,OH CH,OH

OH o 0. OH
OH v+ 0 OH

OH OH
Obrazoke. 4: Laktoza

2.2.2.3Sacharéza

Sacharéza, tiez nazyvand ako repny cukor, je disattzloZzeny molekuly glukézy
afruktozy spojenymi glykozidickou vazbou. Sachard cistom stae je biela krystalicki
latka sladkej chuti dobre rozpustnd vo vode. Rovinu polarizovanéhola\sta doprava
Ma vyraznu sladkd chiy apreto sa pouziva ako najbeznejSie sladic taktiez slizi ako
Standard nair¢enie relativnej sladkost13]. Metabolickym spracovanim 1 gramu sachar
sa uvdini 16,7 kJ energie. Nadmerna konzumacia sachasdpyijnou mnoho zdravotnyc
problémov. Ma vysoky glykemicky index ma vplyv na sekréciinzulinu, preto je vigmi
nevhodnd ako sladidlo pre diabetikov. Produkty aeaty ktoré sa bezne pouzivaju su: hn
cukor, kryStalovy cukor, praskovy cukor, kovy cukor, javorovy sirupl=].

Cl1,011
o CHCH
Lo ~HG
OH CU:HEGH
OH  OH

Obrazoké. 5: Sachar6za

2.3 Sladidla

Sladidla sa rozdeiju poda ich réznych vlastnosti. Najviac pouzivantiez prakticke
rozdelenie je pdi nutriénej hodnotyd’alSie su poth pdvodu alebo chemickej Struktt
1. Pod’a nutrtnej hodnot
— Energetické spolyalkoholy, okrem erritolu
- Neenergetické synteticky vyrobené
2. Poda povodu
— Prirodné thaumatin, stevios
— Synteticky identické prirodnymi — polyalkoholy
— Syntetické -sacharin, cyklam
3. Pod’a chemickej Struktul
- Proteiny, peptid— thaumatin, aspartam
— Halogénové disacharic— sukral6za
— Terpény -steviosic
— Chalkény -neohesperidin D [16]

11



2.3.1 Energetické sladidla

Cukrové alkoholy (polyoly alebo polyhydrické alkdyosu nizko stravittné sacharidy, ktoré
su ziskané substittciou aldelovej skupiny za hydroxylovu. TieZ nazyvané alditgyetoze

su produkované izh odpovedajucich aldézovych cukrov. Spomedzi ouich alkoholov

moZu by spomenuté hydrogenizované monosacharidy (sorlnamitol), hydrogenizovan

disacharidy (isomalt, maltitol, laktitol) zmes hydrogenizovanych monosacharic

disacharidov @ligosacharidov. Cukrové alkoholy su zeyne ozn&ované za objemr

sladidla. Suacasto kombinované inymi sladidlami kvéli dosiahrtiu poZzadovanej arovn

sladkosti achuti. Podobne ako sacharidy, nie si zodpovednadesiadku cht) ale iez za

vzhrad produktu, zadrzanmhkosti ¢ chladivy &inok v Ustach. Tieto zEeniny maju nizSit

nutricnd hodnotu ako cukry, dosledku pomalSej a nelplnej absorpcieexra. Konzumacia
produktov, ktoré obsahuju polyohnesp6sobuje zvySenie glukézykmvi atiez vylenie

inzulinu, ztoho dévodu su odpotané 'udom <diabetom. Polyoly tiez pbsobia a

prebiotika a nemajlariogénnevlastnosti [17].

2.3.1.1Erytritol
23.1.11 Vlastnosti

Systematicky nazov emfolu je (2R,3S-butan-1,2,3,4-tetraol. Yhalych mnozstvach ¢
nachadza welenine, ovoci, hubach, fermentoveh potravinach ako vinopivo [18].
Erytritol sa vyznauje minimalnot hygroskopicitou, termostabilitou sabilitou \ kyslom
azasaditom prostredi, ne@asnuje sa Maillardovych reakcii []19 Dnes sa vyuzZive
v produktoch ako sU zmrzlina, kokalorické napoje, Zuvky, pretoze nema kariogénne
vlastnosti. Erytitol inhibuje rast baktérieStreptococcus mutanktora sa v Ustnej dutine
prichytdva na zuboch a vytwje Zieravu kyselinu. Toto prichytenie uniofe sacharidov
polymér, ktory tvori hlavnu s@ag’ zubného palaku. Runnel a spol. gastroch rokoch Studie
zistili, Ze spotrebacukrikov, ktoré obsahovali eritol udeti od 7 do 8 rokov, malo :
nasledok znizZenie rastu zubného povle nizku arové kyseliny octovep propionovej [20].

OH

HO Y o
OH

Obrazoke.6: Chemické Struktara erytrito

23.1.1.2 Metabolizmus

Pod’a Kklinickych Studii, eryitol je dobre a rychlo absorbovanyteankomcreve « nasledne
vylu¢eny ma@om do 24 hodinVedrajSie ucinky boli pozorované pri vysokekonzumacii
erytritolu, ato viac ako 1000 mg/kg. Pta smerniEurdpskej Unige denna avka stanovena
na 2,4 kcal/g [21].
23.1.1.3 Produkcia

Erytritol nie je produkovany priamou katalytickou dehyglenaciou vzFadom | vysokym
nakladom na pozadovany substraytrozu, v porovnani estatnymi polycmi. Priemyselna
vyroba je zaloZen& na fermetitam procese osmofilnych kvasiniMoniliella pollinis alebo
Trichosporonoides megachilien [22].
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Tiez niektoré druhy baktérii midaeho kvasenia, naprikleOenococcus oe, Leuconostoc
mesenteroides Lactobacillus sanfranciscensu schopné t& fermentacie[23]. Erytritol
moZe by tiez produkovany glycerolu pomocoumeiu Yarrowia lipolytice MK1 [24].

2.3.1.2somalt
23.1.21 Vlastnosti

Isomalt je zmes dvoch disachovych alkoholov: gluko-mannitolu{D-gluko-pyranosyl-
1-6-mannitol) a glukassorbitou (a-D-gluko-pyranosyl-1-6-sorbitol).

Isomalt je odolny v&i strate sladkosti pg@as zahrievania, tym moZze by pouzity
v produktoch, ktoré su vystavené vysokym teplotOkrem toho,Zze vziadom pripomin:
cukor (biely, krystalicky, bez zapachu), je tiez emie hygroskopicky. porovnani
s ostatnymi polyolminezanecava chladivy dinok v Ustach [25]Taktiez nem kariogénne
vlastnosti anezvySuje hladinu glukézy krvi. Podobne ako iné polyoly, produk
sisomaltom su Setrné Zibom, i¢o viac, zubné pasty obsahujuce isomlaySuju
remineralizaciu zubov [26].

OH OH

HO

0"'
I
O
I

HO™" “1OH

OH
Obréazoke. 7: Chemicka Struktura isoma

2.3.1.2.2 Metabolizmus

Absorpcia isomaltu je priblizne 10%. ZvySn@ags’, 9C% sa fermentuje. Produk
bakterialnej fermentacie si mastné kyseli kratkym réazcom, CQ, CH, a H. Dodéava len
polovi¢cna kaloricki hodnotw porovnani so sacharézou, azhadom | jeho ciastanému
traveniu vérevach. Stadie in vitro demonstruji, Ze isomaltjedny zdroj butyratu zvy3uje
rast bifidobaktérii, ktoré su zoovedné za prebioticky efekt.
2.3.1.2.3 Produkcia

Isomalt sa produkuje zo sardzy vdvoch krokoch, ktoré spbsobia Ze je chemi
a enzynaticky stabilnejSi ako sachaa. Zatina enzymatickou transglukozidéaciou cukru
maltulozu, ktora je nasiime hydrogenovana na isom27].

2.3.1.3Laktitol
23131 Vlastnosti

Laktitol charakterizuj&ista slada chu’ a sladivos voci sacharoe je 4( %. Vyzna&uje sa
dobrou rozpustn@su aj pri nizkych teplotach, neashuje sa Maillardovej reakcie mbze
byt skladovanydlhSiu dobu. Sladivas laktitolu sa zvySuje jeho koncentraciou, avsi
zanechava chladivycinok. Laktitol nie je hygroskopicky, je staly zasgkych teplot, ako ¢
v kyslych a z&sadityclpodmierkach. Laktitol ma zanedbatay efekt ni hladinu glukdzy
v krvi. Podobne ako aj ostatné polyoly, laktitol pds@ko prebiotikum podporuje rast
prospesnych baktériBifidobacterumalactobacillus v hrubomcreve R8].
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2.3.1.3.2 Metabolizmus

Napriek tomu Ze je produkovan' laktdzy, nie je hydrolyzovany laktdzou, ale s&lepi
z ¢revnej mikroflory. Laktitol je metabolizovany baki@u v hruboméreve, kde je premenet
na biomasu, C@ malé mnozstva , a organickych kyselin.
2.3.1.3.3 Produkcia

Laktitol bol objaveny woku 1920 francizskym chemikom, ale kotmer vyuZivanym s
stal az woku 1980. Laktitol je disacharid, ktory je tvorergp sorbitolu galaktdzy.

Produkuje sa katalytickou hydrogenacic laktozy za pouziti R&eyho nillu ako katalyzatora
[28].

OH
OH
OH
H
OH
0
HO OH
0
HO" N
OH

Obréazoke. 8: Chemicka Struktira laktito

2.3.1.4Maltitol
23.14.1 Vlastnosti

Spomedzi polyolov, maltitol je najviac podobny sadze. Sladivasvoei sacharéze ji
90 %. Maltitol taktiez nem&ariogénie vlastnos. Nepodlieha karamelizéi a Maillardovej
reakcii,chladivy Einok je zanedbatay v porovnani s ostatnymi polyolmvzh'adom k jeho
nizkej hygroskopicite atabilite vo vysokych teplotach sa pouziy mnohych pekarenskyc
vyrobkoch [29].

OH

OH

OH
Obrazoke. 9: Chemicka Struktira maltitc
2.3.1.4.2 Metabolizmus

Absorpcia maltitolu je vozmedzi od 5 do (%, ale musi predchadzdydrolyze, ktora
vedie k vzniku glukozy a sbitolu. Stiepi sa pomaly tenkoméreve aneabsorbovanéas’
prechadza hrubyrfrevom, kde podlieha bakterialnej fermenti
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2.3.1.43 Produkcia

Systematicky nazov maltitolu je @-o-D-glukopyranosyl-D-glucitol. Maltitol je
disacharid, ktory pozostadva z glukézy a sorbitafiiskava sa zo Skrobu hydrogenaciou
maltdzy [29].

2.3.1.5Mannitol

Mannitol je izomér sorbitolu. Je charakterizovasigidivos'ou 50 % ve@i sachar6ze, ma
prijemnu chd, je stabilny aj vo vysokych teplotach a je nehggapicky.Casto sa vyuziva
vo farmaceutickom priemysle, taktiez v potravinérsk priemysle. Je znamym
antioxidantom, navySe pohlcuje hydroxylové radik@yvrdi sa, Zze pésobi proti vzniku
rakoviny hrubéha@reva. Vdychovanie mannitolu pomaha proti hlienomaastmaticky kage
[30].

OH OH

HO/\-/]Y\/OH

OH OH
Obrazoke. 10: Chemicka Struktura mannitolu

23151 Metabolizmus

Mannitol nepodlieha metabolizmu tudi, nevyvoldva hyperglykémiu a glykemicky
a inzulinovy index je nulovy.
2.3.15.2 Produkcia

Produkcia je zaloZzena na katalytickej hydrogenaaiési glukozy, fruktézy v pomere 1:1,
obdZzanej z cukru alebo Skrobu, za vysokej teplotyakLtl[30].

2.3.1.6Sorbitol
2.3.16.1 Vlastnosti

Sladidlo bolo objavené v roku 1872 francuzskymneit®m v plodoch jase. Po stranke
chemickej, ide o alkohol nazyvany D-glucitol. Vyskje sa pod nazvami ako sorbitol, sorbit
¢i sorbitolovy sirup.

Sladivos sorbitolu v@i sachar6ze je 60 %. Podobne ako xylitol a enjfrisorbitol
zanechava chladivy ¢inok v Ustach. Napriek tomu Ze sa vyuZiva ako dladije tiez
vynikajuaci zvintovat, zmakovadlo a proti krystalizujuceinidlo. Ma va’ka nevyhodu, je
vysoko hygroskopicky. Tento polyol je chemicky imgra stabilny aj vo vysokych teplotach
a nepodlieha Maillardovej reakcii. Tiez je znambaka tomu, Ze nema kariogénne vlastnosti.
Svoje uplatnenie nachddza aj vo farmaceutickomzmktickom priemysle. Sorbitol je tiez
prekurzorom produkcie vitaminu C [31].

OH OH

o

Obrazoke. 11: Chemicka Struktlra sorbitolu

H OH
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2.3.1.6.2 Produkcia

Sorbitol saprodukuje katalytickou hydorgenac glukézy alebsachardzy, za pouzit
Raneyho niklu ako katalyzatora. Napriek t¢, Ze je znamych nieK&o premyslenycl
procesov na vyrobu doitolu, len par mikroorganizme zahiujacich tri kmene kvasinie

a baktérii, akazymomonas mobil aCandida boidinj je potencialnych r vyrobu sorbitolu
[31].

2.3.1.7Xylitol
23.1.7.1 Vlastnosti

Xylitol je najsladSi spomedzi ostatnych cukrovydkoholov. M& rovnaku sdivos aj
objemnos ako sacharG@ Xylitol je ve’mi ¢asto vyuzZivany biomedicinskych aplikaciacl
Hra vyznamnu rolu pri zniZzeni tvorby zubnych powhakz inhibuje rast metabolizmus
baktérii Sreptococcus muta aStreptococcus sorbinusktoré su zodpovedné vznik
zubného kazu. Existuje nieRa klinickych Stadii,pod’a ktorychdenné uzivanie malét
mnoZstva xylitolu vyznamne znizuje tvorbu zuho kazu [32] Xylitol zvySuje v Ustacl
hodnot pH, tym sa komplexuje vapenatym ionom, ktory hra vyznamnu ulohu pri zyl
remineralizacii. Xylitol sa tiez sprava ako stathero je polypeptid, ktory poskytu;
ochranné atabilizované prostredie Ustnej dutine.

OH OH

HO\/\/\/OH

OH

Obrazoke. 12: Chemicka Strukra xylitolu

23.1.7.2 Metabolizmus

Xylitol je priblizne 50% absorbovany malych mnoZstvach. MéZe tHhymetabolizovan
priamo vpeteni alebo nepriamo fermentaciotrevnou florou. Tlerancia xylitolu je
100 g/da.
2.3.1.7.3 Produkcia

Hlavnym produktom na produkciu je xylartory sa najastejSie ziskava brezy. Podobne
ako ostatné cukrové alkoholy, xylitol je produkoyarkatalytickou hyrogenéaciou
odpovedajuceho cukru [32].

2.3.2 Neenergetické sladidl

Neenergetické sladidla su potravinarske pridavtiéyl&toré dodavaju potravine Kmi
malé mnozstvo energie alebo Ziadne. Do tejto skurpadime latky synteticky vyrobenéle
aj latky prirodné, ku ktorym patria steviosid, thatin, tagatéza, trehal6za. Rovnako
energetické sladidla, cukrové alkohonemaju kariogénnwlastnos. Su to latky horkou
chuwou, avsak tato nevyhoda sa péé&ombinéciou niektorym energetikym sladidlom
[33].

2.3.2.1Acesulfam K
23211 Vlastnosti

Acesulfam K bol objaveny roku 1967 vo firme Hoechst (teraz Nutrinovi6]. Je to
draselna sb6-methyl-1,2,3axathiazi-4(3H)-on 2,2dioxidu.

16



Sladidlo je biely, krystalicky prasok, priblie 12krat sladSie ako sacharc a s vysSou
rozpustnotou. Acesulfam Ke tepelne stabilny, preto gasto vyuZiva vo varen pe&eni.

O
K

N
| |

S=0
HaC™ 07N,

Obrézoke. 13: Chemicka Struktira acesulfami

23.2.1.2 Metabolizmus

Acesulfam Knie je metabolizovany 'udskom tele¢o neposkytuje Ziadne kaloric draslik
obsiahnuty sladidle nema Ziadny vgv. Jeden produkt ziskany rozpac acesulfamu K je
acetoacetamid, ktory je znamy ako toxicky, ptkia konzumuje vo Y&ych mnoZstvac
[34].
2.3.2.1.3 Syntéza

Prvé metdédy na syntézu acesulfamivyuzivali chlorosulfonyl alebo fluorosulfon
izokyanat s propiom a acetébnom sdalSimi chemikaliami, ktoré cyklizovali hydroxido
draselnym za vzniku acesulfamu K. Alternativne rdgtaatiali Gpravu acetoacetamidc
smenej dvomi ekvivalentmi oxidu sirového. To malo z@asledok tvorby -
sulfoacetoacetamidu, ktory bol potom dehydratovamxydom sirovym neutralizovany
s hydroxidom draselnym zeniku acelufamu K34].

2.3.2.2Cyklamat
23.2.2.1 Vlastnosti

Cyklamat bol objaveny roku 1937 [4 Je to st cyklohexylsulfamovej kyseliny
Sladivog ma 30 krat vysSiu v sachardéze, ma horkd dhuavSak sa dobre kombinuje
sacharinom. Je dobre rozpustny vo vo rozpustnog sa zvySuje priprawu sodnej alebo

vapenatej soli.
P N

Oq;\ ’:?0
N™~ D% Na”
H
Obrazoke. 14: Chemicka Struktura cyklamatu sodn
2.3.2.2.2 Metabolizmus
Cyklamét vykazuje vami nizku toxicitu avSak je metabolizovatigevnymi baktériami n
cyklohexanylamin, ktory vykazuje vysSiu toxicituetecky vyskum metiolizmu cyklamatu
stédle prebieha. Nedavne Studie poskytli nové inémim (rozsahu, akom jednotlivci
prevadzaju cyklamat na cyklohexylamirntpe dlhodobej spotre [33].
2.3.2.2.3 Syntéza
Proces zé&na srafinaciou trisacharidov, pokfmje naslednou chloréiou za vzniku
tetrachlororafinézy(TTR). TTR podlieha enzymatickému Stiepeniu galaktdzou na -
chloro-6deoxygalaktosylové podiely nasledne sa ziskava cyklamat. ExistdjalSie dve
metodyna syntézu sacharinu, su to bioorganické syraregioselektivne deacylaci33].
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2.3.2.3Sacharin
23.2.3.1 Vlastnosti

Sacharin bol objaveny Remsono Fahlbergom v roku 1878]3Je to nekalorické sladid
so systematickym nazvom -benzoisothiazol-3-(2H)on 1dioxid. Sacharin ma neprijem
horku alebo kovovu chu Ako ostatné sladidla tejto skupiny, aj sacharin je malczpustny
vo vode, ako sladidlo sa §8inou pouziva sodné alebo vapenath Sibidve soli su viani
rozpustné vo vode. Sladivoma 30(krat vysSiu vporovnani so sacharoz [33].

7N
O/\O

Obrazoke. 15: Chemicka Struktira sacharinu

2.3.2.3.2 Metabolizmus

FDA sa snazila voku 1977 sacharin zakdzaretoZze vyskumy na zvieratach ukazali
spbsobuje najma rakovinu &avého mechudra mysi. Od vtedy bolo vykonanych mno
stadii. AvSak Ziadna Studia nedokazjasnu suavislod medzi sacharinom potencialnym
zdravotnym rizikom. Sacharin je si€asnej dobe povoleny, avSak sa poZaduje, aby prt
mal uvedené mnozstvo pouzitého sachi [33].
2.3.2.3.3 Syntéza

Chemicka syntéza sacharinu #@&h oxidaciu +~toulénsulfonamidu cinidlami ako
manganistan draselny, elektrochemicky s chrémowselinou na odpoveajlcu karboxylovu
kyselinu. Orto-izomér je nasledne dehydratovany za vzniku sachalialsi proceszahia
diazotaciu methylahranilatu inasledné pésobenie diazéniovou’@o < oxidom sirEitym

a Chb za vzniku sulfonylchloriu, ktory je potom spracovavany snaniakom za vzniki
sacharinu [33].

2.3.2.4Sukral6za
2.3.24.1 Vlastnosti
Sukral6za bola objavenareoku 1976 [7]. Sladivos je 450-65@rat vySSia oproti sacharoz
Vyznaiuje sa vysolu rozpustna®u vo vode je stabilna \8irokej oblasti pH teploty. Ak
je skladovana pri vysokej teplote, uviaje HCI ¢ sfarbuje sa.
OH

Cl
[

HO
oH Cl

OH
Obrazoke. 16: Chemicka Struktura sukral¢
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2.3.2.4.2 Metabolizmus

Napriek tomu Ze je sukraldéza vyrabar cukru,ludské telo by jnemalorozpoznavé ako
cukor a metabolizogu. AvSak, ako bolo uz zmienené, niektoré prace uvddapak[9, 10].
2.3.2.4.3 Syntéza

Syntéza sukraldézy zale niekdko selektivnych ochrannych krokov, takze St
hydroxylova skupina je pretvorend na atdm chléiinverziou konfiguracie. Viné
hydroxylové skupiny siipravené sulfurylchloridom za vzniku trichlorodibaddu, nasledn
prebieha odstranenie ochraich skupin a vznika sukraléza [33].

2.3.2.5Steviosid
2.3.25.1 Vlastnosti

Sladidlo je ziskavanélistkov Stevia rebaudianaV roku 1931 francuzski chemici izolovi
stéviovéglykozidy, ktoré su stabilné ako pri vysokej tepladk pri zmene pHim ju robia
vhodnou na pe&enie avarenie. Sldivos’ voéi sachardze ma 20-3RiGt vysSiu.
2.3.25.2 Metabolizmus

V 'udskom &le neprebieha metabolizmus tychto sladkych glydmzi tym nedoday do
organizmu Ziadnu energiu [B3
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Obréazoké. 17: Chemicka Struktura sevios

2.3.3 Nahradné sladidla povolené na UzenEU a ostatnych

Celosvetova spotreba nadnych sladidiel stupa (tabka 1). Eur6pska uUnia povaje
areguluje obsah nahradnych sladidii potravindch. \6(&asnej dobe je medzi pridavny
latkami registrovanych 16 nahradnych sladidiel tdh 2 a 3). Rada sladidiel bezr
pouzivanych na inych Gzemiach dopdsigéje pre eurépske trhy povolena. Medzi nimi g
napriklad, rebaudiozid Aagat6za (Nutralose), treléza alitman, brazein, glycyrrhizin alel
mogrozdy (Luo Han Guo, Nectresse34].
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Tabukac. 1: Celosvetova spotreba nizkokalorickych sladlidie

Sladidlo Spotreba vyjadrena ako nahrada
sacharozy (mil. t)
1985 1995 2005
Sacharin 53 8,1 11
Aspartam 1,2 2,2 4,1
Cyklamat 0,5 0,5 1,3
Ostatné 0,005 0,3 0,5

Tabukacd. 2: Nizkokalorické sladidla povolené v EU

Sladidlo Obchodny nazov Sladivos ADI*
VvV porovnani so
sachar6zou
Acesulfam K Sunett, Sweet One 200 9
Aspartam Nutrasweet, Equal 180-200 40
Cyklamat Clio, Kandisin 30 7
Sacharin Dukaril, Spolarin Sweet‘'n low, Sweet 300-500 5
twin
Sukraléza Splenda 600 15
Thaumatin Talin 2000-3000 nestanovené
Steviol-glykosid 200-300 4
Neotam 7000-13000 2
Aspartam- Twinsweet 350 9
acesulfam

'mg/den kg telesnej hmotnosti

Tabukac. 3: Objemové sladidla povolené v EU

Sladidlo Obchodny nazov Sladivog v porovnani so
sacharozou

Sorbitol a sorbitolovy sirup Glucitol, Dulcin 0,5-1

Mannitol 0,5-0,7

Isomalt Palatinit 0,5

Maltitol a maltitolovy sirup 0,9-1

Laktitol Galaktosyl-glucitol 0,5

Xylitol Birch sugar 1

Erythritol 0,6-0,8

Kukuri¢ny sirup s vysokym HESC 1

obsahom fruktdzy
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2.4 Noskové systemy

Noskové systémy volime pdd poziadavkou na spdsob Uiiovania aktivnej latky,
stabilitu, cenu a aplikaciu. Vhodnymi nédsvymi systémami pre sladidla su sacharidy, ktore
sU nestravittné. Medzi takéto latky radime polyméry, ktoré saagaju ako potravinova
vlaknina. Pojem potravinova vladknina sataapouzivél od roku 1953 a zahal celul6zu,
hemicelulozu a lignin.

VI&knina je vyznamnou zloZkou potravy, pretoZzedeloa v@i hydrolyze traviacimi S&avami
a absorpcii Wudskom tenkomcreve a kompletnej aleboiastainej fermentacii v hrubom
¢reve. Naludsky organizmus teda pésobi’we priaznivo.

V porovnani s nogovymi systémami volenymi na aplikaciu vo farmagigtravinarsky
priemysel kladie na materidly vySSie poZiadavkyu#ea’né su len materidly, ktoré nesu
ozn&enie GRAS — vSeobecne povazované za he#Epe(,Generally Recognized As Safe®),
Technologicky proces musi i#ipt’ poZiadavky EFSA (Eurdpsky Urad pre beapes
potravin, European Food Safety Authority) alebo F@&ad pre kontrolu potravin a ¢,
Food Drug Administration), ktoré platia v EU aleb8A [45].

2.4.1 Celulboza

Celuldza je najviac vyskytujuci sa polysacharigrirode. Je hlavnou zlozkou bunkovych
stien mnoho rastlin, a preto jec¢a&ou ovocia, zeleniny a obilia. Celul6za je linearny
nerozvetveny polysacharid, pozostavajuci z viac 88®00 D-anhydro-glukopyrandzovych
stavebnych jednotiek viazany@h(1—4)-glukozidickymi vazbami. Ide o spojenie C1 uhlika
predchadzajucej jednotky s C4 uhlikom nasledujupgystrednictvom kyslikového atému.
Linearne molekuly su usporiadané tesnelmedebaim vytvaraju dihé viadkno, ktoré je
nerozpustné vo vode a je odoln&mMpaveniu [35].

2.4.2 Hemicelul6za

Podobne ako celuléza, hemicelul6za je tieZasiou polysacharidu, ktory je hlavnou
zloZzkou rastlinnych bunkovych stien. AvSak na retdod celulézy, hemicelulbza méa
monomeérnu jednotku ind ako je glukéza. Hemicelulgzdinearna, rozvetvena molekula,
mensSia ako celuldéza, vSeobecne obsahuje 50-200zmuyich jednotiek (xylézu a arabindzu)
a hexdzovych jednotiek (glukézu, galaktézu, mannézthamnézu, glukurénovu
a galakturonovu kyselinu). Néazov hemicelul6za prgiopisuje heterogénnu skupinu
chemickych Struktar [35].

2.4.3 Pektiny

Pektiny su polysacharidy, ktoré sa nachadzaj@énash rastlinnych buniek, tiez vo vrchnej
Casti koZe avkdre ovocia a zeleniny. Pektiny su&Zej casti tvorené z t@azcov
galakturénovej kyseliny, ktora sa s trieda s jelaoti rhamnézy a su vetvené pentézovymi
a hexdzovymi jednotkami. Pektiny su rozpustné vibeyrvode za vzniku gélov. Pektin ma
vlastnos znizova’' cholesterol, #aka jeho schopnosti tvargél [35].

2.4.4 Hydrokoloidy

Hydrokoloidy su zmesi viskdznych polysacharidowuBvaju sa ako gélova hmota,
zahugovadlo, stabilizator a emulgator v potravinarskyefirobkoch. Hydrokoloidy su
podobne ako pektiny latky znizujuce hladinu chaest [35].
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2.4.5 B-glukany

B-glukany su polyméry glukdzy. Sa hlavnou zlozkou krych stien ' ovse, j@gmennych
zrnach. SuU vyznamnym zdrojom rozpustnej vlakningake ich pozitivnemu efektu 1
znizenie inzulinu, glukdzy eholesterolu krvi [35].

2.4.6 Synteticképolysacharidy

Do tefo skupiny patria nestraviteé zlEeniny ako napriklad metylceluléza (M
a hydroxyropylmetylcelul6za (HPMC). Polydextr6za je nesitigliny polymér, ktory je
syntetizovany z glukozy sorbitolu, za pouzitia organickej kyseliny (kys#glicitronovej) akc
katalyzatora. Tieto dextriny m: potvrdeny prebioticky efekt [35].

2.4.7 Daldie materialy

2.4.7.1PHB - polyhydroxybutyrat

Poly(3hydroxybutyrat) (PHB) bol prvym objavenym zaroveér najjednoduchsir
polyhydroxyalkanoatom (PHA). Polyhyoxybutyrat bol objavenyLemoignon v rokoch
19234927 ako produkt biosyntézy damych druhov baktérii Bacillus magateriumr
Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas oleovq).

Vysokomolekulovy PHB je linearny polyester, ktorémakromolekula je tvorena opticl
aktivnymi jednotkami kyselinyD(-)-3-hydroxybutanovej. Vyskytuje sa zavitnicovej
konformécii Vzhadom na semikrystalicky charakte podobnog mechanickych viastnosti
biologicky syntetizovanyPHB nagastejSie porovnavany so syntetickym izotaktick
polypropylénom (iPP).

Z dovodi vysokej biokompatibility materidlov na baze PHB ijch mozné vyuZiti
zamerané predovSetkym do oblasti humannej medie farmakolégie. PouZiva sa a
material na imobilizaciu zlienin, pretoze tieto zténiny pbsobia matrici trvalo ¢ich
uvolnovanieje mozné regulowa[36].

CHy O
H :
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Obréazoke. 18: Chemicka Struktura PF

2.4.7.2Alginét

Alginat je oznéenie pre sb kyseliny alginovej. Zdrojom tychto latok su morskaedé
riasy ¢elade Phaeophyceam Medzi hlavné zdroje patriaMacrocystis pyrifer alebo
Laminaria hyperboreaAlginat sa vSak da ziskaaj mikrobialnou cestou. produknych
mikroorganizmov su td’seudomonas aeruging, P. fluorescencaAzotobacter vinelanc
[37].

Alginat predstavuje nevetveny linearny kopolyménzeny : p-D-manuronovej kyselin
ao-L-glukoronovej kyseliny. Spominané jednotky su spéjegiykozidickymi vazbam
B (1—4). Obe kyseliny su refazci usporiadané jednotlivych blokoch pomer tychto
kyselin determinuje jeho technologické viastnoatginaty alkalickych kovov, rovnako ak
amonneé soli su rozpustne, vapenaté vSak nerozpostisél.
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Algindt sa vyuzZiva v potravinarstve ako emulgatstabilizator a zahdesvadlo. Ako
Zelirovacietinidla sa pouzivaju pri vyrobe pudingov a Zelé [37]

2.4.7.3Chitosan

Chitosan je hlavnou stavebnou zloZkou polysacbayich schranok hmyzu, kérovcov
a stavovcov. Tiez sa vyskytuje v hubach, riasaaktédrsiach a kvasinkach [38].

Chitosan je kladne nabity polysacharid, ktory Wanidleacetylaciou chitinu. Chitosan je po
chemickej stranke kopolymér N-acetylglukozaminovyehglukozaminovych jednotiek
viazanych B-(1—4) glykozidickymi vazbami. Chitosan je nerozpustnyorganickych
zluceninach a v kyselinach, naopak sa roZpisalkalickom a neutralnom roztoku. Molekuly
chitosanu obsahuju kladné naboje a v pritomnogbzd/ch nadbojov dochadza ku koagulacii.
V pritomnosti kovov dochadza k tvorbe komplexov.

Precloveka je chitosan nestravitey, vyrazne znizuje hladinu cholesterolu a tuk@eteni
a v krvnom sére. Je ¥mi vyuzivany vo farmacii, ale tiez pre svoje viast ako emulgator,
stabilizator, zahu®vadlo a Zelirujaci prostriedok [38].

2.4.7.4Skrob

Skrob predstavuje hlavného zastupcu polysachariatin. Po chemickej stranke sa Skrob
sklada z dvoch hlavnych jednotiek homopolysacharideetveného amylopektinu a linearnej
amylézy. V amyléze su jednotky glukézy viazané pomoa-(1—6) vazby. Molekulova
hmotnos Skrobu zavisi na stupni polymerizacie a pohyb@jesamylézy medzi 200-1 000
kDa a 10-200 MDa u amylopektinu.

Zdrojom krobu su obilniny, zemiaky, strukovinykr& sa z nich ziskava rozomletim
a premyvanim. Skrob je &is’ou potravin, ¢ uZ vo svojej pdvodnej forme alebo
modifikovanej. Medzi jeho vlastnosti patri Zelirowg, stabilita [39].

2.5 Bioaktivne noskové systémy

V poslednych rokoch stale rastie zaujem o novénhterialy, kvoli ich novym biologickym
vlastnostiam. Bioaktivne polyméry su materidly BloZ zo syntetickych alebo prirodnych
polymérov so zabudovanou bioaktivnou latkou, ktgnéola Specifickii odpowi.

Bioaktivne polymérne systémy delime na:
e Pohyblivé bioaktivne polyméry
* Nepohyblivé bioaktivne polymeéry [40]
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2.5.1 Pohyblivé bioaktivne polyméry

V tomto type nosiovych systémov sa bioaktivna latka Uisaje z polymérnej latky. Priama
inkorporacia umoiujua migraciu bioaktivnych latok z n@si. NafastejSie sa tieto systémy
pouZzivaju vo farmaceutickom priemysle, pri cieledisiriblcii a uvnovani ligiv.

2.5.2 Nepohyblivé bioaktivne polyméry
Nepohyblivé nosioveé systémy su definované ako polyméry s bioaktivaioZkou, ktora je

pevne naviazana na polymérnytaeec. Tym sa aktivna zloZzka stava imobilnou.
V potravinarstve nachadzaju tieto nmsié systemy jedir@é vyhody:

* Nepohyblivé systémy vyzaduju lenlvei malé mnozstva aktivnych latok

e MO6zu sa kombinouas aktivnymi latkami, ktoré nie su povolené aka@eanarske

pridavné latky, ¥aka ich neschopnosti ukit’ sa z nosia

* Tento systém je vhodny pre tekuté potraviny
Nosikové systémy delime na dve skupiny

* Inherentné bioaktivne polyméry

* Polyméry s imobilizovanymi bioaktivnymi latkami [40

2.5.2.1Inherentné bioaktivne polyméry

Polyméry, ktoré patria do tejto skupiny su prir@dnaktivne bez pridanidalSich latok.
MnozZstvo polymérov vykazuje antimikrobialne viasttioTuto skupinu polymérov zastupuju
chitosan a polyamid upraveny UV Ziarenim [40].

2.5.2.2Imobilizacia bioaktivnych latok

Pod’a IUPAC je imobilizacia technika pouzivana na filku alebo chemicku fixaciu
buniek, organel, enzymov, makromolekul (sacharjsptidy) na pevny povrch, alebo su
latky zadrzané membranou zaetom zvySenia ich stability a umoznenia ich opak@en
alebo kontinualneho pouzivania.

Kovalentna imobilizacia zohrava vyznamnua uUlohu gwskytovani stabilnej vazby medzi
bioaktivnou latkou a povrchom polyméru. Takto vyermy nostovy systém neuvmi aktivnu
latku do potravin, a tym tato latka nevyZzaduje sdtvie ako potravinova pridavna latka [40].

V niektorych pripadoch je v8ak nutnd aktivciaypwiru, kvoli vytvoreniu reaktivnych
funkénych skupin, ktoré poskytnu reaé centrd. Jedna z moznosti aktivacie polyméru je

24



funkcionalizacia povrchu polyméru (chemicka uUprafagikalna Uprava, Uprava povrchu
plazmou) [41].
25221 Funkcionalizacia polyméru

Inertné polymeéry vyZzaduju funkcionalizaciu povrchaby dokazali na seba fixava
bioaktivnu latku. Literatira o spracovani polymérmxadza len niekdo prikladov. Jednou
z najjednoduchSich metdd je chemicka oxidacia gavrpolyméru. Prikladom je pouZitie
koncentrovanej kysliny chrémovej v prostredi kysglisirovej, d’alej pouzitie chlornanu
draselného v koncentrovanej kyseline sirovej. Chkénioxidacia predstavuje modifikaciu
réznych karbonylovych skupin, prevazne su modifdm¥ karboxylové kysliny, aldehydy,
ketony [27].

Chemické modifikacie maju pgetné problémy v oblasti bezp®sti a ochrany Zivotného
prostredia, ktoré obmedzuju ich koréyeé pouZivanie. Viac vyuzivanymi technikami su preto
fyzikalne modifikacie ako modifikacia plamen alebo korénovy vyboj (niekedy tiez
vzdusné plazma).

Na korénovy vyboj je potrebna aplikacia vysokéhpéata (10-40 kV) na vysokej frekvencii
(1-4 kHz), medzi elektrodou, ktora spbsobi vybajzamneného nas polyméru. Tieto
metody vyzaduju Specializované pristroje. Nevyhadaychto metdéd je nepresnds
vytvorenia reaknych centier na povrchu polyméru atiez poziadaviay Specializované

pristroje [42].
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Obrazoke. 20: Funkcionalizacia povrchu polymérdZ]

2.6 Navrh nosi¢ovych systémov v potravinarstve

Nanostruktirne systémy mozu tby principe vyrabané dvomi spésobmi, postupom
ozna&ovanym ,top-down“ (zhora dole), alebo @pgm postupom, ,bottom-up“ (zdola hore).
Prvy spbsob sa ozdéiie ako fyzikalny alebo rozkladny, druhy postup &yezngeny ako
chemicky alebo synteticky. Spélwou snahou oboch postupov je kontrolovane vytvara
nandastice a nanoStruktury rovnakého tvaru Ekesti [43].

2.6.1 Top-down metody

V pripade vyrobného postupu ,top-down“ do nancsvatenikame z makrosveta. Bezne
pouzivanymi postupmi techniky ,top-down“ su vrublaove, homogenizacia, ktoré zahju
rozbitie objemnych pevnych latok alebo tekutin naléw@astice. Tieto postupy zavisia od
rusivych sil:tah, zrazka, sti@nie. Metddy, ako su brdsenie a vrubkovanie, nighsné pre
citlivé bioaktivne latky, pretoZze vyZzaduju k& mnoZstva materidlu a m6ézu degradova
posobenim vysokého tlaku. In&sto vyuzivané metdda je extrizia, kdecastice tvoria
injektovanim roztoku biopolyméru do prostredia géig].
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2.6.2 Bottom-up metédy

Nemieatelné kvapaling

&
T IR

Brisenie i
Vribkovanie

Top-down metédy ﬂ

Emulzia/Suspentia

¢ Gelacia

Nano- a mikrodéastice

Suienie n ¥,y 4
& e«

Tvorha Eastic
Tworba . fekute’ ho
komplexov £ s, gélu

-

Bottom up metédy
Obrazoke. 21: Top-down a bottom-up metédy pripravy n@sbic 42

Druhy vyrobny postup, ,bottom-up®, sa&aa stavbou funiného nanostruktarneho celku
u najmensich ¢astic hmoty, tj. ujednotlivych atomov a molekultoné tvoria dalsi
komplikovanejSi systém. Bottom-up metody vyuzZiviafintrolované chemicke reakcie, a to
zmenami pH, i6novej sily, teploty, koncentraciiikladmi su vyzradZani€astic z roztokov,
koacervacia, komplexacia, tvorba tekutého gélasto sa tiez vyuZziva prirodzena schopnos
jednotlivych  zloZiek vzajomne sa rozpoznéva Struktdrovd, zostavovd sa
a samoorganizov¥d43].

2.6.2.1Koacervacia

Tato metdéda vyuziva biodegradaté hydrofilné polyméry (napriklad, chitosan, algina
sodny, Zelatina). Je zaloZen& na schopnosti zogepelyelektrolytov v pritomnosti zdporne
nabitéhocinidla za vzniku nangastic. Tato metoda tiez Zash reakciu bd kladne alebo
zaporne nabitého polyméru za pridavku polykatigrapriklad CaGlalebo polyaniénového
roztoku, napr. tripolyfosfatu sodného. Nasledng@rdany druhy polymér, ktory podporuje
polyelektrolytovi komplexaciu na baze elektrostatah interakcii. Bioaktivna zlozka je
zachytend na povrchu prvého polyméru a stabilizavamruhym polymérom.
Polyelektrolytovy roztok a bioaktivha zlozka suddwané po kvapkach do roztokudbu
polykationu alebo polyaniénu, za mieSania na magkmain mieSadlo [44].

2.6.2.2Polymerizacia

Medzi hlavné metédy pripravy narastic pomocou polymerizacie patria klasicka
polymerizacia alebo polyreakcia, emulzna polymeiea disperzna polymerizacia.

Emulzna polymerizacia zéata emulzifikaciu hydrofébneho polyméru vo vode, éd&lade
emulzie olej-voda. Takto vznika ke rozhranie olej-voda a vytvoria sa jadra nmstic. Na
zabranenie agregacie (zhlukovaniu) n@sbic sa pouzivaju PAL (povrchovo aktivne latky)
alebo ochranné rozpustné polymeéry. Ziskané &asiite sa separuju pomocou centrifagy
alebo filtraciou a nasledne su premyté vodou arocgggmi rozpugadlami.
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Disperzna polymerizacia je definovana ako polyas@tia zraZzanim, pretoZze monomeér sa
polyméruje v pritomnosti polymérneho stabilizatom@zpustného v regkej zmesi.
Podmienkou je dobra rozpusttigsritomného monoméru a prislusného polyméru varmegk
zmesi. Disperzna polymerizacia gpm v homogénnom roztoku monomérov s iniciatorom
a s disperznym médiom, poim sa vytvoria nar@stice vyzrazanim polyméru [44].

2.6.2.3Disperzia vopred pripravenymi polymérmi

Nanaastice su vytvorené z vopred pripravenych syntgtick polysyntetickych alebo
prirodnych polymérov. Metdédy zaloZzené na vopregrpsuenych polymérov su popisanie
nizsie.
2.6.2.4Met6dy zaloZzené na nanozrazkach

Tiez nazyvana metoda premiestnenia rogadi& vyuziva tricasti: polymér, napriklad
PLGA, PLA, PLC, PHB, organické rozpiailo ako je acetdn, ethanol, hexan a nerozpustnu
fazu, akou je voda. Tato metéda je zaloZzena naavgmi polyméru z organického
rozpu¥adla a naslednej difuzii rozpiadla vo vode. Bioaktivha zloZzka je rozpustena
v organicke] faze (mb6ze Bypouzity PAL). Je dblezity vyber vhodného rozfadia
a nerozpustnej faze, pretoze su romi pre kazdu bioaktivnu zlozku. Kk®s’ obdZanych
nanaastic sa pohybuje okolo 100 nm a vykazuju dobrilgia[44].

2.6.2.55amoorganizicia (self-assembly)

Tento proces vyuziva polymeéry si'keu kapacitou za vzniku spontannej tvorby stabimyc
nanaastic. Hlavnou hnacou silou na zostavenie je amjiftharakter a slabé interakcie ako
su van der Waalsové sily, kapilaritas interakcie a vodikové mostiky. Tato metdédacépem
v samoorganizacii polymérov bez vonkajSich zasahmpriklad cinidiel. Prikladnymi
polymérmi pre takéto vytvorenie nafastic su PLA, kasein, chitosan.{es’ obdZzanych
¢astic sa pohybuje vrozmedzi 50-100 nm. Potravyamsiemysel vyuziva tento proces
zostavenia nardastic v pripade enkapsulacie D3 vitaminu [44].

2.6.2.6VysoPovanie

Vysalovanie je modifikovana metéda na béaze emulzie, &ktoepouziva organické
rozpu¥adla, ktoré mézu hynebezpené pre prirodné prostredie ako aj pre fyziologicky
systém (pre telo). Nadastice su tvorené bez pridanej PAL alebo chlérowamézpusgadia.
Vysolovanie vyZzaduje pritomnogpolyméru, organického rozpiadla, uplne mieSateého
s vodou (napriklad aceton) a vyewaciecinidlo (chlorid horénaty, chlorid vapenaty, octan
horenaty). Polymér a bioaktivna latka su rozpustenégamickom rozp(idle a potom je
pridana vysoka koncentraci@nidla, za intenzivneho mieSania, kv@b najvyraznejSiemu
vysd’ovaciemu efektu z vodnej faze. Tento proces tvoriuleiu olej-voda, ktora je
nerozpustna vo vodép sposobi vyzrazanie vo vode nerozpustného polyifdéiu
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3 CIEL, PRACE

Ciel'om predloZenej bakalarskej prace bolo rieSeniesdagicich¢asti:
e Spracovanie reSerSe na fiath latok so sladkou chiou
* Optimalizacia potrebnych metod
* Imobilizacia vybranych sladidiel na nosa Studium dlhodobej stability a stability
vytvorenych systémov v modelovom fyziologickom predi.
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4  EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité chemikalie, pristroje a pombcky

4.1.1 Chemikalie

Polyhydroxybutyrat (PHB) — Biomer (SRN)

Sacharéza— Vitrum-LachNe€R)

Frukt6za— Vitrum-LachNer((R)

Gluk6za— Vitrum-LachNer{R)

Mannitol— Sigma-Aldrich (SRN)

Sorbitol- Sigma-Aldrich (SRN)

Erytritol- Sigma-Aldrich (SRN)

Chloroform— VWR Chemicals BDH PROLABO (UK)
Acetonitril pre HPLC, Gradient Grade — Sigma-AltriSRN)
Kyselina chlorovodikové, 35 % — Vitrum-LachNé€R)
Pankreatin z brawvého pankreasu — Sigma-Aldrich (SRN)
Pepsin — Sigma-Aldrich (SRN)

Zmes kyseliny chélovej a deoxychdélovej — Sigma-AdrSRN)
Hydrogenuhkitan sodny — Vitrum-LachNeCR)

4.1.2 Pristroje a pomocky
Zostava HPLC/PDA/RI ThermoFisher Scientific (USA):

* Programator gradientu —UltiMate 3000

» Fotometricky detektor —UltiMate 3000 DAD

» Refraktometricky detektor —RefractoMax 520

* Pumpa - LPG-3400SD

» Koléna —Luna 10u NH2 100A 250 x 4,6 mm

* Vyhodnocovaci software —Chromeleon 7
Zostava pre pouzitie plazmy
Dynamicky rozpty svetla — Zetasizer Nano ZS—Malvern (UK)
Ultrazvukovy homogenizator — Bandelin Sonoplus-@er Technik (SRN)
Ultrazvuk — PS02000 Ultrasonic Compact CleanerL1,,PowerSonic (SRN)

FTIR spektrometr — Nicolet iS50 ThermoFisher ScfentUSA)
Vakuova rotana odparka — IKA Werke R V06-ML (SRN)

Opticky mikroskop— Intraco Micro LM 666 P¥/LED (CR)

Software Dino —Capture 2.CR)

Mikrocentrifuga Sartorius — Sigma (SRN)

Analytické vahy — Boeco (SRN)

Automatické pipety v r6znom rozsahu objemu — Distg(SRN) a Biohit (SRN)

4.2 Stanovenie sladidiel metédou HPLC s UV-VIS a RI detkciou

Vzorky sladidiel boli na kolénu aplikované nastek pomocou davkovacieho ventilu
o objemu slaky 20 ul. Chromatografia prebiehala na koléne Lunramodel NH2
(250 x 4,6 mm) naplnenou reverznou fazou C 18 (wm) 35 °C. Elucia prebiehala
izokraticky pri prietoku mobilnej faze 1,0 ml-rifin
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Ako mobilna faza bol pouzity acetonitril:voda v pera 75:25. Vzorky boli detegované
spektrofometrickym detektorom pri vinovejz#le 290 nm a refraktometrickym detektorom
pri 35 °C. Z chromatogramov o réznych koncentrdeidtadidiel boli zistené plochy pikov
a zostavena externa kalibra krivka na kvantitativne stanovenie koncentratadidiel.

4.3 Metbdy pripravy PHB ¢astic

4.3.1 Priprava ¢astic pomocou ultrazvuku

Rézne hmotnostné koncentracie PHB v rozmedzi 148b,rozpustené vo vode. Roztok
bol ultrazvukovany po dobru 1 minutipalej boli rézne hmotnostné koncentracie PHB (1-
3 %) rozpustené vrbéznych pomeroch chloroformu: nd,50,75ml, 1 ml, 2ml, 4 ml
chloroformu. K roztokom bola pridana voda (10 mil)akto pripraveny roztok bol
ultrazvukovany po dobu 1 minuty. Na zaver pomocagnetickej mies&ky bol pri 50°C
z roztoku odpareny chloroform. Pripravegastice boli pouzité na stanovenielkesti
a stability.

4.3.2 Metbdda odparovania na tenkej vrstve (thin layer evporation) — TLC

2 % PHB bolo rozpustené v 1 ml chloroformu. Rozbak preliaty do odparovacej banky
a na vakuovej rotaej odparke bol odpareny do sucha. K odparku beidapych 10 mi
vody. Zmes bola striedavo mieSana na vortexe aavittkovana, poklanedoSlo k Uplinej
homogenizacii. Pripravena vzorka bola pouZzita aaatenie vEkosti a stability vytvorenych
castic.

4.3.3 Metbdda odparovania z tenkej vrstvy na reverznej fae (reverse phase — thin layer
evaporation) — RP-TLC

2 % PHB bolo rozpustené v 1 ml chloroformu. Rozbak preliaty do odparovacej banky
a na vakuovej rotmej odparke bol odpareny do sucha. Vytvoreny PHB Kol rozpusteny v
8 ml éteru. Ktomuto roztoku bolo pridanych 2 mldyoazmes bola s prestavkami
ultrazvukovana asi 1 minatu, poKiaa nevytvorila emulzia. Z tejto emulzie, za labamnaej
teploty, bol na vakuovej odparke odpareny éterskedna zmes presla na vodnu suspenziu.
Suspenzia bola doplnenéa vodou na vysledny objeml10

4.4  Stanovenie vékosti ¢astic metddou dynamického rozptylu svetla

Velkog' c¢astic bola stanovend na pristroji Zetasizer Narmeserktory vyuZiva
dynamickéeho rozptylu svetla. Meria gasova zavislas kolisania intenzity rozptyleného
svetla danym Brownovym pohybodastic. Analyza intenzity rozptyleného svetla umgé
urcit difdzny koeficient ¢astic a vypéitat’ distribdciu vékosti ¢astic v danej vzorke.
Pripraven&astice boli vhodne zriedené vodou a analyzované.

4.5 Stanovenie stability vytvorenych¢astic pomocou zeta potencialu

Meranie zeta potencialu bolo realizované na mijisetasizer Nanoseries. Meranie je
zalozené na technike ,Laser Doppler Velocimetry!, ako rychlo sa pohybuj&astice
v kvapaline za pdésobenia elektrickéhol'qo Zeta potencial je rozdiel potencialov na
pohybovom rozhrani, ktory sa ustali pri relativhgmohybe tuhej fazy s elektrickou
dvojvrstvou v@i roztoku. Znamienko je ogaé ako znamienko iénov vonkajSej vrstvy
elektrickej dvojvrstvy.
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4.6 Plazmova aktivacia povrchu PHB¢astic

Pre aktivaciu povrchu boli pouzité lyofilizovagastice pripravené pdd optimalizovanej
metody, prkom na ich povrchovu aktivaciu bola vyuzitd studesdzma. Pri interakcii
studenej plazmy s upravovanym povrchom nedochadggraznému ohrevu materialu.
Technika je preto vhodna na Upravu povrchu PHBtogee za pouZitia vysokych teplot by
mohlo déjs k degradéacii polyméru. 4,0 g PHRstic bolo nasypanych do vakuovej komory
(tlak: 13 Pa). Davkovacim plynom bol vzduch a vykamh 25W.Cas trvania aplikacie plazmy
bol 1 minuta a 54 sekund (1:54:36).

4.7 Infra ¢ervena a Ramanova spektroskopia

FT-IR meranie prebiehalo na FTIR spektrometri NtdS50. Zo z&atku bolo zmerané
pozadie. Meranie prebiehalo s jednoodrazovym diaovgm ATR nadstavcom. Ako
pozadie bol vyuzity okolity vzduch v laboratériu.o Pzmerani pozadia bolo na ATR
diamantovy krystal nanesené malé mnozstvo skumvaieeky. Meranie prebiehalo za pomoci
64 skenov srozliSenim 8. Nasledne prebiehalo reeran za pomoci zabudovaného
Ramanovho modulu za pouzitia laseru 1064 nm szitten0,5 mW a pé&et skenov bol 128.

4.8 Imobilizacia sladidiel na aktivové PHB¢astice

Boli pripravené Standardné roztoky vybranych gibstsladidiel- glukozy, fruktozy,
sachardzy, erytritolu, mannitolu, sorbitolu. Kontrénia roztoku glukézy bola 378,85 mg/ml,
fruktozy 98,52 mg/ml, sacharézy 420,00 mg/ml, déoim 20,89 mg/ml, manitolu
182,49 mg/ml a sorbitolu 228,50 mg/ml. Samotna iikdria sp@ivala v inkubacii
aktivovaneho PHB s roztokmi sladidiel pri laboragr teplote. Z takto pripravenych
imobilizovanych sladidiel na PHBastice boli odobraté vzorkydasovych intervaloch po 0
hodinach, 1,5 hodinach, 3,5 hodinach, 6,5 hodindh, hodinAch a bolo pozorované
mnoZstvo naviazanej zlozky.

4.9 Stabilita ¢astic v modelovom fyziologickom prostredi

4.9.1 Zalidoéna Fava

Zaludana ¥ava bola pripravena z 0,259g pepsinu, ktory bolpusieny v 100 ml
destilovanej vody. Nasledne bolo pridanych 0,8886% HCI. Hodnota pH bola upravena na
0,9. Vzorky na sledovanie stabilit¢astic boli pripravené v pomere 1:1 (Zaltod
Stavatastice s imobilizovanymi sladidlami). Bola stano&ekoncentracia sladidiel dase
nula, a potom po 20 minatach pdsobenia umelej baheg] Favy, prcom boli vzorky
inkubované pri 37°C. Z rozdielov koncentracii bolgpocitané uvénené mnozstvo sladidiel
z ¢astic pésobenim ZallUdlwej Favy.

4.9.2 Pankreatickid ¥ava

Pankreaticka t®fwva bola pripravena z 0,25 g pankreatinu a 1,5 ¢1Q@, ktoré boli
rozpustené v 100 ml destilovanej vody, pH bolo upre& na hodnotu 8,9. Vzorky na
pozorovanie stability boli pripravené v pomere 1l:(pankreatickd tRvacastice
s imobilizovanymi sladidlami). Bola stanovena kamicécia sladidiel wase nula a po 20
minutach pdsobenia umelej pankreatickégVy, prcom boli vzorky inkubované pri 37°C.
Z rozdielov koncentracii bolo vyptiané uvénené mnozstvo sladidiel astic pdsobenim
pankreatickej Gavy.
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4.9.3 Zl¢ova ¥ava

ZI¢ova §ava bola pripravena pridanim 0,8 gaitych soli do 200 ml pufru pH 8. Vzorky
na pozorovanie stability boli pripravené v pomere:l 1(Zkova $avatastice
s imobilizovanymi sladidlami). Bola stanovena kamicécia sladidiel ¥ase nula a po 45
minutach pésobenia umelejcavej Favy, priéom boli vzorky inkubované pri 37°C.
Z rozdielov koncentracii bolo vyptiané uvénené mnoZstvo sladidiel astic pdsobenim
ZIcovej Favy.
4.10 Dlhodoba stabilita

Vzorky imobilizovanej sacharézy boli pridané doduého prostredia, 0 pomocou merani
na HPLC bolo v danych intervaloch sledované l'memé mnoZstvo sacharézyéastic.
Stabilita bola sledovanadase 0, po 1 hodinej’alej po 3, 7,14, a 21ndch.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Optimalizacia metédy stanovenia sladidiel
Stanovenie mnoZstiev sladidiel bolo realizovanéllaopostupu v metddach (kap. 4.2).

VSetky udaje boli zmerané dvakrat a z nameranydméiobol vypa@itany priemer. Jednotlivé
grafy kalibra&nych kriviek su uvedené v prilolte 1.

= i #55 sacharoza 50mg/mi ]
HRIO

\3 - 7.6092

2 - 5.408

Obrazoke. 22: Chromatogram sachardzy

Retertny cas sacharézy je 7,692 minuat. Rovnica kalibeg krivky na kvantitativhe
stanovenie sachardzy je= 3131x+ 2201.

500 — 12 #49 fruktoza b 50mg/ml Ri_1

\2 - 5,737

aso

aoo

350

Obrazoke. 23: Chromatogram fruktozy

Obrazoke¢. 23 zobrazuje zdznam stanovenia fruktozy, ktorej ket@rgas bol 6,787 minut.
Rovnica kalibranej krivky na kvantitativne stanovenie fruktozyye- 2890x + 1434.

Nasledujuci obrazok. 24 ukazuje zaznam zo stanovenia glukézy. Retgrtas glukozy je

6,673 minut. Rovnica kalibéaej krivky na kvantitativne stanovenie glukozy je
y = 5552x + 0054.
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Obrazoke. 24: Chromatogram glukdzy

as0 #13 erythritol 4ama/mi RI_1

LRIU

400

Obrazoke. 25: Chromatogram erytritolu

Obrazok ¢. 25 predklada zaznam stanovenia erytritolu s fgtgm ¢asom 5,087 minat.
Rovnica kalibranej krivky na kvantitativne stanovenie erytritoduy = 2740x + 0752.

coo . [F_Siadidia #7 [manipulated: 1 mannitol 100mgmi Ri_1

sso0

soo0 ]

450 4

400 g

350 4

300 4

250 4

200 4

150 J

100 J

s0 ]

o4

-s50 4

-100 J
o

.60 1.25 2,50 3.75 5,00 6.25 7.50 8,75 70.00

Obrazoke. 26: Chromatogram manitolu
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Obrazok¢. 26 podava zaznam zo stanovenia mannitolu s &afgn ¢asom 6,730 minut.
Rovnica kalibrénej krivky na kvantitativne stanovenie mannitoluyje 2979x+ 3843.

= #38 sorbitol 90mg/mi RIi_1
LRIO

700 o

&50 4
so0 4
ss0 3
s00 3
as0 4
200 4
=50 3
300 4
250 4

200 J

150 4 1-3.167
100

509

EE

-so0 4

-100J
o

Obréazoke. 27: Chromatogram sorbitolu

Obrazoke. 27 predklada zaznam zo stanovenia sorbitolu s &afen casom 6,363 minut.
Rovnica kalibrénej krivky na kvantitativne stanovenie sorbitoluyje 2787x+ 0745.

5.2 Optimalizacia metdd pripravy PHB ¢astic

5.2.1 Vizualizacia ve’kosti ¢astic pod mikroskopom

PHB castice boli pripravené rozdielnymi metédami a vimamvané pod svetelnym
mikroskopom s kamerou. Mikroskopické pozorovaniebpghalo pri zvé&eni 640x. Na
obrazku¢. 28 sa daju pozorovaPHB ¢astice pripravené pomocou ultrazvuku, metédou TLE a
metddou RP-TLE.

Obrazoke. 28: Porovnaniesastic: Metdda ultrazvuk  , Metdéda TLE, Metéda RP-TLE

Z obrazkov sa da spozoravae pripravaastic pomocou ultrazvuku bola najefektivnejSia
na vekog’, tvar a distribdciu. Vzorky pripravené metédou TARP-TLE obsahovali okrem
castic PHB aj filmy a agregaty, vznikali tak polygkszné roztoky, ktoré nie su vhodné na
pripravu nosiovych systémov. Vhodnou metdédou na pripravu doagich systémov su
¢astice vytvorené pomocou ultrazvuku.

5.2.2 Stanovenie vE&kosti ¢astic metddou dynamického rozptylu svetla

Analyza vékosti a distribucie vytvorenych¢astic bola realizovana na koloidnom
analyzatore metédou dynamického rozptylu svetlaolia bremerané vzorky vSetkych
modelovych metdd priprawastic. Postup analyzy je popisany v kapitole 4.4.
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Velkog' castic pripravenych metddou TLC sa pohybovi rozmedzi od 65+ 1250 nm
(graf ¢. 1). Ako bolo vidie pod svetelnym mikroskopom, roztok okrefastic obsahoval i
agegaty, ktoré vysledok skragu.
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Graf ¢. 1: Vdkog’ a distriblciacastic metédou TLE

Castice pripravené metédou -TLE dosahovali vikos'ou od 800 do 1650 nm. Ako sr
mohli vidiet pod svetelnym mikroskopom, PH&stice pripravené touto metédou nel

dokonalé, pretoze v
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Graf ¢. 2: Vdkog’ a distriblciacastic metédou RP-TLE

Castice pripravené pomocou ultrazvuku sa pohybox rozmedzi od 50 do 250 nm. Al
sme mohli vizualizova pod svetelnym mikroskopom, vytviné castice boli 'radoch
nanometroch eztok neobsahoval Ziadne agreg
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Graf ¢. 3: Vdkog’ a distriblciacastic pomocu ultrazvuku

36



5.2.3 Stanovenie stability vytvorenychéastic analyzou zeta potencialu

Interval nestability¢astic zeta potencialov je od -30 mV do 30 mV [48hdnoty zeta
potencialov vytvorenych PHBastic rdznymi metédami boli rdzne. Najstabilnej&sstice
boli pripravené pomocou ultrazvuk@astice vytvorené pomocou TLE a RP-TLE, pad
ukazujuceho zeta potencialu, su nestabilné.

Tabuka¢.4: Zeta potenciél vytvorenyelastic roznymi metédami

Preparaty Vytvorenéastice
ZP (mV)
TLE -29,9
RP-TLE -25,37
Ultrazvuk -62,87

NajlepSou metbédou pripravy ndsiych systémov stastice pripravené pomocou ultrazvuku.

5.3 Optimalizécia pripravy PHB ¢astic pomocou ultrazvuku

Castice boli pripravené postupom uvedenym v kapithf®.1. Tietocastice bolidalej
Studované metdédou dynamického rozptylu svetla, pet@ncialu a boli pozorované pod
svetelnym mikroskopom. Zo ziskanych vysledkov saterohli stanovi optimalny postup
pripravy PHBCastic.

5.3.1 Porovnanie ve&’kosti ¢astic metddou dynamického rozptylu svetla

Pripravené vzorky bolistanovené na pristroji Zews Postup analyzy je popisany
v kapitole 4.4. Zaznamy stanovenid’kesti castic metdédou DLS sa nachadzaju v prilohz.
Priemerné vikosti vSetkych pripravenyatastic su uvedené v talke ¢. 5.

Tabukac. 5: Vdkog’ c¢astic pripravenych vzoriek pomocou DLS

PHB Chloroform| Voda | Priemerna vikos’
(ml) (ml) (nm)
Vzorka 1 1% 0,5 10 175,6
Vzorka 2 1% 1,0 10 298,6
Vzorka 3 1% 2,0 10 354,3
Vzorka 4 2% 0,5 10 254,5
Vzorka 5 2% 0,75 10 278,8
Vzorka 6 2% 1,0 10 352,1
Vzorka 7 2% 2,0 10 367,5
Vzorka 8 2% 4,0 10 431,2
Vzorka 9 3% 1,0 10 362,5
Vzorka 10, 10 mg 0,0 10 5224,0
Vzorka 11| 20 mg 0,0 10 2449,0
Vzorka 12| 40 mg 0,0 10 3120,0
Vzorka 13| 60 mg 0,0 10 3054,5
Vzorka 14| 80 mg 0,0 10 3455,5
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Velkos’ nand@astic u 1 % PHB bola r6zna, za pouZitia réznehdepiu chloroformu. Ako
je vidiet’ v grafe¢. 4, velkos’ ¢astic sa pohybovala od 175 nm do 354 nntiopmi va’lkos’
¢astic rastie s vy38im pridavkom chloroformu.

Velkos' nan@astic u 2 % PHB sa pohybovali v rozmedzi od 254don31 nm, ako je
vidiet' v grafe¢. 5 vel'kos® opd&’ rastie s vyS§Sim pridavkom chloroformu. Rovnaktkes’
castic rastlai s hmotnostnou koncentraciou PHBrgwmakom pridavku chloroformu
(grafec. 6).Naopak metdda pripravastic len za pouzitia vodnej faze nie je vhodnéatgae
roztok bol polydisperzny, vznikali agregaty a disicia vé’kosti castic sa pohybuje v radoch
mikrometrov (graf?).
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Graf ¢. 4: Pozorovanie i&osti 1% PHB?astic za pridania rozneho mnozstva chloroformu
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Graf ¢. 5: Pozorovanie i&osti 2% PHB?astic za pridania rozneho mnozstva chloroformu
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Graf ¢. 6: Porovnanie vikos’ castic u 1%, 2%, 3% PHBastic s 1 ml chloroformu
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Graf &. 7: Porovnanie vikosticastic s roznou koncentraciou PHB bez chloroformu

5.3.2 Porovnanie stability ¢éastic pomocou zeta potencialu

Zeta potencial je rozhodujucim parametrom stabitit koagulacie koloidného roztoku.
Interval nestabilitycastic zeta potencialov je od -30 mV do 30 mV. Hpnmerania zeta
potencialu je uvedeny v kapitole 4.5. V tékeic. 6 sU uvedené jednotlivé zeta potencialy v
jednotkach mV pre rézn&astice PHB.

Tabukac. 6: Stabilita vytvorenychastic pripravenych vzoriek

PHB Chloroform Voda Zeta potencial
(ml) (ml) (mV)
Vzorka 1 1% 0,5 10 -29,90
Vzorka 2 1% 1,0 10 -25,37
Vzorka 3 1% 2,0 10 -34,30
Vzorka 4 2% 0,5 10 -26,13
Vzorka 5 2% 0,75 10 -32,80
Vzorka 6 2% 1,0 10 -35,54
Vzorka 7 2% 2,0 10 -34,30
Vzorka 8 2% 4.0 10 -28,30
Vzorka 9 3% 1,0 10 -62,87
Vzorka 10 10 mg 0,0 10 -0,93
Vzorka 11 20 mg 0,0 10 -2,30
Vzorka 12 40 mg 0,0 10 -1,42
Vzorka 13 60 mg 0,0 10 -2,41
Vzorka 14 80 mg 0,0 10 -7,93

Hodnota zeta potencialu u 1 % PH#8stic sa pohybuje v rozmedzi od -34,30 do -25,37 mV
Pod’a nameranych vysledkaastice nevykazuju prili§ dobru stabilitu. Iba vzofk kde bolo
najvysSie mnozstvo pridaného chloroformu, bola ibtab(graf ¢. 8). Stabilita ¢astic
vytvorenych bez pouzitia chloroformu sa nachadzatervale od -0,93 mV do -7,93 mV,
tieto castice teda stabilné nie su.
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Graf ¢. 8: Stabilita 1% PHBastic s réznym pridavkom chloroformu

V pripade 2 % PHBastic sa hodnota zeta potencialu pohybuje v roziretiz35,54 do -

26,13 mV. Stabilné boli vzorky 5, 6 a 7. Jednotlstbility tychtocastic si porovnané
v grafec. 9.

-15
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40 g% 0,5 mICHCI3 H 2% -0,75 mI CHCI3 5 2% -1 mlCHCI3
2% -2 ml CHCI3 2% -4 ml CHCI3

Graf ¢. 9: Stabilita 2% PHBastic s roznym pridavkom chloroformu

Zeta potencial (mV)

B 1% - 1 ml CHCI3 B 2% - 1 ml CHCI3 3% -1 ml CHCI3
Graf ¢. 10: Porovnanie stability 1%, 2%, 3% PHBstic s pridanim 1 ml chloroformu

U ¢astic s rdznymi hmotnostnymi koncentrdciami sa pokigla v rozmedzi od -62,87 do -

25,37 mV (grafL0). Pricom pod’a nameraného zeta potencialu s rasticou koncemiréestie
aj stabilita. 3 % PHBastice vykazuju preto najlepSiu stabilitu.
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Graf ¢. 11: Porovnanie stability vytvorenych PHBstic bez chloroformu

Hodnoty zeta potencidlov vytvorenyehstic potvrdzuju to, Ze metdda pripravy PEHStic
bez pridania organickej faze nie je vhodna.

5.3.3 Vizualiz&cia ¢astic pod mikroskopom
PHB c¢astice o réznych koncentraciach, uvedené vItabd. 6, boli vizualizované pod
svetelnym mikroskopom. Mikroskopické pozorovanielpehalo pri zvéSeni 640x.

Obrazoke. 29: Porovnanie pripravenyafastic1% PHB (zloZenie sa nachadza v tabd. 6)

Obrazoke. 30: Porovnanie pripravenyafastic 2% PHB (zloZenie sa nachadza v tabd. 6)
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Obrazoke. 31: Porovnaniepripravenyehstic3% PHB (zlozenie sa nachadza v tahud. 6)

- -
Obrazoke. 32: Porovnanie pripravenyafastic PHB bez pouZitie chloroformu (zloZenie sahédea v

tabukac. 6)

Pripravené 1% PHBastice su nedokonalé kvali ich nizkej koncentrddiB% PHBc¢astic
nebola zaznamena ziadna zmena pridanim vySSej kiwAce v porovnani s 2%. V pripade
2% PHB bol dosiahnuty najlepsSi vysledok Vatiom na koncentraciu ajRk®sti ¢astic. Za
najlepSiu z testovanyckastic bola vyhodnotend vzorka 6. Vzorka 6 vyhovavalelen
koncentraciou a \i&os’ou &astic, ale aj ich stabilitoastice bez pridavku chloroformu, ako
sa da spozorovaz obradzka32, predstavovali vzorky polydisperzny roztok s vyraz
agregaciou. Takto pripraverastice nie su vhodné walSie pouZitie.

5.4 Imobilizacia sladidiel na vytvorenééastice

Po optimalizacii pripravyastic, kde boli ako najvhodnejSie vyhodnotené 29B Raktice,
pripravené pomocou ultrazvuku s pomerom 1:10 oda@wodna faza, boli pripravené tieto
castice vo vé&Som mnoZstve. Poltavala lyofilizacia a aktivacia povrchu plazmou pad
navodu uvedeného v kap. 4.8. Mnozstvo 0,5 g taktov@vanych ¢astic bolo jednotlivo
pridané do roztokov sladidiel. PouZité roztoky la koncentracie su uvedené v tékeic. 7
ako koncentracie pred imobilizaciou. T&ka ¢. 7 takisto znazatje, akd koncentracia
sladidiel bola¢i nebola naviazana na PHfastice. Stanovenie bolo merané pomocou HPLC,
kde bol vo vdéinom roztoku v priebehu imobilizacie sledovany Ukyitoobilizovanej zlozky.
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Castice boli po skateni imobilizacie trojnasobne premyté. Z rozdielmémej a paiatosnej
koncentracie bolo vypitané naviazané mnoZzstvo.

Tabukac¢. 7: Prelad imobilizacie sladidiel na PHBastice

koncentracia : dc_)_bq .| Fruktéza| Glukéza| Sachar6zaErythritol | Mannitol| Sorbitol
(mg/ml) imobilizacie
szfégﬁgga 0 3957 | 955 | 437,6 | 210 | 2009 | 2186
po imobilizacii 368,1 83,3 389,1 18,8 1795  204p
po premyti 25,6 12,2 27,4 1,7 21,4 14,0
Spolu 0,5h 393,7 95,4 416,5 20,6 2000 2186
haviazane 2,0 0,0 21,0 04 0,0 0,0
po imobilizacii 348,3 91,7 366,1 18,4 181,4 2040
po premyti 46,6 4,9 35,7 1,8 16,8 13,1
Spolu 15h 394,8 96,6 401,8 20,1 198p  217)2
Naviazane 09 | -12 | 358 0,8 2,7 1,4
po imobilizacii 360,2 86,5 358,3 20,6 184,1 196
po premyti 36,6 7.6 38,5 0,6 15,1 20,%
Spolu 3,5h 396,7 94,1 396,8 21,1 1990 2174
Naviazané
MO3StvG -1,0 1,4 40,8 -0,2 1,8 1,2
po imobilizacii 368,0 81,5 348,6 19,2 181,8  204p
po premyti 27,5 12,0 29,7 1,8 12,1 14.p
Spolu 6,5h 395,5 93,5 378,3 21,0 1930 2188
haviazane 0,2 2,0 59,3 0,0 70 | -02
po imobilizacii 359,5 79,8 256,3 19,1 174,4 191
po premyti 36,3 15,5 31,1 1,0 25,9 26,9
Spolu 24 h 395,8 95,4 287,4 20,1 2008 2183
Naviazane 01 | o1 | 1502 | 09 0,6 03
mnozstvo

Tabuka ¢. 7 ndm ukazuje, Ze len jedno sladidlo, presnejSiestrhardza, bola naviazana
na pripravené PHERastice, pdom s dobou imobilizacie rastlo aj mnoZstvo naviafan
zloZky. NajvysSie mnoZstvo naviazanej sacharozy lsthnovené po 24 hodinach, kde bolo
nacastice naviazanych 34 % poévodného mnoZstva.

U tychto PHBc¢astic s naviazanou sacharozou hiidej sledovana ich dlhodoba stabilita
vo vodnom prostredi a ich stabilita v modelovomidiagickom prostredi.

5.5 Infra ¢ervena spektrometria s Fourierovou transformaciou

Pomocou infréervenej spektrometrie bol sledovany vplyv pésob@iaamy na pripravené
PHB c¢astice.
Graf 12 znazotiuje FT-IR spektratisttho PHB, PHB po aktivacii plazmou a aktivovaného
PHB po imobilizacii sachar6zy. Z IR spektra su die¢ totozné piky u vSetkych vzoriek
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PHB, predovsetkym piky pri 1180-1280 ¢rharakteristické pre COC vazbu, pri 1382tm
kde sa nachadza vazba CH3lej pik v 1729 cil znasi vazbu C=0 a piky v oblasti 2870-
3010 cnt'je charakteristicky pre vézby CH.

Touto metdédou neboli viditeé Ziadne zmeny polyméru. MézZe ta’taaprinené vznikom
len drobnych povrchovych zmien, ktorétazké detegovalaé.
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Graf ¢. 12: zaznam FT-IR analyzy s ATR nastavcom

5.6 Ramanova spektrometria

Pomocou Ramanovej spektrometrie bol pozorovanywphazmy na PHBSastice. Touto
metodou neboli rovnako ako v predchadzajucom pepadT-IR viditdné Ziadne zmeny
polyméru.

Graf 13 znazotiuje FT-Ramanové spektréisttho PHB, PHB po aktivacii plazmou
a aktivovaného PHB po imobilizacii sacharézou. Zn@aovych spektier su u vSetkych
vzoriek PHB totozné piky. PredovSetkym sa tu naghfid piky pri 1100-1300 cth
charakteristické pre COC vazbu, pri 1290-1370'&mie sa nachadza vézba Gralej pik v
1730cn* znasf vazby C=0 a piky v oblasti 2930-3010 twiizby CH3.
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Pdsobenim plazmy na PHfastice teda nedoslo k Ziadnym vidiitgm zmenam v Strukture
polyméru, len mohlo défsk ovplyvneniu povrchu. Tieto zmeny vSak neboliegdgtvaténe.
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Graf ¢. 13: Zdznam Ramanovej analyzy

5.7 Dlhodoba4 stabilita sacharozy

Scasticami s naviazanou sacharézou boli realizovasgy tstability, kde bolo sledovanée
mnoZzstvo uvbnenej sachardzy pas dlhodobého uchovavania vo vodnom prostredi.
Zo vzorky¢. 1 a ¢. 2 sa cela koncentracia sacharézylaia okamzite po pridani do roztoku.
Zo vzorky ¢. 3 sa poas jednej hodiny uvimila do prostredia koncentracia sacharézy
0,56 mg/ml. ZvySna, naviazana koncentracia sachanézPHB bola 40,19 mg/ml. S touto
vzorkou boli realizované experimenty zamerané kabAciu v prostredi traviacich Stiav. Zo
vzorky ¢. 4 a 5 sa p&as testu postupne ukrmlo malé mnozstvo sachardzy do prostredia. Na
Strnasty d#& bola zo vzorky. 4 uvd’nena cela koncentracia sacharézy. Avsak, vo vzarke
zostala naviazana koncentracia sacharézy 26,7 mgdtbuto vzorkou bola namerana
stabilita po dvadsiatom prvom dni, kedy sa linila uz cela koncentracia do vodného
prostredia. Zaverom mozno povédde doba imobilizacie sachar6zy na PRBmnozstvo
naviazaného mnoZzstva sachar6zy mkyeplyv na jej uvdnenie sa do prostredia.
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Tabukac. 11: Prelfad r6znych dbb uvdovania sacharézy z PHB do vodného prostredia

Vzorkac. 1 | Vzorkaé. 2 | Vzorkac. 3| Vzorkac. 4 | Vzorkag. 5
Co,5¢ Cit G,z Co.: Co4
Naviazané
. 21,02 35,77 40,75 59,27 150,18
mnozstvo (mg/ml)
Doba uvdnenia

0 hodin 19,11 34,73 0,32 0,28 0,29
1 hodina 0,88 0,58 0,24 0,13 0,0
3 dei 22,74 45,41
7 der 11,55 27,39
14 deq 24,44 50,92
21 dei 25,84
Spolu 19,99 35,31 0,56 59,14 149,8%

5.8 Stabilita imobilizovaného sladidla v modelovom fyzlogickom prostredi

U naviazanej vzorky sachar6zy bola sledovana znmenaeZzstva uvinenej koncentracie
Z pripravenycltastic pdosobenim umelych traviacich Stiav. Koncemraaviazanej sacharozy
po trojnasobnom premyti a naslednej detekcii, lstémovena na 21 mg/ml. Vzorka bola
vystavena modelovej Zaludiwej, pankreatickej a &vej ave a bolo sledované mnozstvo
uvol’nenej sachardzy pas travenia. Presny postup je uvedeni v kap. 4.9.

Tabukac¢. 12: Uvdnené mnoZstvo sachardzy po pridani modelovychariyi Stiav

Cas 0 (mg/ml) | Po skaeni traveni (mg/ml Uvornené v %
1,842 X 8,77
7,22 X 34,38
18,91 2,08 99,95

Zo vzorky sa pésobenim ZallGg®j $avy uvd’nilo 8,77 % naviazaného mnozstva sacharozy.
Tato koncentracia sa vSak uwda ihnel’ po pridani 8avy kcasticiam. Pri pdsobeni
pankreatickej favy sa takisto uMmilo velké mnoZstvo sachardzy ihdigpo pridani Savy

k casticiam, doSlo tu k uvoeniu 34,38% naviazanej koncentracie. Po pridafuivej $avy

sa zo vzorky uvinilo 99,95 %, pdom najv&Sie mnozstvo sa uVnilo ihned po pridani
Stavy.
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6  ZAVER

PredloZen& bakalarska praca bola zamerana nai§tidoznosti imobilizacie sladidiel na
PHB castice. V teoretickejcasti boli popisané objemové a nizkokalorické slaglidch
vlastnosti, metabolizmus a produkci#ialej vhodné nogbvé systémy, ktoré sa vyuzivaju
Vv potravinarstve a mozné spdsoby imobilizacie.

V experimentalnejasti bola optimalizovana metdda pripravy Pr&stic. Castice boli
pripravené tromi réznymi metédami, a to metédouavdpania na tenkej vrstve, metdédou
odparovania z tenkej vrstvy na reverznej faze aqmmm ultrazvuku. Ako najvhodnejSia
metoda pripravy PHBastic bol overeny ultrazvuk. Na zéaklade vyberu vigpanetody bola
d’alej optimalizovana priprava PHRastic pomocou ultrazvuku, a tods r6znym pridavkom
alebo bez pridavku organickej fazy. U vSetkych nasenych vzoriek bola zmerana aj
vel'kog® ¢astic metdédou dynamického rozptylu svetla. Takistb u vSetkych pripravenych
vzoriek zmerany zeta potencial. Z vysledkov baeay najvhodnejSi postup pripravgstic.
Zvoleny bol postup, kde bol pouZity 2% roztok PHB1wml chloroformu. Tietocastice
vykazovali najlepSiu stabilitu, Vkos” aj koncentraciu.

Dalej bola testovana moznosnoblizacie vybranych sladidiel na pripravené ljpbvané
castice. Imobilizované boli glukéza, fruktéza, sadza, erytritol, mannitol a sorbitol.
Samotna imobilizacia spivala v inkubacii aktivovanycltastic s roztokmi sladidiel pri
laboratornej teplote. Aktivacia PH&astic bola uskutmena studenou plazmou. Stanovenie
mnoZstva sladidiel a sacharidov bolo realizovanéngeou HPLC, kde bol v priebehu
imobilizacie sledovany Ubytok naviazanej zlozkyastice boli po skafeni imobilizacie
trojndsobne premyté. Z rozdielu kd@nej a pdiatocnej koncentracie bolo vygdané
naviazané mnozstvo. Doby imobilizacie boli 1,5 mydi3,5 hodiny, 6,5 hodiny, 24 hodin.
Z testovanych latok sa podarilo navifiden sacharozu na plazmaticky upravené RES&ice.

S dobou imobilizacie pritom réstlo aj mnoZstvo eadnej zloZzky. NajvySSie mnoZstvo
naviazanej sacharézy bolo tak stanovené po 24 &coldjnkde bolo imobilizovych 34 %
poévodného mnoZzstva.

U castic s naviazanou sacharézou hiidej sledovana ich dlhodoba stabilita vo vodnom
prostredi. Tu bolo celé naviazané mnozstvo sackiando’'nené z najlepSej vzorky PHB
¢astic az po dvadsiatom prvom dni inkubéacie. Stahiastic bola zmerana aj v modelovom
fyziologickom prostredi, a to vumele] Zal@tej, pankreatickej a&bve] ZFave.
V modelovom fyziologickom prostredi, kde bolo sledoé modelové travenie, doslo
k najv&sSiemu uvdneniu sachardzy z pripraveny¢hstic v prostredérevnej $avy, prcom
najvasie mnozstvo sa uvnilo po pridani gavy, teda ihné po za&iatku travenia.

FT-IR analyzou a za pouzitia Ramanovej spektramédtol pozorovany vplyv plazmy na
PHB castice. Z vysledkov vyplyva, Ze p6sobenim plazmyPhiB castice nedoslo k Ziadnym
viditelrnym zmen&m polyméru, mohlo vSak dbjsdrobnému ovplyvneniu povrchu, §om
tieto zmeny sifazko detegovateé.

Zhrnutim dosiahnutych vysledkov sa da konStatova boli pripravené PHRastice
s naviazanou sacharézou. Bolo overené, izkadperiody imobilizacie méa Vky vplyv na
MnoZstvo naviazanej sachardzy a taktiez ma vplywaagllhodobu stabilit¢astic a teda na
rychlog’ uvalnenia sacharézy z PHistic do prostredia.
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8 ZOZNAM SKRATIEK
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PRILOHY

Priloha 1. Kalibra¢né krivky sladidiel
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Graf 1: Kalibracha krivka nakvantitativne stanovenie sachar
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Graf 2: Kalibracna krivka na kvantitativhe stanovenie fruk
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Graf 3: Kalibracna krivka na kvantitativne stanovenie glul
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Graf 6: Kalibracha krivka na kvantitativne stanovenie sorbi
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Priloha 2. Zaznamy stanovenia \Bkosti ¢astic metdédou DL
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Graf 2: Vdkos’' 2% castic PHB 0,75 ml chloroformu
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Graf 3: Vdkos' 2% castic PHB 1 ml chloroformu
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