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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je zaméfena na charakterizaci ¢astic s enkapsulovanym
antimikrobialnim peptidem — lysozymem. V teoretické €asti byla zpracovana literarni reSerse
zaméfena na charakterizaci a popis antimikrobialnich peptidi. Dale byl popsan vybrany
zastupce vyuzivany v praci — lysozym. Byla popsana jak jeho struktura, tak mechanismus
uCinku a mozné vyuziti. V experimentalni ¢asti byla pro stanoveni lysozymu vyuZzita metoda
Hartree-Lowryho, a to jak pro ur€eni enkapsulacni ucinnosti, tak i pro uréeni mnozstvi
uvolnéného lysozymu po inkubaci v modelovém fyziologickém prostfedi a v modelovych
potravinach. PFfi  enkapsulaci obsahovaly nejvice Ilysozymu 1% chitosanové
Castice, alginatové manualné pfipravené castice a lipozomy. Studiem stability Castic
v modelovych potravinach bylo zjis§téno, ze nejméné stabilni jsou manualné pfipravené
chitosanové ¢astice. Dllezitym poznatkem bylo, Ze uvolnény lysozym proSel zmé&nami, které
zpusobily jeho degradaci. Nejvice ovliviiujicim prostfedim byla 3% kyselina octova. Pfi studiu
stability c&astic v modelovém fyziologickém prostiedi se rozloZily nejvice manualné
pfipravené chitosanové castice. NejstabilngjSi byly alginatové Castice. V praci byly take
studovany zmény antimikrobialni aktivity enkapsulovaného lysozymu u pfipravenych Castic
i po aplikaci do modelovych prostfedi. K testovani antimikrobialni aktivity byla vyuzita
grampozitivni bakterie Bacillus subtilis. Antimikrobialni testy ukazaly, Ze Ilysozym
po enkapsulaci ve vétSiné pfipadl ztraci svou antimikrobialni aktivitu. Pomoci metody
dynamického rozptylu svétla byla urCena velikost a stabilita pfipravenych &astic.

KLICOVA SLOVA

Antimikrobialni aktivita, antimikrobialni peptidy, Bacillus subtilis, bilkoviny, DLS,
enkapsulace, lysozym



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on characterization of particles containing encapsulated
antimicrobial enzyme lysozyme. The theoretical part deals with characterization
of antimicrobial peptides and their description. Further part of review was focused
on lysozyme, the selected representative used in this thesis, its structure, mechanism
of action and possible usage. In the experimental part the Hartree-Lowry method was used
for lysozyme detection, determination of encapsulation efficiency and for detecting
the amount of lysozyme released after incubation in model physiological environment
and in model foods. In process of encapsulation the highest amount of lysozyme was packed
into 1% chitosan particles, manually prepared alginate particles and into liposomes. During
study of stability of particles in model foods as the least stable manually prepared chitosan
particles were found. The released lysozyme exhibited changes probably caused
by its degradation. The highest influence on particles proved 3% acetic acid. During studying
the stability of the particles in artificial digestive fluids as the most unstable manually
prepared chitosan particles were found, while alginate particles were the most stable.
The thesis also deals with changes in antimicrobial activity of encapsulated lysozyme
in prepared particles and after its application into the model environments. A gram-positive
bacteria Bacillus subtilis was used in order to test the antimicrobial activity. Antimicrobial
tests showed that after encapsulation antimicrobial activity of lysozyme was substantially
decreased in most samples. Size and stability of prepared particles was tested using
dynamic light scattering.

KEYWORDS

Antimicrobial activity, antimicrobial peptides, Bacillus subtilis, peptides, DLS,
encapsulation, lysozyme
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1. UvoD

Naplni této bakalaiské prace bylo studium stability organickych ¢astic, do kterych
byl enkapsulovan lysozym. Cilem bylo také ovéfeni antimikrobialnich ucinkd téchto Castic.

Lysozym patfi do Siroké skupiny antimikrobialnich peptidd. Jedna se o razné velké
molekuly slozené zrlzného poc¢tu aminokyselin. Antimikrobialni peptidy jsou slozkami
imunitnich systéma Zivocichu a déli se na kationické a anionické. Tyto peptidy disponuji
baktericidnim G¢inkem. Ve vétSiné pripadd se studie zabyvaji peptidy kationickymi.
Kationické AMP mohou diky svému kladnému naboji interagovat s negativné nabitymi
membranami bakterii, mohou pUsobit také na nékteré houby a viry. Vyzkum
antimikrobialnich peptidd zac¢al v roce 1939 a pokracuje intenzivné dodnes. | pres velké
mnozstvi jiz popsanych antimikrobialnich peptidd se jejich databaze stale rozrustaiji.
Moznosti vyuziti antimikrobialnich peptidi jsou velmi Siroké a jiz bylo pfipraveno nékolik
preparatl obsahuijici tyto latky.

Lysozym je enzym patfici do skupiny hydroldz. Vyskytuje se v télesnych sekretech
zivoCichl a vykazuje znaéné antimikrobialni GCinky. Stézejni osobnosti figurujici v oblasti
vyzkumu lysozymu je Alexander Fleming, ktery jej roku 1921 objevil. Lysozym lze délit
na Gtyfi strukturni skupiny. Zifejmé nejvyznamnéjsim typem lysozymu je lysozym izolovany
z vaje¢ného bilku, se kterym bylo pracovano i v této praci. Tento typ lysozymu je schvalen
pro pouziti v potravinarstvi. Ddulezitou vlastnosti lysozymu je jeho baktericidni uGcCinek,
kdy lysozym $Stépi f- 1, 4 - glykosidické vazby mezi N - acetylmuramovou kyselinou
a N-acetylglukosaminem, které jsou obsazeny v bunéCnych sténach pFedevSim
grampozitivnich bakterii. Moznosti vyuZiti lysozymu jsou tak jako u jinych AMP Siroké,
od vyuziti v potravinarstvi az k vyrobé bioCipl. Lysozym enkapsulovany do organickych
Castic otevira dalSi moznosti jeho Sirokého vyuziti.

Lysozym je mozné enkapsulovat riznymi technikami. V této praci bylo vyuzito extruze,
tvorby lipozomU a enkapsulace pomoci enkapsulatoru, v teoretické ¢asti jsou popsany i jiné
mozné metody enkapsulace. V praci bylo vyuZzito nékolik typl obalovych materiala &astic.
Byly pfipravovany lipozomy a c&astice z polysacharidovych materiall. Vyuzitymi
polysacharidy byly alginat, chitosan a Skrob. Jejich struktura a vlastnosti jsou popsany
v teoretické Casti prace.

VSechny pfipravené C&astice byly podrobeny charakterizaci jak Cerstvé tak v riznych
modelovych prostfedich. Castice byly aplikovany do modelovych potravin — 3% kyseliny
octové, 10% alkoholu, emulze oleje a vody a do destilované vody. DalSim prostiedim,
ve kterém byly &astice podrobeny charakterizaci, bylo modelové fyziologické
prostfedi — pankreaticka travici stava, zaludecni travici stava a Zlu€ova travici stava.

Soucasti prace bylo i testovani antimikrobialni aktivity pfipravenych €astic. Ovéfena byla
i antimikrobialni aktivita samotného lysozymu. Testim byly podrobeny jak Cerstvé Castice,
tak Castice po aplikaci do modelovych prostfedi. Pro antimikrobialni testy byla zvolena
diskova metoda testovani s vyuzitim bakterie Bacillus subtilis.

Vramci prace byla vyuzita i metoda DLS. Touto metodou byla stanovena velikost
manualné pfipravenych €astic a byla stanovena jejich stabilita.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy jsou pfirodni latky nachazejici se ve vétSiné organisma.
Je popsano vice nez 1 000 znamych druht antimikrobialnich peptidi. Nékteré z nich jsou
soucasti imunitniho systému Zzivocichud. V ramci nespecifické imunitni odezvy brani vstupu
infek&nich mikroorganismu. Existuji antimikrobialni peptidy anionické a kationické [1].

V pfipadé anionickych antimikrobialnich peptidd se jedna o malé molekuly
s homopolymerni aspartatovou oblasti, ktera zodpovida za jejich charakter. Baktericidni
ucinek téchto peptidd je inhibovan pfitomnosti EDTA a srostouci koncentraci
NaCl se zvySuje. Tento druh antimikrobialnich peptidd byl nalezen v plicich, jatrech, tenkém
stfevé savcl a v krevnim séru [1].

V pfipadé kationickych antimikrobialnich peptidd se jedna o molekuly obsahujici
maximalné 50 aminokyselin, u kterych pfevazuje pozitivni naboj. Pravé kationické peptidy
mohou diky svému naboji interagovat s bakterialnimi membranami, které maji negativni
naboj. Kationické antimikrobialni peptidy mohou vykazovat aktivitu proti grampozitivnhim
a gramnegativnim bakteriim, mikroskopickym houbam a proti nékterym virlm obsahujicim
virovy obal. Nékteré peptidy vykazuji protirakovinotvornou aktivitu nebo podporuji hojeni [1].

2.1.1. Historie vyzkumu antimikrobialnich peptidi

Zacatek vyzkumu antimikrobialnich enzym( (AMP) se datuje do poloviny dvacatého
stoleti. Prvni antimikrobialni peptidy eukaryotickych bunék byly prokazany roku 1939.
Tyto AMP byly pojmenovany jako gramicidiny a byly izolovany z bakterie Bacillus brevis.
Jiz dlouho je také znamo, Zze AMP se nachazi ve slozkach lidského imunitniho systému.
Na konci roku 1920 byl objeven velmi vyznamny zastupce AMP - lysozym. Podle nékterych
autortl je pravé lysozym oznacovan jako prvni peptid s prokazanou antimikrobialni aktivitou.
Rok 1960 je povazovan za skuteCny pocatek vyzkumu antimikrobialnich peptida.
Pfelomové vyzkumy zacaly studiemi z let 1950 - 1960 spojenymi s vyzkumem kationickych
AMP. Rok 1962 se vyznacuje prvnim popisem zvifecich antimikrobialnich peptidi. Na konci
70. a 80. let 20. stoleti byly popsany AMP obsazené v leukocytech. Meznikem studii
AMP je rok 1981, kdy Boman izoloval indukovatelné antimikrobialni peptidy z hemolymfy
kukel mary Hyalophora cecropia [2]. DalSim vyznamnym rokem je rok 1989, v tomto roce
byl izolovan kationtovy AMP z Zaby Xenopus laevis [2]. Na zakladé studii bylo zjisténo,
Ze antimikrobialni peptidy se vyskytuji téméfF u v8ech organismd a hraji vyznamnou roli
v imunitnich systémech. Zasadni otdzkou vyzkumu je i fakt, Ze pfi vyzkumu antimikrobialni
aktivity in vitro je nutna mnohem vyS$Si koncentrace peptidd, nez jaka je ve fyziologickém
prostfedi organismu. Ve studiich z poslednich desetileti bylo zjisténo, Ze nékteré organismy
produkuji AMP jako skupiny peptidd pUsobicich synergicky. Kazdym rokem pfibyvaji
v databazi AMP nové objevené peptidy. Tyto databaze obsahuji udaje asi o 2 000 znamych
AMP. | pfes velké mnozstvi znamych antimikrobialnich peptidd jejich vyzkum pokracuje
a databaze se rychle rozrustaji [2].
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2.1.2. Struktura antimikrobialnich peptidu

Dulezitou vlastnosti antimikrobialnich peptidi je tvorba amfipatické ¢i amfifilni
konformace. Jejich nazvy jsou odvozeny od jejich vlastnosti, organismu, ze kterych byly
ziskany, nebo kombinaci obou, a jsou zaznamenany v databazi antimikrobialnich peptidu.
Molekula AMP obsahuje ve struktufe opakujici se Useky s hydrofobnimi a hydrofilnimi
doménami [1].

Struktura vétSiny kationickych AMP byla objasnéna pomoci cirkularniho dichroismu
(méfeni rozdill absorbanci cirkularné polarizovanych paprskl svétla, polarizovaného pomoci
opticky aktivnich latek), metoda vSak neobjashuje prostorovou konformaci.
Asi 50 kationickych AMP v¢etné 14 syntetickych bylo popsano pomoci NMR [1].

Z celkového poétu 1528 antimikrobialnich peptidd ma 1355 pozitivni naboj,
95 je bez naboje a 78 je nabito negativné. V sou€asné dobé probiha vyzkum pfevazné
kationickych AMP [3].

Antimikrobialni peptidy |ze klasifikovat dle jejich sekundarni struktury do 4 skupin [1]:

a) PB-list
b) a-helix
c) smycka
d) rozvolnéné peptidy.
Nejvice zastoupenymi strukturami jsou B-list a a-helix.

a) / ;)@ b)
VA

c)

J

) .

Obr. 1: Obecné struktury antimikrobialnich peptidd [1]

Ve 118 bakterialnich AMP jsou pfevazujicimi aminokyselinami zapojenymi v fetézci alanin
a glycin. V rostlinnych AMP jsou nejCetné&jSimi aminokyselinami cystein a glycin, naopak
fetézcu v antimikrobialnich peptidech zivocichu [3].

Zastoupeni aminokyselin v fetézcich molekul podle struktury antimikrobialniho peptidu
je nasledovné: V peptidech se strukturou a-helixu jsou nej¢etn&jsi leucin, alanin, glycin
a lysin. U B-strukturovanych AMP jsou hlavnimi AMK cystein, glycin a arginin.

Aminokyselina cystein tvofi v molekulach peptidl disulfidické vazby. Glycin zajistuje
fetézci flexibilitu. Arginin je nezbytny pro antibakterialni a antivirovou aktivitu [3].
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2.1.3. Uginky antimikrobialnich peptidti

VétSina studii u€inkd antimikrobialnich peptidd je zaméfena na interakce kationickych
AMP s modelovymi membranovymi systémy. Na zakladé vysledkl vyzkumu byly
antimikrobialni peptidy rozdéleny do dvou skupin [4]:

> peptidy rozkladajici membranu
» peptidy s jinymi mechanismy ucinku.

Peptidy narusujici membranu maji vétSinou strukturu a-helixu. Jsou popsany tfi modely

mechanismu plsobeni [1]:
» mechanismus ,sudové skruze®
» mechanismus ,micelarnich agregatu*
» ,kobercovy“ model.

U modelu sudové skruze probiha mechanismus uU¢inku tvorbou pérd, prochazejicich
pfes membranu buriky. Péry umoziuji unikani ¢asti cytoplazmatické membrany a narusuji
membranovy potencial [1].

Mechanismus micelarnich agregatt probiha tak, ze peptidy vytvofi shlukovita usporadani,
ktera zasahuji do membrany. Kolapsem shluku pak dojde k translokaci do cytoplazmy [1].

Pfi kobercovém mechanismu se peptidy fadi paralelné k dvojvrstvé membrany,
jsou tak v kontaktu s lipidovymi skupinami a pokryvaji okolni oblast. Tento jev vede
k porucham stability membrany, vytvafi se trhliny a slozky cytoplazmy se dostavaji
ven z buriky. V dusledku tohoto pusobeni se pak naruSuje membranovy potencial a nakonec
dochazi i k dezintegraci membrany [1].

V8echny tyto modely maji bez rozdilu za nasledek depolarizaci bunécné stény a vedou
k bunécné smrti. Mechanismy Uc€inku jsou prozatim spiSe hypotézami a kazdy z nich maze
byt u kteréhokoliv antimikrobialniho peptidu spravny [1].

V pfipadé peptidl s jinymi mechanismy ucinku je pravdépodobné, Ze plsobi na cile pfimo
v cytoplazmé. Prichod AMP membranou ziejmé probiha mechanismem, ktery je podobny
mechanismu micelarni agregace. Tento mechanismus vSak vede jen k doasné zméné
propustnosti membrany a ne ke smrti buriky. Zajimavé je, ze peptidy s vysokym obsahem
argininu maji schopnost prochazet pfes bunéénou i jadernou membranu jako pfenasece.
Po prichodu AMP pifes membranu se predpoklada jeho interakce s DNA, RNA nebo
celularnimi proteiny. Dale probéhne inhibice funkce téchto molekul. Nékteré peptidy plsobi
také pfimo na specifické enzymy [1, 4].

Dal3i moznost popisu mechanismu u€inku AMP je na zakladé jejich struktury. Ke kazdé
strukturni skupiné je pfifazen modelovy zastupce, na kterém je mechanismus uc€inku
demonstrovan [1, 4].

Pro peptidy se strukturou B-listu jsou zastupcem malé peptidy tachyplesiny. Pfes dobfe
popsanou strukturu a aktivitu téchto AMP neni mechanismus jejich u¢€inku zcela objasnén.
Tachyplesiny vykazuji velkou afinitu k lipopolysacharidiim, ale pfedpoklada se, Ze existuji
i jejich intracelularni cile. Pfi analyzach funkce disulfidovych mustk( v molekulach téchto
peptidu bylo zjisténo, Ze jsou nezbytné pro prichod peptidu pfes membranu [1, 4].

Zastupci skupiny peptidd s a-helikalni strukturou jsou meganiny. Peptidy se strukturou
a-helixu obsahuji v centru molekuly ohyb. Tyto AMP zpUsobuji permeabilizaci membran
coz vede k vykyvim membranového potencialu. Jejich plsobeni se vysvétluje pomoci
micelarniho modelu. Bylo také dokazano, ze odstranénim nékterych AMK z fetézce molekuly
se shizuje antimikrobidlni aktivita. PFi ztraté vice nez 20 AMK pak antimikrobidlni aktivita mizi
uplné [1, 4].
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V pfipadé AMP s rozvolnénou strukturou nelze mluvit o klasické sekundarni struktufe,
protoze jejich finalni struktura je tvofena pomoci nevazebnych interakci s membranovymi
lipidy. Zastupci této skupiny jsou napf. kolicin a nékteré syntetické peptidy. Mechanismus
pusobeni rozvolnénych AMP neni prozatim zcela objasnén. Vzhledem k malé velikosti
modelové molekuly indolicinu se pfedpoklada, Ze pfi u€inku se vytvafi kanaly
v cytoplazmatické membrané. Nasledné je tedy zménén membranovy potencial
a jeumoznén pfistup AMP do buriky. Neni ovSem prokazano, Ze molekuly indolicinu
jsou schopny uUplné depolarizace membrany [1, 4].

AMP se strukturou smycky zastupuje peptid thanatin. U thanatinu se pfredpoklada,
ze cilem neni cytoplazmaticka membrana. Usmrceni bunék zavisi na konkrétnim
mikroorganismu [1, 4].

2.1.4. Vyuziti antimikrobialnich peptida

Antimikrobialni peptidy maji velky potencial, vyuzitelny v riznych odvétvich. S vyuzitim
jejich terapeutického ucinku je mozné je upotiebit pro rizné aplikace. Jedno z moznych
vyuziti je jejich u€inkovani spolu s antibiotiky. Velké moznosti se oteviraji i pfi jejich pouziti
vuci multirezistentnim kmendm mikroorganisma, pfispiva k tomu i skuteCnosti, ze proti
AMP nevznika rezistence. DalSim vyuzitim je jejich baktericidni plsobeni. S vyuzitim AMP
jiz bylo vyvinuto nékolik preparatt pro oblast mediciny, napf. Pexiganan, preparat MX594AN
nebo Iseganan [6, 7]

2.2. Lysozym

Jako zastupce antimikrobialnich peptidi byl v této bakalarské praci pouzivan lysozym.
Jedna se o enzym ze skupiny hydrolaz (enzym katalyzujici hydrolyzu), jehoz vyskyt
byl prokazan v télesnych sekretech, jako jsou sliny, slzy, nosni hlen a matefské mléko, dale
pak v krevni plazmé a vajecném bilku, kde tvofi asi 3 % vSech bilkovin [1, 8]. Vyznamnou
vlastnosti lysozymu jsou pfedevsim jeho antimikrobialni u€inky.

2.2.1. Historie vyzkumu lysozymu

Prvnim objevitelem antimikrobialnich u€inkd lysozymu byl profesor hygieny na univerzité
v Tomsku P. Laschtschenko, a to v roce 1909 pfi zkoumani pfistupnosti vajec pro kultivaci
mikroorganismu. Pfi dalSim experimentu pouzil pfi dikazu inhibi¢niho ucinku bilku bakterii
Bacillus subtilis [9].

Jak jiz bylo zminéno, lysozym je obsazen v télesnych sekretech, coz zpusobuje jejich
antibakterialni ucinek. Tento ucinek popsal v roce 1919 Bloomfield, ktery se zabyval studiem
bakterii vstupujicich do hornich cest dychacich [9].

NejvyznamnéjSi osobnosti v oblasti vyzkumu lysozymu je Alexander Fleming.
Ten provadél v roce 1921 vyzkum s bakterialnimi kulturami na agaru. V prabéhu vyzkumu
byl nachlazeny a kapka sekretu z jeho nosu upadla na bakterialni kulturu. Kolem této kapky
se vytvofila zona, ze které zacCala bakterialni kultura mizet. Fleming po tomto zjiSténi vyslovil
mysSlenku, Ze nosni sekrety obsahuji lytickou latku, kterou nazval lysozymem.
Své domnénky potvrdil sérii pokusu s bakterii Micrococcus lysodeikticus a nosnim hlenem.
Pravé Fleming objevil pfitomnost lysozymu v télesnych sekretech a také ve vajeném bilku,
ze kterého jej rovnéz izoloval. Jeho antimikrobialni uCinek prokazal i na jinych bakterialnich
druzich [9, 10].

V roce 1930 bylo zjisténo, zZe lysozym je produkovan vSemi obratlovci [1].
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Od svého objevu slouzi lysozym jako modelovy systém pro mnoho studii, zejména
pak lysozym z vajeéného bilku se strukturou zvanou HEWL. Tato jeho struktura byla
objasnéna v roce 1963 dvéma nezavislymi vyzkumnymi skupinami. O dva roky pozdé&ji byla
uréena trojrozmérna struktura HEWL jakozto prvniho enzymu [9].

Roku 1998 byl lysozym klasifikovan organizaci FDA jako obecné bezpeény (GRAS) [11].
Vzhledem k moznosti izolace lysozymu z vajeéného bilku, coz je bézné pouzivana potravina,
je podle JEFCA u lysozymu povoleno od roku 1992 pouZiti pro potravinarské aplikace
a lze jej povazovat také za potravinu [12].

Témeér stolety vyzkum udélal z lysozymu jeden z nejlépe prostudovanych enzymd.

2.2.2. Strukturalysozymu

Lysozym je mozné délit na zakladé slozeni a aktivity do &tyr tFid [9]:
» lysozym ze slepiciho bilku (HEWL)

» lysozym z husiho bilku (GEWL)

» lysozym bakteriofaga T4

» Ch-lysozym.

Vzhledem ktomu, zZe vtéto praci je vyuzivan lysozym izolovany ze slepi¢iho bilku
(HEWL), bude niZze popsana i struktura tohoto lysozymu.

Lysozym, jinymi nazvy muramidaza, mukopeptid-glykohydrolaza nebo mukopeptid
N-acetyl-muramoylhydrolaza, je enzym slozeny ze 129 zbytki aminokyselin sefazenych
v jediném fetézci. Jeho molekulova hmotnost je 14,4 kDa. Uvnitf své molekuly obsahuje
lysozym 4 disulfidické mustky, diky kterym je molekula fixovana. Primarni struktura lysozymu
typu HEWL byla popsana v roce 1963, trojrozmérna pak roku 1965 [8, 9, 13, 14]. Molekula
lysozymu je slozZena ze dvou domén a ma zhruba  kulovity tvar.
Napfi¢ celou molekulou je umisténo nepolarni aktivni centrum ve tvaru stérbiny. Do aktivnhiho
centra Ize zakomponovat Sest zbytkl aminocukri. Lysozym ve své struktufe obsahuje
pét a-helikalnich usekl a jeden usek s uspofadanim B-skladaného listu [9, 14].

f-subdomain

helix C
halix D

helix &

Obr. 2: Struktura lysozymu (HEWL) [15]
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2.2.3. Mechanismus antimikrobialniho uéinku lysozymu

Hlavnim mechanismem ucinku lysozymu je Stépeni f-1, 4 - glykosidické vazby mezi
N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem, které jsou obsazeny v bunéénych
sténach predevSim grampozitivnich bakterii. Toto Stépeni mize zpusobit jednak celkové
zadrzeni konfigurace anomeru (HEWL) anebo obraceni této konfigurace. Je ziejmé,
Ze lysozym obsazeny v riznych organismech se liSi také svym reakénim mechanismem [9,
14, 16].

Z chemického hlediska se pfi plsobeni lysozymu méni acetal na poloacetal. Reakce
je katalyzovana kyselym prostiedim s H* ionty. P¥i plsobeni lysozymu probiha nejdfive jeho
pfipojeni na bakterialni bunécnou sténu pomoci vazby na jeho hexasacharidovou jednotku.
Dale probiha protonace atomu kysliku, proton poskytuje skupina Glu-35, $tépi se vazba C-O
a pfi dé&ji vznika alkohol a stabilizovany karbokation. Stabilizaci karbokationtu zajiStuje
skupina Asp-52pomoci elektrostatické interakce. Po tomto sledu reakci se voda aduje
na vznikly karbokationt a vznika jiz zminény poloacetal, regeneruje se také kyselé prostiedi,
ve kterém reakce probiha [1, 14, 16].

Zminénych Sest aminocukri obsazenych v aktivnim centru lysozymu a vazanych pomoci
vodikovych mustk(l obsahuje Sest vazebnych mist (A, B, C, D, E, F). Kazdé vazebné misto
je uréeno pro jinou funkci. U zbytku D dochazi ze sterickych divodl ke zhrouceni zidlickové
konformace na polozidlickovou, po tomto déji je zde mozné pfipojeni substratu. V misté
F dochazi k navazani glykosidické jednotky ze substratu. St&pné vazby jsou pak umistény
mezi useky D a E [14].

Lysozym zajiStuje diky svému ucinku Stépeni peptidoglykanu na disacharidové jednotky.
Diky tomu zajiStuje odolnost zivociSnych tkani proti bakterialnim infekcim. Bunky, které
podlehly u&inku lysozymu, jsou tedy zbaveny své bunééné stény, praskaji, jsou lyzovany
a poté snadno fagocytovany [17, 18].
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R’ = postranni fetézec peptidd bunééné stény

Obr. 3: Mechanismus ucinku lysozymu [19]

2.2.4. Vyuziti lysozymu v praxi

Vzhledem k tomu, Ze lysozym je enzym, mlze najit uplatnéni v mnoha oblastech. Nejvice
diskutovany je posledni dobou navrat k pfirozenym potravinafskym vyrobkim, je tedy
dulezité nalezeni antimikrobidlnich ochrannych prostfedkd, které by byly také pfirozené.
V této oblasti mize byt lysozym v kombinaci napf. s nisinem nebo monoacylglyceroly velmi
dulezitou latkou [20].

Aktivita lysozymu je ovS8em omezena pouze na grampozitivni bakterie, ucinek proti
gramnegativnim bakteriim je velmi maly. Pokud je lysozym ve smési s EDTA, jeho ucinek
se vyrazné zvySuje a muze tak pusobit proti mikroorganismim, které by byly proti nému jinak
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odolné. Pfridavkem EDTA je lysozym schopen inhibovat také bakterie Escherichia coli
a Listeria monocytogenes[20].

Enkapsulace lysozymu pfinasi jisté vyhody. Pfi enkapsulaci Ize pouzit vétSi koncentrace
lysozymu a enkapsulovany lysozym je mozné poté vyuzit pro dekontaminaci povrchu
rlznych struktur, kontaminovanych grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi. Rozpad
bunék je v tomto pfipadé pomalejsi, ale ma vétsi ucinek [21].

Dalsim moznym vyuzitim lysozymu je jeho umisténi na povrch SiO, pfi vyrobé
bilkovinnych bio¢ipu. Dale Ize lysozym v kombinaci s polymyxinem B, polyhistidinem,
polyhistaminem, polylysinem a histidinem vyuZit jako prostfedek pro zachyceni bakterialnich
endotoxinl [22].

2.3. Techniky enkapsulace

Enkapsulace byla vyvinuta v 60. letech. Jedna se o proces, pfi kterém je jeden material
¢i smés materiadlu uzaviena uvnitf materialu i systému jiného. Vnitfni slozkou kapsle mlze
byt jak kapalina, tak plyn nebo pevna latka. Vnitfni sloZzka je oznaCovana jako jadro, aktivni
latka C&i vnitfni faze. Obal Castice se pojmenovava jako nosi€¢, membrana, ,skofapka“
¢i povlak [23]. Enkapsulace je vyuzivana v mnoha oblastech a ma rGzné techniky. Pfi vyuziti
nékterych technik mize byt produkt navrzen tak, aby se aktivni slozka uvolfiovala postupné
nebo v pfesné urCeny okamzik. Velikost ¢astic se pohybuje v Fadu nano az milimetrd.
Nejvice pouzivanymi obalovymi materialy jsou polysacharidy, jako aktivni latky jsou velmi
Casto pouzivaneé lipidy a peptidy [24, 25].

2.3.1. Sprejové suseni

V pfipadé této techniky se jedna o jednu z nejstarSich a nejrozSifenégjSich metod. Tato
technika je velmi Usporna a ma Siroké vyuziti. PFfi procesu sprejového suSeni dochazi
k dehydrataci, a proto se vyuziva k pfipravé susenych materialt. Pomoci sprejového suseni
se daji vytvofrit castice v dobré kvalité s rozméry mensimi nez 40 um. Pfi sprejovém suSeni
se smisi hydratovany material povlaku (napf. maltodextrin, Skrob, guma) a aktivni latky
vétSinou v poméru 4:1. Smés je pfivadéna do rozpradovaci suSarny, kde je napf. pomoci
trysky atomizovana. Pfivadény horky vzduch vysuSuje vodu a vznikaji vysusené Castice [23,
25].

2.3.2. Sprejové chlazeni

Sprejové chlazeni je velmi podobné sprejovému suSeni. Také zde dochazi ke smiseni
povlaku a aktivni latky. Nedochazi v8ak k odpareni vody. Smés je rozpraSovana do prostoru
se studenym vzduchem, ktery zpUsobi ztuhnuti obalu kolem jadra. NejCast&jSimi materialy
pro obal jsou rostlinné oleje, do kterych se zakomponuje vané. Pfi procesu sprejového
chlazeni je mozné zvolit bod tani €astic, tudiz je tato technika vhodna pro tvorbu Castic

s fizenym uvolfiovanim [23].
2.3.3. Extruze

Extruze je proces, pfi kterém probihd disperze materidlu jadra do roztaveného obalu.
Vytvorena smés je pak vytlaCovana do dehydratacni kapaliny, kde se vytvori vliakna. Vlakna
jsou nasledné rozdélena na malé kousky a ty jsou vysuSeny. NejbéznéjSi dehydratacni
kapalinou je isopropylalkohol [23].
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DalSim moznym vysvétlenim extruze je vytlaCovani kapicek jadra a jejich pad do roztoku,
ktery zajisti srazeni c¢astic. VytlaCovan je obvykle roztok polymeru a aktivni latky
(napt. alginat). V pfipadé alginatu je srazecim roztokem CaCl,. Tato metoda poskytuje
Castice s vétSimi rozméry, avSak pfi elektrostatické extruzi je mozné dosahnout velikosti
az 50 um [25].

2.3.4. Emulgace

Jedna se o dalSi velmi vyuzivanou techniku. Emulgace je vyuzivana k enkapsulaci
ve vodeé rozpustnych aktivnich latek. Je mozné pfipravit emulze tfi typu: olej/voda, voda/olej
nebo voda/olej/voda. Pred enkapsulaci je mozné aktivni latku vysusit, a to riznymi zpusoby
(rozpraSovani, lyofilizace). To pak vede ke zvétSeni stability ¢astic [25, 26].

2.3.5. Fluidni vrstva

Pfi tvorbé fluidni vrstvy jsou CasteCky v podobé& prasku umistény v proudu vzduchu.
Tenma urCitou teplotu a d¢asteCky jsou postfikany potahovym materialem, ktery
je atomizovany. Velikost ¢astic zavisi také na vybéru latky, ktera bude slouzit jako obal [27].

2.3.6. Tvorba hydrogelt

Pfi tvorbé hydrogelll je tvofena sit viaken polymer(, ve které se nachazi prostor
pro umisténi aktivnich latek. Pro pfipravu se vyuzivaji kationtové a aniontové polymery, jako
je chitosan a karagenan [24].

2.3.7. Tvorba lipozomu

Tvorba lipozomU probiha pfi interakci mezi fosfolipidy a vodou. Hydrofilni latky se umistuji
ve formé roztoku dovnitf lipozoma, hydrofobni latky |ze zakomponovat do membrany [28].
Pfi tvorbé lipozoml je vytvofena smés aktivni latky a fosfolipidu napf. ve vodé. Smés
je nasledné sonifikovana a vznikaji lipozomy. Ty maji velikost od 30 nm do nékolika
mikrometru [25].

2.3.8. Enkapsulace pomoci enkapsulatoru

Novou metodou tvorby &astic se zabudovanymi aktivnimi latkami je enkapsulace pomoci
enkapsulatoru. Ten umoznuje tvofit jak lipozomy, tak i nanolastice zruznych jinych
materiall. Rovnéz Ize pomoci né&j pfipravovat Castice o ruzné velikosti, ktera je zrovna
pozadovana. Princip tvorby castic je zaloZzen na laminarnim proudéni kapaliny, ktera tvofi
tenky paprsek, ten se pak rozpada do stejné velkych kapiCek diky superponovanym
vibracim. Tyto kapicky pak padaji do elektrolytu, kde vznikaji ¢astice. Na enkapsulatoru
je mozné tvorit jak Castice slozené z jadra obsahujiciho aktivni latku a z obalu, tak ¢astice,
kdy aktivni latka je zabudovana v membrané ¢astic [29].
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Obr. 4: Schéma tvorby ¢astic pomoci enkapsulatoru [29]
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(11) Kapalinovy filtr

{(12) Vzduchovy fiitr

(13) Generator elektrostatického naboje
(14) Generator kmitoctu

{15) Stroboskopicka lampa

(16) Filtraéni mfizka

(17) Jimaci lahev na periicky

(18) Magnetické michadlo

{19) Odpad

Obr. 5: Schéma enkapsulatoru [30]

2.4. Organické nanocastice

2.4.1. Lipozomy

Lipozomy jsou malé sférické vezikuly. Jsou tvofené lipidovou dvojvrstvou a uvnitf
je uzaviena vodna faze. Pokud chceme enkapsulovat do lipozomua hydrofilni latky,
pak jsou tyto latky uzavirany dovnitf, do vodné faze. Je-li aktivni latka hydrofobni,
je zakomponovana do lipidové dvojvrstvy. Lipozomy Ize rozdélit dle jejich struktury
do nékolika skupin:
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» malé unilamelarni vezikuly (20 — 50 nm)
» velké unilamelarni vezikuly (<100 nm)
» multilamelarni vezikuly (100 — 20 000 nm).

Dle naboje mohou byt lipozomy rozdéleny na:
» neutralni
» kationické
» anionické.

Vlastnosti lipozom0 jsou ovlivnény mnoha faktory. Mezi tyto faktory patfi fosfolipidova
kompozice, poc€et dvojvrstev a jejich vzajemné interakce, naboj [30].

Hlavni slozkou fosfolipid pfipravovanych v ramci této prace byl séjovy lecithin. Lecithin
extrahovany ze sojového oleje se sklada ze ftfi slozek - fosfatidylcholinu,
fosfatidylethanolaminu a fosfatidylinositolu. Obecné pouziti lecithinu je jako pfirodni
emulgator, stabilizator nebo pro aplikace v potravinafstvi [31].

Obr. 6: Vzorec lecithinu [32]

DalSi slozkou lipozoma je cholesterol. Jedna se o zakladni sloZzku zZivoCiSnych bunéénych
membran a lipoprotein. Cholesterol patfi do skupiny steroll a poprvé byl objeven roku
1859. Molekula cholesterolu obsahuje ve své struktufe hydroxylovou skupinu a dvojné
vazby. Cholesterol je ¢asto vyuzZivanou latkou pro studium organickych reakci [32].
Cholesterol nalezneme predevSim ve vajeném Zloutku, svaloviné, mléku, sadle & mozku.
Nejvice cholesterolu pak z rostlinnych potravin obsahuje palmovy olej [34, 35].

Obr. 7: Vzorec cholesterolu [36]

2.4.2. Polysacharidové c¢astice

Polysacharidy jsou velmi roz8ifené pfirodni latky. Zakladnimi dvéma skupinami
polysacharidi jsou heteropolysacharidy a homopolysacharidy. Podle funkce se déli
do tfi skupin [35]:
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» strukturni polysacharidy
» polysacharidy se schopnosti vazat vodu
» rezervni polysacharidy.

Polysacharidy nebo také glykany, jsou latky sloZzené z vice nez 10 monosacharidovych
jednotek, které jsou spojeny glykosidovymi vazbami. Na konci své molekuly maji
polysacharidy vétSinou redukujici monosacharidovy zbytek. Jedna se o polydisperzni latky
vyskytujici se v pfirodé jak volné, tak i vazané ve slouceninach. Polysacharidy jsou stabilni
a netoxické, proto jsou velmi vyuzivané. Mnoho polysacharidi nachazejicich se v rostlinach
se vyuziva napf. v potravinarstvi jako aditiva [34, 37]

Pfi enkapsulaci pro potravinové aplikace jsou pravé polysacharidy nejvyuZivanéjSimi
latkami pro obaly Castic. Jsou vyuzivany napf. Skrob a jeho derivaty nebo polysacharidy
obsazené v rostlinach. DalSim velmi vyuzivanym zastupcem je alginat [25].

Pfi zabudovani aktivnich latek do c&astic dochazi k jejich pfichyceni ke strukture
polysacharidu. Pokud je k polysacharidu s aktivni latkou pfidan elektrolyt, dochazi
k vytvofeni gelové struktury [24].

2.4.2.1. Alginatové éastice

V pfipadé alginatu se jedna o biopolymer s linearnim nerozvétvenym fetézcem tvofenym
sacharidovymi jednotkami. Je mozné nalézt jej ve velkém mnozstvi fas. Obvykle je ziskavan
jako sodna sul extrakci. Alginat je ve vodé rozpustny polymer s Sirokym rozsahem aplikaci.
Po pfidavku vapenatych iontl k alginatu sodnému se snadno tvofi gely. Pfi vazbé iont(
dochazi jak k vazbam pomoci elektrostatickych sil, tak k chelaci. Strukturu a vlastnosti
vytvofeného alginatového gelu uréuji pfedevsim faktory jako molekulova hmotnost alginatu
a sekvence polymernich blok( v molekule. Gely vytvofené z alginatu jsou termostabilni
a pfes své membrany jsou schopné propoustét malé molekuly a kapaliny. Tato jejich
vlastnost je dllezita pravé pro tvorbu astic s fizenym uvolfiovanim latek, imobilizaci protein(
a enzymu. Alginaty je mozné pouzit v raznych koncentracich. Uplatnéni je mozné
v potravinafrstvi i v jinych oborech [34, 38].

Pfi pfipravé alginatovych €astic se vyuziva tfi technik:

» extruze
» emulgace
» sprejové suseni.

PFfi extruzi je hydrokoloidni roztok vytlatovan do lazné obsahujici srazeci roztok.
Pfi emulgaci se polymer pfidava do rostlinného oleje, kde probiha tvorba Castic. Postup
sprejového suseni je popsan vyse. Nejvyuzivangjsi technikou je extruze [39].

OH
OH 0 OH
Y HO "
0~ TOH] .

Obr. 8: Struktura alginatu sodného [40]
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2.4.2.2. Chitosanové castice

Chitosan je slou€enina slozena z N-acetylglukosaminovych a glukosaminovych jednotek.
Jedna se o nestravitelnou latku, snizujici hladinu cholesterolu a tuk( v krevnim séru
a jatrech. Je to latka biologicky rozloZitelna, netoxicka a biokompatibilni. Vyuziti chitosanu
je také velmi Siroké, a to hlavné v potravinarstvi. Je vyuzivan jako emulgator a stabilizator
a jako pfidavek nékterych potravin. Chitosan je rozpustny ve vodé, kyselinach, zasadach
a organickych rozpoustédlech. V pfipadé molekul chitosanu se jedna o polykationty. Jejich
koagulace probiha po pfidani latky s negativnim nabojem. Chitosan je ziskavan alkalickou
deacetylaci chitinu [24, 34, 41].

Jednim z polyaniont(, ktery mlze interagovat s chitosanem pfi tvorbé gelu, je tripolyfosfat.
Zesitovani je zajisténo pomoci elektrostatickych sil. Po pfidani TPP k chitosanu zajisti jeho
rychlé zgelovaténi. Vlastnosti chitosanovych gelu zavisi na podminkach pfipravy, predevsim
na pH [41]. Pfi tvorbé chitosanovych ¢astic je vyuzivana interakce zaporné nabitého
tripolyfosfatu s kladnym chitosanem. Po interakci chitosanu s TPP se mohou tvofit
mezimolekularni nebo intramolekularni ¢astice. Nevyhodou c¢astic pfi jejich pouZiti
napf. v gastrointestinalnim traktu je fakt, Ze nejsou odolné vici kyselinam [42].
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Obr. 9: Struktura chitosanu [43]

2.4.2.3. Skrobové édstice

Skrob se v pfirodé vyskytuje uloZeny v micelach, které se nazyvaji Skrobova zrna nebo
Skrobové granule. Ty jsou obvykle uloZeny v pletivech rostlin, chloroplastech, amyloplastech
nebo v burikach kofend, hliz a semen. Jedna se o hlavni zasobni zivinu rostlin. Existuje
nékolik typu Skrobu, vétSinou se jedna o smési amylézy a amylopektinu v poméru 1:3.
Skrobova zrna se li§i strukturng v zavislosti na zdroji. Pro rGzné typy Skrobu byl vytvoien
jeden obecny strukturni model. Tento model popisuje Skrob pomoci radialné uspofadanych
molekul amylopektinu s neredukujicimi konci sméfujicimi ven. Ve struktufe Skrobu se stfidaji
oblasti krystalové a amorfni. Na molekuly amylopektinu jsou navazany molekuly amylézy,
které tvofi v nékterych cCastech levotoCivé Sroubovice s neredukujicimi konci sméfujicimi
na povrch granuli. Skrobové &astice tvoFi tzv. inklusni slougeniny s lipidy. Hlavnimi zdroji
Skrobu jsou brambory a obiloviny, dale také semena lusténin [34].

Vysvétleni struktury Skrobu na zminéném modelu umoziiuje vyrobu Skrobovych ¢&astic.
Spolu s tvorbou téchto &astic se oteviraji moznosti pro jejich Siroké vyuZiti. Skrobové astice
by bylo mozné vyuzit pro zlepSeni vlastnosti biokompozitQ, pfi primyslovém baleni atd.
Pfiprava Skrobovych &astic spocliva ve srazeni amorfniho Skrobu. Tyto Castice pak maji
rlzné vlastnosti a tvary. Jako srazeci €inidlo je obvykle pouzivan ethanol.
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Do néj se pak pfidava Skrob smiseny s vodou. Dale je mozné &astice vysusit odpafenim
ethanolu. Samoziejmé existuji i jiné postupy pfipravy skrobovych &astic, které ovsem v této
praci vzhledem ke své slozitosti nejsou vyuzivany [44].
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amylopektinu «
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Obr. 10: Struktura Skrobového zrna [34]

2.5. Testovani antimikrobialni aktivity

Antimikrobialni testy jsou dulezZitou soucasti predevS§im v oboru mikrobiologie,
jsou vyuzivané ale i vmnoha jinych oborech. Pro uritou antimikrobialni latku
je vzdy vyuzivana kultura s potfebnymi vlastnostmi. Existuje mnoho variant testovani
antimikrobialni aktivity. Vybér vhodné metody je zalozen na mnoha faktorech, napf. ¢asova
naro¢nost, automatizace nebo reprodukovatelnost a pfesnost. Dale budou zminény
dva zpUsoby tohoto testovani [45].

2.5.1. Testovani na pevnych médiich

Testovani na pevnych médiich je velmi jednoduchou a znacné vyuZivanou metodou.
Pfitomto testovani se vyuziva kultura, narostlda na agarové pudé. Metoda spociva
v naneseni antimikrobni latky do jamky, vytvofené v agaru. Po naneseni latky do jamky
se sleduje jeji inhibi¢ni u€inek. Ten se projevi tak, Zze v daném misté je potlacen rast kultury
a vytvofi se prazdné misto. Variantou této metody je diskova difuzni metoda, pfi které
je antimikrobialni latka nanesena na papirovy ter¢ o priméru 5 mm, ktery je poté polozen
na agarovou pudu s kulturou [45].

2.5.2. Testovani v tekutych médiich

Dal8i variantou testovani antimikrobidlni aktivity je test pomoci méfeni zakalu
spektrofotometricky. K tomuto testu je vyuzivana 24hodinova kultura. Test spociva v pfidani
antimikrobialni latky k roztoku kultury. Poté je na spektrofotometru sledovano zvySovani
absorbance v ur€itych €asovych intervalech. Pfidani antimikrobialni latky ma za nasledek
zanik buriky a wyliti jejiho obsahu, coz zpusobi snizeni hodnoty absorbance. Tento test nebyl
v této praci vyuzivan vzhledem k potfebé vys$§iho mnozstvi antimikrobialni latky a obtizngiji
reprodukovatelnym vysledkim.
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2.5.3. Bacillus subtilis

Testovacim organismem pro antimikrobialni testy je velmi Casto nepatogenni
grampozitivni bakterie Bacillus subtilis. Jedna se o tyCinkovitou bakterii z rodu Bacillus.
Tyto bakterie vytvari bélavé az hnédavé kolonie bunék a v nepfiznivych podminkach jsou
schopny tvofit spory. Jedna se o aerobni nebo fakultativné aerobni organismy. Tato bakterie
je pro Clovéka netoxicka a nepatogenni. Bakterie Bacillus subtilis se vyskytuje v pidé, vodé,
ovzdusi na rostlinach i v lidskych stfevech [46].
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3. CILPRACE

Cilem prace bylo testovani mozZnosti enkapsulace antimikrobialnich latek za ucelem
zvyseni stability a prodlouzeni ucinku v realnych podminkach.

V ramci prace byly feSeny tyto dil€i ukoly:

1. Zpracovani reSerSe zaméfené na antimikrobialni peptidy, jejich strukturu, aktivitu
a moznosti vyuziti a dale na techniky enkapsulace.

2. Optimalizace metod pro stanoveni mnozstvi lysozymu, testovani antimikrobialni aktivity,
enkapsulace do organickych €astic a charakterizace ¢astic pomoci dynamického rozptylu
svétla.

3. Experimentalni &ast zaméfena na enkapsulaci lysozymu do organickych ¢astic,
charakterizaci ¢astic a zmény antimikrobialni aktivity lysozymu v modelovych
fyziologickych podminkach a v modelovych potravinach.
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4.

4.1.

EXPERIMENTALNI CAST

Pouzité mikroorganismy

Jedinym mikroorganismem, pouzivanym vtéto praci, byla bakterialni kultura
Bacillus subtilis CCM 2793. Tato kultura pochazi z Ceské sbirky mikroorganismda
Masarykovy univerzity v Brné.

4.2.

Pouzité chemikalie

4.2.1. Standardni a specialni chemikalie

Ostatni pouzité chemikalie byly vesmés Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych dodavateld.

4.3.

Lysozym, Serva (GER)

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (GER)

Dihydrat chloridu vapenatého, Lachema (CR)

Chitosan (medium molecular weight), Sigma-Aldrich (GER)
Tripolyfosfat sodny, Sigma-Aldrich (GER)

Lecithin séjovy, Mogador (CR)

Cholesterol, Serva (GER)

Pepton, Himedia (Indie)

Hovézi extrakt, Himedia (Indie)

Agar, Himedia (Indie)

Pankreatin z vepfové slinivky, Sigma-Aldrich (GER)
Pepsin z praseci zaludec¢ni sliznice, Sigma-Aldrich (GER)
Bile salts - Zlu€ové soli, smés Sigma-Aldrich (GER)

Pristroje a pomucky

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430 R (USA)
Mikrocentrifuga Hettich Zentrifugen Mikro 200 (GER)

Vodni lazen TW2, Julabo (GER)

Vodni lazert W620E, LaboPlay (POL)

Spektrofotometr Thermo Spectronic Helios & (UK)
Spektrofotometr Unicam Helios o (UK)

Svételny mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/« LED (CR)
Software Dino-Capture 2.0 (CR)

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments (USA)
Termostat Raven 2 Incubator (USA)

Termostat Memmert GmbH Co. KG (GER)

Temperovana tfepacka Heidolph Unimax 1010, Labicom (CR)
Vortex REax Top, Heidolph (GER)

Analytické vahy BOECO (GER)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (GER)
Pfedvazky Scout Pro, OHAUS (USA)

Ultrazvukovy homogenizator - Bandelin Sonoplus - Sonorex Technik (GER)
Enkapsulator B-395 Pro, Bichi (CH)

ZetaSizer Nano ZS - Malvern (UK)
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4.4. Spektrofotometrické stanoveni proteinu

V experimentalni praci byl enkapsulovan do organickych ¢astic enzym lysozym. Protoze
se jedna o peptid, byl stanovovan pomoci spektrofotometrického stanoveni proteind. Jako
metoda stanoveni protein byla vybrana metoda Hartree-Lowryho. Pfi pouziti této metody
bylo postupovano podle pfedepsaného navodu [47]. Podle této metody byla ziskana
i kalibracni kfivka lysozymu, ktera byla pozdéji pouzita pfi vyhodnocovani dat.

4.4.1. Metoda Hartree-Lowryho

Tato metoda zahrnuje reakci dvou Cinidel se vzorkem. Prvnim cinidlem je biuretové
Cinidlo, reakce s nim je zalozena na chelaci médnatého iontu imidovymi strukturami
polypeptidového fetézce. Druhym ¢&inidlem je Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, pfi reakci vzorku
s timto Cinidlem probiha redukce kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové tyrosinovymi
zbytky proteinu, po reakci se roztok barvi modre.

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml vzorku, k nému bylo pfidano 0,9 ml €inidla A. Roztok
byl inkubovan 10 min pfi 50 °C ve vodni lazni. Poté byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu
a bylo pfidano 0,1 ml ¢inidla B. Po pfidani cCinidla B byl roztok ponechan
10 min pfi laboratorni teploté. V dalSim kroku byly rychle pfidany 3 ml &inidla C a probéhla
posledni inkubace 10 min pfi 50 °C. Nasledné byla po ochlazeni méfena absorbance roztoku
na spektrofotometru pfi 650 nm. Absorbance vzorku byla méfena proti slepému vzorku, ktery
neobsahoval protein.

Priprava 1 000 ml &inidla A [47]:

» 2 g vinan sodno-draselny - 4 H,O
» 100 g Na,COs;
» 500 ml 1 mol/l NaOH

Po rozpusténi pevnych latek v NaOH byl roztok dopinén destilovanou vodou na 1 000 ml.
Priprava 100 ml &inidla B [47]:

» 2 g vinan sodno-draselny - 4 H,O

» 19 CuSO,4 5H,0

» 10 ml 1 mol/l NaOH

» 90 ml destilované voda

Priprava Cinidla C [47]:
1 objem Folin-Ciocalteauova C€inidla byl zfedén 15 objemy destilované vody. Celkovy
objem Cinidla se pfipravuje v nasobcich 16 ml dle potfeby.

4.5. Priprava €astic s enkapsulovanym lysozymem

Bylo pfipraveno 6 druhl organickych c&astic, jejichz charakterizace byla napini prace.
Ke kazdému typu castic byly pro porovnani a vyhodnoceni pfipraveny prazdné €astice, které
neobsahovaly enkapsulovany lysozym. Postup dalSi prace s prazdnymi ¢asticemi byl shodny
jako u castic s enkapsulovanym lysozymem. V pfipadé Castic pfipravovanych
na enkapsulatoru byly pouzity vzdy dvé rdzné koncentrace alginatu/chitosanu a u kazdé
koncentrace byly pouzity vZzdy 2 trysky s riznou velikosti kapicek.

4.5.1. Priprava lipozomu

Bylo pfipraveno 40 ml roztoku lysozymu o koncentraci 1 mg/ml. K roztoku bylo pfidano
100 mg cholesterolu a 900 mg lecithinu. Tato smés byla ultrazvukovana po dobu 1 minuty.
Stejné byly pfipraveny i prazdné ¢astice s pouzitim vody misto roztoku lysozymu.
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S roztokem pfipravenych lipozomu bylo dale pracovano a probéhla jejich charakterizace
v riznych podminkach.

4.5.2. Manualni priprava alginatovych ¢astic

Bylo pfipraveno 40 ml roztoku lysozymu o koncentraci 1 mg/ml. V tomto roztoku bylo
rozpusténo takové mnozstvi alginatu, aby jeho kone¢na koncentrace byla 0,3 %. Za stalého
michani bylo pak k roztoku pfikapavano 12 ml 0,5% CaCl,. Stejné byly pfipraveny i prazdné
Castice s pouzitim vody misto roztoku lysozymu.

Pfipravené Castice byly ponechany vroztoku a dale probéhla jejich charakterizace
v rliznych prostredich.

4.5.3. Priprava alginatovych €astic na enkapsulatoru

Pro pfipravu Castic z alginatu byl pfipraven nejdfive roztok alginatu o dvojnasobné
procentualni koncentraci, nez byla pozadovana kone¢na koncentrace. Pro koneény objem
roztoku (100 %) k pFipravé €astic bylo smiseno 50 % objemu dvojnasobné koncentrovaného
roztoku alginatu a 50 % roztoku lysozymu pfipraveného tak, aby konec&na koncentrace
lysozymu ve smési byla 1 mg/ml. Po zapnuti regula¢ni jednotky enkapsulatoru a zapojeni
vSech jeho soucasti v€etné pripojeni trysky byla smés k tvorbé ¢astic nalita do tlakove lahve.
Na lahev bylo nasazeno viko s hadi¢kou pro pfivod vzduchu a s hadi¢kou pro pfivod smési
k trysce. Priméry pouzitych trysek byly 300 um a 450 um u kazdé koncentrace alginatu.
Do Petriho misky, do které vytvofené kapi¢ky padaly, byl nalit dostateény objem 2% CacCl,
(cca 80 ml na 60 ml smési). Miska s CaCl, byla umisténa na magnetickou micha¢ku a bylo
do ni vloZzeno michadlo. Hadi¢ka pro pfivod smési byla pfipojena ktrysce a byla
na ni umisténa svorka. Dale probéhla samotna tvorba ¢astic. Na ovladacim panelu
enkapsulatoru bylo na zakladé vizualizace kapek vredlném <&ase zapnuto michani
s dostate€nou intenzitou, byla zapnuta a nastavena vhodna frekvence vibraci, elektrostaticka
disperze a zvolena vhodna intenzita svétla. PouZité hodnoty frekvence vibraci
a elektrostatické disperze jsou uvedeny v Pfiloze 2. Poté byl otevien pfivod vzduchu
na hlavnim uzavéru. Regulace vzduchu probihala na redukénim ventilu regulaéni jednotky
enkapsulatoru. Tok vzduchu byl nastaven tak, aby smés zacala stoupat hadickou k trysce
a po povoleni svorky byl proud smési pfes trysku optimalni k tvorbé kapicek.

Castice byly tvofeny z alginatu o kone&né koncentraci 1 % hm. a 2 % hm. Jako u vSech
ostatnich &astic byly pfipravovany i Castice, které neobsahovaly lysozym. Postup tvorby
prazdnych castic byl stejny, pouze byl pouZit roztok alginatu s jiz kone€nou koncentraci,
ktery byl nalit do tlakové lahve, a z n&j byly vytvofeny Castice.

Vytvorfené alginatové Castice byly po dokon&eni enkapsulace Zfiltrovany. Pro dalSi praci
byl pouzivan jak filtrat, tak zfiltrované alginatové Castice.

4.5.4. Manualni priprava chitosanovych ¢éastic

Bylo pfipraveno 40 ml roztoku lysozymu o koncentraci 1 mg/ml. K tomuto roztoku bylo
pfidano 250 mg chitosanu o stfedni molekulové hmotnosti a 0,5 ml koncentrované kyseliny
octové. Po rozpusténi chitosanu byl tento roztok ultrazvukovan a po malych davkach byly
pridavany 4 ml 2% tripolyfosfatu sodného. Stejné bylo postupovano i u prazdnych &astic
za pouziti vody misto roztoku lysozymu.

Tak jako u manualné pfipravenych alginatovych &astic byly i tyto ponechany v roztoku
a dale probihala jejich charakterizace za riznych podminek.
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4.5.5. Priprava chitosanovych ¢astic na enkapsulatoru

Pfi pfipravé chitosanovych €astic byl nejdfive pfipraven roztok chitosanu o pozadované
koncentraci. Napf. na 100 ml 1% roztoku chitosanu bylo do nadoby dano 100 ml destilované
vody, dale byl pfidan 1 g chitosanu o stfedni molekulové hmotnosti (Sigma) a bylo pfidano
tolik kyseliny octové, aby roztok mél pfiblizné pH 5. V tomto roztoku byla rozpusténa navazka
lysozymu, aby jeho kone¢na koncentrace byla 1 mg/ml. Takto pfipravena smés byla
po zapnuti regulacni jednotky enkapsulatoru a zapojeni vSech jeho &asti vCetné pfipojeni
trysky nalita do tlakové lahve. Na lahev bylo nasazeno viko s pfivodem vzduchu
a s hadi¢kou pro pfivod smési k trysce. Priméry pouzitych trysek byly 450 um a 750 pm
u kazdé koncentrace chitosanu. Do Petriho misky, do které vytvofené kapicky padaly,
byl nalit dostatecny objem 2% tripolyfosfatu (cca 100 ml na 80 ml smési). Miska s TPP byla
umisténa na magnetickou michacku a bylo do ni vloZzeno michadlo. Hadi¢ka pro pfivod
smési byla pfipojena k trysce a byla na ni umisténa svorka. Dale probéhla samotna tvorba
Castic. Na ovladacim panelu enkapsulatoru bylo bylo na zakladé vizualizace kapek v realném
¢ase zapnuto michani s dostate¢nou intenzitou, byla zapnuta a nastavena vhodna frekvence
vibraci, elektrostaticka disperze a zvolena vhodna intenzita svétla. PouZité hodnoty
frekvence vibraci a elektrostatické disperze jsou uvedeny v Priloze 2. Poté byl otevien
pfivod vzduchu na hlavnim uzavéru. Regulace vzduchu probihala na redukénim ventilu
regulacni jednotky enkapsulatoru. Tok vzduchu byl nastaven tak, aby smés zacala stoupat
hadiCkou k trysce a po povoleni svorky byl proud smési pfes trysku optimalni k tvorbé
kapicek.

Castice byly tvofeny z chitosanu o kone&né koncentraci 1 % hm. a 2 % hm. Jako u vech
ostatnich Castic byly pfipravovany i Castice, které neobsahovaly lysozym. Postup tvorby
prazdnych Castic byl stejny, pouze chitosan byl pfipraven o vysledné koncentraci a pfimo
nalit do tlakové lahve, z néj pak byly vytvofeny Castice.

Vzhledem ke struktufe chitosanovych Castic byly ¢astice ponechany v roztoku TPP a dale
s nimi probihala jejich charakterizace podobné jako u ¢astic pfipravenych manualné.

4.5.6. Priprava Skrobovych ¢éastic

NejdFive byl pfipraven 1% roztok $krobu. Skrob byl rozpu$tén v roztoku NaOH a mod&oviny
v poméru 0,8:1 hmotnostnich procent. V tomto roztoku byl rozpustén lysozym tak, aby jeho
konec¢na koncentrace byla 1 mg/ml. Za stadlého michani byl poté 1 ml tohoto roztoku
pfikapavan k 20 ml ethanolu. P¥i pfipravé prazdnych ¢astic byl pouzit 1 ml roztoku Skrobu
bez lysozymu.

Se Skrobovymi Casticemi bylo pracovano stejné jako s ostatnimi manualné pfipravenymi
Casticemi. Byly ponechany v roztoku a charakterizovany v rliznych podminkach.

4.6. Stanoveni enkapsulaéni Uéinnosti

Pfi stanoveni enkapsulacni uGcinnosti bylo vyuzito stanoveni koncentrace lysozymu
uvolnéného v roztoku po enkapsulaci. Ke stanoveni byla pouzita metoda Hartree-Lowryho
pro stanoveni proteind popsana v kapitole 4.4.1. Roztok ¢astic, pfip. filtrat po alginatovych
Casticich z enkapsulatoru, byl centrifugovan 15 min pfi 14 000 otackach a laboratorni teploté.
Pro stanoveni byl odebran potifebny objem supernatantu a v ném bylo stanoveno mnozstvi
lysozymu. Porovnanim hodnot naméfenych po enkapsulaci a hodnot z proméfeni prazdnych
Castic byla vypocCitana enkapsulacni ucinnost.
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4.7. Charakterizace ¢astic v modelovych potravinach

Experimentalni prace zahrnovala i charakterizaci Castic umisténych v modelovych
potravinach. Castice byly do &tyf modelovych prostiedi vioZzeny vzdy v ur&itém poméru
k prostiedi a poté bylo v urCitych €asovych intervalech méfeno Hartree-Lowryho metodou
mnozstvi uvolnéného lysozymu.

4.7.1. Modelové potraviny

Pro charakterizaci byly pouzivany ¢tyfi typy modelovych potravin. Prvni typ potraviny
pfedstavoval kyselé prostfedi. Tato modelova potravina byla tvofena 3% roztokem kyseliny
octové. Druhou modelovou potravinou bylo prostfedi obsahujici alkohol. Tato potravina byla
tvofena 10% roztokem ethanolu. Tfetim typem modelové potraviny byla emulze rostlinny
olej:voda v poméru 0,25:0,75 hm. %. Tento typ potraviny pfedstavoval prostfedi obsahujici
tuk. Posledni modelovou potravinou byl simulovan vodny roztok tvofeny pouze destilovanou
vodou [48].

4.7.2. Aplikace ¢éastic do modelovych potravin

Do modelovych potravin byly vioZzeny v8echny typy ¢&astic véetné prazdnych
pro porovnani. Modelové potraviny s ¢asticemi byly inkubovany v chladniéce pfi 5 °C. Méfeni
uvolnéného lysozymu bylo provadéno v intervalech 1 den, 3 dny, 7 dni a 4 tydny.

V pfipadé Castic pfipravenych manualné a chitosanovych ¢astic vytvofenych
na enkapsulatoru byly do 20 ml potraviny aplikovany 4 ml roztoku Castic. U alginatovych
Castic z enkapsulatoru byly do 20 ml potraviny navazeny 2 g ¢astic.

Do modelovych potravin byl pro porovnani vioZen i roztok lysozymu o koncentraci
1 mg/ml. Roztok lysozymu byl davan do modelovych potravin v mnozstvi 4 ml do 20 ml
potraviny.

Po inkubaci pozadovanou dobu byl vzdy odebran vzorek smési Castic s modelovou
potravinou. Tento vzorek byl centrifugovan 15 min pfi 14 000 otackach a laboratorni teploté
a v supernatantu pak bylo stanoveno uvolnéné mnozstvi lysozymu.

4.8. Charakterizace ¢astic v modelovém fyziologickém prostredi

DalSi soucasti experimentalni prace byla charakterizace castic po jejich aplikaci
do modelovych fyziologickych podminek. Do modelového prostiedi byly opét aplikovany
vSechny typy Castic vCetné Castic bez lysozymu. Mnozstvi uvolnéného lysozymu bylo opét
stanoveno Hartree-Lowryho metodou (kapitola 4.4.1).

4.8.1. Travici st'avy

Pro praci byly pouzivany tfi modelové travici Stavy.

Pankreaticka 3tava byla pfipravena smisenim 0,259 pankreatinu, 1,5g NaHCO;
a 100 ml destilované vody. pH pankreatické stavy bylo upraveno na 8,9.

Pfi pfipravé zaludeéni Stavy bylo rozpusténo 0,25 g pepsinu ve 100 ml destilované vody.
Poté bylo pfidano 0,84 ml koncentrované HCI, pH této stavy bylo upraveno na 0,9.

Posledni travici Stavou byla Stava ZluCova. Ta byla pfipravena rozpusténim
0,8 g zluCovych soli ve 200 ml destilované vody [49].
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4.8.2. Aplikace ¢astic do travicich stav

Castice pfipravené manualné a chitosanové &astice z enkapsulatoru byly do travicich
Stav aplikovany v poméru 1:1 (S8tava: Castice). V pfipadé alginatovych  Castic
z enkapsulatoru byl do 5 ml §tavy navazen 1 g €astic.

Inkubace smési Castic a travicich Stav probihala pfi 37 °C. Smés se Zlu€ovou Stavou byla
inkubovana po dobu 40 minut. V pfipadé smési €astic s pankreatickou a Zaludeéni Stavou
trvala inkubace 20 minut. Po skon&eni inkubace byla smés CcCastic s travici Stavou
centrifugovana 15 min pfi 14 000 ota¢kach a laboratorni teploté. V supernatantu pak bylo
stanoveno uvolnéné mnozstvi lysozymu.

Tak jako do modelovych potravin byl i do travicich Stav pro porovnani vioZzen roztok
lysozymu o koncentraci 1 mg/ml v poméru 1:1.

4.9. Testovani antimikrobialni aktivity

Pro testovani antimikrobialni aktivity byla v experimentalni praci zvolena metoda test(
na pevném médiu. Antimikrobialni aktivita byla testovana u Cerstvé pfipravenych castic,
u &astic v modelovych potravinach po 7 dnech a po 4 tydnech, a u €astic po aplikaci
do modelovych fyziologickych §tav. Antimikrobialni aktivita byla stanovena i u kalibracni fady
Cistého lysozymu a u roztoku lysozymu, ktery byl viozen do modelovych potravin (po 7 dnech
a po 4 tydnech) a travicich stav. Organismem zvolenym pro testovani antimikrobialni aktivity
byla grampozitivhi, nepatogenni bakterie Bacillus subtilis. Pravé na tuto bakterii vykazuje
také mimo jiné lysozym antimikrobialni aktivitu.

4.9.1. Kultivace Bacillus subtilis

Pro kultivaci bakterialniho kmene Bacillus subtilis bylo vyuzivano médium, jehoZ slozeni
pro objem 1 000 ml je (v pfipadé tekutého média bez agaru):
» 5 g pepton
» 3 g hovézi extrakt
» 0,01 g MnSO,4-H,O
» 209 agar.

Sterilizace média probihala 50 min v tlakovém hrnci.

Pfiprava inokula bakterialni kultury Bacillus subtilis probihala ve vysterilizovaném médiu
nasledujicim zplsobem. V laminarnim boxu bylo sterilni médium zaockovano z Petriho
misky kulturou uchovavanou pfi 4 °C. Z kultury bylo zaotkovano vzdy 100 ml média
ve 250 ml Erlemeyerové barce. Kultivace v tekutém médiu probéhla za stalého tfepani
pfi 30 °C 24 h.

Z pfipraveného 24hodinového inokula byly poté zaolkovany agarové plotny. Ty byly
pfipraveny ze sterilniho média obsahujiciho agar, do Petriho misek bylo médium nalito opét
v laminarnim boxu. Na pfipravené Petriho misky s agarem bylo pak napipetovano sterilné
0,5ml inokula. Kultivace bakterialni kultury na agarové pudé probihala v termostatu
pfi 30 °C. Petriho misky s kulturou byly pouzity pro testovani antimikrobialni aktivity.

4.9.2. Antimikrobialni test

Antimikrobialni testy byly provadény na pfipravenych Petriho miskach s pevnym médiem
zaoCkovanych kulturou Bacillus subtilis. Ke kazdé sadé vzorki byly pouzity
vzdy tfi Petriho misky. Do agarové pudy s kulturou bylo sterilni SpiCkou pipety udélano
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7 jamek. Do nich byl vZdy vpraven pozadovany vzorek v objemu 2 pl. 7. jamka slouzila jako
kontrola a obsahovala 2 pl destilované vody. Po vlozeni vSech vzorkl do jamek byly
Petriho misky inkubovany v termostatu pfi 30 °C. Po projeveni uCinku byly zaznamenany
inhibiéni zény kolem kazdé jamky. Cisty roztok lysozymu a jeho kalibraéni fada byly
testovany na samostatné sadé Petriho misek.

_..supernatant vzarku ¢. 1
_.Castice vzorku €. 1
_.supernatant vzorku ¢. 2
_.tastice vzorku €. 2
_supernatant vzarku €. 3
_.Castice vzorku €. 3
_destilovana voda

e i e

Obr. 11: Schéma rozmisténi vzorkl na agarové puadé s kulturou

4.10. Stanoveni velikosti a stability ¢astic pomoci DLS

K charakterizaci manualné pfipravenych castic byla vyuzita také metoda dynamického
rozptylu svétla (DLS) alaserové Dopplerovy velocimetrie. Pomoci pfistroje
Zetasizer Nano ZS byla uréena distribuce velikosti Cerstvé pfipravenych ¢astic. Dale byla
podle hodnoty C(-potencidlu odvozena jejich stabilita. Charakteristice byly podrobeny
manualné pfipravené Castice s enkapsulovanym lysozymem a manualné pfipravené prazdné
Castice.

VSechny roztoky manualné pfipravenych ¢astic byly 100x zfedény a v takto zfedénych
roztocich byla urCena distribuce velikosti €astic. Pfi stanoveni velikosti Castic pfistroj
Zetasizer Nano ZS méfi Casovou zavislost kolisani intenzity rozptyleného svétla. To je dano
Brownovym pohybem jednotlivych €astic. Podle této analyzy pak Ize stanovit distribuci
velikosti ¢astic ve vzorku.

Ve stejném vzorku byl po pfidani elektrodového nastavce zméfen i (-potencial &astic
v roztoku. Pfi tomto méfeni je vyuzito metody laserové Dopplerovy velocimetrie. Po viozeni
napéti je sledovana rychlost pohybu ¢astic k opacné nabité elektrodé. Z udaju ziskanych
touto analyzou Ize urcit {-potencial. Podle {-potencialu Ize poté stanovit stabilitu Castic.
Pokud C-potencial dosahuje hodnot v rozmezi -30 az +30 mV, je systém nestabilni.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Ze vSech typua pouzitych materialu byly pfipraveny jak ¢astice s lysozymem (pUvodni
koncentrace ve smési byla 1 mg/ml), tak i Castice prazdné, které lysozym neobsahovaly.
Pfiprava prazdnych ¢&astic byla nezbytna pro vyhodnoceni vysledkli naméfenych
pfi stanoveni enkapsulacni ucinnosti, charakterizaci &astic v modelovych podminkach
(potravinach a travicich $tavach) i pfi antimikrobialnich testech. Castice byly pfipraveny
dle jednotlivych postupll popsanych v kapitole 4.5. V nasledujici kapitole této prace
jsou shrnuty vysledky méfeni.

5.1. Enkapsulaéni u¢innost

U kazdych Cerstvé pfipravenych ¢astic bylo zjisténo, jaké mnozstvi z plvodni koncentrace
lysozymu ve smési bylo enkapuslovano. Enkapsulacni ucinnost byla stanovena podle
postupu uvedeného v kapitole 4.6. Porovnanim s plvodni koncentraci lysozymu pfidavanou
do smési bylo zjisténo jeho enkapsulované mnozZstvi. Pro kazdy vzorek bylo méfeni
zopakovano tfikrat a ze ziskanych hodnot byl ziskan primér. Rozptyl hodnot méfeni
jednotlivych vzorkd nebyl vétSi nez 5 %. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Enkapsulacni tucinnosti jednotlivych castic

Mnozstvi Mnozstvi
Typ Castic enkapuslovaného enkapuslovaného
lysozymu [%] lysozymu [mg/ml]
Alginatové enkapsulator
1% 300 um 37,48 0,37
1% 450 um 44,01 0,44
2% 300 um 46,71 0,47
2% 450 um 44,97 0,45
Chitosanové enkapsulator
1% 450 um 99,71 1,00
1% 750 um 99,69 1,00
2% 450 um 84,13 0,84
2% 750 um 98,74 0,99
Manualni
Alginatové 94,64 0,95
Chitosanové 21,87 0,22
Lipozomy 34,89 0,35
Skrobové 99,52 1,00

Pfi polateCni koncentraci lysozymu 1 mg/ml se jevi jako nejvice ucinna pfiprava
chitosanovych castic na enkapsulatoru. Pravé u téchto Castic je procento enkapsulace
pres 99 % (1% 450 um a 1% 750 um). Velmi dobra ucinnost enkapsulace byla dosazena
také u Skrobovych Castic a u manualné pfipravenych alginatovych Castic. Naopak nejméné
lysozymu se enkapsulovalo do manualné pfipravenych chitosanovych &astic.

5.2. Charakterizace ¢éastic v modelovych potravinach

Do ¢ty typu modelovych potravin byly aplikovany vSechny typy castic dle postupu
popsaneho v kapitole 4.7.2. V urCenych ¢asovych intervalech bylo metodou Hartree-Lowryho
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(kapitola 4.4.1) stanoveno uvolnéné mnozstvi lysozymu. Pro kazdy typ potraviny byly
provedeny v kazdém &asovém intervalu tfi odbéry, ze kterych byla stanovena pramérna
hodnota uvolnéného enzymu. Odchylka hodnot nepfesahuje hodnotu 5%. Vyhodnoceni
a charakterizace ¢astic v modelovych potravinach je uvedeno v nasledujici ¢asti prace.

5.2.1. Castice pripravené na enkapsulatoru

V Tabulkédch 2, 3, 4 a 5 jsou uvedeny vysledky charakterizace alginatovych ¢&astic
Z enkapsulatoru po aplikaci do modelovych potravin.

Tabulka 2: Castice 1% 300 um - potraviny  Tabulka 3:Céstice 1% 450 um - potraviny

MnozZstvi uvolnéného MnozZstvi uvolnéného
1% 300 pm [— 10 2530 [ lysozymu [%]

Kyselina 0,74 Kyselina -1,09
Alkohol - Alkohol -

1 den ono 0,61 1den _ 1,72
Olej 1,11 Olej -0,80
Voda 0,37 Voda -0,88
Kyselina 2,89 Kyselina 5,02
Alkohol 3,62 Alkohol 2,88

3dn : ’ 3dn . ’

Y Tolej 13,14 Y [Olej 9,89
Voda 8,91 Voda 4,50
Kyselina 0,18 Kyselina 1,15
Alkohol Alkohol

7 dni [Koho 4.5 7 dni Ao 199
Olej 9,64 Olej 3,56

Voda 0,68 Voda 0,58
Kyselina 1,41 Kyselina 0,84

4 | Alkohol 3,19 4 | Alkohol 1,46
tydny | Olej 25,98 tydny | Olej 15,12
Voda 3,62 Voda -0,21
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Tabulka 4: Castice 2% 300 1m - potraviny Tabulka 5:Castice 2% 450 um - potraviny

2% 300 um Mnozstvi uvolnéného 2% 450 um Mnozstvi uvolnéného
lysozymu [%] lysozymu [%]

Kyselina -1,97 Kyselina -0,28
Alkohol -1,49 Alkohol -1,41
Lden 1o, 1,17 Lden 1o, 111,66
Voda -0,75 Voda -0,15
Kyselina 3,11 Kyselina 3,53
Alkohol 2,22 Alkohol 2,10
3dY 151 4,68 3d0Y I ore 548
Voda 1,92 Voda 4,25
Kyselina 0,99 Kyselina 0,72
. | Alkohol 0,30 . | Alkohol 0,82
7Nt e 3,40 [ELRRTS 3,79
Voda 0,20 Voda -0,36
Kyselina 1,28 Kyselina 0,46
4 | Alkohol -0,97 4 | Alkohol 0,00
tydny |Olej 3,75 tydny |Olej 6,50
Voda 1,82 Voda 0,05

Méfenim uvolnéného lysozymu bylo zjiSténo, Ze u vSech alginatovych castic
Zz enkapsulatoru se v pribéhu dlouhodobého uchovavani v modelovych potravinach
neuvolnilo vice nez 10 % lysozymu s vyjimkou prostfedi s olejem, kde jsou u nékterych
¢astic hodnoty po 4 tydnech o néco vysSi (Tabulka 2, 3). NejvétSi procento enzymu
se uvolnilo po tfech dnech od aplikace do jednotlivych potravin. Jak jiz bylo zminéno,
nejvyssi procento uvolnéni bylo zaznamenano v prostfedi s olejem. Lze tedy soudit,
Ze emulze oleje a vody je pro alginatové &astice nejvice destabilizujicim prostfedim. Kromé
prostfedi simulujiciho tuénou potravinu se mnozstvi uvolnéného enzymu postupné snizuje.
Lysozym tedy pravdépodobné po uvolnéni v prostfedi degraduje. Tabulky s vysledky
obsahuji i zaporné hodnoty, coz muze byt zplsobeno zminénou degradaci enzymu
(v tukovém prostfedi), pfipadné chybou metody. S ohledem na vySi hodnot se vesmés
nachazime v ramci 5% odchylky stanoveni volného lysozymu.
Vyhodnoceni charakterizace chitosanovych Castic pfipravenych pomoci enkapsulatoru jsou
uvedeny v Tabulkach 6, 7, 8, a 9.
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Tabulka 6: Castice 1% 450 um - potravin

Tabulka 7:Céstice 1% 750 um - potraviny

Mnozstvi uvolnéného

Mnozstvi uvolnéného

1% 450 pm [— 180 del lysozymu [%]
Kyselina 4,90 Kyselina -0,95
Alkohol - Alk -

1 den 9 0 0,09 1 den Qhol 0,18
Olej -1,26 Olej -1,86
Voda 0,09 Voda 0,23
Kyselina 5,70 Kyselina 1,27
Alkohol 0,72 Alkohol -0,72

3dn . : 3dn . ’

Y Tolej 4,48 Y Tolej 1,20
Voda 0,07 Voda -0,16
Kyselina 4,27 Kyselina -0,67
Alkohol - -

7 dni om0 0.32 7 dni |Akohol 1,13
Olej 2,49 Olej 0,69

Voda -0,42 Voda -0,72
Kyselina 5,45 Kyselina 0,37

4 Alkohol 0,95 4 Alkohol 4,43
tydny |Olej 7,80 tydny | Olej 3,58
Voda 0,74 Voda -0,07

Tabulka 8:Céstice 2% 450 um - potraviny

Tabulka 9:Céstice 2% 750 um - potraviny

Mnozstvi uvolnéného

Mnozstvi uvolnéného

0, 0,

2% 450 pm pE— 2% Rl i lysozymu [%]
Kyselina 6,37 Kyselina 0,94
Alkohol Alkohol

1 den : 1,04 1den oo 0.93

Olej 0,74 Olej -0,51

Voda 0,42 Voda 1,02

Kyselina 14,20 Kyselina 0,28
Alkohol - Alkohol -

3dny (.) ° 0,66 3 dny (.) ° 1,45

Olej 3,07 Olej 2,31

Voda 0,41 Voda -0,23

Kyselina 14,50 Kyselina 0,28
Alkohol - Alkoh -

7 dni [Koho 071 7 dni [Akond 193

Olej 1,70 Olej 1,66

Voda -0,79 Voda -1,31

Kyselina 15,30 Kyselina 1,84

4 Alkohol 0,71 4 Alkohol -0,02

tydny | Olej 6,73 tydny | Olej 4,24

Voda 2,24 Voda 0,47
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Obal chitosanovych €astic ziejmé pevné vaze enkapsulovany enzym. Uvolnéné mnozstvi
enzymu neni v zadném testovaném cCasovém intervalu dlouhodobého uchovavani pfilis
velké. Nejvice lysozymu se uvolnilo z 2% ¢&astic tvofenych tryskou 450 um, a to v kyselém
prostiedi 3% kyseliny octové. Z 1% i 2% Castic o velikosti 750 zm se po 4 tydnech inkubace
uvolnilo pouze nepatrné mnozstvi lysozymu. Opét je mozné, Ze enzym vlivem sorpce
na obalovy material €i vlivem modelové potraviny degraduje. Nejvice destabilizujicim
prostfedim pro chitosanové Castice je ve v3ech pfipadech pravé kyselé prostredi. Tak jako
u alginatovych Castic se v tabulkach pro chitosanové Castice vyskytuji zaporné hodnoty,
které jsou v ramci chyby méfeni, pfipadné mohou byt ovlivnény degradaci enzymu.

5.2.2. Manualné pripravené castice

Vyhodnoceni charakterizace manualné pfipravenych ¢astic je shrnuto v nasledujicich
Tabulkach 10, 11, 12 a 13.

Tabulka 10: Alginatové c¢astice - potraviny Tabulka 11: Chitosanové ¢astice - potraviny

Alginatové Mnozstvi uvolnéného Chitosanové Mnozstvi uvolnéného

9 lysozymu [%] lysozymu [%]
Kyselina 0,83 Kyselina 0,85
Alkohol Alkohol

1 den ono 0,10 1 den ono 30,69
Olej -2,00 Olej 41,75
Voda 0,31 Voda 34,17
Kyselina 1,31 Kyselina 0,79
Alkohol 0,34 Alkohol 21,88

3dn : : 3dn . :

Y [Olej 0,68 Y [Olej 47,01
Voda 0,17 Voda 26,67
Kyselina 1,00 Kyselina 4,13

7 dni Alkghol 0,07 7 dni Alkghol 11,86
Olej 2,46 Olej 41,05

Voda 1,05 Voda 22,68
Kyselina 0,56 Kyselina 2,38

4 |Alkohol 0,27 4  |Alkohol 4,35
tydny | Olej 2,65 tydny | Olej 36,78
Voda -0,02 Voda 19,32
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Tabulka 12: Lipozomy - potraviny

Tabulka 13:Skrobové &astice - potraviny

Linazom Mnozstvi uvoln&ného Skrobové MnoZstvi uvolnéného

P y lysozymu [%] lysozymu [%0]
Kyselina 19,45 Kyselina 0,32

L den Alkghol 50,73 1 den Alkc_JhoI 0,31
Olej 55,65 Olej 1,13
Voda 50,20 Voda -0,18
Kyselina 45,86 Kyselina -1,06
Alkohol 57,88 Alkohol 2,43

3dn - : 3dn . :

Y Tolej 45,80 Y [Olej -1,16
Voda 56,82 Voda 0,16
Kyselina 54,31 Kyselina 0,00
Alkohol Alkohol

7 dni oho 65,20 7 dni oho 0,69
Olej 64,67 Olej 1,90

Voda 63,55 Voda 0,12
Kyselina 43,09 Kyselina 1,23

4 | Alkohol 60,45 4 | Alkohol 0,83
tydny | Olej 71,80 tydny | Olej 4,42
Voda 43,29 Voda -0,79

Vyhodnocenim dlouhodobé stability manualné pfipravenych ¢&astic v modelovych
potravinach bylo zji§téno, ze nejvétsi procento lysozymu bylo uvolnéno v pfipadé lipozomd.
Vzhledem k podobnym hodnotdm uvolnéného enzymu lze pFedpokladat, Ze doslo k jeho
postupnému uvolnéni z ¢astic ve vSech typech prostfedi. Manualné pfipravené chitosanove
Castice vykazuji také znacné mnozstvi uvolnéného enzymu oproti ostatnim materialim.
V pfipadé Skrobovych a manualné pfipravenych alginatovych castic se opét uvolnilo
nepatrné mnozstvi enzymu, pfipadné doslo k jeho znacné degradaci. Nejvice stabilitu ¢astic
opét ovlivnilo prostfedi s pfidavkem oleje a kyseliny. Opét je v tabulkach patrny vliv chyby
metody nebo degradace enzymu projevujici se jako zaporné hodnoty.
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5.2.3. Srovnani dlouhodobé stability jednotlivych éastic v €asovych intervalech

PFfi porovnani vysledkd dlouhodobé stability vSech c¢astic v jednotlivych odbérovych
intervalech je v grafech 1 — 4 vidét, ze nejvice uvolnéného lysozymu bylo naméfeno 3. den
po aplikaci do potravin. Obecné je nejvice destabilizujicim prostfedim voda s olejem. Znacny
vliv. ma také kyselé prostfedi. V neutralnim vodném prostfedi ani v alkoholu
nedochdazi tak k velkému rozpadu &astic. Castice pfipravené pomoci enkapsulatoru
jsou obecné podstatné stabilngjSi nez manualné pfipravené Castice, zejména lipozomy
a chitosanové Castice.

Graf 1: Castice v modelovych potravinach po 1 dni
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Graf 2: Castice v modelovych potravinach po 3 dnech
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Graf 3: Castice v modelovych potravinach po 7 dnech
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Graf 4: Castice v modelovych potravinach po 4 tydnech
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5.3. Charakterizace ¢astic v modelovém fyziologickém prostredi

Do modelového fyziologického prostfedi byly tak jako do potravin aplikovany jak Castice
s lysozymem, tak i prazdné ¢astice. PocCateCni koncentrace lysozymu byla opét u vSech
Castic 1 mg/ml. Postup stanoveni je uveden v kapitole 4.8. Po inkubaci byly ukazdé
modelové §tavy provedeny tfi odbéry a z nich vyhodnocena priimérna hodnota uvolnéného
enzymu. Rozptyl hodnot méfeni jednotlivych vzorkd nebyl vétsSi nez 5 %. Vyhodnoceni
je uvedeno v nasledujici kapitole.

5.3.1. Pankreaticka travici stava

Mnozstvi lysozymu uvolnéného v umélé pankreatické travici Stavé je uvedeno
v Tabulce 14.

Tabulka 14: Pankreaticka travici Stava

Typ Castic Mnozstvi uvolnéného lysozymu [%]
Alginatové enkapsulator
1% 300 um 45,74
1% 450 um 33,54
2% 300 um 38,99
2% 450 um 39,88
Chitosanové enkapsulator
1% 450 um -1,48
1% 750 um -1,80
2% 450 um -1,43
2% 750 um -1,70
Manualni
Alginatové 41,83
Chitosanové 106,20
Lipozomy 71,54
Skrobové -1,99

rrrrr

uvolnéného lysozymu. Veskeré mnozstvi (fj. 100 %) enkapsulovaného lysozymu se uvolnilo
z chitosanovych c¢astic. Nepatrné vy$$i hodnoty mlze ovliviiovat chyba metody nebo
interference. V pfipadé nulovych hodnot je pravdépodobné Ze se enzym uvolnil,
Relativné velké mnoZstvi se uvolnilo i ze v8ech ostatnich Castic s vyjimkou chitosanovych
Castic z enkapsulatoru a Skrobovych ¢astic. Stabilita v modelovém fyziologickém prostfedi
je zfejmé ovlivnéna kombinaci pouZitého materialu a typu enkapsulované latky.
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5.3.2. Zaludeéni travici $tava
Tabulka 15 obsahuje vyhodnoceni vysledku po aplikaci ¢astic do zaludecni travici Stavy.

Tabulka 15: Zaludeéni travici $tava

Typ Castic Mnozstvi uvolnéného lysozymu [%]
Alginatové enkapsulator
1% 300 um -3,47
1% 450 um -3,13
2% 300 um -2,66
2% 450 um -2,39
Chitosanové enkapsulator
1% 450 um -3,87
1% 750 um -2,20
2% 450 um -0,64
2% 750 um -1,36
Manualni
Alginatové 38,92
Chitosanové 103,89
Lipozomy 47,82
Skrobové 1,17

Dle hodnot v Tabulce 15 je vidét, Ze prostifedi ZaludeCni travici stavy ovlivnilo pfipravené
Castice nejméné. Ve vétsiné pfipadl nedoslo k uvolnéni zadného enzymu, pfipadné doslo
k jeho plné degradaci, hodnoceni muize byt tedy zkresleno. S ohledem na vysledky
chitosanovych manualné pfipravenych c&astic a lipozomu v8ak lze predpokladat spiSe
vysokou stabilitu ¢astic pfipravenych v enkapsulatoru. Tak jako u pfedchozich vysledku jsou
patrné mirné zaporné hodnoty, které maji opét stejné vysvétleni jako v pfedchozich ¢astech
(kapitoly 0, 5.2.2, 5.3.1).
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5.3.3. Zluéova travici st'ava
Procento uvolnéného lysozymu ve Zlu€ové travici stave je uvedeno v Tabulce 16.

Tabulka 16: Zlucova trévici stava

Typ Castic Mnozstvi uvolnéného lysozymu [%]
Alginatové enkapsulator
1% 300 um 0,88
1% 450 um 3,31
2% 300 um 2,14
2% 450 um 0,61
Chitosanové enkapsulator
1% 450 um -0,46
1% 750 um -0,45
2% 450 um 0,38
2% 750 um -1,06
Manualni
Alginatové 3,52
Chitosanové 104,60
Lipozomy 103,68
Skrobové 5,41

a lipozom( jen nepatrné nebo zadné mnozstvi enzymu. V Tabulce 16 se opét opakuji mirné
zaporné hodnoty a hodnoty nad 100%, které vyznacuji minimum/maximum uvolnéni enzymu.

PFfi porovnani jednotlivych modelovych fyziologickych prostfedi lze Fici, Zze nejvice
destabilizujicim  prostfedim je pro Castice pankreaticka travici Stava. Pravé
je pak ziejmé nejméné ovliviujici.

Ze ziskanych vysledku je patrné, Ze enkapsulaci lysozymu lze vyuzit k jeho cilenému
transportu travicim traktem, stabilizaci pfi prichodu Zaludkem a k postupnému uvolfiovani
ve stfevech, coz by mohlo byt vyhodné pfi vyuziti jeho biologického ucinku.

5.4. Antimikrobialni testy

Postup provadéni antimikrobialnich testd je uveden v kapitole 4.9.2. Na antimikrobialni
testy byly pro v3echny typy testovanych &astic pouzity vzdy tfi Petriho misky s kulturou.
Zmérené hodnoty pak byly zprimérovany. Odchylka hodnot nepfesahla ve vSech pfipadech
hodnotu 5 %. Vyhodnoceni antimikrobialnich testd na bakterialni kultufe Bacillus subtilis
je uvedeno v nasledujici ¢asti prace.

43



5.4.1. Cerstvé pripravené éastice

Tabulky 17 a 18 obsahuiji vysledky antimikrobialnich testl Cerstvé pfipravenych ¢astic.

Tabulka 17: Cerstvé Gastice Tabulka 18: Supernatanty po pripravé ¢astic
Primér Primér
Typ Castic inhibiéni zény Typ Castic inhibi¢ni zény
[mm] [mm]
Alginatové enkapsulator Alginatové enkapsulator
1% 300 um 3,0 1% 300 um 5,0
1% 450 um 4,0 1% 450 um 5,0
2% 300 um 50 2% 300 um 6,0
2% 450 um 4,0 2% 450 um 5,0
Chitosanové enkapsulator Chitosanové enkapsulator
1% 450 um 0,0 1% 450 um 0,0
1% 750 um 0,0 1% 750 um 0,0
2% 450 um 0,0 2% 450 um 0,0
2% 750 um 0,0 2% 750 um 0,0
Manualni Manualini
Alginatové 3,00 Alginatové 0,00
Chitosanové 4,00 Chitosanové 3,00
Lipozomy 2,00 Lipozomy 0,00
Skrobové 2,00 Skrobové 2,00

Pfi testovani antimikrobialni aktivity mély nejvétsi inhibiéni efekt pravé Cerstvé pfipravené
Castice. Mimo chitosanovych ¢&astic =z enkapsulatoru vykazovaly vSechny ostatni
antimikrobialni aktivitu. Velikosti inhibicnich zén po aplikaci ¢astic na Petriho misky jsou
uvedeny v Tabulce 17. Testovana byla také antimikrobidlni aktivita lysozymu, ktery nebyl
enkapsulovan. Tyto hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 18. V pfipadé poloviny supernatant
se neprokazala zadna antimikrobialni aktivita. Koncentrace enzymu v supernatantu tedy byla
velmi nizka, nebo doslo v prubéhu enkapsulace nebo po zfedéni k naruseni jeho enzymové
aktivity.

5.4.2. Testovani po aplikaci do modelovych potravin

U v8ech c¢astic i supernatantll byla po 7 dnech a 4 tydnech ovéfena antimikrobialni
aktivita. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

5.4.2.1. Alginatoveé éastice — enkapsulator

Nasledujici tabulky (Tabulka 19 — 23) obsahuji vysledky antimikrobialnich testl
alginatovych €astic z enkapsulatoru po aplikaci do potravin. Dale jsou v Tabulkach 23, 24, 25
a 26 uvedeny vysledky antimikrobialnich testd supernatantd po téchto €asticich
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Tabulka 19: Castice 1% 300 um Tabulka 20: Castice 1% 450 um

Primeér inhibi¢ni zony Primeér inhibi¢ni zény

1% 300 pm [mm] 1% 450 pm [mm]
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
.| Alkohol 0,00 .| Alkohol 0,00
7t ol 0,00 7ant ol 0,00
Voda 3,00 Voda 3,00
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
. Alkohol 0,00 . Alkohol 0,00
4tydny Fog; 0,00 A tydny 1o, 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00

Tabulka 21: Castice 2% 300 um Tabulka 22: Castice 2% 450 um

Prameér inhibi¢ni zény Prameér inhibi¢ni zény

2% 300 um [mm] 2% 450 pm [mm]
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
.| Alkohol 0,00 .| Alkohol 0,00
7t ol 3,00 7ant ol 3,00
Voda 3,00 Voda 0,00
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
. Alkohol 0,00 . Alkohol 0,00
4tydny roe; 0,00 4tydny 1o, 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00

Na zakladé ziskanych vysledkl je patrné, Ze po aplikaci do modelovych potravin ztraceji
Castice svou puavodni antimikrobialni aktivitu. Jedinou vyjimkou je vodné prostredi,
kde u ¢astic z 1% alginatu a u c&astic 2% 300 pum zustala alespori po sedmi dnech
antimikrobialni aktivita zachovana. Antimikrobialni aktivita se také projevila po 7 dnech
u &astic 2% 300 um po aplikaci do emulze olej:voda.

Dale byla ovéfena aktivita uvolnéného lysozymu v roztoku supernatantu. Inhibi¢ni efekt
se projevil opét pouze po 7 dnech, a to u 1% alginatovych ¢astic v prostfedi oleje a vody.
Ve stejném prostiedi plsobil také lysozym uvolnény z ¢astic 2% 300 um a lysozym v oleji
po €asticich 2% 450 pm.

Na zakladé antimikrobialnich testd se potvrzuje predpoklad, Zze lysozym v danych
prostfedich ¢asem degraduje &i denaturuje a ztraci tak svou enzymovou aktivitu.
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Tabulka 23: Supernatanty po Casticich

Tabulka 24: Supernatanty po Casticich

1% 300 xm 1% 450 um
Primér inhibi¢ni zény Prlmér inhibiéni zény

1% 300 pm (mm] 1% 450 pm o
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
.| Alkohol 0,00 .| Alkohol 0,00
7t ole 2,00 7t e 2,00
Voda 4,00 Voda 4,00
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
] Alkohol 0,00 i Alkohol 0,00
4tydny Fore; 0,00 Atydny 1o, 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00

Tabulka 25: Supernatanty po ¢asticich

Tabulka 26 Supernatanty po ¢asticich

2% 300 um 2% 450 um
Primér inhibi¢ni zény Primér inhibi¢ni zény

2% 300 pm [mm] 2% 450 um [mm]
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
.| Alkohol 0,00 .| Alkohol 0,00
7ant o lej 3,00 7ant g 3,00
Voda 3,00 Voda 0,00
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
, Alkohol 0,00 , Alkohol 0,00
4 tydny o 0,00 Atydny o 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00

5.4.2.2. Chitosanové castice — enkapsulator

Tabulky 27, 28, 29 a 30 obsahuji pfehled vysledk( antimikrobialniho G&inku lysozymu
enkapsulovaného do chitosanovych ¢&astic. Hodnoceni rozmérd inhibi€nich zén bylo
provedeno v pribéhu inkubace v modelovych potravinach. Dale jsou zde uvedeny
Tabulky 31, 32, 33 a 34 s vysledky antimikrobialni aktivity supernatantd (volného lysozymu).

Tabulka 27: Castice 1% 450 um

Tabulka 28: Castice 1% 750 um

Prameér inhibi¢ni zény

Prameér inhibi¢ni zény

1% 450 pm [mm] 1% 750 um [mm]
Kyselina 3,00 Kyselina 0,00

.| Alkohol 4,00 .| Alkohol 0,00
7ant T og; 0,00 7t ol 0,00
Voda 3,00 Voda 0,00
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00

, Alkohol 2,00 , Alkohol 0,00
4tydny Mo 0,00 Atydny 1o, 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
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Tabulka 29: Castice 2% 450 um Tabulka 30: Castice 2% 750 um

206 450 um Pramér |[nrrrl1:g]|cn| zony 206 750 pum Pramér |[nnr11:g]|cn| zony
Kyselina 0,00 Kyselina 3,00
Alkohol 0,00 Alkohol 0,00

7 dni . : 7 dni _ :
" Tolej 0,00 " Tolej 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
Kyselina 3,00 Kyselina 0,00
Alkohol 0,00 Alkohol 0,00

4 ty ’ 4 ty :

yany Fore; 0,00 Yany foe; 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00

U castic tvofenych z chitosanu je antimikrobialni u€inek vétSi nez u predchozich. | pFesto
Castice svou antimikrobialni aktivitu ztratily. Nejméné ovlivnilo antimikrobialni efekt Castic
kyselé prostiedi. Po &tyfech tydnech je jiz antimikrobialni pusobeni ¢astic zanedbatelné.

V pfipadé supernatanti po aplikaci chitosanovych c¢astic do potravin se opét
antimikrobialni uCinek prokazal pouze u minima vzork({l. Opét se zde potvrzuje bud mala
koncentrace uvolnéného lysozymu, nebo pravdépodobnéji jeho degradace spojena
se zménami zpusobenymi enkapsulaci, prostfedim potravin a denaturaci. Nejméné
byl uvolnény lysozym ovlivnén opét kyselym prostfedim.

Tabulka 31: Supernatanty po ¢asticich Tabulka 32 Supernatanty po ¢asticich
1% 450 xm 1% 750 xm
Prameér inhibi¢ni zény Primeér inhibi¢ni zény
1% 450 pm [mm] 1% 750 um [mm]
Kyselina 3,00 Kyselina 0,00
Alkohol 0,00 Alkohol 0,00
7 dni ’ 7 dni ’
' [Olej 0,00 " [Olej 0,00
Voda 3,00 Voda 0,00
Kyselina 0,00 Kyselina 4,00
Alkohol 0,00 Alkohol 0,00
4 tyd . ’ 4 tyd : ’
yany Olej 0,00 yany Olej 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
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Tabulka 33: Supernatanty po casticich

Tabulka 34 Supernatanty po Casticich

2% 450 um 2% 750 um
Primér inhibiéni zény Primér inhibiéni zény

2% 450 pm (mm] 2% 750 um il
Kyselina 0,00 Kyselina 0,00
.| Alkohol 0,00 .| Alkohol 0,00
7ant o g; 0,00 LTS 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
Kyselina 0,00 Kyselina 1,00
, Alkohol 0,00 i Alkohol 0,00
4tydny rog; 0,00 Atydny o 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00

5.4.2.3. Manualné pripravené castice

V nasledujicich tabulkach (Tabulka 35 — 38) jsou vysledky antimikrobialnich test(
manualné pfipravenych €astic po aplikaci do potravin.

Tabulka 35: Alginatové castice

Tabulka 36: Chitosanové ¢astice

Alginatové

Prdmeér inhibiéni zény

Chitosanové

Prameér inhibiéni zény

[mm] [mm]
Kyselina 5,00 Kyselina 3,00
.| Alkohol 3,00 Alkohol 3,00

7 dni - i .
Olej 4,00 7ani ol 0,00
Voda 5,00 Voda 0,00
Kyselina 3,00 Kyselina 0,00
, Alkohol 3,00 Alkohol 0,00

4 tydn : Y :
Yany rolej 3,00 4 tydny 15, 0,00
Voda 3,00 Voda 2,00

Tabulka 37: Lipozomy

Tabulka 38: Skrobové &astice

Lipozomy

Primér inhibi¢ni zény

Skrobové

Pramér inhibiéni zény

[mm] [mm]
Kyselina 4,00 Kyselina 0,00
Alkohol Alkohol

7dni Foon0 9,00 7dni Foono 9,00
Olej 3,00 Olej 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
Kyselina 3,00 Kyselina 3,00
Alkohol 4,00 Alkohol 0,00

4 tyd ’ 4 tyd .
Yany Foej 3,00 Yany oej 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
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Z Tabulek 35 a 37 je patrné, Ze antimikrobialni aktivita manualné pfipravenych
alginatovych c&astic a lipozomu zlstava zachovana velmi dlouhou dobu a pfi porovnani
s Cerstvé pripravenymi Casticemi je v nékterych pfipadech i vétsi. U €astic chitosanovych
a Skrobovych jsou vysledky testll podobné jako u ¢astic z enkapsulatoru. Postupem c¢asu
se jejich antimikrobni ucinek snizuje.

Supernatanty po manualné pfipravenych &asticich v prostfedi modelovych potravin opét
potvrzuji degradaci volného lysozymu (Tabulka 39 — 42).

Tabulka 39: Supernatanty po alginatovych Tabulka 40 Supernatanty po chitosanovych

casticich casticich

Alginatové Primér inhibicni zony Chitosanové Pramér inhibicni zény

[mm] [mm]

Kyselina 0,00 Kyselina 0,00

.| Alkohol 0,00 . | Alkohol 3,00

7t ol 0,00 7ant ol 0,00

Voda 0,00 Voda 4,00

Kyselina 1,00 Kyselina 0,00

. Alkohol 0,00 . Alkohol 0,00

4tydny roe; 0,00 A tydny 1o, 0,00

Voda 0,00 Voda 3,00

Tabulka 41: Supernatanty po lipozomech Tabulka 42 Supernatanty po Skrobovych

casticich
Lipozomy Primér inhibi¢ni zény Skrobové Pramér inhibi¢ni zény
[mm] [mm]
Kyselina 3,00 Kyselina 0,00
Alkohol Alkohol

7dni Foon0 9,00 7dni Foono 9,00
Olej 0,00 Olej 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
Kyselina 3,00 Kyselina 0,00
Alkohol 0,00 Alkohol 0,00

4 tydn ’ 4 tydn .
Yany rorej 0,00 Yany rorej 0,00
Voda 0,00 Voda 0,00
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5.4.3. Testovani po aplikaci do modelového fyziologického prostiedi

DalSi série antimikrobialnich testli byla provedena s ¢asticemi a supernatanty po inkubaci
v modelovych travicich §tavach.

5.4.3.1. Pankreaticka travici stava

V Tabulkéach 43 a 44 jsou shrnuty vysledky antimikrobialni aktivity po aplikaci Castic
do pankreatické travici stavy. Z vysledkl se potvrzuje, Ze pankreaticka travici stava plsobi
svymi enzymy na Castice velmi intenzivné a dojde ke zruSeni antimikrobialniho ucinku
jak u €astic, tak u uvolnéného lysozymu v supernatantech. Vyjimkou jsou alginatové
manualné pfipravené Castice a supernatant po chitosanovych manualné pfipravenych
Casticich.

Tabulka 43: Céstice — pankreaticka Tabulka 44: Supernatanty — pankreaticka
travici stava travici stava
o Prameér inhibiéni zény i Prameér inhibiéni zony
Typ Castic [mm] Typ Castic [mm]
Alginatové Alginatové
enkapsulator enkapsulator
1% 300 um 0,0 1% 300 pm 0,00
1% 450 um 0,0 1% 450 um 0,00
2% 300 um 0,0 2% 300 um 0,00
2% 450 um 0,0 2% 450 um 0,00
Chitosanové Chitosanové
enkapsulator enkapsulator
1% 450 um 0,0 1% 450 um 0,00
1% 750 um 0,0 1% 750 um 0,00
2% 450 pum 0,0 2% 450 pm 0,00
2% 750 pum 0,0 2% 750 pm 0,00
Manualni Manualni
Alginatové 6,00 Alginatové 0,00
Chitosanové 0,00 Chitosanové 4,00
Lipozomy 0,00 Lipozomy 0,00
Skrobové 0,00 Skrobové 0,00
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5.4.3.2. Zaludeéni travici $tdva

Podobné jako pankreaticka travici stava rovnéz umeéla zalude¢ni Stava pusobi znaéné
destruktivné na stabilitu lysozymu v €asticich i aktivitu volného lysozymu. Opét se v pfipadé
Castic i supernatantd projevilo minimum inhibi€nich zén. Antimikrobialni efekt zlstal
zachovan pouze u alginatovych manualné pfipravenych &astic a u Skrobovych ¢astic.
Ze supernatantl pak pusobi inhibi¢né lysozym uvolnény z 2% alginatovych ¢astic 300 pum,
manualné pfipravenych chitosanovych a Skrobovych &astic (Tabulka 45, 46).

Tabulka 45: Castice — Zaludeéni Tabulka 46: Supernatanty — Zaludec¢ni
travici Stava travici Stava
o Pramér inhibi¢ni zony o Prameér inhibi¢ni zény
Typ Castic [mm] Typ Castic [mm]
Alginatové Alginatové
enkapsulator enkapsulator
1% 300 um 0,00 1% 300 um 0,00
1% 450 um 0,00 1% 450 um 0,00
2% 300 um 0,00 2% 300 um 1,00
2% 450 um 0,00 2% 450 um 0,00
Chitosanové Chitosanové
enkapsulator enkapsulator
1% 450 um 0,00 1% 450 um 0,00
1% 750 um 0,00 1% 750 um 0,00
2% 450 um 0,00 2% 450 um 0,00
2% 750 um 0,00 2% 750 um 0,00
Manualni Manualni
Alginatové 4,00 Alginatové 0,00
Chitosanové 1,00 Chitosanové 1,00
Lipozomy 0,00 Lipozomy 0,00
Skrobové 3,00 Skrobové 1,00
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5.4.3.3. Zludova trdvici $tdva
Z Tabulek 47 a 48 je vidét, Ze i zluCova travici Stava zpulsobila potlaceni antimikrobialniho
ucinku ¢astic a uvolnéného lysozymu. Inhibiéni zéna se vytvofila pouze u chitosanovych

Castic pfipravenych manualng, lipozoml a po pusobeni supernatantd z manualné
pfipravenych alginatovych a chitosanovych Castic (Tabulka 47, 48).

Tabulka 47: Castice — Zlucova Tabulka 48: Supernatanty — Zlu¢ova
travici Stava travici Stava
o Pramér inhibiéni zony o Prameér inhibi¢ni zony
Typ Castic [mm] Typ Castic [mm]
Alginatové Alginatové
enkapsulator enkapsulator
1% 300 um 0,00 1% 300 um 0,00
1% 450 um 0,00 1% 450 um 0,00
2% 300 um 0,00 2% 300 um 0,00
2% 450 um 0,00 2% 450 um 0,00
Chitosanové Chitosanové
enkapsulator enkapsulator
1% 450 um 0,00 1% 450 um 0,00
1% 750 um 0,00 1% 750 um 0,00
2% 450 um 0,00 2% 450 um 0,00
2% 750 um 0,00 2% 750 um 0,00
Manualni Manualni
Alginatové 0,00 Alginatové 3,00
Chitosanové 4,00 Chitosanové 1,00
Lipozomy 1,00 Lipozomy 0,00
Skrobové 0,00 Skrobové 0,00
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5.5. Aktivita a stabilita volného lysozymu v modelovém prostredi

Soucasti testovani antimikrobialni aktivity c¢astic bylo i ovéfeni této vlastnosti u €erstvého
roztoku lysozymu a po jeho aplikaci do modelovych prostifedi. Inkubace probihala podle
postupu uvedenych v kapitole 4.7.2 a 4.8.2 Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 49 a 50.

Tabulka 49: Antimikrobialni test Tabulka 50: Antimikrobialni test —
lysozymu kalibracni fada lysozymu
LYSOZYM Prameér inhibi¢ni zony Kalibraéni fada | Primér inhibiéni zény
[mm] ¢ [mg/ml] [mm]
Cerstvy 1 mg/ml 5,0 0,02 0
Potraviny 7 dni 0,04 0
Kysela 4,0 0,06 0
Alkoholova 0,0 0,08 3
Olejova 3,0 0,10 4
Voda 0,0 0,12 4
Potraviny 4 tydny 0,14 3
Kysela 4,0 0,16 4
Alkoholova 3,5 0,18 4
Olejova 4,0 0,20 4
Voda 3,5
Travici stavy
Pankreaticka 4,0
Zaludeéni 0,0
Zluéova 0,0

Vzhledem k tomu, Ze poc¢atecni koncentrace lysozymu aplikovana do vSech prostfedi byla
stejna (1 mg/ml), Ize pozorovat, ze vlivem vSech typu modelovych prostiedi doslo
ke zmenseni inhibi¢niho G&inku. Degradace samotného lysozymu je pak zna¢né patrna
u travicich stav.

Antimikrobialnimu testu byla podrobena i kalibraéni Fada lysozymu o rostouci koncentraci.
PFi nizkych koncentracich se jeho antimikrobialni u€inek neprojevil vibec. Od koncentrace
0,08 mg/ml se naméfené inhibicni zo6ny pfilis neliSily, ale inhibi¢ni G€inek enzymu
byl prokazatelny.

Dosazené vysledky potvrzuji, ze volny lysozym je relativné labilni a enkapsulace mize
vyznamné ovlivnit jeho vyuZitelnost v organismu. Relativni stabilita volného lysozymu
v pankreatické stavé (Tabulka 49) spojena s nizkou odolnosti nékterych ¢&astic v tomto
prostiedi (kapitola 5.5) je vhodnym zakladem pro vyvoj preparatd s cilenym transportem
lysozymu.

53



5.6. Stanoveni distribuce velikosti ¢astic

Velikost ¢astic byla analyzovana metodou dynamického rozptylu svétla. V Tabulce 51
je patrné, ze distribuce velikosti manualné pfipravenych &astic se pohybuje ve stovkach
az tisicich nanometr(. Na zakladé téchto vysledkl Ize fici, ze u zadnych castic nebylo
dosazeno pfimo nano-rozmérd (pod 100 nm). Nanodastice by mohly byt pfipraveny
naslednou uUpravou pfipravenych ¢astic napf. membranovou extruzi nebo jinymi metodami
pripravy. V pfipadé &astic pfipravenych pomoci enkapsulatoru nemohla byt jejich velikost
z davodu velkych rozmérd (stovky mikrometrd) méfena pomoci metody DLS, tyto rozméry
presahuji detekéni limit pfistroje. Pfipravené mikroCastice by navic mély mit cca dvakrat vétsi
velikost nez je primér pouzité trysky enkapsulatoru [30].

Tabulka 51: Distribuce velikosti ¢astic

Primérna Velikost Procentualni Velikost Procentualni
Typ Castic velikost Castic- 1. pik | zastoupeni - | €astic- 2. pik | zastoupeni -
[nm] [nm] 1. pik [nm] 2. pik
Alginatove s 158,7 158,7 100,0 0,0 0,0
lysozymem
Alginatove 819,0 480,5 95,2 5556,5 48
prazdné
Lipozomy s 150,7 178,9 95,4 48858 4.6
lysozymem
Lipozomy 141,6 139,1 100,0 0,0 0,0
prazdné
Chitosanové s
235,7 299.4 100,0 0,0 0,0
lysozymem
Chitosanove 643,6 775.5 76,4 4412,0 16,1
prazdné
Skrobove s 311,8 1731 85,5 44,2 14.6
lysozymem
Skrobove 303,1 209,2 78.6 46,9 21,5
prazdné
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5.7. Stanoveni stability €astic pomoci C-potencialu
V nasledujici tabulce je uvedena hodnota (-potencidlu a nasledné odvozena stabilita
Castic.

Tabulka 52: -potencial éastic

Typ Castic C-potencial [mV] Stabilita
Alginatové s lysozymem -13,4 nestabilni
Alginatové prazdné -11,3 nestabilni
Lipozomy s lysozymem -41,2 stabilni
Lipozomy prazdné -37,0 stabilni
Chitosanové s lysozymem 29,9 nestabilni
Chitosanové prazdné 43,6 stabilni
Skrobové s lysozymem -124 nestabilni
Skrobové prazdné -13,4 nestabilni

Pro zjisténi zmén ve stabilité po enkapsulaci lysozymu byly charakterizovany jak piné,
tak i prazdné cCastice. Zména stability nastala pouze u chitosanovych &astic, u ostatnich
enkapsulace stabilitu neovlivnila a hodnoty C-potencialu jsou si velmi podobné. Vétsina
manualné pfipravenych Castic kromé lipozomU a chitosanovych Castic je spiSe nestabilni.
Castice z enkapsulatoru nebyly opét pro svou velikost méfeny.
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6. ZAVER

Pfedlozena bakalafska prace byla zaméfena na studium pfipravy organickych nanocastic
s enkapsulovanym enzymem lysozymem a jejich charakterizaci v riznych typech prostiedi.
Znacnou ¢ast prace tvofi testovani antimikrobialni aktivity pfipravenych ¢astic. Ovéfena byla
také antimikrobialni aktivita volného lysozymu.

V teoretické Casti prace jsou obecné popsany vlastnosti antimikrobialnich peptidu, jejich
struktura a vyuziti. DalSi ¢ast byla zaméfena na samotny lysozym, jeho strukturu, vlastnosti,
mechanismus ucinku a moznosti jeho vyuziti. Dale bylo zminéno nékolik metod pfipravy
Castic, vCetné nové zavadéné techniky pfipravy ¢&astic na enkapsulatoru. Protoze
antimikrobialni testy byly provadény na bakterialni kultufe Bacillus subtilis, je zde také
popsana tato grampozitivni nepatogenni bakterie. Soucasti teorie je i popis moznosti
testovani antimikrobialni aktivity latek.

Prakticka Cast je zaméfena na pfipravu jednotlivych typl c¢astic. DalSi kapitolou
experimentalni prace je aplikace téchto Castic do modelovych potravin a sledovani
dlouhodobé stability. Soudasti prace je | inkubace ¢&astic a charakterizace
zmén v modelovém fyziologickém prostfedi. Na zavér byl popsan a vyhodnocen
antimikrobialni uCinek ¢astic Cerstvych, po aplikaci do modelovych prostfedi a rovnéz efekt
volného lysozymu.

Celkové bylo pfipraveno 6 typu organickych ¢astic, pfi€emz pomoci enkapsulatoru byly
pfipraveny c&astice srGznou koncentraci alginatu a chitosanu jakozto obalového
polysacharidu a s pouzitim trysky o rGzném prdméru (300 — 750 um). U kazdého typu &astic
byla stanovena enkapsulaéni ucinnost, tj. kolik lysozymu z plvodniho mnozstvi lysozymu
ve smési bylo enkapsulovano. Nejlepsi enkapsulaéni u€innost byla stanovena
u 1% chitosanovych ¢astic, u alginatovych manualné pfipravenych ¢astic a u lipozomd.
Nejméné lysozymu se enkapsulovalo do chitosanového obalu manualné pfipravenych &astic.
Zakladni koncentrace lysozymu ve smésich pro tvorbu &astic byla vzdy 1 mg/ml. Pfi snaze
vytvofit Castice s vysSi koncentraci lysozymu (5 mg/ml a 10 mg/ml) nebyly vysledky
enkapsulace uspokojivé a nékteré ¢astice se nepovedlo vytvorit viibec.

Po zjisténi mnozstvi enkapsulovaného lysozymu byly &astice viozeny do C&tyf typud
modelovych potravin za Uc¢elem studia dlouhodobé stability v rGzném prostfedi. Témi byly
3% kyselina octova, 10% ethanol, emulze olej:voda a prostiedi s destilovanou vodou.
V intervalech 1 den, 3 dny, 7 dni a 4 tydny bylo stanoveno mnozstvi uvolnéného lysozymu
a vyhodnocena stabilita €astic v téchto prostfedich. Jako nejméné stabilni se prokazaly
manualné pfipravené chitosanové Castice. V ostatnich typech &astic doslo bud k uvolnéni
velmi malého procenta enkapsulovaného enzymu nebo mohlo také dojit k uvolnéni
znacného mnozstvi lysozymu, ktery poté rychle degradoval nebo denaturoval. Tuto
skute€nost by bylo pfipadné vhodné ovéfit v navazujici praci. U lipozomu se enkapsulovany
lysozym uvolfioval zfejmé postupné, tudiz se tyto Castice jevi jako nejvice stabilni a nabizeji
se ruzné moznosti k jejich vyuziti. Prostfedim nejvice ovliviujicim dlouhodobou stabilitu
Castic byla 3% kyselina octova nasledovana simulantem tukové potraviny.

V dal8i ¢asti prace bylo provedeno vyhodnoceni stability ¢astic po aplikaci do modelového
fyziologického prostfedi. Fyziologickym prostfedim byly tfi typy modelovych travicich stav —
pankreaticka, zaludeCni a zluCova. VSechna tfi prostfedi jsou diky svému slozeni a obsahu
rozkladajicich latek vuci €asticim i lysozymu znacné destruktivni. Nejvice byly &astice
ovlivnény v prostfedi pankreatické travici stavy, kde byla rozlozena znacna cast obalové
vrstvyy vSech typl testovanych ¢&astic kromé chitosanovych ¢&astic pfipravenych
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na enkapsulatoru. Chitosanové manualné pfipravené Cc&astice byly natolik nestabilni,
ze neodolaly zadnému fyziologickému prostfedi a ve vSech doSlo k jejich plnému rozkladu.
Dlvodem mulze byt mimo jiné i jejich relativné maly rozmér (cca 200 — 300 nm). Naopak
alginatové Castice se projevily jako relativné stabilni.

Antimikrobialni testy byly provedeny pomoci diskové plotnové metody na agarové pudé
porostlé kulturou Bacillus subtilis. Pravé na tuto G+ bakterii pasobi lysozym inhibi¢né.
Dullezitou soucasti bylo prokazani antimikrobialni aktivity samotného lysozymu. Jeho
antimikrobialni efekt se prokazal jiz u koncentraci pod 0,2 mg/ml. Pro dostate¢ny ucinek
pak byla zvolena do €astic koncentrace lysozymu 1 mg/ml, ktery samotny vykazoval inhibi¢ni
zénu s primérem 5mm. Cerstvé pfipravené &astice s enkapsulovanym lysozymem
s vyjimkou chitosanovych ¢€astic z enkapsulatoru, projevily znacny antimikrobialni ucinek,
jenz zhruba odpovidal mnozstvi enkapsulovaného enzymu. U chitosanovych ¢&astic
z enkapsulatoru je bud adsorpce lysozymu na chitosan velmi pevna, nebo dojde enkapsulaci
ke zméné jeho struktury, ¢imz se ztrati jeho antimikrobialni efekt.

Castice byly podrobeny antimikrobialnimu testu také po aplikaci do modelovych potravin,
a to po 7 dnech a 4 tydnech. Po 7 dnech byla v nékterych pfipadech jesté antimikrobialni
aktivita prokazana. Po 4 tydnech doSlo jak u ¢astic, tak u uvolnéného enzymu ke ztraté jeho
antimikrobialni aktivity. Vyjimkou jsou lipozomy a manualné pfipravené alginatové Castice,
které maji stabilni strukturu a antimikrobialni aktivita je zachovana. Na antimikrobialni
pusobeni ¢astic méla nejmensi vliv kysela modelova potravina. Modelové travici Stavy mély
na antimikrobialni aktivitu ¢astic také velmi destruktivni vliv, a to u vSech ¢astic az na urdité
vyjimky (manualné pfipravené castice) i u volného enzymu.

Velikost manualné pfipravenych ¢&astic a jejich stabilita byla ovéfena metodou
dynamického rozptylu svétla. VétSinou byla velikost Castic stanovena ve stovkach
nanometrd. Velikosti pod 100 nm (tj. nano-rozméru) by mohlo byt dosazeno Upravou &astic
napriklad membranovou extruzi nebo jinou volbou metody jejich pfipravy. Podle hodnot
C-potencialu se ukazaly jako stabilni pouze lipozomy a manualné pfipravené chitosanové
Castice. Stabilita ¢astic by se dala zvySit napf. modifikacemi obalovych materiala.

Lysozym jako antimikrobialni peptid stale otevira nové moznosti jeho vyuzZiti a jesté
dlouhou dobu bude objektem vyzkumu. Enkapsulace lysozymu do riznych typu ¢astic mize
tyto moznosti jesté dale rozsifovat. Castice s enkapsulovanym lysozymem by bylo mozné
vyuzit k fizenému uvolfovani lysozymu v organismu a k cilenému transportu do stfevniho
traktu, coz Ize aplikovat v potravinaiském prdmyslu nebo v jinych oborech. DalSi sméry
vyzkumu by mély byt zaméfeny na optimalni kombinaci materialu Castic a jeho stability
v rizném prostredi tak, aby nedochazelo k nezadouci degradaci Castic v urlitém prostredi
a naopak aby byl obsah €astic uvolnén v prostfedi Zzadoucim pfi pokud mozno co nejvysSim
zachovani biologické aktivity lysozymu.
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8.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
AMP............... Antimikrobialni peptidy
Asp-52........... Aspartat-52
DLS ....cccco. Dynamic light scattering (dynamicky rozptyl svétla)
EDTA............ Ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)
FDA ... Food and Drug Administration
GEWL............ Goose egg white lysozyme
Glu-35............ Glutamat-35
GRAS............ Generallyrecognized as safe (VSeobecné povazovany za bezpecny)
HEWL............ Hen egg white lysozyme
JEFCA........... The Joint FAO/WHO Committee on Food Additives (Kontrolni
komiseFAO/WHO pro potravinaiské prisady)
NMR .............. Nuclearmagnetic resonance (nuklearni magneticka rezonance)
TPP ..o Tripolyfosfat sodny
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10. PRILOHY

Priloha 1: Ukazky nékterych Cerstvé pripravenych castic

1280x1024 | 2014/04/29 11:51:27 | Jednotka: mm | Zvétseni: 4x | No Calibration

Alginatové castice 1% 300 pm

10.0 mm

2014/04/29 11:47:53 | Jednotka: mm 4x  No Calibration

Alginatové castice 1% 450um

= 10.0 mm
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Chitosanové éastice' 1% 450.um

55| 1280x1024 | 2014/04/29 11:52:25 | Jednotka: mm | Zvataeni: 4x | No Calibration

g

Alginatové ¢astice 2% 300 um

10.0 mm

12801024 | 2014/04/29 11:50:20 | Jednotka: mm | Zvetseni: 4x] No Calibration

Alginatové castice 2% 450 pm

10.0 mm

1280x1024 | 2014/03/27 17:02.04 No Calibration

ové &astice 1% 450 pm

10000.0 um




4 Calibration
-

e ety

Chitosanove &astice 1%-750 pm

7:09:03 Zvéteni: 4x]No Calibration

Chitosanové castice 2% 450 um

Chitosanové ¢éastice 2% 450 um

1280x1024 2014/03/27 19:35:31 |

e 2% 750 am

Chitosanové ¢astice 2% 750 pum

10000.0 um
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50:16 | Unit: um fication: 10x | N

Skrobové castice

Unit: um | Magn ) alibratio

Lipozomy
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Priloha 2: Pouzité hodnoty frekvence vibraci a elektrostatické disperze pri tvorbé castic na
enkapsulatoru.

Typ €astic PIné Castice Prazdné Castice
Alginatové Frekvence [HZ] Elektroda [HZ] Frekvence [HZ] Elektroda [HZ]
1% 300 um 1500 1 300 1500 1100
1% 450 um 1 000 2 500 1 000 2 500
2% 300 um 1500 1400 1200 1800
2% 450 um 900 2 500 2 900 1 600
Chitosanové

1% 450 um 1500 1 000 2 000 2 500
1% 750 um 3 500 1000 2 000 2 500
2% 450 um 1500 1000 1 000 2 000
1% 750 um 3 500 1 000 1 000 2 500
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Priloha 3: Vizualizace antimikrobialniho uéinku

69



