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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva moznostmi enkapsulace polyfenold do organickych
mikro- a nanocastic typu core-shell. Teoreticka ¢ast je zamérena na polyfenolické latky, jejich
biologické ucinky a moznosti enkapsulace do rdznych typa Castic. Experimentalni ¢ast se
zabyva zjisténim mnozZstvi celkovych polyfenoll, celkovych a jednotlivych flavonoidd a
anthokyant v guarané, ZenSenu a goji. Extrakty ztéchto vzorkd byly enkapsulovany do
lipidovych a polysacharidovych Castic. Enkapsulacni uCinnost byla stanovena
spektrofotometricky. Stabilita ¢astic byla sledovana pomoci dynamického rozptylu svétla a
zeta potencialu. Castice byly vystaveny G&inku modelovych télnich tekutin a modelovych
potravin.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on possibilities of encapsulation polyphenolic compounds
in core-shell type organic micro- and nanoparticles. The theoretical part is aimed at
characterization of polyphenolic compounds, their biological effects and their possibilities of
encapsulation into various types of particles. The experimental part deals with the content of
polyphenolic compounds, flavonoids and anthocyanins in guarana, ginseng ang goji. Extracts
from these samples were packed into liposomes and polysaccharide particles.
Encapsulation’s effectiveness was determined spectrophotometrically. The stability of
particles was monitored for size and stability by dynamic light scattering. The particles were
exposed to the model body fluids and model food.

KLICOVA SLOVA

Polyfenoly, flavonoidy, anthokyany, enkapsulace, polysacharidové Castice, liposomy

KEYWORDS

Polyphenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, encapsulation, polysaccharide particles,
liposomes
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1 UvVOD

Polyfenolické slou€eniny jsou vysoce cenénymi latkami hlavné diky svym antioxidaénim
vlastnostem. Nové studie vSak potvrzuji, Ze by mohly mit vyuZiti rovnéz pfi Ié€bé rdznych
zavaznych chorob, jako jsou rakovina nebo kardiovaskularni onemocnéni. Bohuzel, tyto
prirodni latky jsou velmi citlivé na svétlo, rovnéz vlivem tepla rychle degraduji, coZ snizuje
jejich stabilitu a dostupnost v lidském organismu. DalSim nedostatkem je jejich svirava a
hotka chut, ktera omezuje jejich pouziti jako doplnék stravy. Vyuzitim techniky enkapsulace
je mozné témto nedostatkim pFedejit [1].

Enkapsulace muze byt definovana jako proces zachyceni jedné latky uvnitf druhé latky.
Dojde k vytvoreni ¢astic o velikosti mikro- nebo nanometrt. Materialy pouzivané jako obalovy
material musi splhovat Fadu kritérii, jako je moznost pouziti v potravinarstvi a
biodegradabilita [2].

Cilem této prace bylo pfipravit rizné typy c¢astic a enkapsulovat do nich izolované
polyfenolické latky, extrahované z guarany, goji a Zen3enu. Byly pfipraveny alginatove,
chitosanové a lipidové &astice, u kterych byla zkoumana enkapsulaéni uc€innost a jejich
stabilita v umélych travicich stavach a rovnéz v modelovych potravinach, které simuluji urcité
prostiedi a nahrazuji tak konkrétni skupinu potravin — kyselou (3% roztok kyseliny octove),
vodnou (voda), alkoholickou (10% roztok ethanolu ve vodé) a tukovou (25% emulze oleje
s vodou).

Pfinosem této prace by mélo byt pouZiti pfipravenych &astic v realnych potravinach
jakozto doplnék stravy s postupnym uvolfiovanim polyfenolickych latek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyfenoly

Polyfenoly patfi k nejucinnéj§im pfirodnim latkam plsobicim proti volnym radikaliim [3].
V dnesni dobé je jich znamo vice nez 8000, avSak jen mala Cast je vyznamna pro své
biologické ucinky [5].

Chemicky se jedna o aromatické slouceniny, které se vyznaluji pfitomnosti vice
fenolovych jednotek. Na zakladé poctu atomu uhliku a struktufe uhlikového fetézce je Ize
rozdélit do nasledujicich skupin:

e Fenolové kyseliny

e Flavonoidy

e Stilbeny
e Lignany
e Taniny

2.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy pfedstavuji nejvyznamnéjSi skupinu polyfenolickych slou€enin. Jedna se o
sekundarni rostlinné metabolity, které hraji dilezitou roli v mnoha aspektech fyziologie
rostlin, jako jsou transport hormond, regulace aktivnich forem kysliku, zbarveni kvétl a také
jim pomahaiji reagovat na zménu okolniho prostredi [4].

Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu. Ve své
molekule obsahuji dva benzenové kruhy (A a B) spojené tfiuhlikovym fetézcem, ktery je
odvozeny od 2H-pyranu (C). Kruh B je spojen s pyranovym kruhem (C) v poloze C-2 [5].

vo
B
/

Obrazek 1: Flavan [5]

Obvykle byvaji vSechny tfi  kruhy substituovany hydroxyskupinami  nebo
methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se liSi pouze stupném substituce a oxidace.

Flavonoidy se vyskytuji bud jako volné latky nebo Castéji jako O-glykosidy. Necukerna
Cast je pak oznacovana jako tzv. aglykon. Jako pfiklad Ize uvést rutin, kde jeho aglykonem je
pak dalsi flavonoid quercetin (Obr.2) [5].

Podle stupné oxidace C; fetézce se rozeznavaji nasledujici struktury flavonoidt [5]:

e Katechiny (flavan-3-oly)

e Leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly)

e Flavanony

e Flavanonoly

e Flavony

e Flavonoly

e Anthokyanidiny
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Obréazek 2: Vpravo struktura rutinu, vlevo jeho aglykon quercetin [6]

2.1.2 Anthokyany
patficich do skupiny flavonoidd. Tyto pigmenty jsou zodpovédné za zbarveni nejrliznéjSich
druht kvétl, ovoce a zeleniny a jsou rovnéz ukazatelem zrani plod(l. Barva anthokyan(
zavisi na mnoha faktorech, jako jsou napfiklad teplota, pH a kapalina, ve které se potravina
nachazi [7, 8].

Anthokyany jsou glykosidickou formou anthokyanidind, které jsou polyhydroxy a
polymethoxy derivaty 2-fenylbenzopyryliového (flavyliového) kationtu [9].

Obrazek 3: Struktura anthokyanidin( [8]

2.1.3 Biologické ucinky polyfenolickych latek

Jak jiz bylo zminéno, polyfenoly patfi do skupiny antioxidantl. Chrani tedy burnky pfed
oxidaénim stresem vyvolanym uc€inkem volnych radikald, coz jsou vysoce reaktivni
slouceniny s neparovymi elektrony.

Studie prokazaly, Ze strava bohatéd na polyfenolické latky pomaha v prevenci proti
onemocnénim, jako jsou kardiovaskularni choroby, rakovina, neurodegenerativni choroby
nebo chronicka zanétliva onemocnéni. Rovnéz vykazuji antimikrobialni ucinky.

Rostlinné polyfenolické slou€eniny se bézné vyskytuji v potravinach, jako jsou €aje, vina,
ovoce, zelenina nebo lusténiny. Jejich vliv na lidsky organismus je pofad v ramci diskusi a
zavisi na mnoha faktorech, jako jsou technologie vyrob potravin, organismus (pohlavi, vék,
sloZeni stfevni mikrofléry) a interakce s jinymi molekulami (proteiny, travici enzymy).

VétSina téchto latek se do téla dostava ve formé polymerl nebo glykosidl, a jejich
koncentrace v krevnim fecCisti zavisi na jejich modifikaci v prdb&hu metabolismu a absorpci
v gastrointestinalnim traktu. Suplementace polyfenolickych latek uzavienych do rlznych
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druhu kapsli a ¢astic mize vyrazné zlepSit jejich dostupnost do organismu a ochranu pred
degradaci [10].

2.2 Vybrané rostliny pro extrakci polyfenolickych latek

Polyfenoly se vyskytuji v fadé béZné konzumovanych potravin, jako jsou ovoce, zelenina,
ale rovnéz i v napojich, jako napfiklad ¢aje a vina. Pro extrakci téchto antioxidantt byly v
predlozené praci vybrany goji, guarana a zensen.

221 Goji

Kustovnice (Lycium) je kefovita rostlina z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae). Z mnoha druht
tohoto rodu je pro své prospésné vlastnosti nejvyznamnéjsi kustovnice &inska (L. chinense),
jiz plody jsou oznaCovany nazvem goji. Dorlista do vySky az Sesti metrd, kvéty maji fialové
zbarveni.

Goji obsahuji mnoho vyznamnych slozek, jako jsou proteiny (do 16 %), mono a
polysacharidy, mastné kyseliny, vitaminy ze skupiny B, vitamin C, karotenoidy, polyfenoly a
mineraly.

Kustovnice Cinska je uz po staleti vyuzivana v ¢inské mediciné. Dle studii ma antioxida¢ni
vlastnosti a pozitivni vliv na imunitu. Jsou zkoumany rovnéz mozné protizanétlivé a
protirakovinné ucinky téchto plodd [11, 12].

Obrazek 4: Plody goji [13]

2.2.2 Zensen

Zenden pravy (lat. Panax ginseng) je bylina z eledi aralkovitych (Araliaceae) $iroce
rozsifena na severovychodé Ciny a vychodnim Rusku. Dordsta do vy$ky od tficeti az do
Sedesati centimetru. Patfi k nejznaméjSim exotickym rostlinam a je uz po tisice let pouzivan
v tradi¢ni asijske lidové mediciné.

Podzemni €ast rostliny je tvofena mohutnymi kofeny, dosahuijici délky az 20 cm a tloustky
az 3 cm. Zelena nadzemni &ast rostliny kazdoro¢né na zimu odumira a na jafe z pupenu
znova vyrusta [14].

Mezi ucinné latky ZenSenu, které jsou v nejvétSim mnozstvi obsazeny v kofenu, patfi
triterpenové glykosidy neboli saponiny, oznaCované jako ginsenosidy, jimz se pfipisuje
nejvice pozitivnich u€inkd na lidsky organismus. Dale jsou to polysacharidy, peptidy a
mastné kyseliny.

UZivani ZenSenu je mozné rozliSit na dvé kategorie:

a) Kratkodobé, soustfedéné na zlepSeni vytrvalosti, soustfedéni, imunitu, hojici
procesy a odolnost viéi stresu,
b) Dlouhodobé, k potlaceni degenerativnich chorob, spojenych se stafim [15, 16].
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2.2.3 Guarana

Guarana (Paulinie napojna, lat. Paullinia cupana) je popinavy kef z ¢eledi mydelnikovitych
(Sapindaceae) vyskytujici se na uzemi Venezuely a severni Brazilie. Rostlina dorlsta do
vySky deseti az dvanacti metr(. Plodem je Cervena tobolka obsahujici ¢erna semena, ktera
jsou obalena v bilé slupce.

Nejvice zastoupenou ucinnou latkou v guarané je kofein v mnozstvi az 6%, coz je nejvétsi
znamé mnozstvi v rostlinné fisi. Z dalSich latek jsou to taniny, saponiny, purinové alkaloidy,
D-katechin, epikatechin, proanthokyanidiny, flavonoidy, terpeny, proteiny, pryskyfice,
vitaminy B1, B2, C, PP a stopové mnozstvi cholesterolu [19].

Tab. 1: Procentualni obsah ucéinnych latek v semenech guarany [19]

latka obsah [%]
Taniny 8,5-12,0
Skroby 9,0
Reziny (pryskyfice) 7,0
Amidy 5,5
Kofein 3,0-5,0
Tuky 3,0
Saponiny 0,6
Theobromin 0,25
Theofylin 0,125

Guarana se hojné vyuziva jako stimulant pro povzbuzeni mysli, zlepSeni paméti
(kratkodobé i dlouhodobé) a stimulaci mozkové cinnosti diky vysokému obsahu kofeinu.
Z hlediska polyfenolu byly prokazany antibakterialni, antioxidaéni u€inky, zvySuje uc&innost
pripravkl proti srazeni krve, dale pak tlumi bolest a stimuluje odbouravani tukd (zrychluje
metabolismus) a je proto vhodna jako doplnék pfi reduk&nich dietach [20].

Mozné nezadouci efekty uzivani mohou byt spojeny s vysokym pfijmem kofeinu, ktery
muze zpUsobit nespavost, tachykardii nebo bolesti hlavy [21].
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Obrazek 7: Plody guarany [22]

2.3 Enkapsulace

Enkapsulace je proces vytvareni polymerni schranky (shell) okolo kapek nebo &astic
materialu jadra (core). Pfi enkapsulaci vznikaji nejCastéji dva typy d&astic—prvni je
mononuklearni kapsle, ktera obsahuje jedno jadro, druhy typ obsahuje mnoho jader
v matrixu (Obr.8). Hlavnim cilem této techniky je ochrana zapouzdifeného materialu pfed
degradaci a nepfiznivymi vlivy prostfedi, jako jsou svétlo, vihkost nebo kyslik. DalSimi
vyhodami jsou mensi odpafovani a zamaskovani nezadouciho smyslového vnimani ¢lovéka
béhem konzumace, jako napfiklad horké chuti polyfenoll [23].

T 0 10 1
Wall material Wall material

Core material Core material

Obrazek 8: Typy jadernych éastic [23]

Materidly pouzivané k enkapsulaci musi splhovat wur€itd kritéria pro pouziti
v potravinarském pramyslu. Jsou to hlavné zdravotni nezavadnost, biodegradabilita a
schopnost utvofit bariéru mezi vnitfni fazi a jejim okolim. Proto vétSinu enkapsulacnich
materiall tvofi pfirodni latky. NejCastéji jsou to polysacharidy, jako je Skrob a jeho derivaty
(amylopektin, amylosa, dextriny), celulosa a jeji derivaty (karboxymethylcelulosa), rostlinné
exudaty a extrakty (pektiny, karagenan, alginat), mikrobialni a ZivociSné polysacharidy
(chtitosan, xanthan a dextran). DalSimi materidly jsou lipidy, mezi které patfi vosky, mastné
kyseliny, fosfolipidy a glyceridy [1].

2.3.1 Liposomy

Jedna se o utvary tvorené zfosfolipidl, nejCastgji fosfatidylcholinu, cholesterolu a
glykolipidu, které zde tvofi jednu &i vice vrstev, pficemz kazda vrstva je tvofena lipidovou
dvouvrstvou. Podle toho se rozliSuji liposomy na unilamelarni, oligolamelarni a
multilamelarni.
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Liposomy obvykle nepiesahuji velikost 2 ym s tloustkou membrany okolo 5 nm. Povrch i
jadro liposomu je tvorené hydrofilnimi ¢astmi lipid(, zatimco vnitfek membrany tvofi lipofilni
zbytky mastnych kyselin a fosfolipidd.

Diky své amfifilni struktufe se mohou liposomy vyuzivat k enkapsulaci Zivin, bioaktivnich
molekul a lé€iv. Hydrofilni molekuly mohou byt enkapsulovany do vnitiniho prostoru, lipofilni
molekuly mohou byt inkorporovany do dvojvrstev lipidd tvoficich stény liposomu [24].

L) ) SE) $)
C O O ) A E E E DE D I A A D ) - S )
AN % o’c:o‘c’o e o’o’o’c’o’o.

dvouvrstva membrana

liposom

Obrazek 9: Prirez liposomu [24]

Liposomy Ize pfipravit riznymi metodami, jako jsou ethanolové vstfikovani, odpareni
reversni faze nebo pfiprava pomoci ultrazvuku [24]. Nékteré z téchto metod jsou popsany

v experimentalni ¢asti prace.

2.3.1.1 Lecithin

Lecithin patfi mezi fosfolipidy. Chemicky se jedna o fosfatidylcholin. Nejvyssi koncentrace,
kromé vaje¢ného zloutku, je v seminkach slunecnice, vnitfnostech, masle, dale pak v
zeleniné a rostlinnych olejich. Lecithin hraje dudlezitou roli v buné€ném metabolismu a
formuje lipidovou hmotu biologickych membran. Nazvem lecitin se oznacuje pouze
primyslovy lecitin, ktery je pfipravovan rafinaci rostlinného oleje. Spole¢né s cholesterolem

je nezbytnou latkou pro pfipravu liposomu [25, 26].

i
CHy—O—C—CysHy
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I
CH-O—C—C7Has
0

- iZHs
CH;;—O—Il"—O—CHg CHQI‘?— CH=
Chy CH=

Obrazek 10: Struktura lecitinu [27]

2.3.1.2 Cholesterol

Cholesterol patfi mezi steroidy a jeho zakladni strukturu tvofi cyklopentanoperhydro-
fenantren. Je vyznamnou sloZzkou bunéénych membran a lipoproteint krevni plazmy. Je
rovnéz nezbytny pro vznik vitaminu D a slouZi jako prekurzor pro syntézu steroidnich
hormonu (napf. aldosteron, testosteron, kortisol...) a Zlu€ovych kyselin [28, 29].
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Obrazek 11: Vzorec cholesterolu [28]

2.3.2 Polysacharidové ¢astice

Polysacharidy sestavaji z deseti a vice monosacharidovych podjednotek, které jsou
navzajem spojeny a nebo B-glykosidovymi vazbami. Mizeme je rozdélit na homoglykany,
které jsou tvofeny jedinym typem monosacharidové komponenty. V opacném pfipadé se
jedna o heteroglykan [30].

VétsSina polysacharidd jsou biokompatibilni a biodegradabilni, proto nachazeji vyuziti
ve farmaceutickych a biomedicinskych aplikacich hlavné jako nosice Ié&iv [31].

2.3.2.1 Alginat

Alginat je ve vodé rozpustny linearni polysacharid, ktery se sklada ze zbytkd o-L-
guluronové a B-D-mannuronové kyseliny spojenych 1-4 vazbami. Komeréné dostupny alginat
je extrahovan z hnédych moiskych fas (Phaeophycaea), ale je mozno ho ziskat rovnéz jeho
produkci bakteriemi (Azobacter, Pseudomonas). Je vhodny pro fadu farmaceutickych a
biomedicinskych aplikaci diky jeho vlastnostem, jako jsou biodegradabilita a biokompatibilita.

Alginatové mikro- a nanocastice Ize snadno ziskat indukénim gelovaténim s vapenatymi
ionty [32].

AT o Ca*’ » ."T

{calcium) b

Obrazek 12: Spojovani polymernich retézcl pomoci vapenatych iontd [33]

2.3.2.2 Chitosan

Chitosan patfi mezi pfirodni polymery typu polysacharidu (poly-D-glukosamin). Ziskava se
alkalickou deacetylaci chitinu, nékolikahodinovym varem s 50% hydroxidem sodnym nebo
enzymaticky pUsobenim N-deacetylasy. Ma vynikajici biologické vlastnosti, je netoxicky,
biokompatibilni a biodegradabilni. Lze jej pouzit jako systém pro transport I€Civ, jehoz
hlavnim znakem je fizené uvolfiovani a cileni 1éCiva.
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Princip tvofeni nanocastic je zalozen na interakci mezi negativné nabitymi skupinami
tripolyfosfatu sodného a pozitivnimi aminoskupinami chitosanu [34].

2.3.2.3 Karboxymethylicelul6za (CMC)

Karboxymethylcelul6za je derivatem celulézy obsahujici karboxymethylovou skupinu
(-CH,COOH). Struktura je zaloZena na jednotkach B-(1—4)-D-glukopyrandzy, které tvofi
kostru polymeru. Ma vysokou viskozitu, je netoxicka a hypoalergenni.

CMC se pouziva k zahustovani potravinarskych vyrobk(. Jedna se o pfidanou latku
(aditivum) s oznaCenim E466 [35, 36].

2.3.3 Enkapsulator

Pristroj zobrazeny nize na obrazku slouzi k vyrobé obalu a enkapsulaci riznych latek,
extraktd a mikroorganismu. Extrakt se smicha se zapouzdfovacim polymerem a smés se
nasaje do tlakové lahve nebo stfikacky. Poté je tato smés stfikackovym Eerpadlem, nebo
v pfipadé tlakové lahve vzduchem tlatena do pulzagni komory. Kapalina pak prochazi pfes
pfesné provrtanou trysku a na vystupu z trysky se rozdéluje do jednotlivych Castic stejné
velikosti. Tyto kapky prochazeji elektrickym polem mezi tryskou a elektrodou, kde ziskaji
povrchovy naboj. Elektrostatické odpudivé sily zplsobi rozptyleni ¢astic dopadajicich do
vytvrzovaciho roztoku v Petriho misce. Roztoky na Petriho misce jsou kontinualné michany
magnetickym michadlem, aby se pfedeSlo shlukovani €astic. Po vytvofeni dostateéného
mnozstvi ¢astic jsou poté Zfiltrovany a pouzity k dalSim ucellm. Velikost ¢astic zavisi na
nékolika parametrech, jako jsou frekvence vibraci, amplituda, velikost trysky, rychlost pratoku
a fyzikalni vlastnosti smési produktu s polymerem. Optimalni nastaveni parametrt se indikuji
vizualizaci tvorby €astic v realném &ase ve svétle stroboskopické lampy.

B

V. &

Obréazek 12: Enkapsulétor BUCHI
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2.4 Metody pouzivané k charakterizaci enkapsulovanych latek a €astic

2.4.1 Vysokouéinna kapalinova chromatografie

Chromatografické metody patfi do separacnich metod zaloZenych na rozdilné distribuci
délenych latek mezi dvé ruzné nemisitelné faze: mobilni (pohyblivou) a stacionarni
(nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni faze kapalina. Stacionarni faze je
umisténa v chromatografické koloné ve formé sorbentu. Mobilni faze protéka timto
sorbentem.

Pfi déleni latek dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni
fazi. Distribuci slozek mezi t&mito fazemi Ize popsat distribuéni konstantou. Cim vyssi je
hodnota této konstanty pro ur€itou latku, tim delSi dobu setrvavaji jeji molekuly ve stacionarni
fazi, a tim vétsi je jeji retenéni Cas.

NejCastéjSim uspofadanim kapalinové chromatografie je vysokouc€inna kapalinova
chromatografie (HPLC, High Performance Liquid Chromatography). Pfi tomto usporadani je
mobilni faze pfivadéna do systému pomoci Cerpadla za vysokého tlaku [37].

CHEOBLATCOGRA R
B 1
2
g 1
punpa 2 o piky
. . g ad
mob11n1[H) R S e e
fare Erend Eae [1min]
LT ===
dévrkovac pocitac
kohout se L —
smyckou separacni o

kolona detelkctor
Obrazek 13. Schéma kapalinové chromatografie [38]

Eluce mlze byt provedena bud mobilni fazi o konstantnim slozeni pfi pouziti isokratické
eluce nebo mobilni fazi o zvySujici se eluéni sile pfi gradientovém sloZeni. Analyt putuje
z kolony do detektoru, jehoz signal je pfeveden do podoby chromatografického zaznamu,
ktery je nazyvan chromatogram [37].

2.4.2 Stanoveni distribuce velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla

Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering, DLS) je metoda urcena ke stanoveni
velikosti Castic pomoci méfeni tzv. Brownova pohybu, coz je chaoticky pohyb molekul
vyvolany jejich nahodnymi srazkami. Malé &astice se pohybuiji rychle, velké pomaleji. Vztah
mezi rychlosti a velikosti ¢astice je definovany pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice.

Jako zdroj svétla se k méfeni vyuziva laser, ktery prochazi pfimo pfes vzorek umistény
uvnitf cely. Pro méfeni intenzity rozptyleného svétla se pouziva detektor v poloze bud 173°
nebo 90°. Aby byla detekce uvniti uréitého rozsahu a nedos$lo k pretizeni detektoru vlivem
velkého mnozstvi svétla, pouziva se pro snizeni intenzity laseru ,zeslabovac“ (attenuator).
Signal intenzity rozptylu projde na Kkorelator, ktery srovna intenzitu rozptylu v po sobé
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jdoucich c¢asovych intervalech. Informace z korektoru poté prejde do pocitace, ktery
analyzuje data [39, 40].

2.4.3 Stanoveni stability ¢astic pomoci zeta potencialu

Analyza zeta potencialu je technika pro uréeni povrchového naboje €astic. Kolem kazdé
Castice existuje elektricka dvojvrstva. Ve vrstvé kapaliny, ktera obklopuje c&astici, jsou
rozeznavany dvé &asti: vnitfni oblast, tzv. Sternova vrstva, kde jsou ionty silné vazané, a
vnéjsi, difuzni oblast, kde jsou ionty méné pevné pfipojeny. PFi pohybu se ionty uvnitf hranice
pohybuji s ¢astici, av8ak ionty za hranici nikoliv. Tato hranice se nazyva povrch
hydrodynamického smyku, nebo rovina skluzu a potencial, ktery existuje na této hranici, je
znamy jako potencial zeta.

Pokud &astice budou vykazovat velky kladny nebo zaporny potencial, ¢astice se budou
odpuzovat a nedojde k flokulaci. V opaéném pfipadé neexistuje dostatecna sila k zabranéni
shlukovani ¢astic. Obecna bariéra mezi stabilni a nestabilni suspenzi je bud pfi +30 mV nebo
-30 mV. Castice s potencialem zeta kladng&j$im nez +30 mV, nebo zaporn&j$im nez — 30 mV
se povazuji za stabilni.

Dulezitym faktorem pfi méfeni je hodnota pH. Jestlize se k suspenzi pfida alkalicky roztok,
zeta potencial klesne. Po pfidani kyseliny dojde k neutralizaci nebo k ziskani kladného
naboje [39].
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Obrazek 14: Elektricka dvojvrstva [41]
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3 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je pfiprava ruznych typa c¢astic s enkapsulovanymi
polyfenolickymi latkami, které byly extrahovany z guarany, ZenSenu a goji. Jejich stabilita
byla sledovana méfenim zeta potencialu a rozpadem ¢&astic v modelovych travicich
tekutinach a modelovych potravinach.

V ramci experimentalni €asti byly zkoumany nasleduijici cile:

— Stanoveni celkovych polyfenolli, antokyanu, celkovych flavonoidl a jednotlivych

flavonoidd metodou HPLC;

— Priprava rlznych ¢astic typu core-shell a enkapsulace pfirodnich extraktu;

— Charakterizace ¢astic pomoci DLS;

— Stabilita a uvolfiovani aktivnich slozek v modelovych fyziologickych podminkach.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1 Pouzité chemikalie

Methanol pro HPLC-Vitrum-LachNer (CR)

Ethanol, 98%-Vitrum-LachNer (CR)

Acetonitril for HPLC — Sigma-Aldrich (SRN)

Ethylacetat — Vitrum-LachNer (CR)

Kyselina mlé&na, 80%-Vitrum-LachNer (CR)

Kyselina chlorovodikova, 35% - Vitrum-LachNer (CR)
Dihydrat chloridu vapenatého — Vitrum-LachNer (SRN)
Kyselina gallova — Sigma-Aldrich (SRN)

Katechin — Sigma-Aldrich (SRN)

Rutin — Sigma-Aldrich (SRN)

Morin — Sigma-Aldrich (SRN)

Myricetin — Sigma-Aldrich (SRN)

Luteolin — Sigma-Aldrich (SRN)

Lecithin ze séje — Serva (SRN)

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-33-olu — Serva (SRN)
Chitosan z chitinu — Sigma-Aldrich (SRN)

Algin alginatu sodného — Sigma-Aldrich (SRN)
Tripolyfosfat sodny — Sigma-Aldrich (SRN)

Bile salts — smés kyseliny cholové a deoxycholové — Sigma-Aldrich (SRN)
Pankreatin z vepfové slinivky — Sigma-Aldrich (SRN)
Pepsin z prasedi zalude€ni sliznice — Sigma-Aldrich (SRN)

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

4.1.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy — Boeco (SRN)
Centrifuga — U-32-R, Boeco (Némecko)
Mikrocentrifiga — Mikro 200, Hettlich Zentrifugen
Spektrofotometr — Helios y, Unicam (VB)
Sestava HPLC, Ecom spol. s.r.o. (CR)
— Programator gradientu GP5
— Vysokotlaké ¢erpadlo LCP 4020
— Davkovaci analyticky ventil smy¢kovy C R54157
— Termostat kolon LCO 101
— Spektrofotometricky detektor LCD 2084
— Kolona Zorbax Eclipse plus C18 (4,6 x 150 mm)
Ultrazvuk — PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25 L, PowerSonic (SR)
Ultrazvukovy homogenizator — Bandelin Sonoplus — Sonorex Technik (SRN)
Vakuova odparka — HB4 Basic, HBA Labortechnik
ZetaSizer Nano ZS — Malvern (UK)
Vortex — Genius 3, IKA Vortex (SRN)
Opticky mikroskop a software DinoCapture
Enkapsulator BUCHI B-392 Pro
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4.2 Vzorky

Pro extrakci byly pouzity vzorky guarany, goji a zenSenu, které jsou bézné dostupné

v obchodni siti:

e Guarana:
— Nazev: Guarana, Paullinia cupana
— Slozeni: Drcena semena guarany
— Znacka: EXOTIC HERBS
— Dodavatel: Guarana Plus
— Zemé puvodu: Brazilie

Obrazek 15: Guarana, Paullinia cupana

e Zenden:
Nazev: Zenden, Panax ginseng
— Slozeni: Drceny kofen ZenSenu
— Znacka: EXOTIC HERBS
— Dodavatel: Guarana Plus
— Zemé puvodu: Asie

R
it it Ro=——

Obrézek 16: Zensen, Panax ginseng
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o Goji:
— Nazev: Goji, Kustovnice Cinska
— Znacka: WOLFBERRY
— Zemé puvodu: EU

GO

Kustovnice Cinskd

e

Obrazek 17: Goji, Kustovnice &inska

4.3 Extrakce polyfenolti ze vzorki

Navazka vzorku byla smichana s vodou nebo 10% kyselinou mlé€nou pro lepSi uvolnéni
polyfenolickych latek ze vzorkd. Smés byla ponechana po dobu 45 minut na tfepacce a
Zfiltrovana.

4.4 Stanoveni celkovych polyfenolu

Pfi reakci Folin-Ciocalteuova Cinidla s polyfenoly vznika modry komplex. Do zkumavky je
pfidano 1 ml desetkrat zfedéného Folin-Ciocalteuova €inidla, 1 ml vody a 50 ul vzorku. Smés
je promichana a ponechana 5 minut stat. Poté je kroztoku pfidan 1 ml nasyceného
uhli¢itanu sodného. Po 15 minutach stani je méfena absorbance pfi 750 nm. Kazdy vzorek
byl analyzovan tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitany primér a smérodatna odchylka
pomoci software Microsoft Office Excel. Koncentrace neznamého vzorku je vypocitana
z rovnice z grafu zavislosti absorbance na koncentraci standardu, kterym je kyselina gallova.

4.5 Stanoveni celkovych flavonoidu

Do zkumavky je pfidano 0,5 ml vzorku, 1,5 ml vody, 0,2 ml dusitanu sodného. Po péti
minutach je pfidano 0,2 ml chloridu hlinitého. Po dalSich péti minutach se k roztoku pfida 1,5
ml hydroxidu sodného a 1 ml vody. Po 15 minutach je méfena absorbance vzniklého
Cerveného komplexu pfi 510 nm. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat a ze ziskanych hodnot
byl vypocitany priimér a smérodatna odchylka pomoci software Microsoft Office Excel.
Koncentrace neznamého vzorku je poté vypocitana z rovnice z grafu zavislosti absorbance
na koncentraci standardu, kterym je katechin.

4.6 Stanoveni celkovych anthokyant

5 g vzorku je rozetfeno s 20 ml methanolu okyseleného kyselinou chlorovodikovou. Smés
byla extrahovana po dobu 15 minut na tfepacce a poté centrifugovana pfi 10 000 ot./min. po
dobu 15 minut. Supernatant byl odlit a pevna faze byla znovu extrahovana okyselenym
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methanolem. Supernatanty z obou centrifugaci byly spojeny a doplnény na objem 150 ml.
Vzorky byly méfeny spektrofotometricky pfi 528 nm. Jako blank byl pouzit okyseleny
methanol. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitany pramér.
Koncentrace byla vypocCitana z kalibraCni kfivky zavislosti absorbance na koncentraci
kyaninhydrochloridu.

4.7 Stanoveni jednotlivych flavonoidii metodou RP-HPLC s UV-VIS detekci

Pro stanoveni jednotlivych flavonoidi metodou HPLC byla extrakce vzork( provedena
v 10% kyseliné mlécné, aby doslo k uvolnéni vazanych polyfenolickych sloucenin.

Extrakt ze vzorku byl protfepan v ethylacetatu. Poté byla organicka faze oddélena a
odpafena na rotaéni odparce. Odparek byl rozpustén v 1 ml mobilni faze. Smés byla
filtrovana pfes mikrofiltr s velikosti péru 0,45 ym a centrifugovana na centrifuze pfi 10 000
ot./min po dobu 5 minut.

Pro stanoveni jednotlivych flavonoidd byly pouzité standardy morinu, myricetinu a
luteolinu, které byly rozpustény v absolutnim ethanolu. Standard rutinu byl rozpustén
v methanolu. Takto pfipravené standardy byly pfidavany ke vzorkim a analyzovany metodou
RP-HPLC/UV-VIS na koloné& Zorbax Eclipse plus C18 pfi teploté 30° C a pritoku 0,75 ml/min.
Detekce byla provedena spektrofotometricky pfi vinové délce 370 nm. Mobilni faze je roztok
o slozeni acetonitril : methanol : voda : kyselina fosforeéna v poméru 30:20:49,5:0,5.
Namérena data byla analyzovana v softwaru Clarity. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat, ze
ziskanych hodnot byl vypoc€itan primér a smérodatna odchylka pomoci software Microsoft
Office Excel.

4.8 Priprava ¢astic

Pro pfipravu ¢astic byly pouzivany pouze vodné extrakty. Po pfipravé Castic v kyselém
extraktu dochazelo k shlukovani alginatu a u liposomu k vytvareni velkych agregatu, které
rychle sedimentovaly na dno nadoby.

4.8.1 Priprava polysacharidovych éastic

4.8.1.1 Priprava alginatovych castic
6 ml 0,5% chloridu vapenatého bylo pfikapavano za stalého michani do 20 ml extraktu, ve
kterém bylo rozpusténo 0,06 g alginatu (vznikl 0,3% roztok alginatu).

4.8.1.2 Priprava chitosanovych céastic

6 ml 0,5% roztoku tripolyfosfatu sodného (TTP) bylo za stalého michani pfikapavano k 20
ml extraktu, ve kterém byla pfedem rozpusténa navazka 0,06 g chitosanu s pfidavkem 0,2 mi
koncentrovane kyseliny octové.

4.8.1.3 Priprava alginatovych ¢astic pomoci ultrazvuku
60 mg alginatu bylo rozpusténo ve 20 ml extraktu. Vznikla smés byla sonifikovana a po
malych davkach bylo pfidavano 6 ml 0,5% roztoku chloridu vapenatého.

4.8.1.4 Priprava chitosanovych ¢astic pomoci ultrazvuku

250 mg chitosanu bylo rozpusténo ve 40 ml extraktu a poté bylo pfidano 0,5 ml
koncentrované kyseliny octové. Vznikla smés byla ultrazvukovana a po malych davkach byly
pridavany 4 ml 2% tripolyfosfatu sodného.
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4.8.2 Priprava lipidovych ¢astic pro enkapsulaci polyfenolt

4.8.2.1 Priprava liposomovych ¢astic pomoci ultrazvuku

450 mg sojového lecithinu a 50 mg cholesterolu bylo pfidano k 20 ml vodného extraktu.
Poté byla smés ultrazvukovana.

4.8.2.2 Priprava liposomovych ¢astic metodou odparovani na tenké vrstvé

80 mg sojového lecithinu a 10 mg cholesterolu bylo rozpusténo v 10 ml smési
chloroform : methanol v poméru 8 : 2. Roztok byl pfeveden do banky a odpafen na vakuové
odparce. K odparku bylo pfidano 10 ml vodného extraktu a smés byla ultrazvukovana, dokud
se lipidovy film na bance zcela nerozpustil.

4.8.3 Priprava ¢astic pro enkapsulaci polyfenolii pomoci enkapsulatoru

4.8.3.1 Priprava alginatovych castic

20 ml extraktu bylo smichano s roztokem 2% alginatu. Vznikla smés byla pfevedena do
stfikacky a pomoci enkapsulatoru (Blichi) byla tryskou o definovaném priméru rozprasovana
do 50 ml 2% chloridu vapenatého, ktery byl nepfetrzité michan.

4.8.3.2 Priprava alginatovych c¢astic s jadrem

20 ml extraktu bylo nasato do stfikacky. 2% alginat byl nalit zvlast do tlakové lahve.
Pomoci dvou trysek o riznych rozmérech byly tyto roztoky v enkapsulatoru smésovany a
dochéazelo k vytvofeni Castic, které kapaly do vytvrzovaciho roztoku (50 ml 2% chloridu
vapenatého).

4.8.3.3 Priprava smésnych castic

Postup je shodny s metodou popsanou v kapitole 4.8.3.1, jen obalovy material pro
enkapsulaci byl vytvofen smichanim 2% alginatu a 1% karboxymethylcelulézy v poméru
4:1.

4.9 Stanoveni enkapsulaéni u€innosti

Enkapsulacni ucinnost byla stanovena pomoci obsahu celkovych polyfenolu (kap. 4.4).

PFfi stanoveni enkapsulaéni ucinnosti byla nejprve zméfena koncentrace polyfenol(
v extraktu prfed enkapsulaci. Poté byl extrakt enkapsulovan a pfipravené castice byly
centrifugovany pfi 14 000 otackach po dobu 30 minut. Byl odebran vzorek supernatantu pro
stanoveni celkovych polyfenold.

Pfi stanoveni enkapsulacni ucinnosti pomoci této metody byla vypocitana koncentrace
celkovych polyfenolu v extraktech pfed a po enkapsulaci. Po odecteni téchto hodnot bylo
vypocteno enkapsulované mnozstvi polyfenoll v Easticich.

4.10 Stanoveni stability v travicich st'avach

4.10.1 Slozeni modelové pankreatické st'avy

Pankreaticka Stava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCO; ve
100 ml destilované vody, pH bylo upraveno na cca 8,9. Vzorky pro sledovani stability byly
pfipraveny v poméru 1:1. Po 20 minutach inkubace pfi 37 °C byla zméfena koncentrace
celkovych polyfenoll a byla porovnana s pivodnim mnozstvim uzavfenym v €asticich.

4.10.2 Slozeni modelové zaludeéni stavy

Zaludeéni $tava byla pfipravena z 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpustén ve 100 ml
destilované vody. Nasledné bylo pfidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové a hodnota pH
byla upravena na hodnotu 0,9. Vzorky pro sledovani stability byly pfipraveny v poméru 1:1.
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Po 20 minutach inkubace pfi 37 °C byla zméfena koncentrace celkovych polyfenoll a byla
porovnana s puvodnim mnozstvim uzavienym v ¢asticich.

4.10.3 Slozeni modelové zluc¢ové st'avy

Zludova $tava byla pfipravena pfidanim 0,8 g Zlu¢ovych soli do 200 ml pufru o pH 8.
Vzorky pro sledovani stability byly pfipraveny v poméru 1:1. Po 40 minutach inkubace pfi 37
°C byla zméFena koncentrace celkovych polyfenolt a byla porovnana ptvodnim mnozstvim.

4.11 Stanoveni stability v modelovych potravinach

Stanoveni stability ¢astic ve standardnich modelovych potravinach bylo provedeno
pomoci roztokll o pfesné definovaném slozeni, které nahrazuji urcitou skupinu potravin. Pro
potraviny s pH nizSim nez 4,5 byl pouzit roztok 3% roztoku kyseliny octové. Pro potravinu
s pH vy8§im nez 4,5 byla pouZita voda. Pro modelové alkoholické napoje a potraviny byl
pripraven 10% roztok ethanolu a pro tukové potraviny 25% roztoku oleje [42].

Castice s enkapsulovanymi extrakty byly v t&chto roztocich inkubovany po dobu tfi dna,
jednoho tydne a jednoho mésice. Poté byla stanovena koncentrace celkovych polyfenold,
které byly uvolnéné v pribéhu ponechani ¢astic v roztoku.

4.12 Stanoveni velikosti ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla

Stanoveni velikosti €astic bylo provedeno na pfistroji ZetaSizer Nano ZS. Pfipravené
Castice byly 100krat zfedény vodou a analyzovany.

4.13 Stanoveni stability pomoci zeta potencialu

Stabilita Castic byla zméfena stejné jako velikost ¢astic na pfistroji ZetaSizer Nano ZS
pomoci Zeta Dipp Cely. Pfed vlastnim méfenim byla Zeta Dipp Cela ponofena do roztoku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni celkovych polyfenolt

Stanoveni celkovych polyfenoll bylo provedeno podle postupu uvedeného v metodach
(kap. 4.4). Extrakce byla provedena pro porovnani v 10% kyseliné mlécné a v destilované
vodé. VSechna méfeni byla provedena tfikrat a z namérenych hodnot byl vypod&itany prameér.

Koncentrace polyfenoll v extraktech byla vypoéitana z rovnice z kalibracéni kfivky kyseliny
gallové:

A=1,0909-c

Celkovy obsah polyfenolickych latek byl pfepoditan na mg v g suchého podilu (PFiloha 1).

Jak Ize vidét ztabulky 1 a grafu 1, vlivem 10% kyseliny mlé€né dochazi k vétSimu
uvolnéni polyfenolt ze vzorku. Tento jev je vyvolan kyselou hydrolyzou glykosidovych vazeb
polyfenoll a lepSim uvolnénim aglykonu do rozpoustédla. U guarany je to az o 43,33 % vice
oproti vodé, u goji 0 6,08 % a zenSenu o 8,84 %.

Nejvétsi mnozstvi polyfenoll je obsazeno v guarané s koncentraci 111,84 mg/g, coz je az
23krat vice nez v zenSenu. NejmenSi obsah polyfenold byl naméfen u goji, kde byla
koncentrace 2,96 mg/g vzorku.

Tabulka 1: Stanoveni celkovych polyfenolt v extraktech

Koncentrace v extraktu [mg/g]
Vzorek Voda 10% kyselina mlééna
Guarana 63,38 + 1,26 111,84 + 2,58
Goji 2,78 £ 0,09 2,96 + 0,04
Zensen 4,33 +0,15 4,75+0,11
120 -
100 -
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X H Voda
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. A A

Guarana Goji Zensen
Graf 1: Stanoveni celkovych polyfenolt ve vzorcich

5.2 Stanoveni celkovych flavonoidu
Stanoveni celkovych flavonoidl bylo provedeno podle postupu uvedeného v metodach
(kap. 4.5). Extrakce byla opét pro porovnani provedena ve vodé a v 10% kyseliné mlécné.
V8echna méfeni byla provedena tfikrat a z naméfenych hodnot byl vypocitany pramér a SD.
Koncentrace flavonoidu v extraktech byla vypocitana zrovnice z kalibraéni kFivky
katechinu:

A=29744 .c
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Celkovy obsah flavonoidu byl pfepocitdan mg v g susiny. Z vysledkd uvedenych v tabulce 2
a grafu 2 Ize vidét, Zze pfi pouziti 10% kyseliny mlé€né se uvolfiuje vice flavonoidu nez pfi
extrakci ve vodném prostfedi. U guarany je to o 8,11 % vice oproti vodé, u goji 0 26,92 % a
zenSenu o 2,27 %. Nejvétsi mnozstvi flavonoidd se nachazi v guarané. Jejich koncentrace je
33,67 mg/g. Nejmensi obsah polyfenoll by naméfen u goji, kde byla koncentrace az 129krat
mensi nezZ v guarané.

Tabulka 2: Stanoveni celkovych flavonoidul v extraktech

Koncentrace v extraktu [mg/g]
Vzorek Voda 10% kyselina mlééna
Guarana 30,94 £ 5,12 33,67 £ 2,87
Goji 0,19 + 0,06 0,26 + 0,08
Zengen 0,43+0,03 0,44 + 0,02
35
30
25
3 20 - m Voda
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Graf 2: Stanoveni celkovych flavonoidt ve vzorcich

5.3 Stanoveni jednotlivych flavonoidii metodou HPLC

Stanoveni jednotlivych flavonoidd bylo provedeno podle postupu uvedeného v metodach
(kap. 4.6). Extrakce byla provedena v 10% kyseliné mlééné z divodu lepSiho uvolfiovani
flavonoidd. Priklad chromatogramu je uveden v Priloze 2.

Koncentrace jednotlivych flavonoidu v extraktech byly vypoc€itany z rovnic z kalibracnich
kfivek vybranych standardl rutinu, morinu, myricetinu a luteolinu:

Tabulka 3: Rovnice regrese jednotlivych standardu

Standard Regresni rovnice
Rutin A=118,209-c
Morin A=144513 -c

Myricetin A =695,980-c

Luteolin A=347,840-c

Vybér analyzovanych individualnich fenolickych latek byl proveden na zakladé literarnich
Udaji a dostupnosti standard(. Z téchto derivatd byl nejvice zastoupenym flavonoidem ve
v8ech zkoumanych vzorcich rutin. U guarany dosahuje jeho koncentrace 112,60 ug/g vzorku.
Kromé toho je v guarané rovnéz pfitomen i morin, myricetin a luteolin. V ZenSenu byly
detekovany rutin, myricetin a luteolin, v goji pouze rutin.
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Tabulka 4: Koncentrace jednotlivych flavonoidd ve vzorcich

Vzorek Rutin [pg/g] Morin [pg/g] | Myricetin [pg/g] | Luteolin [pg/g]
Guarana 112,60 £ 3,58 2,52+0,72 2,20+ 0,12 ND
Goji 8,12 £ 0,09 ND ND ND
Zensen 15,1 + 1,56 ND 0,22 + 0,02 1,19+ 0,28
120 -
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Graf 3: Stanoveni jednotlivych flavonoidd

5.4 Stanoveni antokyant

Stanoveni anthokyant bylo provedeno podle postupu uvedeného v metodach (kap. 4.7).
Extrakce byla provedena v methanolu okyseleném kyselinou chlorovodikovou. VSechna
méfeni byla provedena tfikrat a z namérenych hodnot byl vypocitany primér a SD.

Koncentrace anthokyanu v extraktech byla vypocitana zrovnice z kalibraéni kfivky
kyaninhydrochloridu:

A =60,3368 - ¢
Celkovy obsah anthokyan( byl pfepocitan na mg v g suchého podilu. Nejvét§i mnozstvi
antokyan( bylo naméreno opét u guarany, ktera je 1,45 pl. Nejniz8i koncentrace se vyskytuje

u zenSenu.

Tabulka 5: Stanoveni obsahu antokyant ve vzorcich

Vzorek Koncentrace v extraktech [ug/g]
Guarana 1,45 + 0,26
Goji 0,21 £ 0,07
Zensen 0,12 + 0,01
1,5
CHEE
E
s Ay
0 T T f
Guarana Goji Zensen

Graf 4: Stanoveni obsahu antokyant
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5.5 Vizualizace ¢éastic pomoci optického mikroskopu

Pfipravené Castice s enkapsulovanymi extrakty ze vzorkd guarany, goji a zenSenu byly
pozorovany pomoci optického mikroskopu. Na obrazku 1 a 2 jsou vidét ¢astice pfipravené na
enkapsulatoru. Na obrazku €. 2 je zachycena alginatova castice v kyselém extraktu, kde je
mozné vidét i srazeniny, které se vytvarely pfi pfipravé v tomto extraktu. Na obrazku ¢&. 3 jsou
alginatové Castice pfipravené na ultrazvuku, a na obrazku €. 4 a 5 jsou zachyceny liposomy
(prvni pfipravené na ultrazvuku a druhé metodou odpafovani na tenké vrstvé). Na obrazku ¢.
6 jsou chitosanové Castice pfipravené na ultrazvuku. ZvétSeni bylo u &astic pfipravenych na
enkapsulatoru 200x, u ostatnich 400x.

Z mikroskopickych snimk( je patrné, Zze na enkapsulatoru byly pfipraveny vesmés
mikro¢astice o rozmérech nékolik set mikrometr(, manualné pfipravené c¢astice mohou
dosahnout i rozmérd vnm. Na obrazcich jsou rovnéz zachyceny pfipadné necistoty a
rozdilna struktura &astic, jako v pfipadé alginatu a chitosanu, kdy se jedna spiSe o gel.
V pfipadé enkapsulatoru dochazi k vytvoreni vétSinou kulovitych ¢astic.

Obr. 1: Alginatové Castice (enkapsulator) Obr. 2: Kysely extrakt (enkapsulator)

Obr. 3: Alginatové c&astice-ultrazvuk Obr. 4: Liposomy-ultrazvuk
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Obr. 5: Liposomy-odpar. na tenké vrstvé Obr. 6: Chitosanové Castice-ultrazvuk

v s

5.6 Stanoveni enkapsulaéni u€innosti
5.6.1 Polysacharidové ¢astice

5.6.1.1 Alginatové castice

Alginatové castice byly pfipraveny manualné metodou uvedenou v kapitole 4.8.1.1.
V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky méfeni.

Touto metodou bylo dosazeno nizké enkapsula¢ni ucinnosti, kterd se pohybuje kolem
2 %. K nejvétsi enkapsulaci polyfenoll dochazelo u guarany, k nejmensi u goji.

Tabulka 5: Enkapsulacni tGcinnost alginatovych ¢astic

Koncentrace celkovych polyfenol
Vzorek Cpocatecni [MY/MI] | Ckoncova [M@/mMI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%]
Guarana 37,22 36,11 97,02 2,98
Goji 6,87 6,77 98,58 1,42
Zengen 4,78 4,67 97,81 2,19

5.6.1.2 Chitosanové castice

Chitosanové Castice byly pfipraveny manualni metodou uvedenou v kapitole 4.8.1.2.
V tabulce 6 jsou uvedeny vysledky.

Zabalené mnozstvi polyfenoll bylo nejvétSi u zenSenu, kde dosahovalo 5,18 % a
nejmensi u goji, kde bylo dosazeno pouze 2,46% ucinnosti.

Tabulka 6: Enkapsulacni tc¢innost chitosanovych éastic

Koncentrace celkovych polyfenoll
Vzorek Cpocatecni [MI/MI] | Ckoncova [MO/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 37,22 35,81 96,22 3,78
Goji 6,87 6,70 97,54 2,46
Zengen 4,78 4,53 94,82 5,18

5.6.1.3 Alginatové c¢astice pfipravené pomoci ultrazvuku

Alginatové Castice s vyuzitim ultrazvuku byly pfipraveny manualni metodou uvedenou
v kapitole 4.8.1.3. V tabulce 7 jsou uvedeny vysledky
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K nejvétsi ucinnosti enkapsulace dochazelo u ZzenSenu, kde bylo enkapsulovano 37,25 %
polyfenoll. Zabaleni polyfenoll bylo nejmensi u goji, kde se podafilo uzavfit pouze 20,19 %
z ptivodniho extrahovaného mnozstvi. Pouzitim ultrazvuku se podafilo zvysit enkapsulacni
ucinnost v porovnani s pfedchozimi metodami. Muze to byt zpusobeno lepSim sitovanim
polymernich Fetézcl alginatu po pfidavku vytvrzovaciho roztoku a nasledné aplikaci
ultrazvuku.

Tabulka 7: Enkapsulacni ucinnost alginatovych ¢astic na ultrazvuku

Koncentrace celkovych polyfenoli
Vzorek Cpocatecni [Mg/Ml] Ckoncova [M@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 30,34 23,56 77,64 22,36
Goji 4,86 3,88 79,81 20,19
Zensen 4,06 2,55 62,75 37,25

5.6.1.4 Chitosanové c¢astice pFipravené pomoci ultrazvuku

Chitosanové ¢astice s vyuzitim ultrazvuku byly pfipraveny metodou uvedenou v kapitole
4.8.1.4. V tabulce 8 jsou uvedeny vysledky.
Po pouzZiti ultrazvuku byla enkapsulacni ucinnost opét vysSi nez u chitosanovych cCastic
pfipravenych pouhym michanim. K nejvét§imu zabaleni polyfenold dochazelo u zZen$enu,
kde byla u€innost 20,57 %, k nejmenSimu u goji s pouhymi 5 %.

Tabulka 8: Enkapsulacni ucinnost alginatovych éastic na ultrazvuku

Koncentrace celkovych polyfenoll
Vzorek Cpocateeni [MQ/ml] Ckoncova IM@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 82,04 68,75 83,80 16,20
Goji 12,38 11,72 94,67 5,33
Zensen 9,00 7,15 79,43 20,57

5.6.2 Lipidové ¢éastice

5.6.2.1 Priprava liposomovych éastic s vyuZitim ultrazvuku
Liposomy byly pfipraveny podle navodu v kapitole 4.8.2.1. V tabulce 9 jsou shrnuty

vysledky.

Lipidové c¢astice vykazovaly podobnou enkapsulaéni ucinnost jako chitosanové a

alginatové Castice pfipravené na ultrazvuku. Tato metoda je vhodna pro guaranu, kde
dochazelo k nejvétsimu zabaleni polyfenolud, a to 39,90 %.

Tabulka 9: Enkapsulacni tucinnost liposomovych éastic

Koncentrace celkovych polyfenoli
Vzorek Cpocatecni [M@/Ml] Ckoncova [M@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 38,59 23,19 60,10 39,90
Goji 5,23 4,93 94,22 5,78
Zengen 4,48 3,62 80,78 19,22
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5.6.2.2 Priprava lipidovych éastic metodou odparovani na tenké vrstvé

Liposomy pfipravené metodou odpafovani na tenké vrstvé byly pfipraveny podle navodu
v kapitole 4.8.2.2. V tabulce 10 jsou shrnuty vysledky enkapsulacni u€innosti.

Vysledky jsou srovnatelné s pfipravou liposomd na ultrazvuku. NejvétSi ucinnost byla
prokazana u guarany, kde bylo enkapsulovano 38,24 % polyfenolt z puvodniho mnozstvi.
K nejmensimu zabaleni doSlo u goji.

Tabulka 10: Enkapsulacni ucinnost liposomovych castic

Koncentrace celkovych polyfenoli
Vzorek Cpocatezni [MQ/ml] Ckoncova [M@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 38,59 23,83 61,76 38,24
Goji 5,23 4,86 92,89 7,11
Zensen 4,48 3,58 79,96 20,04

5.6.3 Castice pfripravené na enkapsulatoru

5.6.3.1 1% alginatové céastice

Alginatové cCastice na enkapsulatoru byly pfipraveny metodou uvedenou v kapitole
4.8.3.1. Pro pripravu téchto €astic byly pozity dvé velikosti trysek —300 ym a 450 um.
V tabulce 11 jsou uvedeny vysledky.

Nejvétsi enkapsulaéni ucinnost mél Zzenden stryskou 300 pm, ktera byla 47,61 %.
Nejmensi byla stanovena u goji s tryskou 450 um. | tak tato metoda poskytuje dobrou
enkapsulaéni ucinnost u goji v porovnani s pfedchozimi pfipravami &astic. Jak rovnéz
vyplyva z vysledku, pro u¢innéjSi zabaleni polyfenolickych latek je vhodnéjsi pouzit trysku
s menSim primérem a tim padem i vytvofenim menSich ¢astic.

Tabulka 11: Enkapsulacni ucinnost 1% alginatovych &astic

TRYSKA 300 ym

Koncentrace celkovych polyfenoli
Vzorek Cpocatezni [MQ/ml] Ckoncova IM@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 31,52 22,16 70,30 29,70
Goji 3,15 1,95 61,77 38,23
Zengen 5,38 2,82 52,39 47,61
TRYSKA 450 pym
Koncentrace celkovych polyfenolu
Vzorek Cpocatezni [MQ/ml] Ckoncova [M@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 31,52 20,97 66,52 33,48
Goji 3,15 2,57 81,40 18,60
Zensen 5,38 3,23 60,05 39,95

5.6.3.2 2% alginatové castice
Alginatové castice na enkapsulatoru byly pfipraveny metodou uvedenou v kapitole
4.8.3.1. Pro pfipravu téchto Castic byly pozity dvé velikosti trysek — 300 um a 450 um.
V tabulce niZze 12 jsou uvedeny vysledky.
U zvySeni koncentrace alginatu byla vysledna enkapsulacni u€innost nizka. U guarany a
ZenSenu nepiesahovala 20 %, u goji nedochazelo k Zzadné enkapsulaci polyfenolickych latek.
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Tabulka 12: Enkapsulacni ucinnost 2% alginatovych ¢astic

TRYSKA 300 pm

Koncentrace celkovych polyfenoli
Vzorek Cpocatezni [MQ/ml] Ckoncova [M@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 45,76 39,81 86,99 13,01
Goiji 3,78 3,78 100 0
Zensen 4,80 3,99 83,02 16,98

5.6.3.3 1% alginatové céastice — s jadrem

Alginatové c¢astice sjadrem na enkapsulatoru byly pfipraveny metodou uvedenou
v kapitole 4.8.3.2. Pro pfipravu téchto Castic byly poZity dva typy trysek — vnitini 150 ym a
vnéjsi 300 um. V tabulce 13 jsou uvedeny vysledky.

Pfipravou Castic s jadrem na enkapsulatoru dochazelo k nejvétSimu zabaleni polyfenolu
do Castic. Extrakt je tlaCen zvlast vnitini tryskou, obalovy material zase vétsi vnéjsi tryskou a
proto je pravdépodobnost enkapsulace vétsi. Nejvétsi enkapsulacni ucinnost byla stanovena
u zenSenu, kde doSlo k enkapsulaci 65,74 % polyfenolickych latek. Nejniz$i ucinnost je
patrna u guarany.

Tabulka 13: Enkapsulacni ucinnost 1% alginatovych castic

Koncentrace celkovych polyfenoll
Vzorek Cpocateeni [MQ/ml] Ckoncova IM@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 31,63 19,73 62,38 37,62
Goji 4,38 2,57 58,65 41,35
Zengen 3,94 1,35 34,26 65,74

5.6.3.4 2% alginatové cCastice — s jadrem

Alginatové Castice sjadrem na enkapsulatoru byly pfipraveny metodou uvedenou
v kapitole 4.8.3.2. Pro pfipravu téchto Castic byly pozity dva typy trysek — vnitini 150 ym a
vnéjsi 300 um. V tabulce 14 jsou uvedeny vysledky.

Castice pfipravené timto postupem dosahovaly nejvétsi enkapsulagni G&innosti. U
guarany dosahovala 44,58 %, u goji 42,02. U ZenSenu byla naméfena ucinnost 89,93 %, coz
je nejvyssi enkapsulaéni uc€innost, které bylo u téchto komplexnich extraktli dosazeno.

Tabulka 14: Enkapsulacni ucinnost 1% alginatovych ¢astic

Koncentrace celkovych polyfenoli
Vzorek Cpocatecni [MQ/ml] Ckoncova IM@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 37,84 20,97 55,42 44,58
Goiji 3,72 2,15 57,98 42,02
Zengen 3,75 0,38 10,07 89,93

5.6.3.5 Smésné cCastice alginatu a karboxymethylicelulézy — s jadrem
Smésné alginatové Castice a karboxymethylcelulézy s jadrem na enkapsulatoru byly

pfipraveny metodou uvedenou v kapitole 4.8.3.3. Pro pfipravu téchto ¢astic byly pozity dva

typy trysek — vnitfni 150 um a vnéjsi 300 um. V tabuce 15 jsou uvedeny vysledky méfeni.
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U téchto Castic dochazelo k nejvétSimu zabaleni polyfenoll u zenSenu, kde enkapsulacni
ucinnost dosahovala 37 %. Nejniz8i u€innost byla u goji, kde bylo enkapsulovano pouhych
5 % polyfenolickych latek.

Tabulka 15: Enkapsulacni ucinnost 1% alginatovych &astic

Koncentrace celkovych polyfenoli
Vzorek Cpocatecni [Mg/Ml] Ckoncova [M@/MI] | nezabaleno [%] | zabaleno [%)]
Guarana 38,36 29,70 77,42 22,58
Goji 7,56 7,18 94,96 5,04
Zengen 7,19 4,50 62,51 37,49

5.6.4 Porovnani enkapsulaéni u€innosti jednotlivych metod

Graf 5 srovnava enkapsulaéni ucinnosti jednotlivych metod u guarany, goji a zenSenu.
Nejlepsi vysledky dosahuje metoda pfipravy Castic s 2% alginatem na enkapsulatoru.
Uginnost u guarany a goji dosahuje 40%, u Zen$enu je to az 89,93 %. Dobré zabaleni
extraktu do kapsli je mozné pozorovat rovnéz u obou typl liposomu, kde se uc&innost
pohybuje u guarany kolem 40%.

Obecné k nejlepSim enkapsulaénim G&innostem dochazelo u zenSenu, pak u guarany a
nejmensi enkapsulaci polyfenolickych latek vykazovala goji.

Tabulka 16: Popisky ke grafu

Castice Castice
A | Alginatové &astice G | 1% alginatové Eastice (enkapsulator, tryska 300 pl)
B | Chitosanové Castice H | 1% alginatové Castice (enkapsulator, tryska 450 pl)
C | Alginatové Castice — ultrazvuk | | 2% alginatové &astice (enkapsulator)
D | Chitosanové Castice — ultrazv. | J | 1% alginatové Castice s jadrem (enkapsulator)
E | Liposomy — ultrazvuk K | 2% alginatové Castice s jddrem (enkapsulator)
F | Liposomy — odp. reversni faze | L | Smésné Castice alginatu a CMC (enkapsulator)
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Graf 5: Porovnani enkapsulacnich metod u guarany, goji a ZenSenu
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Z pfehledného souhrnného vyhodnoceni (Graf 5) je patrné, Ze obecné vy$Si uc€innosti
enkapsulace komplexnich pfirodnich extrakt( bylo dosazeno na enkapsulatoru, vyhodnéjsi
bylo pouziti vy3Si koncentrace alginatu. Enkapsulator umozriuje pfipravu core-shell ¢astic o
definované velikosti, které jsou pfipraveny optimalizovanou technologii, pfi niz je eliminovan
pfipadny negativni efekt slozek pfirodnich extrakt( na proces enkapsulace. Mikro¢astice jsou
zfejmé vhodnéjsi aplikacni forma nez nanocastice.

5.7 Stanoveni stability v travicich stavach

Castice pfipravené na enkapsulatoru byly navazeny v mnozstvi 0,25 g na 0,5 ml travici
modelové tekutiny. U roztoku liposomu a polysacharidovych ¢astic byly ¢astice pfipraveeny
¢astic pomoci uvolfovani polyfenoll byly zahrnuty pouze &astice s enkapsulaéni ucginnosti
vétsi nez 10 %.

5.7.1 Vliv zaludeéni st'avy

Vlivem zaludeéni S§tavy dochazi k velkému uvolnéni polyfenolll, to znamena, Zze
pfipravené Castice nejsou vtomto prostfedi pfilis stabilni (tabulka 17, graf 6). Nejvétsi
stabilitu mély alginatové Castice pfipravené na ultrazvuku s enkapsulovanym zZenSenem a
lipidové Castice s enkapsulovanym extraktem z guarany, kdy uvolnéné mnozstvi nepfesahlo
10 %. Naopak nejmensi stabilita byla naméfena u 1% alginatovych &astic pfipravenych na
enkapsulatoru se zapouzdienym ZenSenem, kde se vlivem kyselého prostfedi zaludecCni
Stavy uvolnilo skoro veSkeré mnozstvi polyfenolu.

Tabulka 17: Procentualni uvolnéni polyfenolt z ¢astic v Zaludecéni Stavé

vzorek [ C[%] [D[%] [ E[%] | F[%] [ G[%] [ H[%] | 1[%] | J[%] | K [%] | L [%]

Guarana | 18,31 | 38,07 | 938 | 7,22 | 4,99 | 76,68 | 26,79 | 18,89 | 16,29 | 48,47

Goji 17,20 | 28,14 - - 3,85 | 26,19 - 24,73 | 40,45 -

Zensen | 6,00 | 23,76 | 47,56 | 50,19 | 12,89 | 98,74 | 50,93 | 12,20 | 26,38 | 72,74
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Graf 6: Porovnani rozpadu ¢astic v Zaludecni Stavé

35




5.7.2 Vliv pankreatické st'avy

V prostfedi pankreatické Stavy bylo naméfeno nejvétsi uvolfovani polyfenolickych latek
z pfipravenych ¢astic (tabulka 18, graf 7). Pankreatin, jez je hlavni sloZkou této modelove
tekutiny, tvofi smés enzyml (protézy, amylazy, lipazy). Tyto enzymy jsou schopny
hydrolyzovat sacharidy, bilkoviny i lipidy [42]. Proto je rozklad v tomto prostiedi velmi
pravdépodobny.

K nejvétSimu uvolfiovani polyfenolt dochazelo u 1% alginatovych ¢astic pfipravenych na
enkapsulatoru, kde bylo rozlozeno vice nez 80 % z plvodniho mnozstvi enkapsulovanych
latek. Jak je mozno si povSimnout v tabulce, vétSi Castice (vzorek H) se rozpadaji rychleji nez
mensi ¢astice pfipravené stejnou metodou (vzorek G). Jsou tedy vice stabilni.

Velmi dobrou stabilitu mély lipidové Ccastice, kde uvoliovani nepfekroCilo 20 %
polyfenolickych latek a rovnéz 1% a 2% alginatove Castice s jadrem pfipravené na
enkapsulatoru.

Tabulka 18: Procentualni uvolnéni polyfenolt z pankreatické Stavy

Vzorek | C[%] [D[%] [ E[%] | F[%] | G[%] | H[%] | 11%] | J[%] | K[%] | L[%]

Guarana | 19,46 | 89,93 | 16,79 | 10,07 | 83,25 | 73,16 | 32,08 | 17,05 | 18,20 | 51,85

Goji 18,60 | 26,54 - - 81,16 | 98,57 - 20,47 | 20,22 -

Zensen | 552 | 52,28 | 18,45 | 17,41 | 48,34 | 97,98 | 67,40 | 2,00 | 9,06 | 52,35
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Graf 7: Porovnani rozpadu ¢astic v pankreatické Stavé

5.7.3 Vliv zlu€ové stavy

Vlivem umélé ZluCové modelové tekutiny dochazi k nejmensSimu rozpadu pfipravenych
Castic, v porovnani se Zalude¢ni a pankreatickou Stavou (tabulka 19, graf 8). NejmenSi
stabilita je pozorovatelna u 1% a 2% alginatovych Castic pfipravenych na enkapsulatoru
(vzorek H a ), dale pak u smésnych &astic alginatu a CMC (vzorek L) a chitosanovych ¢astic
pfipravenych na ultrazvuku. NejvétsSi stabilita (nejmensi rozklad &astic) byla naméfena u
liposomu a 1% alginatovych &astic s tryskou 300 ul (vzorek G).
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Tabulka 19: Procentualni uvolnéni polyfenolt ve Zlucové Stavé

Vzorek [ C[%] [D[%] [E[%] [ F[%] [ G[%] [ H[%] [ 11%] | J[%] [ K[%] | L [%]

Guarana | 19,12 | 29,52 | 13,15 | 11,08 | 19,15 | 15,42 | 30,48 | 18,53 | 17,69 | 39,58

Goji 21,87 | 23,83 - - 0,00 | 49,11 - 25,58 | 32,74 -

Zensen | 8,73 | 3,96 | 18,03 | 14,85 | 0,00 | 25,52 | 56,92 | 0,00 | 12,60 | 33,31

Vysledky stability ¢astic v modelovém fyziologickém prostiedi umoziuji odhadnout, které
typy Castic jsou vhodné pro cileny transport a uvolfiovani u€innych latek v travicim traktu.
Castice, které jsou relativné stabilni v Zalude&ni §tavé a podstatné méné stabilni ve stfevni
stavé, mohou byt Uspésné vyuzity k transportu latek do stfeva a ochrané pred pfipadnym
negativnim plsobenim kyselého prostfedi zaludku.
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Graf 8: Porovnani rozpadu ¢astic ve Zlucové Stavé

5.8 Stanoveni stability v modelovych potravinach

Castice pfipravené na enkapsulatoru byly navazeny v mnozstvi 0,25 g na 0,5 ml travici
modelové tekutiny. U roztoku liposom0 a polysacharidovych &astic byly smichany v poméru
1:1 (roztok &astic : travici stava). Pro spektrofotometrické stanoveni uvolfiovani polyfenoll
byly zahrnuty pouze &astice s enkapsulaéni ucinnosti vétsi nez 10 %.

5.8.1 Inkubace ¢éastic v 10% ethanolu

V 10% roztoku ethanolu dochazelo k nejvétSimu rozkladu u alginatovych ¢&astic
pfipravenych na ultrazvuku a u 1% alginatovych Castic s tryskou 450 um pfipravenych na
enkapsulatoru (vzorek C a H), kde se béhem mésice uvolnilo vpriméru 80 %
enkapsulovanych latek. Jak je opét vidét, vétsi castice maji nizsi stabilitu nez mensi Eastice
pfipravené stejnou metodou (tabulka 20).

K nejmensimu uvolnéni polyfenolickych latek dochazelo u alginatovych €astic s jadrem
pfipravenych na enkapsulatoru (vzorek J, K, L), kde bylo uvolnéno v rozmezi od 20 do 70 %
zapouzdienych polyfenolu.
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Tabulka 20: Rozpad ¢astic v 10% ethanolu v pribéhu tydne a mésice

Castice Guarana Goji Zensen
C [%] 7. den 15,86 13,29 58,22
31. den 45,85 96,17 79,48
D [%] 7. den 44,23 30,56 17,82
31. den 52,58 51,23 34,89
7. den 31,89 - 18,97
E [%] 31. den 62,64 - 56,52
7. den 28,62 - 15,19
F[%] 31. den 58,19 - 46,59
G [%] 7. den 25,97 43,27 17,42
31. den 41,25 48,08 20,15
H [%] 7. den 37,16 68,75 20,21
31. den 80,52 84,03 23,27
| [%] 7. den 55,30 - 69,65
31. den 64,53 - 78,67
3 [%] 7. den 22,03 42,64 62,72
31. den 23,96 49,46 72,37
K [%] 7. den 24,33 46,22 18,51
31. den 31,37 61,63 30,71
7. den 52,91 - 27,19
L [%] 31. den 55,24 - 33,99

5.8.2 Inkubace v 3% kyseliné octové

V prostfedi 3% kyseliny octové bylo nejvice uvolnénych polyfenolickych latek u
alginatovych c¢astic pfipravenych na ultrazvuku s extraktem z goji (vzorek C), kde bylo
uvolnéno 93,34 % polyfenolu. Velka nestabilita je rovnéz pozorovatelna u 1% alginatovych
Castic s jaddrem pfipravenych na enkapsulatoru (vzorek J) s extraktem goji a ZenSenu, kde byl
rozpad stanoven na vice nez 80 % zabalenych latek (tabulka 21).

Nejvétsi stabilitu vykazovaly ZenSenové Castice pfipravené na enkapsulatoru (vzorek K a
L), kde se uvolnilo pouze 25 %.
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Tabulka 21: Rozpad ¢astic v 3% kyseliné octové v pribéhu tydne a mésice

Castice Guarana Goji Zensen
C [%] 7. den 14,79 10,03 36,43
31. den 50,02 93,34 45,71
D [%] 7. den 48,63 34,17 20,37
31. den 59,10 58,35 37,84
7. den 38,71 - 22,45
E [%] 31. den 56,98 - 59,18
7. den 42,06 - 17,22
F[%] 31. den 48,70 - 48,62
G [%] 7. den 9,17 41,67 20,87
31. den 25,97 43,27 22,32
H [%] 7. den 49,55 42,01 18,52
31. den 74,32 66,84 22,95
| [%] 7. den 68,73 - 26,96
31. den 72,99 - 42,69
3 [%] 7. den 24,13 40,93 77,19
31. den 22,21 98,92 86,84
K [%] 7. den 21,11 40,45 18,90
31. den 33,78 63,56 25,20
7. den 51,53 - 20,39
L [%] 31. den 55,03 - 25,83

Co se tyCe porovnani stability jednotlivych extraktu, nejvétsi uvolfiovani polyfenolickych
latek dochazi u extraktu z goji. NejstabilngjSim extraktem je zensen, kde ve vétsiné pfipadu
nepfesahla uvolnéna koncentrace 50 %.

5.8.3 Inkubace v modelové vodni potraviné

Ve vodé dochazelo k nejvétSimu uvolfiovani polyfenolt u extraktu z goji v alginatovych
Casticich, pfipravenych na ultrazvuku a enkapsulatoru (vzorek C a H) a u ZenSenovych
extraktd u lipidovych €astic pfipravenych odpafenim reversni faze a u 1% alginatovych ¢astic
s jadrem (vzorek F a J).

K nejmenSimu uvolnéni dochazelo u 1% alginatovych ¢&astic (vzorek G)
s enkapsulovanym ZenSenem.

Voda pfedstavuje pro uchovavani ¢astic vice stabilni prostfedi nezli 10% roztok ethanolu i
3% roztok kyseliny octové.
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Tabulka 22: Rozpad ¢astic ve vodé v pribéhu tydne a mésice

Castice Guarana Goji Zensen
C [%] 7. den 15,13 10,78 30,50
31. den 44,83 81,06 35,32
D [%] 7. den 36,54 47,84 22,78
31. den 42,71 53,90 31,33
7. den 21,78 - 20,03
E [%] 31. den 53,87 - 67,66
7. den 27,04 - 16,21
F[%] 31. den 51,55 - 85,08
G [%] 7. den 27,50 28,85 17,60
31. den 32,08 32,05 19,06
H [%] 7. den 58,84 40,10 18,92
31. den 68,13 85,94 23,19
| [%)] 7. den 58,16 - 20,22
31. den 61,70 - 35,95
3 [%] 7. den 21,86 37,52 67,54
31. den 22,51 69,92 96,49
K [%] 7. den 23,93 43,34 16,54
31. den 36,59 58,74 32,20
7. den 53,33 - 25,83
L [%] 31. den 51,85 - 35,35

5.8.4 Inkubace v modelové tukové potraviné

K nejvétSimu rozpadu Castic v oleji dochazelo u ZenSenu u 1% alginatu s jadrem,
liposomu pfipravenych na ultrazvuku a alginatovych c&astic pfipravenych na ultrazvuku
(vzorek C, E, J), kde doslo k uvolnéni vice nez 70 % polyfenoll (tabulka 12).

Naopak nejstabilngjsi Castice byly s enkapsulovanym extraktem z guarany (vzorek J) a

alginatové castice s enkapsulovanym ZenSenem (vzorek G, H), kde se uvolnéni z ¢astic
pohybovalo kolem 20 %.

40



Tabulka 23: Rozpad ¢astic v oleji v pribéhu tydne a mésice

Castice Guarana Goji Zensen
C [%] 7. den 17,39 15,17 54,55
31. den 38,78 82,46 72,70
D [%] 7. den 50,82 32,02 24,64
31. den 57,61 54,67 32,05
7. den 36,23 - 29,14
E [%] 31. den 67,04 - 73,39
7. den 29,43 - 27,35
F[%] 31. den 54,91 - 70,90
G [%] 7. den 24,44 36,86 16,24
31. den 36,67 38,46 22,05
H [%] 7. den 55,74 24,83 19,40
31. den 61,94 55,00 22,14
| [%] 7. den 51,40 - 62,91
31. den 61,18 - 69,87
3 [%] 7. den 20,63 3,41 48,25
31. den 20,81 56,28 82,02
K [%] 7. den 21,71 34,68 25,99
31. den 35,99 48,15 30,04
7. den 52,91 - 12,24
L [%] 31. den 54,18 - 27,19

5.9 Stanoveni velikosti ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla

Pfipravené Castice dosahovaly velikosti v rozmezi od 100 do 7 000 nm. NejmenSimi
pfipravenymi casticemi byly liposomy pfipravené pomoci ultrazvuku, které dosahovaly
velikosti od 116 do 167 nm. Nejvétsi Castice pfesahovaly velikost 7 000 nm, a to u
chitosanovych &astic pfipravenych na ultrazvuku s enkapsulovanym extraktem ze ZenSenu
(tabulka 24).

NejvétSimi jsou vétSinou €astice s enkapsulovanym ZenSenem. K nejmensim patfi zase
zabalené extrakty goji. Z toho vyplyva, ze enkapsulovana slozka mize mit vliv na samotnou
velikost €astic.

MikroCastice pfipravené na enkapsulatoru metodou DLS analyzovany nebyly, jejich
velikost pfesahuje rozsah pfistroje a je dostateéné charakterizovana rozmérem pouZitych
trysek.
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Tabulka 24: Hodnoty velikosti ¢astic

Sastice vzorek Prﬁmérné Velikost-1. pik | Velikost-2. pik
velikost [nm] [nm] [nm]
L q Prazdné ¢. 311,75 679,25 113,80
. dg’:;?/’;"z'i'r::ttznzé Guarana 321,30 626,15 93,73
vrstvé (v301| 298,35 789,35 116,30
ZensSen 332,25 393,65 421,75
Prazdné &. 167,00 136,20 33,80
Liposomy-pfiprava na | Guarana 116,30 124,95 5 255,00
ultrazvuku Goji 157,60 191,35 4 780,00
Zengen 120,45 139,00 2517
Prazdné ¢. 1 462,00 2 480,00 2 845,05
Chitosan-pfiprava na | Guarana 1 086,00 1314,00 173,35
ultrazvuku Goiji 706,55 965,65 2 143,75
Zenden 7 217,50 308,68 1,35
Prazdné ¢. 429,90 551,15 146,7
Chitosan-priprava Guarana 462,95 497,45 100,81
ruéné Goji 491,80 341,35 82,96
Zensen 2028,00 232,60 0,00
Prazdné &. 2 379,50 762,20 52,99
Alginat-pfiprava na Guarana 2 404,50 230,65 71,99
ultrazvuku Goji 610,85 367,95 846,55
Zensen 1 927,00 512,95 0,00
Prazdné ¢. 406,40 526,15 4 458,5
Alginat-piprava ruéné Gu.a.lrana 449,35 577,05 142,00
Goiji 543,95 254,25 2 570,33
Zenden 848,95 250,90 5 497,00

5.10 Stanoveni stability ¢astic pomoci zeta potencialu

Castice pripravené na enkapsulatoru byly pro analyzu zeta potencidlu na pfistroji
Zetasizeru pfilis velké, proto nebyly proméfeny.
Stabilni Eastice jsou takové, jejichz zeta potencial je vétsi nez +30 mV nebo mensi nez -
30 mV. Hodnoty zeta potencidlu u liposomU a chitosanovych ¢&astic pfipravenych na

v v

stabilitu vykazovaly prazdné liposomy pfipravené na ultrazvuku, avSak pfi enkapsulaci
extraktu se zeta potencial snizil na stabilni hodnotu. Nejvétsi stabilitu vykazovaly liposomy
pfipravené metodou odpareni reversni faze.

Tabulka 25: Hodnoty zeta potencialu éastic

Castice Prazdné €astice | Guarana Goji Zensen
[mV] [mV] [mV] [mV]
Alginatové Castice -13,85 -14,95 -19,50 -25,70
Chitosanové Castice 25,30 21,50 23,80 0,49
Allginatové Castice — ultrazvuk -15,50 -18,50 -19,05 -19,20
Chitosanové Castice — ultrazvuk 47,10 44,40 39,60 14,50
Liposomy — ultrazvuk 0,03 -43,25 -35,00 -42.15
Liposomy — odpareni reversni faze -39,75 -38,15 -41,70 -50,00
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6 ZAVER

Predlozena bakalafska prace byla zaméfena na pfipravu a enkapsulaci polyfenolickych
latek extrahovanych z guarany, ZzenSenu a goji. V teoretické €asti byly popsany vilastnosti
polyfenolll, moznosti enkapsulace a vlastnosti liposoml a polysacharidovych ¢&astic.
V experimentalni ¢asti byla stanovena enkapsulacni u€innost a stabilita ¢astic v modelovém
fyziologickém prostfedi a v modelovych potravinach.

U extraktd z guarany, ZenSenu a goji bylo stanoveno celkové mnozstvi polyfenold,
flavonoidd a antokyanl. Rovnéz byly kvantifikovany vybrané jednotlivé flavonoidy metodou
RP-HPLC/UV-VIS. Extrakce byla provedena ve vodé a v 10% kyseliné mlé¢né, ¢imz doslo
k CasteCné hydrolyze glykosidickych vazeb u polyfenolickych latek. Nejvétsi mnozZstvi
polyfenoll bylo detekovano v extraktu z guarany pfi extrakci 10% Kkyselinou mlécnou.
Nejmensi obsah polyfenold byl nalezen u goji, coz muze byt zplisobeno mimo jiné i
procesem suseni nebo nedostateC¢nou extrakci ze suSenych plodi. Pomoci RP-HPLC/UV-
VIS byly identifikovany jednotlivé flavonoidy. U guarany to byly rutin, morin, myricetin a
luteolin. U zenSenu byl identifikovan rutin, myricetin a luteolin, u goji pouze rutin.

Castice byly pfipraveny riznymi metodami. Manualné byly pfipraveny liposomové &astice
na bazi lecithinu a cholesterolu pomoci ultrazvuku a metodou odpafeni reversni faze. DalSi
manualné pfipravené cCastice byly alginatové a chitosanove, kgteré byly pfipraveeny téz
pomoci enkapsulatoru. Uginnost enkapsulace byla vypoéitana z rozdili koncentraci pied a
po enkapsulaci extraktd. K nejvétsi enkapsulaci pfirodnich extraktl polyfenolt dochazelo u
alginatovych ¢astic s jadrem pfipravenych na enkapsulatoru, kde tato u€innost dosahovala u
zen3enu az 90 %, pro guaranu a pro goji 40 %. Mezi daldi vhodné enkapsulaéni techniky
patfi rovnéz priprava liposomu, kde se podafilo enkapsulovat 40 % extraktu z guarany.
K nejmensim ucinnostem dochazelo u manualné pfipravenych alginatovych a chitosanovych
¢astic.

Pfi stanoveni stability v umélych modelovych travicich tekutinach dochazelo k nejvétSimu
rozpadu Vv pankreatické Staveé, coz mohlo byt zplsobeno smési enzymu obsazenych
s enkapsulovanym ZenSenem. Nejstabilng&jsi prostfedi byla ZluCova Stava, kde nebyl rozpad
Castic vétsi nez 60 %. Pfi stanoveni stability v modelovych potravinach dochazelo
k nejvétSimu uvolfovani polyfenold u enkapsulovaného extraktu z goji, kdy se ve vétSiné
pFipadu uvolnilo po mésici vice nez 80 % polyfenoll. Nejlepsi stabilitu vykazoval zensen.

Metodou dynamického rozptylu svétla byla analyzovana velikost a stabilita manualné
pfipravenych &astic. Velikost ¢astic se pohybovala v rozmezi od 100 do 7 000 nm. Nejmensi
velikost byla zjisténa u liposomd, kde se pohybovala v rozmezi od 116 do 167 nm. Nejvétsi
byly chitosanové Castice s enkapsulovanym zenSenem pfipravené na ultrazvuku. Z hodnot
zeta potencialu vyplyva, Zze mezi nejstabilngjsi Castice Ize zaradit liposomy a chitosanové
Castice pfipravené na ultrazvuku, kde se zeta potencial pohyboval kolem 40 mV. Nejméné
stabilni byly prazdné liposomy pfipravené na ultrazvuku, av8ak diky enkapsulaci extraktu se
tato hodnota stala stabilni.

Jako nejvhodnéjsi aplikaéni forma pro pfidani studovanych pfirodnich extraktd do
realnych potravin by mohly byt alginatové pfipravené na enkapsulatoru. Bylo u nich
dosazeno nejvysSi enkapsulacni ucinnosti a rovnéz vykazuji dobrou stabilitu v modelovych
télnich tekutinach a modelovych potravinach. Lze je vyuzit k cilenému transportu a
uvolfiovani enkapsulovanych aktivnich latek v travicim traktu a tim k dosazeni vySSi
biologické dostupnosti a ufinnosti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CMC Karboxymethylceluldza

RP-HPLC Reversed Phase — High Performance Liquid Chtomatography
uv Ultrafialova oblast svétla

VIS Viditelna oblast svétla

ND Non Detected

SD Smeérodatna odchylka



9 SEZNAM PRILOH

Priloha 1 — Kalibracni primka pro stanoveni celkovych polyfenolti
Priloha 2 — Ukazka chromatogramu stanoveni jednotlivych flavonoidu v guarané
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10 PRILOHY

Priloha 1 — Kalibracni primka pro stanoveni celkovych polyfenol(

Pro sestrojeni kalibraéni kfivky byl pouzit roztok kyseliny gallové v rozmezi koncentraci
0,1 az 0,5 mg/ml. Absorbance byla méfena pfi 750 nm.
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Priloha 2 — Ukazka chromatogramu stanoveni jednotlivych flavonoidu v guarané
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