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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva formulaci emulznich systémt obsahujicich rybi olej. Forma
emulzi byla zvolena jako jeden z moznych zptsobu enkapsulace aktivni latky. Emulze se
lisily obsahem olejové faze, typem a koncentraci stabilizujici latky (kaseinat sodny, kom-
plex kaseinatu sodného s dextranem) a hodnotou pH disperzni faze. Jejich piiprava byla
provedena pomoci dvou ruznych zatizeni, homogenizatoru Ultraturax a sonikatoru. Cha-
rakterizovana byla velikost ¢astic a stabilita emulzi. Vlastnosti emulzi se ménily vlivem

ruznych podminek ptipravy.

Kli¢ova slova: rybi olej, emulze, velikost ¢astic, stabilita, kaseinat sodny, dextran

ABSTRACT

The thesis is focused on the formulation of emulsions containing fish oil. Emulsion form
was selected as one of the possible ways to encapsulate active agent. Emulsions differed in
concentration of fish oil, type and concentration of wall materials (sodium caseinate, com-
plex of sodium caseinate with dextran) as well as pH of dispersed phase. They were prepa-
red using two different devices, namely homogenizer Ultraturax and sonicator. The particle
size and stability of the emulsions were determined. There were significant differences in

the emulsion characteristics when the formulations were varied.

Keywords: fish oil, emulsion, particle size, stability, sodium caseinate, dextran
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UvVOD

Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem jsou nezbytné pro spravny vyvoj
organismu. Ve skladbé bunéénych membran maji nezastupitelnou roli tykajici se membra-

-----

ovaskularnim chorobam, stejné¢ jako loha ve vyzivé.

Polynenasycené mastné kyseliny jsou soucasti riznych rostlinnych olejti. Kyselina eikosa-
pentaenova a kyselina dokosahexaenova jsou vSak vyznamné zastoupeny piedevSim
Vv rybich produktech. MozZnosti, jak zvysit ¢asto nedostate¢ny piijem téchto kyselin, je for-
tifikace potravin nebo uzivani doplnki stravy v podobé koncentrati. Vzhledem k délce
fetézce a potu dvojnych vazeb Vv fetézci téchto Kyselin dochazi snadno k jejich oxidaci
a tvorbé senzoricky nezadoucich oxida¢nich produktl. Potiebna stabilita oleji s obsahem
nenasycenych mastnych kyselin proto vychazi z vhodné nastavenych parametrt jejich en-
kapsulace. Zachyceni oleje do Castic zamezi jeho kontaktu s prooxidanty, jako je kyslik,

ionty kovu nebo UV zaieni.

V ptedlozené diplomové praci byla z moznych zpusobl enkapsulace zvolena emulgace
S pouzitim pfirodnich emulgatorti proteinové a polysacharidové povahy. Optimalni vlast-
nosti a podminky fyzikalné-chemické stability emulzi byly sledovany v zavislosti na rizné
koncentraci stabilizujici latky (kaseinat sodny), jejim slozeni (kaseinat a jeho smési s dex-
tranem), jakoZ i na obsahu olejové faze a pH disperzni faze. Emulze byly charakterizovany

métenim velikosti ¢astic, hodnotou (-potencialu a indexem krémovani.
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TEORETICKA CAST
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1 TUKY AOLEJE

Tuky a oleje patii do strukturné i funkéné nesourodé skupiny lipidi, ktera mtze byt ptivo-
du rostlinného 1 zZivoc¢isného. Jedna se o derivaty (estery nebo amidy) mastnych kyselin
0 vice jak Ctyfech atomech uhliku s alkoholy nebo aminoalkoholy. Spole¢nym znakem
lipidd je hydrofobni charakter, Spatnd rozpustnost ve vodé¢ a dobra rozpustnost

Vv nepolarnich organickych rozpoustédlech. [1, s. 147]
Biologické funkce lipidi mohou byt:

- strukturni, jsou soucasti cytoplazmatickych membran a membran bunéénych orga-
nel;

- ochrannd, napf. v tepelné izolaci nebo ochrané neurontt myelinovymi pochvami;

- zdroj energie (tuk poskytuje 9 cal/g, zatimco bilkoviny nebo uhlovodiky pouze
4 cal/g) a energeticka rezerva, kterd se uplatituje prostiednictvim oxidace mastnych
kyselin;

- vehikulum pro vitaminy rozpustné v tucich;

- zdroj esencialnich mastnych kyselin, prekurzort eikosanoidi;

- syntéza steroidnich hormont a prostaglandind. [1, s. 147] [2, s. 117-135] [3, s. 499]

1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou alifatické monokarboxylové kyseliny, které se vyskytuji volné
nebo vazané esterickou vazbou v triacylglycerolech. Retézec téméi viech MK je nerozvét-
veny se sudym poctem atomi uhlik®, nebot’ vznikaji ze dvou uhlikatych jednotek Acetyl-
koenzymu A v cytoplazmé. Cim delsi je uhlikovy fetézec MK, tim vic pievazuje hydro-
fobni povaha nad hydrofilni, ktera je pfedstavovana karboxylovou skupinou molekuly.

[1,s.147] [2, 5. 117]

Lipidy, které¢ se v pfirod¢ a v potravinach bézné vyskytuji, obsahuji skupiny mastnych ky-

selin, které mohou byt:

- nasycené (SFA, saturated fatty acid) bez dvojné vazby;

- monoenové (MUFA, monounsaturated fatty acid) s jednou dvojnou vazbou;

- polyenové (PUFA, polyunsaturated fatty acid) s vice dvojnymi vazbami;

- MK s trojnymi vazbami s riznymi substituenty (alkinové, cyklické, rozvétvené ne-
bo hyroxykyseliny);

- polyenovych MK s alesponl jednou dvojnou vazbou v konfiguraci trans. [4, s. 74]
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1.2 Esencialni mastné Kyseliny

Esencidlni mastné kyseliny patii mezi makronutrienty. Jednéd se o polynenasycené mastné
kyseliny s dlouhym uhlikatym fetézcem, resp. s vice jak 18 uhliky (long chain polyunsatu-
rated fatty acid; PUFA-LC). Pro polohu dvojnych vazeb je typické 1,4-dienové usporadani
(-CH=CH-CH,-CH=CH-). Esencialni mastné¢ kyselin byvaji ¢lenény na dvé skupiny,
®-3 a ®-6. Klasifikace s pouzitim malého feckého pismene ,,omega“ je zaloZena na ozna-

¢eni polohy prvni dvojné vazby v fetézci mastné kyseliny od jejiho methylového konce.

vvvvvv

[6, s. 127]

Dulezitost -6 MK je zndma od 20. let minulého stoleti. Nedostatek kyselin této skupiny
(jmenovité kyseliny linolové, k. y-linolenové, k. eikosadienové, k. arachidonové, k. doko-
sadienové, k. dokosatetraenové a k. dokosapentaenové) je potvrzen snizenym ruastem, zvy-
Senou transepidermalni ztratou vody (TEWL) nebo zhorSenym hojenim ran. Pozdéji,
v 70. letech minulého stoleti, byl shromazdén dostatek informaci o nezbytnosti dostatecné-
ho piijmu ®-3 MK (tedy kyseliny o-linolenové, k. stearidonové, k. eikosatrienové,
k. eiksatetraenové, k. eikosapentaenové, k. dokosapentaenové a k. dokosahexaenové) pro

spravny vyvoj a funkci lidského organismu. [5, s. 10] [6, s. 33]

Esencialni mastné kyseliny si Zivo¢ichové, na rozdil od rostlin, neumi syntetizovat a jsou
tedy odkazani na jejich pfijem ve stravé. Bohatym zdrojem nenasycenych MK jsou rostlin-
né oleje, predevsim olej sojovy, fepkovy, olej z Inénych nebo chia seminek a vlasské ofe-
chy. Pozornost této prace je sméfovana na PUFA-LC typu -3 a -6 vyskytujicich se ve
vyznamném mnozstvi v rybim oleji. Pi{jem esencidlnich MK je podminén i piijmem MK
s kratsim fetézcem. Z téchto prekurzorti v elongacnich a desaturacnich systémech bunky
(mitochondriich, endoplazmatickém retikulu) vznikne prodlouZenim a/nebo vytvorenim
dvojné vazby metabolit piivodni mastné kyseliny, ktery se 1isi délkou a stupném nenasyce-

nosti. [4, s. 79]

Na Obr. 1 je znazornéna syntéza tfi nenasycenych mastnych kyselin. Kyselina olejova se
nefadi mezi esencialni mastné kyseliny a do schématu je ptidana pouze pro ilustraci, ze
mezi vychozimi kyselinami dochazi k soutézi o enzym Aé6desaturdzu, ktera metabolismus
téchto mastnych kyselin zahajuje. Relativni zastoupeni kyselin v potravé rozhoduje

0 mnozstvi jejich metabolitd. Dilezity je pfedev§im spravny poméru metabolitti kyseliny
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linolové a linolenové. Jednotlivé metabolity maji i rozdilnou afinitu k enzymu (18:3 >

18:2>18:1). [4,s. 79]

kys. olejova C18:1 »-9

(9 l

Cl18:2 w-9

(6.9) l

C20:2 w-9

(8.11) l

C20:3 -9
(5.8.11) l

C22:3 w-9

(7,10, 13) l

C22:4 w-9

(4.7.10,13)

kys. linolova C18:2 w-6

(9.12)
L 0 desaturaza

kys. y-linolenova C18:3 w-6

4 6 desaturaza

(6.9.12)
elongaza elongaza
dihomo-y-linolenova C20:3 w-6
(8,11, 14) 1
45 desaturaza A 5 desaturaza

kys. arachidonova C20:4 w-6

(5,8,11, 14)
elongaza l elongaza

C22:4 w-6

(7, 10, 13, lé)l
44 desaturaza A 4 desaturaza
C22:5 w-6

(4.7.10. 13, 16)

kys. linolenova C18:3 w-3

w-
(9. 12, 15)
A 6 desatuaza l
C18:4 w-3
(6.9.12,15)
elongaza l
C20:4 w-3
(8,11, 14, 17)
A 5 desaturaza
EPA, C20:5 w-3
(5,8,11,14,17)
elongaza l
C22:5 -3
(7. 10, 13, 16, 19) l
A 4 desaturaza
DHA C22:6 w-3

(4.7.10,13.16. 19)

Obrazek 1 - Syntéza nenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, kde na

pravé strané¢ vznikaji dilezit¢ w-3 MK - kyselina eikosapentaenova (EPA)

a dokosahexaenova (DHA) [4, s. 79]

Syntéza kyseliny eikosapentaenové na dokosahexaenové je na Obr. 1 znazornéna jako de-

saturace A4desaturdzou. Watkins a German vysvétluji usek této syntézy jako slozitéjsi

dvojité prodlouzeni, desaturaci a -oxidaci na misto dlouho pfedpokladané jednokrokové

desaturace. Béhem degradativni -oxidace v peroxizomech dojde k odstranéni dvou uhlikti

jednim cyklem oxidace. [7, s. 521]
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2 RYBI OLEJ

Rybi olej je zaroven oznaCovan i jako rybi tuk. Zatimco ostatni tuky zivocisného ptivodu
(sadlo, Ibj ¢i maslo) jsou diky vysokému mnozstvi nasycenych MK v acylglycerolech,
pevné podstaty, rybi tuk je kapalny. Diivodem kapalného skupenstvi rybich oleji je vysoky
obsah polynenasycenych MK skupin w-3, w-6, w-9 a dalSich jinych polynenasycenych

mastny kyselin s dlouhym fetézcem. [4, S. 86]

V medicing byl rybi olej poprvé pouzit v Anglii koncem 18. stoleti pii potizich jako artriti-
da a revmatismus. Na pocatku 19. stoleti se zacal pouzivat v prevenci proti kiivici (rachi-
tis). Mastné kyseliny skupiny ,,omega‘“ izolovala ze Inu v roce 1923 dvojice americkych
védct Burr a Evans, ktefi je oznacili jako vitamin F. Dalsi vyzkumy prokézaly, ze se ne-

jedna o jednu latku, ale o skupinu mastnych kyselin s riznymi u¢inky. [8, s. 161] [9, s. 20]

2.1 Zdroje rybiho oleje

Nejvétsi podil surového rybiho oleje je vyrabén jako vedlejsi produkt pii zpracovani rybiho
masa. Svétova produkce rybich oleji je okolo 132 tun rocné, coz je pouhé 1 % svétové

produkce rostlinnych oleji a ostatnich zivocisnych tuku. [10, s. 11] [11, s. 84-91]

Rybi maso je snadno stravitelné. Obsahuje vhodné zastoupeni MK, pestrou Skalu aminoky-
selin, v€etn¢ esencialnich, vitamin D, Biy, A a dtlezité stopové prvky jako Ca, P, I, Fe.

[6, s. 157]

Tuk je z ryb ziskavan filtraci vafenych ¢asti, kterou nasleduji purifika¢ni kroky, jako je
odstranéni volnych mastnych kyselin, pigmenti a oxidac¢nich produktd. Obsah tuku
V rybim mase je proménlivy a zavisi na druhu ryb, véku ryb a na dal$ich faktorech, napfi-
klad mistu jejich vyskytu. Podle mnozstvi tuku v rybim mase se ryby dé€li na libové (maélo
tucné, s méné jak 2 % tuku ve svaloving), stfedné tuc¢né (s obsahem tuku 2-10 %) a tu¢né
(s obsahem tuku nad 10 %). Mezi libové ryby se fadi vétSina treskovitych moiskych ryb
a sladkovodni Stika, candat nebo okoun. Stfedné tu¢né ryby jsou naptiklad pstruzi, kapfi,
sumci, lososi nebo platyzovité ryby. Mezi tu¢né, nutri¢éné vyznamné ryby, patii diky vyso-
kym obsahlim ®-3 MK mof$ti thofi, sled’, makrela nebo $proty; ze sladkovodnich ryb pak
tolstobik a peled’. Polynenasycené mastné kyseliny -3 jsou vzhledem k celkovému tuku
Vv rybich produktech obsazeny v mnozstvi 20-40 %. [6, s. 130-157] [8, s. 163]
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Tabulka 1 - Zastoupeni vybranych MK v tuku nékterych ryb a zastoupeni stejnych MK

Vv [é¢ivém piipravku z tres¢iho jaterniho tuku dostupném v 1ékarnach [8, s. 163] [12]

Procentualni zastoupeni MK [%]

MK Kapr | Tumak | Makrela Tresiiuj; terni L%:g/eﬁ(ﬁ'
linolenova ci18:3 »-3 3,0 1,8 2,1 0,2-1,0 0-2,0
linolova c18:2 »-6 8,5 1,7 1,4 1,0-2,0 0,5-3,0
EPA c20:5 »-3 5,3 14,0 7,0 8,0 7,0-16,0
arachidonova c22:4 »-6 4,0 1,8 1,4 - -
DHA c22:6 -6 1,7 14,8 9,4 6,0-17,0 6,0-18,0

Ryby pfijimaji kyselinu linolenovou z planktonu. Ta je vyse popsanymi kroky enzymatic-
ky pfeménéna na kyselinu EPA a DHA. [8, s. 163]

2.1.1 Ostatni zdroje DHA a EPA

Cervené maso je po rybach druhym nejvétsim zdrojem nenasycenych mastnych kyselin
EPA a DHA. Mnozstvi zavisi na zvoleném krmivu hospodatskych zvitat. Oleje obsahujici
DHA (nikoliv EPA) se dnes také ziskavaji snadno kontrolovatelnou produkei jednobunéc-
nych mikroorganismi, konkrétné¢ Crypthecodinium cohnii, Schyzochytrium sp. a pravde-
podobné i Ulkenia sp. [11, s. 7-8]

2.2 Fyziologické ucinky mastnych kyselin

Mastné kyseliny, predev§im PUFA-LC, jsou vyznamné v celé fadé biologickych procest.
Esencidlni polynenasycené mastné kyseliny jsou prekurzory eikosanoidi (leukotrienti, pro-
staglandint, tromboxant a dalSich) se schopnosti ménit hladiny eikosanoidu v téle a zasa-

hovat do procest zanétlivych a imunitnich reakci. [13, s. 539]

Po pfijeti stravou jsou MK transportovany z tenkého stieva prostiednictvim chylomikronii
k adypocytim a svalovym bunkam, kde jsou inkorporovany do struktury fosfolipid bu-
nénych membran. Hraji klicovou roli v membranové fluidité a flexibilité, v metabolismu
a kontrole genové exprese. Koncentrace a rychlost metabolismu MK jsou faktory, které

kontroluji mnozstvi eikosanoidli uvolnénych buiikou. [13, s. 548]

Uloha PUFA-LC je posuzovana v souvislosti s 1é&bou a prevenci fady nemoci a poruch
zdravi, ptedevsim kardiovaskuldrnich chorob a regulaci nervového systému, dale také du-

Sevnich nemoci, deprese, schizofrenie, poruchy pozornosti a demence. Zapojeni PUFA-LC
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do membranovych procest a pienost signalu je dulezité pravé pro mozek, jehoz tkan je
tvofena velkym podilem lipidd, pifedevsim kyselin eikosanové a arachidonové. Pokud do-
chazi k zménam v lipidovém slozeni mozku, mize byt rozvinuta fada patologickych stavi,

zejména Alzeimerova choroba. [9, s. 20-21]

Ptitomnosti PUFA v bunécnych membranéch je zvysena fluidita a zvySend ¢innost mem-
branovych mediatord, jez rychleji prenasi signal mezi neurony. Fluidita podporuje synap-
tickou plasticitu, kterA ma vliv na pamét, uceni a dal$i kognitivni procesy. Klusackova
a Skumalova z Ustavu lékafské chemie a biochemie v Praze dokazuji na mysich experi-
mentech vliv PUFA -3 na membranové receptory, iontové kanaly, enzymy a expresi ge-

nd na transkripéni arovni. [14, s. 182]

2.2.1 Eikosanoidy

Eikosanoidy jsou Sirokou skupinou cyklickych derivati esencidlnim mastnych kyselin,
které maji potencidlni biologickou aktivitu. Tyto dvaceti uhlikaté slou¢eniny maji vétSinou
velmi kratky zivot (méfeno ve vtetinach). Jedna se o jeden z n¢kolika mnoznych zplsob,

kterym je mozné ovlivnit imunitni systém stravou. [13, s. 539]

fosfolipidovd membrana

+

Fosfolipdza

neesterifikovane MK

lipoxygendza ! cyklooxygendza

. rd cyklicke endoperoxidy
leukotrieny ,.-"' / . i
! A
' ) )
hydrosy ME ..-"' redukrdza nebo ,.-""r prostacykiin ."I Y, trorm boxarn
i iZomerdza s syntetdza “\_\5}.’nrerd’zﬂ'
hydroperoxy ME I J,r’llr ! Y
o i
I i i A
! ! A
/ "4 v "
i prostaglandiny prostacykliny tromboxany
oytochrom p450 rd

monooxyEenaza !

1-'-".
hiydroxy ME

Obrazek 2 - Enzymatické reakce, které predchazeji vzniku eikosanoidii

[13, 5. 540]
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Mezi eikosanoidy se fadi prostanoidy a leukotrieny. Prostanoidy lze dale Clenit na pro-
staglandiny, prostacykliny a tromboxany. Prostaglandiny vznikaji ve dvou hlavnich tadach,
které se oznacuji pismenem E nebo F a Cislem referujicim o umisténi dvojné vazby. Napii-
klad prostaglandiny odvozené z EPA jsou oznacené E3 nebo Fs.. Tromboxany zplsobuji
agregaci krevnich desti¢ek a podileji se na zuzeni cév. Velké mnozstvi tromboxanti vede
k nadmérné srazlivosti krve, vzniku trombti, nahromadéni tukovych latek ve sténach tepen,
coz posléze mize vyustit v onemocnéni aterosklerézou, infarkt myokardu nebo mrtvici.
Leukotrieny jsou necyklické medidtory fady zanétlivych reakci (napi. anafylaxe).
[13,s. 541]

2.2.2 Vyzivova doporuceni

Pomér piijmu ®-3 a -6 MK v bézné stravé neni obvykle vyrovnany. Optimalni pomér je
variabilni v riznych zivotnich etapach, zvySeny napiiklad v obdobi rstu. Rust vyzaduje
nové buiiky, bunééné membrany, jejichz stavebni jednotkou jsou fosfolipidy, pro které je
EPA a DHA nezbytna. Nazory na piijem PUFA-LC a pomér w-6 : w-3, ktery ovliviiuje
inkorporaci téchto lipidi mezi fosfolipidy, se rtizni i v odbornych kruzich. Podle aktualni-
ho vyzivového doporuéeni pro obyvatele CR, by mél byt zachovan pomér w-6 : w-3 ma-
ximaln€ 5 : 1. Denni pfijem kyseliny eikosapentaenové 1 dokosahexaenové pro dospélého
by m¢l byt okolo 180-500 mg pti prevenci srdeCnich chorob a az do 1 000 mg za ucelem

mirnéni mentalnich onemocnéni. [8, s. 164] [15]

2.3 Oxidace rybiho tuku

Polynenasycené MK s dlouhym fetézcem jsou vysoce nachylné k oxidaci. Degradativni
oxidace radikdlovym mechanismem je jeden z hlavnich dlivodl zhorSeni organoleptickych
a nutri¢nich vlastnosti. Proces byva iniciovan faktory jako je teplo, UV zatfeni nebo stopo-
va mnozstvi oxidd kovi, ktera jsou v malém mnozstvi v surovém produktu vzdy pfitomna.

[8, s. 164]

Klic¢ovou roli béhem prvni ¢asti oxidace (iniciace) hraje radikal X- vznikajici teplem, svét-
lem nebo jinym oxida¢nim faktorem. Ten mastné kyseliné odejme atom vodiku a pfeméni
Ji na reaktivni volny radikal L-, jez poskytne s molekulou O, peroxylovy radikal LOO-,
ktery pfi nepfitomnosti antioxidantii odebere atom vodiku dalsi MK. Timto postupem

vznika primarni produkt oxidace - hydroperoxid (LOOH) a novy lipidovy radikal (L), kte-
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ry muze iniciovat dalsi proces oxidace (Obr. 3). Reakce probiha mirnym tepem, které se

zrychluje s mnozstvim vznikajicich sekundarnich oxida¢nich produkti. [8, s. 166]

Proces je ukonéen reakci radikalu s antioxidantem nebo s druhym radikalem za vzniku
stabilnich molekulovych produkti. Princip oxidace je podobny jak v rybi svaloving, tak
V rybim oleji béhem jeho zpracovani a skladovani. Lipidové radikaly jsou v rybi svaloviné
tvofeny v disledku poklesu pH, které nastane po usmrceni ryby. Prooxidanty, jako jsou
stopovd mnozstvi nizkomolekularniho Zeleza a jinych kovovych iontl,, které jsou
Vv surovém rybim oleji obsazeny, se postupné odstranuji v procesech rafinace. [1, s. 150]
[10, s. 22-23]

Primarni produkty oxidace jsou senzoricky neutralni. Naslednym homolytickym a hetero-
lytickych $t€penim z nich vznikaji sekundarni oxidacni produkty (aldehydy, ketony, alko-
holy a dalsi). Tyto tékavé slouceniny maji extrémné nizky prah zapachu, coz znamena vy-

razny uzivatelsky problém. [10, s. 22]

Enzymaticka oxidace je katalyzovana enzymy jako lipoxygendza. Tento zelezo obsahujici
enzym je situovan v buiikach cytosolu riznych tkani. BéZnou metodou k zachovani oxida-
tivni stability u rybich tuk je pfidani antioxidantl. Nabizi se vyuZiti rozsdhlého mnozstvi
antioxidantt, tokoferoly, askorbylpalmitat, synteticky butylhydroxyanisol a dalsi.
[10, s. 20]

O
(\\2
X XH T=—
II\\« /+ '/ H \v
LH L ™, LOO
! /
.\‘_ j '5.
LOOH
Iniciace LIH——L-+H-

Propagace L-+0,—LOO-
LOO- + LH— LOOH + L-

Terminace  L- LOO- —= neradikalové produkty

Obrazek 3 - Faze lipooxidace [8, s. 166]
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3 ENKAPSULACE RYBIHO OLEJE

Enkapsulace je proces, pifi kterém dochazi k zachyceni aktivnich latek do castic. Rybi olej
byva enkapsulovan s cilem omezit vznik a priabéh oxidace, ke které jsou PUFA-LC obsa-
zené v oleji nachylné. Enkapsulaci je mozno piedejit kontaktu oleje s kyslikem, S ionty
kovi nebo svétem. Enkapsulovany mohou byt rovnéz tékavé latky, které se projevuji ne-

pfijemnymi senzorickymi vlastnostmi. [8, s. 167]

Velikost kapsuli se pohybuje v rozmezi milimetrti, v ptipadé mikrokapsuli pak v rozmezi
mikrometrti. Vznikajici systémy se skladaji z jadra — vnitiniho materidlu, ktery obsahuje
jednu ¢i vice aktivnich latek a z vnéjsi obalové vrstvy tvofené polymerem nebo kombinaci
polymert, které s vnitini ¢asti nereaguji a jsou piednostné biodegradabilni a netoxické. Pro
stabilizaci kapsuli lze pouzit 1 jiné materialy, jako napiiklad klasické povrchové aktivni

latky komeréniho typu nebo fosfolipidy. [16] [17, s. 125-126]

3.1 Metody enkapsulace

Vybér vhodné technologie pro enkapsulaci zavisi na charakteru produktu, do kterého ma
byt enkapsulovany olej dodan. Za ucelem enkapsulace byla vyvinuta fada fyzikalnich
a chemickych procesii. MliZe byt pouZito i vice metod, které na sebe navazuji a dopliuji se.
Mezi pozadavky, kterym by mél vysledny enkapsulat vyhovovat, patii kvalita, absence
senzoricky neptijemnych vlastnosti, zdravotni vyhody jako obsah a vhodny pomér aktivni
latky, stabilita béhem skladovani, biodegradabilita pouzitych ingredienci a cena vyrobniho
procesu. [8, s. 167-168, 180]

3.1.1 Fyzikalni metody

Nejstarsi a bézné pouzivanou piipravou kapsuli je sprejové suseni (spray — drying). Princi-
pem metody je zaneseni emulze 0/v, obsahujici stabilizujici material (protein, sacharid,
arabskd guma, pektin, modifikovany Skrob nebo celul6za) rozpustény ve vodné fazi, do
horkého vzduchu nebo dusiku. Odpafenim vodné faze vznikne suchy prasek. Nevyhodou
tohoto postupu je vysoka teplota, kterd mize vyvolat degradaci enkapsulované latky,
v ptipad¢ lipida tedy oxidaci. Mimo to ma prasek ziskany sprejovym suSenim porézni

strukturu, diky které ma kyslik k oleji snadny pfistup. [8, s. 168-169]

Principem dalSich postupd, jako vstrikovani taveniny (melt injection) a vytlacovani taveni-

ny (melt extrusion) je roztaveni smési stabilizujicich latek pfi teploté nad 100 °C, které jsou
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smichany s vodou a olejem. V chladici vané naplnéné organickym rozpoustédlem (isopro-
panol, tekuty dusik) je smés v krystalickém stavu chlazena a promyvana terpeny, které

odstrani z povrchu ¢astic piitomny olej. Poté jsou Castice suSeny. [8, s. 169-170]

Teploty pod hodnotami trojného bodu vody vyuziva lyofilizace (freeze drying), kdy jsou
enkapsulovand latka a stabilizujici material rozpustény ve vod¢ a vymrazeny do suché,
porézni struktury. Do receptury jsou zahrnuty tzv. kryoprotektivni latky, kterymi mohou
byt mlécné proteiny nebo sacharidy. Nevyhodou metody je vysoka energetickd naroc¢nost,
nebot’ se pracuje pfi teplotdch mezi —40 °C az —90 °C, dale pomérné dlouhéd doba procesu
a oteviena struktura vzniklych kapsuli. Technologie vakuového suseni (vacuum drying) je

ve zpisobu provedeni podobna lyofilizaci, je ovSem rychlejsi a levnéjsi, jelikoz se pracuje

pfi teplotach nad bodem mrazu. [8, s. 22]

Stale vice roz$ifenou metodou enkapsulace je formulace emulzi jako nosict rybiho oleje,
ktery je timto zptisobem chranén pied oxidaci. Béhem emulgace dochéazi plisobenim sily
na fazovém rozhrani k vytvofeni malych kapek oleje ve vod¢ a k adsorpci povrchové ak-
tivni latky. Napiiklad primarni emulze, kde je pouzit ionicky emulgator, mize byt déle
stabilizovana opa¢né nabitym elektrolytem, ¢imz vznikne sekundarni emulze s dvéma me-
zifazovymi vrstvami. Opakovanim procesu muze pak vzniknout nasobnd emulze

s nékolika mezifazovymi vrstvami. [8, s. 14] [10, s. 20-21] [18, s. 305]

3.1.2 Chemické metody

Jednim z mnoha chemickych postupli enkapsulace miize byt komplexace enkapsulované
latky s cyklodextriny. Tyto cyklické oligosacharidy vznikaji spojenim 6-8 glukézovych
jednotek do kruhu. Princip enkapsulace spociva ve vytvofeni komplexu cyklodex-
trin-PUFA. Proces zahrnuje michani oleje s dextriny ve vodé (v dusikové atmosféte)
bez piitomnosti svétla pii 45 °C po dobu 24 hodin. Ze vzniklé pasty je odstranén piebytek
vody susenim pii 50 °C po dobu az 48 hodin. [8, s. 171-172]

Zachycovani enkapsulované latky uvnitf vodnych fazi vezikul vyuzivaji lipozomy. Nejcas-
téjSimi1 membranovymi lipidy lipozomt jsou fosfolipidy (lecitin) nebo cholesterol. Lipo-
zomy vznikaji dispergovanim téchto lipidi ve vodné fazi za vysokych smykovych rychlos-
ti. Na jejich vzniku se podileji hydrofilng-lipofilni interakce lipidi a molekul vody. Nevy-
hodou této metody je nizka stabilita lipozomd. [8, s. 20-21]
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Koacervace neboli tvoreni komplexu koacervatu je reverzibilni postup, béhem n¢hoz je
emulze, kterd obsahuje stabilizujici latky polymerni povahy, rozdélena na dvé faze vlivem
ménicich se fyzikalnich podminek. SniZzenim pH dojde k rozdéleni disperze na fazi boha-
tou na polymery a fazi s nizkym poctem polymert, pfi¢emz se polymery vysrazi na mezi-
fazovém povrchu olejovych kapek. V piipad€ zvySeni pH se polymery zpétné rozpusti.
Bézné se vyuzivd dvou a vice polymerti s opaCnym nabojem, ale je mozné pracovat

i S jedinym polymerem pfi tzv. jednoduché koacervaci [8, s. 172]

3.2 Priprava emulzi

Emulze jsou koloidni soustavy s kapalnym disperznim prostiedim (vnéj$i faze) a kapalnou
dispergovanou fazi (vnitini faze). Velikost dispergovanych ¢astic je obvykle v rozsahu 100
az 1 000 nm. Emulze s vétsimi disperznimi ¢asticemi maji mlé¢né zbarveni a jsou nesta-
bilni se sklonem koalescenci. DalSim typem emulzi jsou mikroemulze, které maji velikost
¢astic od 10-100 nm, jsou termodynamicky stabilni a ¢iré. Nanoemulze jsou pak transpa-
rentni az semitransparentni systémy, stabilni pouze kineticky, s Casticemi velkymi

50-200 nm. [19, s. 15]

Emulze ztidka vznikaji pfirozenou emulgaci, tedy smichanim dvou kapalin, mezi nimiz je
dostateéné malé mezipovrchové napéti. Castdji je nutné systém stabilizovat pfidavkem
emulgatoru, povrchové aktivni latky nebo vysokomolekularniho lyofilniho koloidu ¢i jem-
nymi nerozpustnymi praSkovymi materialy, a to za mechanického dispergovani (michéni,
vibrace, pusobeni ultrazvuku, protiepavani). Emulgace se casto provadi dvojstupiiove. Vy-
sledkem primarni emulgace je hruba emulze s velkymi ¢asticemi dispergované faze, které
jsou béhem sekundarni emulgace upraveny. Druhy krok je oznaovan jako homogenizace.
Castice dispergované faze zaujimaji kulovity tvar, ve kterém dosahuji nejmensiho poméru

plochy k objemu. [20, s. 42-43] [21, s. 139]

Z principi termodynamiky vyplyva, ze pokud dojde ke zvySeni plochy povrchu olej-voda

0 AA, potiebna prace (zména volné energie) ¢ini (Rov. 1):
AG =y-AA 1)

kde y je povrchové napéti. Dejme tomu, ze je potieba pripravit emulzi o/v s obsahem
10 obj. % oleje, ktera obsahuje kapky o stejné velikosti s polomérem 1 mm, za pouziti
emulgatoru, ktery snizi povrchové napéti na y ~ 5 mN'm™. Z termodynamiky je mozno

odhadnout, ze teoreticka prace, kterd je spojend s tvorbou nového rozhrani, odpovida
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4G =10°Tm>. Vv praxi je vsak skutecné mnozstvi prace, kterou je potteba vykonat, fadove
10° J'm™, tedy tisickrat vétsi. Divodem velkého rozdilu je skutednost, Ze malé emulzni
kapky maji velmi zakiivend rozhrani a rozpad vétSich kapek na mensi vyzaduje plsobeni
optimalné velké sily potiebné k pifekonani mezifazovych sil, které drzi vétsi kapky pohro-
mad¢. Pokud je potieba rozbit kapku o poloméru a, je k tomu potieba vné&jsi tlakovy gradi-

ent, ktery ptisobi proti Laplaceovu tlaku Ap, 0 velikosti (Rov. 2):
Apla = 2yla? (2)

tedy tlakovy gradient fadove 10*° Pa-m™. Smykové sily, potfebné k dosaZeni takto vysoké-
ho, lokalniho tlakového gradientu, jsou béhem homogenizace generovany pomoci inten-
zivniho laminarniho proudéni (smykova a tahova deformace) a/nebo setrvaénymi ucinky

(turbulence a kavitace). [22, s. 1474]

3.2.1 Faktory ovliviiujici velikost ¢astic

Velikost ¢astic emulze ovlivituje fadu jejich vlastnosti, napft. stabilitu emulze, vzhled, tex-
turu ¢i chut’ (v ptipadé€ potravinatského vyrobku). Hlavni parametry ovliviiujici velikost
¢astic je typ a koncentrace emulgétoru. Pro koncentraci emulgatoru existuje kriticka kon-
centrace c*, ktera ve vodném roztoku plné pokryje kapky emulze. Cim mensi kapky béhem
homogenizace vzniknou, tim je vétsi jejich celkovy povrch. Jakmile velikost kapek po-
klesne pod uréitou hodnotu, je piekro¢en maximalni povrch, ktery je dany emulgator scho-
pen pokryt. Kapky nepokryté kompletné maji sklon ke shlukovani do vétsich celkt. Mini-

malni velikost stabilnich kapek je dana vztahem (Rov. 3):

_ 6lqt P
dmin -

(3)

Ce

kde I,,; je povrchova koncentrace emulgatoru pii nasyceni, @ je objem kontinualni faze
a Ce koncentrace emulgatoru. Pro polydisperzni systém dmin znamend primér Castice se

sttednim pomé&rem plochy k objemu, tzv. Sautertiv pramér. [21, s. 68, 141]

ZmenSeni castic 1ze dosdhnout navySenim koncentrace emulgatoru nebo snizenim koncent-
race emulgovanych ¢astic. Pokud neni v systému dostate¢na koncentrace emulgatoru, veli-
kost kapek se tidi touto koncentraci a neni ovlivnéna mnoZzstvim energie dodané homoge-
nizatorem. Naopak pokud je emulgatoru vice, nez je potieba ke kompletnimu pokryti po-
vrchu kapek, velikost Castic se odviji od energie dodané homogenizatorem a emulgator

muze vytvaret nasobnou vrstvu (I" > I,;:). [23, s. 307-308]
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Velikost kapek je mozné zmensSit prostfednictvim intenzity nebo doby plsobeni rozrusuji-
cich sil homogenizatoru. Pti konkrétnich homogeniza¢nich podminkéch lze doséhnout ur-
¢ité minimalni velikosti kapek, ktera se jiz dale neméni ani opakovanou prodlouzenou ho-

mogenizaci. [23, s. 306-307]

3.2.2 Priprava emulzi pomoci vybranych zarizeni

Za ucelem efektivni piipravy emulzi jsou vyuzivana michadla (rdmova, kiizova, kotvova,
atd.), statické mixéry, vysokorychlostni mixéry jako Ultraturax, koloidni mlyny, vyso-
kotlaké homogenizatory nebo ultrazvukové generdtory. V praktické ¢asti této prace jsou
pro piipravu emulzi pouzity dva typy zafizeni, a to Ultraturax a ultrazvukovy homogeniza-

tor. [23, s. 120]

3.2.2.1 Vysokorychlostni homogenizdtor

Ultraturax je vysokorychlostni homogenizator, ktery funguje na principu rotor-stator. Dis-
pergacni hlava mixéru samocinné axialné nasava zpracovavané médium a radialné jej vy-
tlaCuje bo¢nimi §térbinami. Emulze je zatézovéana zna¢nymi stfihovymi a smykovymi si-
lami. V mezefe mezi rotorem a statorem dochazi k turbulenci a optimalnimu promichévani
emulze. Uinnost zafizeni je zavisla na smykovém gradientu a dob& pohybu &astice
ve smykovém poli. ProdlouZeni doby zpracovani nema na velikost ¢astic velky vliv, zatim-
co znacné zvysi teplotu, coz miZze pfipravovanou emulzi vyznamné destabilizovat
v souvislosti s vlastnostmi emulgatoru, napt. tepelnou stabilitou proteinti nebo iniciaci oxi-
dace tuki, ktery v pocatecnich fazich emulgace neni dostatecné pokryt emulgéatorem.

[21, s. 141-142]

3.2.2.2 Ultrazvukovy homogenizdtor

Ultrazvukové homogenizatory vytvareji ultrazvukoveé pole o vysoké intenzité a amplitudé,

které je pfenaSeno pomoci sondy do kapaliny. Sonikac¢ni zatfizeni dodava zpracovavanému

médiu silu potifebnou k rozptyleni kapalné dispergované fdze na malé kapicky
v kapalném disperznim prostifedi. V misté ponofeni sondy vznika disperzni zona, v niz
podtlakem nasledovany prudkym vyrovnavanim tlakt vznikaji kavitacni bubliny, které
poté implozivné praskaji. Bubliny indukuji viny v okolni kapaling, v disledku kterych se
vytvoii kapalné proudy o velmi vysoké rychlosti. Emulgaéni a stabilizujici ptisady brani
shlukovani nov¢ vzniklych kapek emulze a ptispivaji k zachovani stejné velikosti ¢astic od

jejich vzniku v disperzni zoné. [21, s. 145] [24]
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4 NETRADICNI EMULGATORY

Emulgace je energeticky naro¢ny proces, ktery mize byt usnadnén piidanim emulgatoru,
jez snizi mezifazového napéti y. Mnozstvi emulgatoru potifebné ke zmenseni velikosti ¢as-
tic zavisi na jeho koncentraci ve vnéjsi fazi. Gibbsova adsorpcni izoterma vyjadiuje tuto

zavislost mezifazového napéti na koncentraci adsorbujici slozky rovnici (Rov. 4):
—dy = RTTdlna 4)

kde R je plynova konstanta, T absolutni teplota a /" piebyte¢né mnozstvi latky na fazovém
rozhrani. Velikost mezifazového napéti zavisi na charakteru pouzitého oleje a emulgatoru.
Emulgatory s menSimi molekulami (napf. neionické emulgétory) snizi y vice nez polymer-

ni emulgatory. [18, s. 306]

Povrchové aktivni latky lze rozdélit podle fady kritérii. Mezi bézné rozdé€leni patii klasifi-
kace podle pfitomnosti a typu ndboje (anionické, kationické, amfoterni a neionické) nebo
podle hodnoty HLB, hydrofilné-lipofilni rovnovahy (emulgéatory, smacedla, detergenty,
solubilizatory). [21, s. 72]

Cilem této prace je podivat se na povrchové aktivni latky z hlediska jejich plivodu a zamé-
fit se na emulgacéni vlastnosti pfirodnich latek. Bézné pouzivanymi potravinafskymi emul-
gacnimi ¢inidly jsou proteiny obsazené v mléce, vajeCném bilku nebo s6ji. Stejné jako
ostatni emulgatory, maji amfifilni charakter, coz znamena, ze jejich molekula ma hydro-
fobni a hydrofilni ¢ast. Rozpustnost proteini ve vodném roztoku souvisi s jejich aminoky-
selinovym sloZenim a solvataénim obalem, tzv. vrstvou ionti a molekul vody, mezi nimiz

pusobi elektrostatické sily. [22, s. 1473]

Siroce pouzivanymi potravinaiskymi emulgatory jsou rovnéz polysacharidy typu modifi-
kovanych skrobti, modifikované celuldzy, arabska guma, nékteré druhy pektinu, dextriny,
chitosan a dalsi. Povrchova aktivita téchto hydrokoloidi je dana nepolarnim charakterem
chemickych skupin navazanych na hydrofilni polysacharidovy fetézec (v hydrofobné mo-
difikovaném skrobu/celuloze) nebo piitomnosti proteinové slozky spojené kovalentni nebo
fyzikalni vazbou s polysacharidem (n¢které gumy, pektiny). Pfirodni emulgatory pouzité

V této praci jsou podrobnéji rozebrany dale v textu. [22, s. 1473]
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4.1 MlIlé¢né proteiny

MIééné proteiny jsou obsazeny v kravském mléce V mnozstvi okolo 3.2 %. Ctyii pétiny
proteint pfipadaji na kasein, zbyla pétina jsou sérové globularni bilkoviny. Kaseinové bil-
koviny jsou komplexem fosfoproteinti, které se rozdéluji do Ctyt zékladnich frakei: asg, osp,
B, x a na derivaty téchto frakci. Dvé hlavni kaseinové frakce, as; a B kasein, jsou zictelné
amfifilni se silnou tendenci adsorbovat na rozhrani oleje a vody a stabilizovat emulze o/v.
Mimo emulga¢ni schopnosti maji mlé¢né proteiny schopnost tvofit film na povrchu ¢astic,
produkovat pénu, ovliviiovat viskozitu atvofit gelovité struktury. [25, s. 227-228]
[26, s. 438-439]

Kaseiny jsou v mléce usporadany do tzv. submicel po cca 25-30 molekulach. Pfi¢ny fez
typickou submicelou znazoriuje leva ¢ast na Obr. 4. Nepolarni ¢ast molekuly je orientova-
na dovnitf submicely a polarni Casti - fosfoserinové zbytky os a § kaseinti a treoninovy

zbytek s oligosacharidem v molekule k kaseinu reaguji s Ca®* ionty a vodou. [27, s. 228]

Prostfednictvim fosfoserinovych zbytklu asa P kaseini (k kasein nema vazebnou oblast)
S vapenatymi ionty nebo prostiednictvim volnych fosfatl a citrati se submicely spojuji do
vétsich koloidnich ¢astic, micel (prava ¢ast Obr 4.). Mimo zhruba 20 000 molekul kaseinu
obsahuje kazda micela také anorganické slouceniny, a to predevsim fosfore€nan vapenaty.

Jeji velikost je praimérné 50-300 nm. [4, s. 46] [28, s. 12]

( ;
L ) submicela

Jt, peptidovy fetézec

« fosforec¢nan
vapenaty

50 nm

Obrazek 4 — Pti¢ny fez submicelou (hydrofobni ¢ast molekuly je vyznacena ¢arkovang)

a strukturu kaseinové micely [4, S. 46] [27, s. 12]

Mlécné kaseinové koncentraty jsou vyuzivané pro své funkéni, nutriéni nebo emulgacni
vlastnosti. Vyrabi se z kyselého kaseinu, ktery vznikne srazenim odstiedéného mléka fer-

mentaci laktosy bakteriemi mlécného kvaseni nebo ptidanim kyseliny mlécné. [25, s. 228]
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Jelikoz je kysely kasein nerozpustny ve vodé, neni v potravinaiskych produktech ptimo
vyuzitelny. Z toho diivodu se nechava reagovat se silnou alkalii, kdy vznika téméf neutral-
ni proteinovy produkt - kaseinat, jehoz typ je urCen pouzitou zasadou. Reakci kyselého
kaseinu a roztoku NaOH (na hodnotu pH 6,8) vznika kaseinat sodny. Kaseinat sodny je
ze vSech druhti kaseinatli nejvice rozpustny ve vode. Vyssi rozpustnost (i viskozita) je dana
vyssim obsahem sodiku. VysuSeny kaseinat sodny tvoti ve vod¢ viskdzni disperzi jantaro-

vé barvy. [28]

4.1.1 Interakce v kaseinovych micelach

Primarni roli z hlediska stability proteinu maji hydrofobni interakce. Principem téchto in-
terakcei je snaha nepolarnich ¢asti molekul dosdhnout energeticky vyhodného stavu spoje-
nim s ostatnimi nepolarnimi ¢astmi molekul podobného aminokyselinového slozeni. Opac-
né ¢asti molekuly s hydrofilnim charakterem brani ve vytvofeni ¢im dal vétsiho hydrofob-

niho jadra kaseinové submicely. [27, s. 14]

Elektrostatické odpuzovani je rozhodujici pro spravné sbalovani kaseinovych agregati.
Tato sila je dana povrchovym nabojem kaseinu. Ndboj mize byt ovlivnén Gpravou pH ne-
bo chemickou reakei, napiiklad konverzi pozitivné nabitych lysinovych zbytkd na neutral-
n¢ nebo zaporné nabité derivaty. ZvySeny negativni ndboj proteinu snizi tendenci kaseino-

vych molekul k agregaci. [27, s. 15]

Integrita kaseinovych micel je zabezpecena esterovou vazbou hydrofilni fosfatové skupiny
kaseinu s anorganickym fosfatem vapenatym za vzniku koloidniho fosfore¢nanu vapenaté-

ho, jak je vidét na Obr. 5. [27, s. 15]

Ca

g PO,)n-Ca-XX-Casein
el

Casein-XX-(Ca-PO

XXx= fosfoserinova skupina nebo karobeylat

Obrazek 5 - Vazba koloidniho fosfatu vapenatého
[27, s. 16]
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Stabilita kaseinovych micel, jejich seskupovani a odlu¢ovani, jsou uréovany teplotou, pfi-
tomnosti dalSich latek v disperznim prostiedi (zvIasté chelatacnich ¢inidel schopnych vazat
vapenaté ionty), tlakem nebo pH roztoku. Diky nepiitomnosti tercialni struktury kaseinu je
jeho odolnost vici zahiivani vyssi nez u jinych proteini. K vysrazeni kaseinu dochazi pti
teploté 125 °C pii zahfivani po dobu vice jak 1 hodinu. Za daleko mirnéjsich podminek
vSak dochazi k odstépeni peptidovych fetézci a zvétSovani kaseinovych micel.

[27, s. 16-20] [29, s. 16]

4.2 Dextrany

Dextrany patii do skupiny hydrokoloidi. Jsou to vétvené, exogenni bakteridlni
polysacharidy, produkty fermentace sachardzy bakterii Leuconostoc mesenteriodes. Jedna
se 0 a-D-glukany (zéakladni stavebni jednotou je gluk6za) s a-(1—6) glykosidickou vazbou
apostrannimi fetézci navazanymi po kazdych 10-12 glukézovych jednotkach
a-(1-3) glykosidickou vazbou. [30, s. 298]

o w(l.6)

Obrazek 6 - Fragment dextranové struktury [30, s. 299]

Pro dextrany je charakteristicka Siroka distribuce molekulovych hmotnosti, a to od
1 000 g/mol do 2 000 000 g/mol. Dextranové frakce jsou snadno rozpustné ve vodé, ve
které tvoii Ciry, transparentni roztok. Na rozpustnost nema vliv pH roztoku. Dextranovy
prasek i rozpustény dextran je vysoce biokompatibilni, biodegrabilni a stabilni. Hydroly-
zované a frakciované €asti dextranu se pouzivaji v fad€ intravenoznich ptipravki. Osmo-
ticky tlak je srovnatelny s tlakem lidské plazmy. Diky své velké molekulové hmotnosti
dextran neprostupuje cévni sténou, udrzuje krevni tlak, dokaze stabilizovat krevni erytro-

Cyty a zabranovat intravaskularni agregaci krevnich bunék. [30, s. 298]
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Jako hydrokoloidy v potravinaiském prumyslu se dextrany vyuzivaji predevs§im z divodu
upravy reologickych vlastnosti. Vnitini viskozita [/ souvisi s molekulovou hmotnosti M

dle uvedeného vztahu (Rov. 5) v rozsahu molekulovych hmotnosti 20 000-200 000 g/mol.

[n] = 1073M*/2 (5)

4.3 Interakce protein-polysacharid

Komplex proteinu s polysacharidy je chapan jako spolecné funkéni emulgaéni ¢inidlo
a stabilizator. Ob¢ latky se mohou spojovat prostfednictvim kovalentni vazby nebo elektro-
statickych interakci. Kovalentni vazby mezi proteinem a polysacharidem lze dosahnout
enzymaticky nebo chemickou reakci. [22, s. 1478-1480]

Zdaleka nejvhodnéjsi metodou piipravy komplexu se zda byt suseni smési obou biopoly-
merd. Konjugace vyvolana suchym teplem trvale zlepSuje rozpustnost proteinii za méné
ptiznivych podminek (nizké pH roztoku, vysokd iontova sila) a zvySuje emulgacni vlast-
nosti. Vznikly konjugéat ma silngjsi povrchové aktivni vlastnosti a kritické koncentrace c*
je dosazeno pii niz§i objemové koncentraci latek. Vzhledem K rozloZeni kovalentné vaza-
ného polysacharidu je adsorbovany protein chranény proti destabilizaci vlivem okolniho
prostfedni. Velikost a hydrofilita polysacharidovych skupin v komplexu zptsobuje dlouhy
dosah strérického odpuzovani mezi kapkami emulze (viz. dale), ve které je takovy kom-

plex pouzit. [22, s. 1478-1480]

Pii praktickém pouziti komplexu protein-polysacharid hraje roli zplisob pfipravy emulze
spole¢né s dalsimi faktory jako pH, stéricka stabilita a struktura mezifazové vrstvy kom-
plexu. V zasadé se rozliSuji dva zpisoby formulace, které jsou znazornény na Obr. 7.
V prvnim ptipad€ je pfipraven smésny roztok obou polymert, ktery slouzi béhem homo-
genizace jako jediné emulgacni cinidlo. Komplex adsorbuje na rozhrani soucasné.
V druhém piipadé je emulze piipravena pouze s proteinem a nasledné¢ smichana
s roztokem polysacharidu. Polysacharid adsorbuje na protein, na némz vytvoti druhou sta-
bilizujici vrstvu. [22, s. 1479-1480]
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L voda —

olej

Obrazek 7 - Alternativni zplsoby uspotfadani vrstvy, ktera se sklada

z komplexu protein-polysacharid na rozhrani vody a oleje [22, s. 1479]

Oba uvedené postupy lze vyuzit pii ptipravé 1éCiv ¢i doplikl stravy s emulzni povahou,

kde hydrokoloidy slouzi jako vehikula zadanych enkapsulovanych latek. V ptipadé vice-

vrstvych enkapsulaci jsou zadrzovany protein a aktivni latka ve vnitini f4zi dobfe chranény

proti enzymatické degradaci béhem traveni. [22, s. 1479-1480]

4.4 Fyzikalni stabilita emulzi

Fyzikalni stabilitu emulzi je moZzné hodnotit z hlediska termodynamického a kinetického.

Termodynamicka stabilita souvisi s pravdépodobnosti, zda dojde k rozpadu emulze ¢i ni-

koliv. Obecné jsou emulze agregatné nestalé s piebyteénou volnou energii na fazovém

rozhrani. Kineticka stabilita je pak vyjadiena rychlosti rozpadu emulze. V podkapitolach

jsou uvedeny hlavni faktory nestability emulzi, které se mohou vzdjemné podminovat.

[19, s. 24-25]

Obrazek 8 - Mozné distribuce castic v emulzi: (a) stabilni
emulze; (b) krémujici emulze, kde ¢astice nejsou agregovany;
(c) separujici se emulze, kde Gastice agreguji. Sipkami je zna-
zornén smér pohybu viditelné hranice koncentrovanou a zie-

dénou ¢asti [31, s. 530]
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4.4.1 Mechanismy zaloZené na separaci gravita¢nich sil

Separace na zaklad¢ gravitacnich sil je fizena Stokesovym zakonem (Rov. 6):

— 2pP17p2
9 7

g-a’ (6)
kde v znaci rychlost sedimentace, p;a p, hustotu vnitini a vnéjsi faze, g je gravitaéni
zrychleni, a polomér kulovitych castic dispergované faze a n viskozita kontinualni faze.
Krémovanim se rozumi shromazd’ovani dispergovanych castic s nizSi hustotou v horni
¢asti systému. Opacnym déjem je sedimentace, kdy Castice s vysSi hustotou nez disperzni
prostfedi sedimentuji smérem dolli. Rychlost sedimentace stabilni soustavy by méla byt co

vwr

V realném systému je nutné pocitat s odchylkami. [32, s. 231]

4.4.2 Mechanismy destabilizace emulzi zaloZené na agregaci ¢astic vnitini faze

Béhem jiz zminovaného dé¢je, koalescence, vytvori dvé a vice kapek novou kapku o vétsSim
priméru. Tento jev mlze pfispivat ke gravitacni separaci emulze. Rychlost koalescence
zavisi také na kvalité stabilizujiciho filmu vytvofeného kolem c&astice. [22, S. 1424]

[32, s. 231]

Pti flokulaci dochazi k agregaci Castic do vétsich celkt, avsak jejich individualita zGstava
zachovana. Ve zfedénych emulzich urychluje flokulace gravitacni separaci nebo miiZze
zpusobit zvyseni viskozity. Ke koalescenci a flokulaci dochazi pfi nedostate¢ném mnozstvi
emulgatoru, ktery by kompletné pokryl cely povrch emulznich kapek. [22, s. 1424]
[32,s. 231]

4.4.2.1 Mustkovd a deplecni flokulace

V souvislosti s polymery o vysoké molekulové hmotnosti, které jsou pouzity jako stérické
stabilizatory v emulzich, se ¢asto hovoti o tzv. mustkové flokulaci. Pii mustkové flokulaci
dochazi k ptemosténi lyofobnich ¢astic makromolekulou. Dlouha makromolekula se sou-

Casné absorbuje na povrchu nekolika ¢astic a pritahuje je k sobé. [33, s. 470]

Pti tzv. deplecni flokulaci nastava situace, kdy velké molekuly polysacharidu nejsou
schopny obklopit kapku emulze v misté styku dvou pfiléhajicich kapek. Tloustka této
deplecni vrstvy je pfiblizné stejné velka jako polomér zbotnalé polysacharidové molekuly.

Z tohoto prostoru mezi ¢asticemi jsou makromolekuly vypuzovany, takZe mezera mezi
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povrchy castic obsahuje pouze disperzni prostiedi. Mezi povrchy Castic se tak mohou
uplatnit pfitazlivé van der Waalsovy sily, které jsou pfi¢inou dal$iho ptiblizovani Castic.

[31, 5. 526]

Obrazek 9 - Emulzni kapky (tmav¢) obklopené
deple¢ni vrstvou (svétle) [31, s. 526]
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5 CHARAKTERIZACE EMULZNICH SYSTEMU

Cilem této prace bylo studovat emulzni systémy, kdy emulgace byla zvolena jako jedna
Z moznosti enkapsulace rybiho oleje. V ramci prace byla provedena charakterizace jak ole-

jové faze a emulgdtoru, tak pfipravenych emulzi.

5.1 Charakterizace olejové faze

Stanoveni fyzikalnich a chemickych konstant tukii spo¢ivd v jednoduchych zkouskach,
které slouzi k ramcovému popisu stavu daného tuku ¢i oleje. Mezi fyzikalni konstanty se
fadi bod tani, bod tuhnuti nebo bod skapnuti. Mezi nejbéznéjsi chemické konstanty patii
¢islo kyselosti, ¢islo zmydelnéni, jodové Cislo, hydroxylové ¢islo, anisidinové Cislo. Zpt-
soby provedeni uvadi ¢eské technické normy - tfida 58 03 pro tuky zivo¢isného ptivodu

nebo navody v Ceském 1ékopise. [34] [47]

5.1.1 Cislo kyselosti, ¢islo zmydelnéni a esterové &islo

Cislo kyselosti vyuziva odmérného roztoku hydroxidu draselného k neutralizaci volnych
mastnych kyselin v 1 gramu tuku. Vysledek je vyjadien v mg KOH, stejné jako ¢islo zmy-
delnéni, které za odliSnych podminek vypoctu slouzi k uréeni zneutralizovanych mastnych
kyselin a zmydelnéni jejich estert. Rozdilem ¢isla zmydelnéni a Cisla kyselosti se ziska
esterové Cislo, které znaci mnoZstvi esterové vazanych MK. Vyndsobenim esterového ¢isla

faktorem 0,547 se ziska mnozstvi glycerolu vazaného v tuku. [36, s. 40]

5.1.2 Jodové ¢islo

Jodovym ¢islem je minéno procentualni mnozstvi halogenu, pfepocteno na jod, navazané-
ho na tuk. Principem je adice zndamého mnozstvi halogenu na dvojné vazby polynenasyce-

nych mastnych kyselin v tuku. Nezreagovany jod je stanoven titraci thiosiranem.
[36, s. 39]

5.1.3 Peroxidové Cislo

Peroxidové cCislo ptredstavuje mnozstvi primarnich oxida¢nich produktt. Principem zkous-
ky je redukce hydroperoxidové skupiny jodidovymi ionty. Mnozstvi uvolnéného jodu, kte-
ré je zjisténo titraci standardizovanym roztokem thiosiranu sodného, je tmérné koncentraci
ptitomnych hydroperoxidi. Pribéh reakce znazoriiuji chemické rovnice (Rov. 7). Jako

indikator reakce se pouziva skrobovy maz. [35, s. 390]
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ROOH + 2H* + 2KI — I, + ROH + H,0 + 2K* (7)
I, + 2Na,S,0; — Na,S,05 + 2Nal

5.1.4 Thiobarbiturové ¢islo

Thiobarbiturové ¢islo je nejcastéji pouzivanad hodnota pro zjisténi pfitomného mnozstvi
sekundarnich oxida¢nich produkti. Béhem zkousky reaguje kyselina 2-thiobarbiturova
s oxida¢nim produktem, malondialdehydem, za vzniku rizového zbarveni, které je hodno-

ceno spektrofotometricky. [35, s. 323-324]

5.1.5 Stanoveni konjugovanych dient a trient

Béhem oxidace PUFA-LC dochazi pii vzniku hydroperoxidi k posunim dvojné vazby
a z ptivodné izolovanych dvojnych vazeb vznikd konjugovany systém. Konjugované sys-
témy jsou silnymi UV chromofory, které se stanovuji spektrofotometricky pfi absorpcnich
maximech 233 nm pro konjugované dieny a pii 268 nm pro konjugované trieny.

[35, s. 391]

5.1.6 Stanoveni mastnych kyselin

Ke kvalitativnimu a kvantitativnimu zjisténi pfitomnych mastnych kyselin ve vzorku tuku
se vyuziva separa¢nich metod, jako je plynova chromatografie (GC), kapalinova chroma-
tografie (HPLC) nebo tenkovrstva chromatografie (TLC). Metodami 1ze rovnéz zjistovat

minoritni slozky tuku (napf. steroly, tokoferoly) nebo oxida¢ni produkty. [36, s. 45]

Pfedmétem zajmu této prace je stanoveni podilu MK na plynovém chromatografu. Princi-
pem separace je rozdéleni analyzovaného vzorku mezi dvé faze, mobilni a stacionéarni.
V ptipad€ plynové chromatografie je mobilni fazi nosny plyn. Jelikoz je metoda vhodna
pro tekavé latky, musi byt nejprve mastné kyseliny z triacylgycerolti ptevedeny na tékavé
metylestery. Analyzovany vzorek se zavede nastfikem do injektoru, ve kterém je odpatfen
aunasen V plynném stavu do kolony, kde je separovan na jednotlivé slozky. Tyto slozky
jsou kolonou zadrzovany dle afinity, kterou maji ke staciondrni ¢asti. V poradi rostoucich
distribu¢nich konstant, slozky vystupuji z kolony a vstupuji do detektoru, ktery registruje
jejich koncentraci. Jednim z bézné pouzivanych detektort je plamenoionizacni FID detek-
tor, ve kterém je vzorek spalen plamenem vodiku a pfeveden na ionty a volné elektrony.
Meéritelny tok elektrického proudu vytvoieny z nabitych Castic je stanoven detekénimi

elektrodami. [36, s. 44-46]
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5.2 Charakterizace emulgacniho Cinidla

Primarni vlastnosti emulgatoru je hromadit se na rozhrani dvou fazi a sniZovat mezi nimi
povrchové napéti. Ke stanoveni povrchového napéti se bézné vyuziva metoda odtrhavani
Wilhelmyho desticky nebo Du Noyho prstence. Tenka méfici desticka je béhem stanoveni
smacena studovanou kapalinou, pficemz tvar a vyska meniskl tvoricich se z obou stran je
dana Laplaceovou-Youngovou rovnici. Pro velmi tenkou desticku (t << 1, 6 = 90°) plati
(Rov. 8):

Fnax = 2ly (8)

kde | je délka desticky a y je mezifazové napéti. V tomto piipadé¢ je navozen stav uplného
smaceni a povrch pouzité desticky musi byt naprosto Cisty. Pohybuje-li se fazové rozhrani
vzhledem k desticce smérem dold, roste sila pasobici na desticku a v okamziku pied odtr-

Zenim dosahuje maxima (Fpax). [37]

Dalsi metody mohou byt zaloZeny na uréovani zvySeni hladiny kapaliny v kapilafe (meto-
da kapilarni elevace), na uréovani tvaru kapky (metoda ptisedl¢ a visici kapky), vazeni
kapek (stalagmometricka metoda) nebo méfeni maximalniho ptetlaku v kapce. U kapalin,
jejichz povrchové vrstvy jsou vyrazn€ nerovnovazné, jsou vyuzivany dynamické metody,

jako naptiklad rozptyl svétla nebo pozorovani kapilarniho vinéni na fazovém rozhrani. [37]

5.3 Metody pro stanoveni velikosti emulznich ¢astic

Mezi standardni techniky charakterizace enkapsulovanych systému patii méfeni velikosti
¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla ¢i mikroskopického pozorovani, které podavaji

informace o velikosti, distribuci velikosti a struktuie mikrokapsuli. [8, s. 179]

5.3.1 Dynamicky rozptyl svétla

K posouzeni formulace a stability emulznich systémi je béZzné vyuzivano méteni velikosti
¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla (dynamic light scatering DLS nebo také foto-
nova korelacni spektroskopie). Metoda je zalozena na méfeni fluktuace intenzity rozptyle-
ného svétla, které prochazi vzorkem emulze, jejiz kapky podléhaji Brownovu pohybu. Ten-
to koloidni pohyb ¢astic, ktery pisobi proti gravitaci, je disledkem narazd disperzniho
prostiedi, kdy se Céstice vzdjemné vychyluji jinym smérem, jak zndzornuje Obr. 10 A.
Pohyb je intenzivnéjsi s vyssi teplotou a mensi velikosti Castic. Pii velikost okolo 4 pm

Browniv pohyb ustava. [18, s. 304] [20, s. 10-11]
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Projevem Brownova pohybu je diftize, kde je hnaci silou rozdilny chemicky potencial di-
fundujici latky. Smér diftize je smér koncentracniho gradientu, tedy pohyb z prostredi
0 vyss$i koncentraci do prostfedi o koncentraci nizsi. Vzdalenost, kterou Castice v daném
¢ase vlivem Brownova pohybu urazi, se nazyva stiedni posuv ¢astice A (Obr. 10 B) a je

definovana rovnici (Rov. 9), kterou odvodili Einstein a Smoluchcowski:

kTAt
3mna

A= 9)

kde k je Boltzamnova konstanta, T je termodynamicka teplota, 4t je vzdalenost, 7 je visko-

zita prostiedi a a je polomér sféricky symetrické Castice.

Obrazek 10 - Narazy molekul disperzniho prostiedi na
koloidni ¢astici (A) a stfedni posun castice (B)

[20, s. 10,11]

Rychlost Brownova pohybu je vyjadiena parametrem zvanym translacni difuzni koeficient,
oznacovanym D [m?s™']. Na difazni koeficient u malych ¢astic miZe mit vliv fada faktort,
jako je pH, teplota, interakce mezi dal§$imi molekulami ¢i iontové sila prostiedi.

[20, s. 10-11] [38, s. 41]

Velikost Castice je pomoci DLS stanovena na zakladé Stokes-Einsteinovy rovnice
(Rov. 10) z transla¢niho difuzniho koeficientu D, jako jeji hydrodynamicky primér du.
Ten je aproximaci skute¢ného tvaru na kulovity tvar, ktery odpovida poloméru, pfi kterém

by takova koule vykazovala identicky difuzni koeficient, jako dana Castice.

kT
~ 3mnD

dy (10)

Vyznam symbolt je uveden vySe. Koherentni a monochromaticky laserovy paprsek, ktery

slouzi jako zdroj svétla pti DLS, v kombinaci s vhodnym detektorem dokaze stanovit
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mnozstvi rozptylenych fotonl, ¢imz ptresné¢ zméfi intenzitu svétla rozptyleného Casticemi

v emulzi. [38, s. 34-41]

Zmeény intenzity rozptyleného svétla Casticemi lze matematicky zpracovat pomoci
tzv. autokorela¢ni funkce, ze které je fadou algoritmi mozné ziskat informace o velikosti
Castic. Jednim ze zpasobu zpracovani je prolozeni Castic, tzv. ,,z-average® (z-primer)
a zohlednéni Sifky distribuce (PDI, polydispersity index). Druhym moznym postupem je
prolozeni multiexponencidlni funkce, pomoci které lze charakterizovat vzorky Ccastic
s bimodalni a multimodalni distribuci. Distribuce velikosti ¢astic je vyjadiena graficky
jako zavislost relativni intenzity svétla rozptyleného ¢asticemi riznych velikosti a oznacuje
se jako ,,distribuce intenzity. Tuto distribuci je mozno s pouzitim Mieho teorie pievést na
distribuci objemu. Teoreticky lze distribuci objemu déle ptevést na distribuci poctu; tento

postup se v§ak nevyuziva, protoze je zatizen velkou chybou. [38, s. 34-41]

Obsahuje-li vzorek velké a malé Castice, vétsi ¢astice rozptyluji svétlo mnohem vice, nez
Castice malé a jejich ptispévek k celkové intenzité rozptylené¢ho svétla vzorkem je silné
nadhodnocen. Proto je lepsi jejich zastoupeni vyjadfovat pomoci distribuce objemu. Obra-
zek 11 znazoriuje vlivy velikosti ¢astic na jednotlivé typy vyjadieni distribuce podle po-
Ctu, objemu a intenzity. Pokud napf. vzorek obsahuje stejny pocet Castic o velikosti
5 a 50 nm, pak pfi vyneseni podle poctu ¢astic je vysledkem graf se 2 piky v poméru 1 : 1.
Pokud ptfevedeme data na distribuci podle objemu je pomér pikd malych a velkych ¢astic
1: 1000 (objem kulovitych &astic odpovida 4/3n(d/2)® a je v poméru tietich mocnin).
Pfevedenim na distribuci podle intenzity pak ziskdme piky v poméru 1 : 1 000 000. Divo-
dem je aproximace podle Rayleigho, podle které je intenzita svétla rozptyleného castici
umérna Sesté mocniné pruméru castice. [38, s. 34-41]

analyzovano pro polydisperzni systém a vysledek je vyjadien jako primérna velikost ¢astic
sindexem polydispersity (PDI), ktery vyjadfuje odchylku primémé velikosti.
[38, s. 34-41]
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Obrazek 11 - Srovnani distribuci velikosti ¢astic podle poctu, objemu a intenzity

ve vzorku s ¢asticemi 5 a 50 nm v poméru 1 : 1 [38, s. 41]

5.4 Metody slouzici k hodnoceni fyzikalni stability

Koloidni stabilita emulznich systémi mtze byt hodnocena z hlediska stérické a elektrosta-
tické stabilizace. Jednoducha stéricka stabilizace (stérické odpuzovani) spociva v adsorpci
polymeru na povrchu ¢astic a prevenci kontaktu vnéjsich stran ¢astic. Elektrostaticka stabi-
lizace vychazi z reverzibilnich interakci v diisledku rozlozeni naboje v systému a je umer-
na koncentraci pfitomnych iontli. Zeta potencidl (-potencidl) je velmi dobrym ukazatelem
miry vzajemného plsobeni mezi koloidnimi ¢asticemi a méfeni (-potencidlu je béZné
uplatiiovano ke stanoveni stability koloidnich systému. [39, s. 4-5]

Fyzikalni stabilitu emulznich systémul je mozné také hodnotit sledovanim vysky vrstvy

vzniklé krémovanim, a to vizualné nebo optickymi analyzatory. [33, s. 471]

5.4.1 Zeta potencial

Vétsina koloidnich disperzi nese ve vodném prostiedi elektricky naboj, ktery vznika ioni-
zaci kyselych nebo zasaditych skupin. Velikost ndboje zavisi na koncentraci adsorbova-
nych kladnych nebo zapornych skupin a na pH roztoku. Druh néboje, ovlivituje rozlozeni
iontli v okoli mezifazové oblasti. Jinymi slovy je povrchovy néboj Castice vyrovnavan
ekvivalentnim mnozstvim opa¢né nabitych iontd. Tento model je zndm pod pojmem elek-
tricka dvojvrstva, ktera se skldda z vnitini Sternovy vrstvy a vnéj$i difuzni vrstvy. lonty ve
Sternove vrstve, resp. protiionty Ke koloidni ¢astici, t€sné piiléhaji a pohybuji se spolecné

S ni, napft. pii pohybu vlivem gravitacni sily. lonty diftzni vrstvy jsou ve vétsi vzdalenosti
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od koloidni ¢astice a pohybuji se na ni nezavisle. Pohybové rozhrani, které ob¢ vrstvy roz-

déluje, vykazuje tzv. elektrokineticky neboli {-potencial. [39, s. 7]

Maji-li vSechny ¢€éstice v emulzi vysoky negativni nebo pozitivni {-potencidl budou se
vzajemné odpuzovat a nebudou mit sklon ke shlukovani. Naopak pfti nizkych hodnotach
{-potencialu bude odpuzovani mezi Casticemi nedostatecné a bude dochazet k agregaci
a vysrazeni castic. Obecné jsou Castice se (-potencidlem vétSim nez 30 mV a menSim nez
—30 mV povazovany za stabilni, zatimco ¢astice s velikosti {-potencialu od —30 do 30 mV

jsou povazovany za nestabilni. [40, s. 6]

difuzni

vrstva

Obrazek 12 - Elektricka dvojvrstva [41]

Velikost (-potencidlu je nejvice ovlivnéna zménou pH vzorku. V piipadé zavislosti
{-potencialu na pH bude potencial dosahovat vyssich kladnych hodnot s niz§im pH a niz-
sich zapornych hodnot s vy$sim pH. V oblasti isoelektrického bodu, kdy je (-potencial
nulovy, je emulze nejméné stabilni a dochazi k vysrazeni ¢astic. Obrazek 12 ilustruje nulo-
vy (-potencidl 1 rozmezi —30 mV a 30 mV, kdy c¢astice nejsou stabilni (zelenéd parabola).

[39, s. 9]

Princip méfeni (-potencialu na analyzatoru Castic Zetasizeru spocivd v méteni elektrofo-

rické pohyblivosti ¢astic v kyveté s elektrodami umisténymi na opa¢nych stranach kapilary
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specialni kyvety, ktera je na Obr. 13. Castice vzorku se pohybuji k elektrodam s opaénym
nabojem, pficemz laserovy Dopplertiv velocimetr méfi jejich rychlost, ktera je popsana

jako elektroforeticka pohyblivost. [42, s. 15-16]

;:_,pr Elektrody

@ Kapilara

Obrazek 13 - Kyveta s elektrodami [42, s. 16]
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6 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

O problematice nedostate¢ného piijmu oleji s obsahem polynenasycenych mastnych kyse-
lin typu w-3 a w-6 je mozné najit mnoho odbornych texth, stejné tak jako o snahach vhod-
n¢ olej enkapsulovat. Kritériem kazdé enkapsulacni metody je pfiméfena stabilita vzniklé-
ho systému. Pokud se na fyzikalni stabilitu divime jako na udrzeni urcitych vlastnosti
emulze beze zmény v Case a na chemickou stabilitu jako na stabilitu oxida¢ni nebo hydro-
Iytickou zjistime, Ze se tyto parametry sice do jisté miry dopliuji, ale ¢asto jsou to proti-
chiidné déje. Je proto casto obtizné dosdhnout jak chemické, tak fyzikalni stability soucas-
né. Tadros uvadi, ze velmi malé kapky emulze snizuji Brownliv pohyb a nejsou ovlivnény
gravitacni silou. Ve vzorcich obsahujicich malé ¢astice proto nedochdzi viibec, nebo velmi

malo, ke krémovani nebo sedimentaci. Systém tak zastava déle disperzni bez separace.

[18, s. 304]

Z pohledu chemické stability hodnoti emulze Nielsen se spolupracovniky, kteti dokazuji,
ze malé kapky emulze jsou mén¢ odolné vici oxidaci nez kapky vétsi. Mensi kapky maji
vetsi povreh, na kterém muze snadnéji dojit k oxidacni reakci mezi olejem a prooxidanty.
Podle autorh stabilita emulzi zavisi na typu emulgatoru a jeho koncentraci, kdy obecné
jeho vyssi koncentrace zarucuje lepsi oxidacni stabilitu. V této praci byly jako emulgatory

pouzity mlécné proteiny (sérové i kaseinové) a lecitin. [38, s. 875]

MnozZstvi stabilizujictho materialu, konkrétné kaseinatu sodného, ktery je schopen dosta-
tecné stabilizovat rybi olej, zkoumal kolektiv védcii vedeny Dayem. Ve své praci vysvétlu-
Ji, jak velikost ¢astic a jejich distribuce zavisi na obsahu proteinu jako emulgatoru. Kriticka
koncentrace kaseinu c* ve vodném roztoku je dostate¢na k plnému pokryti kapek vznikaji-
ci emulze. Pti nizké koncentraci proteinu (C < €*) vznikaji bi- a multimodalni distribuce
a prumeérna velikost Castic se zvySuje. Protein v nedostatecném mnozstvi neni schopen plné
pokryt povrch kapek a stabilizovat je. Tvoti se vétsi Castice a disledkem toho dochazi ke
koalescenci nebo mustkové flokulaci. Naopak pfi vyssi koncentraci proteinu, Kdy jej sys-
tém obsahuje nadbytek (¢ > c*), mize dojit k dalsimu typu destabilizace emulze, a to
k deple¢ni flokulaci emulznich kapek, ktera vede ke krémovani v disledku snahy kaseino-
vych submicel vytvafet malé proteinové Castice. Neadsorbované proteiny maji tendenci
shlukovat se do malych proteinovych ¢astic, ¢imz dochazi k jejich tniku z okoli lyofobnich

Castic, které se k sob¢ pfiblizuji a vznikaji aglomeraty. [33, s. 470]
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Nedostatecnou efektivitu emulgace zptisobenou nizkou koncentraci stabilizujiciho materia-
lu potvrzuje i Aghbashlo a kol., ktefi rybi olej enkapsulovali pomoci nékolika riznych
emulgatort, a to mlééného proteinu, sachardzy, laktdzy, maltodextrinu a jejich smési. Jeli-
koz maji stabilizujici materidly ptfirodniho ptivodu obecné nizs§i enkapsulacni ucinnost
Vv porovnani s klasickymi emulgatory piidali autofi k témto emulgatoriim neionickou povr-
chové aktivni latku TWEEN 20 (polyoxyethylensorbitanmonolaurat). Zaclenéni této povr-
chové aktivni latky zpisobilo sniZeni velikosti ¢astic v emulzich. Emulze pak byly zpraco-

vany metodou vakuového suseni. [43, s. 379]

Radu nejzajimavéjsich publikaci z oblasti aplikaci ptirodnich emulgéatort, komplext pro-
tein-polysacharid, 1ze nalézt mezi pracemi Dickinsona a kol. Tyto prace se vénuji rovnéz

interakcim a problematice adsorbované proteinové vrstvy u emulzi riznych formulaci. [22]

Dalsi praci zabyvajici se pouzitim pfirodnich emulgatord je publikace autort Klaypradit
a Huang, ktefi pifi enkapsulaci rybiho oleje chitosanem pouzili metodu sonikace. Samotny
chitosan se nejevil jako vhodny stabilizator a pro zvyseni G¢innosti musel byt doplnén
smési maltodextrinu se sérovym proteinem v poméru 1 : 10 a 1 : 1. Emulze stabilizované
takovymi smésmi pfinesly pozadovany vysledek, a to vysoky obsah enkapsulovanych

mastnych kyselin EPA a DHA. [44, s. 1137-1138]

Se sonika¢nim zafizenim a komplexem kaseinat-chitosan pracovali pfi enkapsulaci oleje
Zinoviadou a kolektiv, podle nichz tento komplex zajist'uje dostate¢nou stabilizaci oleje pii
dlouhodobém skladovani i pfi okyseleni. Se zvySujici koncentraci chitosanu jsou vzorky
vice viskdzni, coZ plisobi preventivné proti krémovani. Autofi naznacuji mozna budouci
vyuziti tohoto systému, ktery je vhodny pro enkapsulaci a doruceni bioaktivnich latek, ur-
¢enych pro peroralni uziti, ¢i pro zlepSeni textury acidofilnich mlécnych produkti.
[45, s. 94]

Zamérem prace Katsudy a kol. bylo stabilizovat emulze o/v komplexem g-lactoglobulinu
s pektinem. K emulzi rybiho oleje s rozpusténym S-laktogobulinem ptidavali rizna mnoz-

stvi pektinu a timto zptisobem vytvotili stabilni vicevrstvé emulzni systémy. [46, s. 5926]

Jourdain a kol. zase zkoumali vlastnosti emulze stabilizované anionickym polysacharidem,
dextran sulfatem, ktery ptidavali do emulze o/v pfedem stabilizované kaseinatem sodnym
(vicevrstevna emulze). Dale pripravili smésny komplex obou emulgatort. V tomto piipadé
byla stabilita emulzi se smésnym komplexem vétsi, nez u emulzi ptipravenych dvojstup-
nove. [50, s. 658]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

7 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovat reSerSi na téma emulznich systémt se zaméfenim
na emulgaci rybiho oleje. Déle bylo ukolem zaméfit se na vlastnosti téchto emulzi, primar-
né na jejich stabilizaci s vyuzitim pfirodnich emulgatort. Z fady ptirodnich stabilizujicich
latek byly zvoleny kaseinat sodny a komplex kaseinatu s dextranem o dvou rozdilnych

molekulovych hmotnostech, konkrétné 10 000 a 500 000 g/mol.

V praktické ¢asti bylo tikolem pfipravit emulze dvéma rozdilnymi zpiisoby, a to za pouziti
homogenizatoru Ultraturax a sonika¢niho zafizeni, popsat vliv ptipravy, pH vodné faze,
koncentrace stabilizujicich latek a olejové faze na vlastnosti emulzi. Dal§im ukolem bylo
sledovat stabilitu pfipravenych emulzi v ¢ase hodnocenim zmén velikosti Castic, stupné
krémovani a {-potencialu; v dil¢ich experimentech pak charakterizovat rybi olej a schop-

nost piirodnich emulgatort snizit povrchové napéti disperzni faze.
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8 MATERIALY A METODY

Nasledujici podkapitoly predstavuji pouzité materidly a zvolené metody experimentalni

prace.

8.1 Materialy

Pfipravované emulze typu 0/V byly sloZeny z rybiho oleje, demineralizované vody, kasei-
natu sodného nebo smési kaseinatu sodného a dextranu. Byly pouzity nasledujici chemika-
lie:
» Kaseinat sodny z kravského mleziva, zakoupen spol. Sigma-Aldrich, Inc., USA
(CAS RN 9005-46-3). Primérné slozeni kaseinovych frakei (g/1) je as; (12-15),
as; (3-4), B (9-11) a k (2-4).
» Dextran T10 (molekulova hmotnost 10 000 g/mol) a dextran T500 (molekulova
hmotnost 500 000 g/mol) byl dodan Pharmacia LKB Biotechnology, Svédsko.
= Rybi olej Typ A (Jecoris aselli oleum Typus A) je Cistény olej z tres€ich jater tres-
ky obecné a jinych treskovitych ryb, zakoupeny jako 1éCivy piipravek v Iékarné
(Sarze 14B17-T07-012102). Ovéfeni jakosti bylo provedeno kontrolni laboratofi

Fagron, a.s., Ceska republika.
Dale byly pouzity nasledujici chemikalie:

= etanol, metanol, hydroxid draselny a sodny, kyselina chlorovodikova, jodid
draselny, thiosiran sodny, chloroform a kyselina octova dodavatele Ing. Petra
Lukese;

=  xylen, hexan, Hanu$ovo ¢&inidlo (jodmonobromid) dodavatele Ing. Petra Sevce;

= fenolftalein, Skrobovy maz, dichroman draselny od spol. Lachema Brno, zdvod

Neratovice

a bézné laboratorni sklo a vybaveni.

8.2 Pristroje
Pouzity byly nasledujici pfistroje a pomiicky:

* Laboratorni vahy Kern EW 420-NM, Némecko;
» Plynovy chromatograf DANI Master GC Fast Gas Chromatograph, Italie
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- soudasti: kolona Zebron'™, ZB-5MS (30 mx 0,32 mm x 0,25 um); detektor
FID, software;
= Spektrofotometr Photo Lab 6600 UV-VIS series, WTW, Né¢mecko;
= Tenziometr EasyDyne K20, Némecko
- soucasti: temperancéni lazen, teplotni ¢idlo, platinova desticka;
= pH metr CPH 51, Elteca, Ceska republika
- soucasti: magnetickd michacka HI 190M, Hanna instruments, USA;
»  Ultraturax IKA®T25, Janke & Kunkel 1KA-Labortechnik, Némecko
- soucasti: magnetickd michacka MM4,
= Sonikac¢ni zafizeni UP400S, Hielscher, Némecko
- soucasti: sonda H7 (7 mm, délka 100 mm, titan);
= Zetasizer Nano ZS90 a Zetasizer Nano ZS, Malvern, Instruments Ltd, Svycarsko
- soucasti: kyvety DTS0012 pro méfeni velikosti ¢astic a kyvety DTS1070

pro méfeni (-potencialu, software;

Mikroskop IX73 Olympus, Japonsko

- soudasti: software;

a fada béznych laboratornich pomiicek.
8.3 Charakterizace olejové faze

8.3.1 Cislo kyselosti a &islo zmydelnéni

Pro spolecné stanoveni ¢isla kyselosti a ¢isla zmydelnéni byl ke vzorku pfidan xylen, neut-
ralni etanol a fenolftalein jako indikator. Smés byla zahfivana pod zpétnym chladicem
a titrovana etanolickym roztokem KOH do stalého rizového zbarveni. Z této spotieby bylo

zjisténo cislo kyselosti.

Ke ztitrovanému vzorku byl dale pfidan dalsi dil roztoku KOH a roztok v baiice opét za-
hiivan pod zpétnym chladi€em 2 hodiny, po nichZ byl pfidan fenolftalein. Smés byla titro-
vana roztokem HCIl do vymizeni ¢erveného zbarveni. Dokonalé ztitrovani bylo nékolikrat
provéfeno kratkym povarenim a dotitrovanim kyselinou do té doby, neZ se zbarveni piesta-

lo objevovat. Ze spotieby bylo vypoéteno ¢islo zmydelnéni.
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8.3.2 Jodové ¢islo

Vzhledem k vysokému zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin v rybim oleji byla oce-
kavana vysoka hodnota jodového Cisla. Z tohoto ditvodu byla zvolena nizka navazka vzor-
ku. Vzorek byl rozpustén v chloroformu a smichan s HanuSovym ¢inidlem a byl ponechan
na tmavém misté reagovat 1 hodinu. Poté byl ptidan Kl a demineralizovana voda. Smés
byla titrovana thiosiranem sodnym do zlutého zbarveni, po kterém nasledovala dalsi titra-

ce, tentokrat s ptidavkem skrobového mazu. Titrace byla provadéna do odbarveni.

8.3.3 Peroxidové Cislo

Rybi olej byl rozpustén ve smési chloroformu a kyseliny octové v poméru 1 : 1. K roztoku
byl pfidan nasyceny roztok KI. Po kratkém stani roztoku ve tmé byla ptidana deminerali-
zovana voda, Skrobovy maz a byla provedena titrace thiosiranem za intenzivniho protiepa-

véni do odbarveni roztoku.

8.3.4 Stanoveni konjugovanych dient a trient

Pro stanoveni konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin byl ze vzorku ole-
je pripraven 1% roztok v n-hexanu. UV spektrum bylo proméfeno V rozmezi vinovych
délek 200-400 nm proti ¢istému n-hexanu a zaznamenaly se absorbance pii charakteristic-
kych vinovych délkach pro dieny a trieny. Obsah konjugovanych dienti (CD; Rov. 11)
a obsah konjugovanych trienti (CT; Rov. 12) byl spocitan ze vztaht:

CDh= 0,91'(&233 — 0,07) (ll)
CT= 1,316'[8.268 — 0, 05‘( Ao — 3274)] (12)

Kazda z uvedenych analyz vzorku rybiho oleje (¢asti 8.3.1.-8.3.4) byla provedena dvakrat.
Z vysledkt byl vypoéten primér a smérodatna odchylka podle Deana a Dixona pro
n << 10. Namétené hodnoty byly porovnany s udaji uvedenymi v certifikatu ovéteni jakos-

ti 1é¢ivého pripravku, Jecoris aselli oleum Typus A.

8.3.5 Plynova chromatografie

Pied analyzou mastnych kyselin na plynovém chromatografu (GC) bylo nutné pievézt
mastné kyseliny ve vzorku tuku na tékavé metylestery. Ptiprava metylesteri spocivala
v zasadité katalyzované esterifikaci. Vzorek oleje byl spolecné s metanolem a roztokem

KOH povaren a poté preveden do délici nalevky, ve které byl po pfidani n-hexanu a rozto-
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ku NaCl protiepan. Hexanova faze, obsahujici metylestery byla oddélena a po filtraci

ptes bezvody Na,SO,4 nafedéna n-hexanem a pouzita pro analyzu na GC.

Analyza byla provedena na DANI Master GC chromatografu s kapilarni kolonou Zebron
ZB-MS (30 m x 0,32 mm x 0,25 um). Byly pouzity nésledujici chromatografické podmin-
ky: nésttik pti 230 °C, pratok Iml/min, deli¢ toku 1 : 25, oplach septa 5 ml/min. Objem
nastfikovaného vzorku byl 1 pl. Byl pouzit teplotni gradient s pocate¢ni teplotou 110 °C
a ohfevem na 240 °C rychlosti 5 °C/min, dale od 240 °C do 280 °C rychlosti 2 °C/min
a kone¢nym izotermalnim krokem v trvani 20 min pii 280 °C. Plamenoioniza¢ni detektor
pracoval pii teploté 250 °C, prutok dusiku ¢inil 25 ml/min, vodiku 40 ml/min a vzduchu

280 ml/min. Celkovy ¢as analyzy 66 min.

8.4 Charakterizace emulgatoru

Povrchové napéti vodnych roztoki obsahujicich kaseinat sodny nebo smés kaseinatu
s dextranem bylo stanoveno metodou odtrhavani Wilhelmyho desticky na tenziometru Ea-
sydyne Kriiss pfi teploté (24+3) °C. Doba méfeni Cinila 1 s, plocha smaceni byla 40,2 mm.
Pfed méfenim byla provéfena funkénost piistroje stanovenim povrchového napéti demine-

ralizované vody.
8.5 Priprava emulzi

8.5.1 Emulze stabilizované kaseinatem sodnym

Nejprve byla ptipravena disperze kaseinatu sodného v koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 7,5
a 10 % (hm.) v demineralizované vodé. Kaseinat byl ponechan botnat ve vodé pfi teploté
4-8 °C (chladnicka) po dobu cca 24 hodin. Druhy den byly vodné disperze kaseinatu ho-
mogenizovany pomoci magnetického michadla. Cast vzorkii byla ponechéna bez tipravy
pH, u dalsi ¢asti bylo pH adjustovano 0,5M NaOH na hodnotu 9. Pro praci byly zvoleny
dvé koncentrace olejové faze, a to 5 a 10 %. Vodnd a olejova faze byly smichany

a homogenizovany postupy uvedenymi v ¢asti 8.5.3 a 8.5.4. této prace.

8.5.2 Emulze stabilizované komplexem kaseinat-dextran

Vodné faze pro stabilizaci emulzi, obsahujici kombinaci kaseinatu (CAS) s dextranem
(DX), byly piipraveny smichanim obou polymert VvV pomérech CAS/DX 5/5, 5/2 a 2/5
(Tab. 2). Byly pouzity dva typy dextrant S rozdilnou molekulovou hmotnosti, DX T500
(500 000 g/mol) a DX T10 (10 000 g/mol). Postup botnani smési byl stejny jako v ptipadé
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CAS (cast 8.5.1). Pro dokonalé rozpusténi a komplexaci proteinu s polysacharidem byl
roztok zahtivan na teplotu 40 °C a ponechan zchladnout. Obdobné jako v piipadé emulzi

stabilizovanych CAS byla pouzita koncentrace oleje 5 nebo 10 %.

Tabulka 2 - Prehled slozeni emulzi o/v ptipravenych s komplexem ka-
seinatu (CAS) a dextranu (DX). Pouzity byly DX T500 nebo DX T10

SloZeni komplexu
S v .26
CAS DX
CAS/DX 5/95 5 5
CAS/DX 5/95 2 5
CAS/DX 5/95 5 2
CAS/DX 10/90 5 5)
CAS/DX 10/90 2 5
CAS/DX 10/90 5 2

8.5.3 Homogenizace emulzi - pouziti homogenizatoru Ultraturax
Homogenizace pomoci Ultraturaxu probihala po dobu 15 minut pti 14 600 ot./min. V sérii
emulzi s pH 9 a obsahem olejové faze 10 % nebyl pfipraven vzorek s nejvyssi koncentraci

CAS z dtuivodu jeho pfilis vysoké viskozity a obtizim béhem homogenizace.

8.5.4 Homogenizace emulzi - pouZiti sonika¢niho zarizeni

Homogenizace ultrazvukem probihala sonika¢nim zafizeni s parametry 400 W, 24 kHz, po
dobu 1 minuty se 100% amplitudou oscilace. Béhem sonikace byl vzorek umistén

v kadince naplnéné ledem.
8.6 Charakterizace emulzi

8.6.1 Meéreni velikosti ¢astic

8.6.1.1 Dynamicky rozptyl svétla

Emulze byly charakterizovany pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS90 (uhel detekce 90°)
a Zetasizer Nano ZS (uhel detekce 173°). Za ucelem méteni byly piipraveny vzorky fede-

nim 3,5 pl emulze v 1 ml dvakrat filtrované demineralizované vody. Optické parametry



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

nastaveni pfistroje byly nasledujici: index lomu pro proteiny n = 1,45; index pomu pro
vodu n = 1,33; absorpce ¢inila 0,001. Méfeni pod thlem 90° bylo provadéno na emulzich
stabilizovanych kaseinatem po dobu prvnich 5 dnti a emulzich stabilizovanych kaseinatem
s pH 9 po dobu prvnich 2 dni. Pod zpétnym uhlem 173° byla provedena vSechna ostatni
méfeni. Divodem pouzivani dvou piistroji byla porucha na jednom z nich. Teplota méteni
byla 25 °C. Vysledek méfeni je primérnou hodnotou ze tfi stanoveni. Sledovany byly
prumérné velikosti ¢astic na zakladé méfeni intenzity rozptyleného svétla (z-pramér), in-
dex polydisperzity, velikosti kazdé z populaci ¢astic a procentudlni zastoupeni dané popu-
lace na zakladé& distribuce objemu (viz. Cast 5.3.1). Emulze byly charakterizovany ihned
po piipravé a byla rovnéz sledovana jejich stabilita v ¢ase, béhem skladovani pii 4-8 °C
(chladnicka).

8.6.1.2 Mikroskopie

Pro mikroskopické zobrazeni byly emulze vhodné nafedény a pozorovany imerznim objek-
tivem pii 60X zvétseni.

8.6.2 Méreni {-potenicidlu

Pro méfeni (-potencialu na pfistrojich Zetasizer Nano ZS90 a Zetasizer Nano ZS byly
vzorky emulzi ptipraveny stejnym zpisobem jako pro méfeni velikosti ¢astic. Stanoveni

probihalo pfi 25 °C. Hodnota {-potencialu je primérem tfi méfeni.

8.6.3 Index krémovani

Méfeni indexu krémovani probihalo vizualnim pozorovanim a zaznamenavanim vysky
vrstvy vzniklé krémovanim (v mm). Pozorovani probihalo u nové piipravenych emulzi
a dale v pribéhu ¢asu, vzdy po zhruba 3-4 dnech. Index krémovani (IC, index of creaming)

byl vypocitan podle vztahu:

IC = 100-(vyska krémovaci vrstvy/celkova vyska emulze) (13)
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Charakterizace rybiho oleje

Tabulka 3 podava ptehled o tukovych ¢islech a slozeni mastnych kyselin rybiho oleje, kte-
ry byl pouzit pro ptipravu emulzi. Zkousky byly provedeny ptfed zahdjenim pouzivani ole-
je. Z uvedenych hodnot je mozno ucinit nasledujici zavéry. Nizka hodnota Cisla kyselosti
znaci nizkou koncentraci volnych mastnych kyselin, pfitomnych v charakterizovaném ole-
ji. Volné mastné kyseliny vznikaji $t€épenim triacylglycerolti béhem lipolyzy. Lipolyza

oleje v okamziku stanoveni tedy probihala téméf neznatelné.

Cislo zmydelnéni bylo stanoveno na (182,3+0,8) mg/g oleje a nevybocuje z béznych hod-
not. Hodnota ¢isla zmydelnéni odrazi délku mastnych kyselin  pfitomnych
Vv triacylglycerolech daného oleje a pro rybi oleje je obtizné v literatufe nalézt jeho typic-
kou hodnotu. Diivodem je skutecnost, Ze se oleje znacné lisi v zavislosti na druhu ryb, ze

kterych byl olej ziskan.

Jodové Cislo bylo naméfeno nizsi, nez uvadi specifikace certifikatu ovétreni jakosti, coz by
znacilo niz$i obsah nenasycenych mastnych kyselin, nez je u tohoto typu rybiho oleje po-
zadovano. Specifikacim nevyhovovala ani hodnota peroxidového ¢isla, kterd byla oproti
pfedepsané hodnoté vyssi. To znaci, Ze olej obsahoval vy$§i mnozstvi hydroperoxidi

a tedy jevil znamky pocinajici oxidativni degradace.

Vysledky stejnych zkouSek kontrolni laboratote firmy Fagron a.s., kterd olej dodava, pro-
vedené pted jeho distribuci vyhovovaly vS§em pozadavkiim. Rozdiln¢ vysledky mezi kont-
rolni laboratofi a tdaji stanovenymi v této diplomové praci mohou byt, s nejvétsi pravdé-
podobnosti, zpiisobeny zménami sloZeni oleje od okamziku ovéfovani jakosti po stanoveni
v laboratofich FT UTB, které¢ mohlo nastat napf. vlivem pfepravy nebo doby skladovani

v 1ékarné, kde byl olej zakoupen.

Mnozstvi pfitomnych konjugovanych dienovych mastnych kyselin ¢inilo (1,2+0,2) %, ob-
sah konjugovanych trienovych mastnych kyselin pak (0,8+0,1) %. Systém konjugovanych
dvojnych vazeb vznika v lipidech pfi oxidaci polyenovych mastnych kyselin na hydro-
peroxidy.

Vysledky analyzy zastoupeni MK v rybim oleji ziskané pomoci plynové chromatografie
odpovidaji, s menSimi odchylkami diskutovanymi nize, vysledkiim kontrolni laboratoie

Fagron a.s. Ta uvedla nasledujici hodnoty: kyselina myristova 4,25 %; palmitova 11,16 %;
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stearova 2,36 %; palmitolejova 7,45 %; cis-vakcenova 4,47 %; olejova 14,28 %; gadolejo-
va 1,79 %; gondoova 9,90 %; erukova 0,92 %,; cetolejova 7,05 %; linolova 1,59 %j;
a-linolenova 0,71 %; moroktova 1,89 %; eikosapentacnova 8,51 % a dokosahexaenova
10,14 %.

Jak je zfejmé z Tab. 3, pfi analyze v nasi laboratoii nebylo mozné pouzitou GC kolonou
separovat n¢které mastné kyseliny. Jednalo se o dvojice: kyselina cis-vakcenova (C18:1,
w-7) a olejova (C18:1, »-9) a dale kyselina gadolejova (C20:1, m-11) a gondoova (C20:1,
®-9). Tyto mastné kyseliny maji vZdy podobné slozeni a 1isi se pouze v poloze dvojné
vazby. Z toho duvodu jsou hodnoty procentualniho zastoupeni v tabulce pro tyto dvojice
vzdy spole¢né. Obdobna situace nastala 1 pro stanoveni kyseliny a-linolenové (C18:3,
®-3), kdy na pouzitém typu kolony pravdépodobné nedoslo k jeji separaci od kyseliny mo-
roktové (C18:4, w-3). Tato dvojice mastnych kyselin se li§i v poétu dvojnych vazeb ve
stejn¢ dlouhém fetézci. Z uvedenych 4 % bude tedy ve vzorku zastoupena nejen kyselina
a-linolenova, ale i kyselina moroktova, ktera nebyla identifikovana z divodu chybéjiciho
standardu. Odchylky mezi vysledky analyz v nasi a kontrolni laboratoti tedy vznikly
z ditvodu pouziti jiné kolony, ktera neni pro separaci polynenasycenych mastnych kyselin

s dlouhym fetézce zcela optimalni.
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Tabulka 3 - Naméfené hodnoty a limity zkousek pro olej Jecoris aselli oleum (Typus A)

Parametr Vysledek PFipustny limit Jednotka
Cislo kyselosti 0,32+0,01 <2,0 mg/g
¢islo zmydelnéni 182,3+0,8 neni uvedeno mg/g
jodové ¢islo 127+4 150-180 %
peroxidové Cislo 18,3£0,5 <10 pval/g tuku
konjugované dieny 1,2+0,2 neni uvedeno %
konjugované trieny 0,8+0,1 neni uvedeno %
mastné kyseliny
" myristova 5,0 2,0-6,0 %
» palmitova 12,0 7,0-14,0 %
= gstearova 2,0 1,0-4,0 %
= palmitolejova 8,0 45-11,5 %
= cis-vakcenova 2,0-7,0 %
= olejova 19,0" 12,0-21,0 %
» gadolejova 1,0-5,5 %
= gondoova 80" 5,0-17,0 %
= erukova - 0,0-1,5 %
= cetolejova 9,5 5,0-12,0 %
= linolova 2,0 0,5-3,0 %
= o-linolenova 4,07 0,0-2,0 %
* moroktova - 0,5-4,5 %
= EPA 10,0 7,0-16,0 %
= DHA 11,0 6,0-18,0 %

19,0 % je spolecny vysledek pro kyselinu olejovou a cis-vakcenovou
8,0 % je spole¢ny vysledek pro kyselinu gondoovou a gadolejovou
4,0 % je spoleény vysledek pro kyselinu a-linolenovou a moroktovou

Limity testovanych parametrti byly prevzaty ze specifikace uvedené v Ceském lékopise.
[47]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

9.2 Povrchové napéti emulgacnich ¢inidel

V ramci diplomové prace bylo stanoveno povrchového napéti vodnych disperzi kaseinatu
i jeho smési s dextranem v riznych pomérech CAS/DX. Tato analyza byla provadéna
s cilem zjistit, do jaké miry ma protein a komplex proteinu s polysacharidem t¢innost sni-
zovat povrchové napéti kontinualni faze. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4, spolu
s hodnotami povrchového napéti demineralizované vody, ktera byla pouzita pro kontrolu

piistroje.

Tabulka 4 - Povrchové napéti (ve) disperzi emulgatord CAS a komplexu CAS/DX

Emulgac¢ni ¢inidlo Yiuzo [MN-m] % [mN-m™]

CAS 72,40+0,04 47,30£0,10

5/5 46,10+0,04

CAS/DX T500 5/2 70,60 45,00£0,05
215 47.80+0,05

5/5 45.90£0,03

CAS/DX T10 5/2 72,20+0,01 48.20+0,01
215 47,00£0,02

Z Tab. 4 je ztejmé, ze vsechny disperze biopolymert, at’ uz samotného kaseinatu, tak i jeho
smési s dextranem, snizovaly povrchové napéti vody z cca 72 mN-m™ na hodnoty leZici
v intervalu od 45,0 do 48,2 mN-m™. Touto skutetnosti byla potvrzena schopnost proteinu
I komplexu snizovat povrchové napéti a pusobit v uvedenych koncentracich jako emulga-
tor. Rozdily mezi povrchovym napétim stanovenym pro CAS a jeho komplexy s dextra-

nem jsou nevyznamné.

9.3 Priprava a charakterizace emulzi

Jak jiz bylo uvedeno v teoretické ¢asti prace, emulze rybiho oleje byly ptipraveny pomoci
dvou homogenizacnich technik, a to homogenizatoru Ultraturax a ultrazvukového proceso-
ru. Pro pfipravu byly pouzity dvé koncentrace oleje 5 a 10 % a vodna faze obsahujici bud’
disperze samotného kaseinatu sodného o koncentracich 0,5 az 10 % hm., nebo smési ka-
seinatu s dextranem. Na zaklad¢ literarni reSerSe, konkrétné praci Nielsen [38]
a Zinoviadona [45] byly kaseinatové disperze pouzity bud’ v nativnim stavu, tedy

s neadjustovanym pH a dale s pH adjustovanym na hodnotu 9. Hodnoty pH neadjustova-
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nych vzorkl se pohybovaly v rozmezi 6,7-7,2 v zavislosti na mnozstvi kaseindtu. Kaseinat
spole¢nosti Sigma-Aldrich nebylo mozné upravit na niz§i hodnotu pH z divodu relativné
vysokého izoelektrického bodu (pI). Primémy pl kaseinu byl, dle informaci dodavatele,
4,6. pl jednotlivych kaseinovych frakci pak ¢inilo 4,2-4,7 pro a kasein, 4,6-5,1 pro p kasein
a 4,1-5,8 pro « kasein. [48] Proteolyzou P kaseinu vznika minoritni frakce zvana y kasein,
jehoz pl je 5,8-6,0. Mozné vyssi zastoupeni tohoto derivatu zpiisobilo pfi snizeni pH témét
okamzité vysrazeni proteint z roztoku pii snaze adjustovat pH 0,5 M kyselinou chlorovo-

dikovou. U komplext kaseinatu s dextranem pH upravovano nebylo. [27, s. 9]
9.4 Velikost ¢astic

9.4.1 Emulze ptipravené Ultraturaxem

Primé&rna velikost ¢astic emulzi pfipravenych Ultraturaxem se pohybovala v rozmezi od
0,36-5,67 pm. Vysledky shrnuje Tab. 5, ze které 1ze odvodit obecny trend, ktery ukazuje,
ze ¢im méné CAS bylo pouzito ke stabilizaci emulznich castic, tim vétsi mély velikost.
Stejny vysledek zaznamenali se své praci Nielsen a kol. [38] ve studii enkapsulace rybiho
oleje za pouziti emulgatoru CAS. Emulze byly pfipraveny rovnéz Ultraturaxem pii stej-
nych otackach, jaké byly zvoleny pro nasi diplomovou praci. Autoti ¢lanku pouzili Ultratu-
rax pro piipravu primarni emulze, kterd byla navic v dal§im kroku podrobena homogeniza-
ci vysokotlakym homogenizatorem, pii které byla velikost emulznich ¢astic dale zmense-

na.

v

Emulze stabilizované CAS o nejnizsich koncentracich (0,5 a 1 %) vykazovaly v den pfi-
pravy velké rozdily mezi jednotlivymi naméfenymi hodnotami z-average (tii replikatni
mefeni). Moznym diivodem Spatné opakovatelnosti mefeni byla skutecnost, ze pfipravené
Castice byly se svou velikosti na samé hranici méficiho limitu piistroje Zetasizer. Céstice
podléhaly Brownovu pohybu a difundovaly do prostedi o niz8i koncentraci. Laserovy pa-
prsek tak zachytil ¢astice rozdilnych velikosti, ¢emuz napovida i maximalni index polydis-
perzity. Nejmén¢ vhodnymi podminkami pro ptipravu emulzi byla tedy nizka koncentrace
CAS a vysokd koncentrace oleje. Béhem dal§iho meéteni (a to zvlasté u sonikovanych
emulzi) bylo pozorovano, ze v koncentraéni fade 0,5-10 % emulgatoru maji vzorky s 0,5 %
CAS nejvetsi Castice, jejichz velikost se skokové lisila od velikosti ostatnich emulzi, prav-
dépodobné z divodu nedostatku emulgatoru, ktery by pokryl povrch jednotlivych emulz-
nich kapek pfi jejich vzniku.
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Srovnanim velikosti ¢astic v emulzich pfipravenych s10 % CAS a velikosti castic
s komplexem CAS/DX lze ucinit zavér, ze Castice stabilizované komplexem jsou vyrazné
vétsi. Emulze s ptidavkem komplexu CAS/DX za pouziti DX T500 mély velikost ¢astic
0,53-3,01 um a s DX T10 1,26-4,76 um (Tab. 6). Pro srovnani, velikost ¢astic emulze, kde
byl emulgator pouze 10 % CAS, byla 0,39 um (5 % oleje) a 0,53 um (10 % oleje).

Zvyseni mnozstvi olejové faze se u emulzi stabilizovanych CAS/DX T500 projevilo pti
poméru emulgatort 2/5 a vyraznéji pii poméru 5/2, kdy emulze s obsahem oleje 10 % ob-
sahovaly ¢astice s dvojnasobnou velikosti ve srovnani s emulzemi, kde bylo oleje 5 %.
U emulzi s CAS a dextranem T10 se vétsi mnozstvi oleje projevilo zvétSenim emulznich

Castic, a to ve vS§ech pomérech CAS/DX, pii poméru 2/5 vSak nejméné.

9.4.2 Emulze pripravené sonikaci

Velikost ¢astic sonikovanych emulzi se pohybovala v rozmezi 0,29-2,34 um (Tab. 5). Nej-
emulgatoru (0,5 %). U emulze ptipravené s 5 % CAS byl zaznamenan zajimavy efekt, a to
skokova zména velikosti ¢astic. Castice této emulze byly vyrazné vétsi ve srovnani
s emulzemi obsahujicimi jak 7,5 %, tak 2 % emulgatoru. Stejny efekt bylo mozno pozoro-
vat i u sonikovanych emulzi s pH disperzni faze adjustovanym na hodnotu 9, ovsem rozdi-

ly ve velikostech nebyly tak patrné.

U emulzi se 7,5 % CAS a 10 % oleje byla velikost ¢astic < 0,5 pum. Pfi tomto sloZeni se
podafilo pfipravit emulze s velmi malou velikosti ¢astic a vhodnou hodnotou PDI, ktera
podava piehled o Sifce distribuce. U vzorkl s velkou $itkou distribuce pfistroj analyzoval
velikost ¢astic (z-average), avsak nepodal kompletni informace o populacich ¢astic, které

se nachazely za hranici 5 pm, coz je limitni hodnota pro méfeni pouZzitym pfistrojem.

Velikosti castic stabilizovanych komplexem CAS/DX byly opét vétsi, pokud byl pouzit
dextran s nizsi molekulovou hmotnosti T10 (ne vsak tak markantn¢ jako pii ptipravé Ultra-
turaxem) a pomér emulgatora v komplexu nebo koncentrace olejové faze nemély na veli-

kost ¢astic vyrazny vliv (Tab. 6).
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Tabulka 5 - Velikost ¢astic emulzi stabilizovanych CAS stanovena v den ptipravy. Obsah
olejové faze 5 % (5/95) a 10 % (10/90). pH emulze bylo nativni pH = 7 nebo adjustované na
pH=9

CAS Z-average (Ultraturax) [nm]

[%0] 5/95; pH 7 10/90; pH 7 5/95; pH 9 10/90; pH 9
0,5 1,760,00 2,7+0,00 1,120,09 5,67+0,03
1 1,32+0,22 2,45+0,33 1,12+0,03 3,35+0,22
2 0,53+0,07 1,24+0,24 0,78+0,04 2,49+0,09
5 0,36+0,01 1,22+0,18 0,99+0,09 1,21+0,17
7,5 0,39+0,01 0,91+0,06 0,62+0,03 0,70+0,06
10 0,39:0,00 0,53+0,03 0,43+0,01 -

CAS Z-average (sonikator) [pum]

[%%6] 5/95; pH 7 10/90; pH 7 5/95; pH 9 10/90; pH 9
0,5 1,26+0,18 2,34+0,43 1,49+0,32 1,67+0,27
1 0,94+0,11 0,53+0,02 0,49+0,04 1,35+0,29
2 1,02+0,21 1,12+0,24 0,38+0,03 0,29+0,00
5 1,30+0,19 1,94+0,22 0,55+0,01 0,77+0,03
75 0,30-0,00 0,46+0,01 0,360,00 0,34+0,00
10 0,29+0,00 0,29+0,00 0,34+0,00 0,50+0,01

Tabulka 6 - Velikost ¢astic s komplexem CAS/DX v den ptipravy (Ultraturax, sonikator).
Obsah olejové faze ¢inil 5 % (5/95) a 10 % (10/90)

o/v CAS/DX Z-average [um]
Ultraturax sonikator
CAS/DX CAS/DX CAS/DX CAS/DX
T500 T10 T500 T10

5/95 5/5 0,77+0,20 | 1,50+0,34 | 0,29+0,00 | 0,34+0,01
10/90 5/5 0,78+0,21 | 3,51+0,45 | 0,30+0,01 | 0,32+0,00
5/95 2/5 1,854020 | 4,76+0,48 | 0,29+0,01 | 0,39+0,01
10/90 2/5 3,01+0,47 | 4,56+0,56 | 0,32+0,01 | 0,34+0,01
5/95 5/2 0,53+0,10 | 1,26£0,04 | 0,30+0,00 | 0,35+0,00
10/95 2/5 1,03+0,18 | 3,88+0,31 | 0,39+0,01 | 0,30+0,01
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9.4.2.1 VIliv adjustace pH na velikost éastic

Adjustace vodné faze emulze na pH 9 zpusobila nartst velikosti Castic ve srovnani
s emulzemi, kde pH ztstalo nativni (Obr. 14). Emulze stabilizované 0,5 % CAS obsahova-
ly ¢astice o pramérné velikosti (5,67+0,03) um, coz je opét na hranici detek¢niho limitu
Zetasizeru. Diuvodem narustu velikosti emulznich kapek pii pH 9 je zména konformace
kaseinovych micel, které je stabilizuji. Tyto vysledky se shoduji se zavéry védct Liu a Guo
[49], ktefi pii studiu zavislosti struktury a vlastnosti kaseinovych micel na ménicim se pH
potvrzuji, ze pii vysSim pH dochazi k elektrostatickému odpuzovani mezi molekulami ka-
seinu v kaseinové submicele. Struktura kaseinové micely je tedy kompaktnéjsi pii nizkych

podnotéach pH a volngjsi pii vysokém pH, coz ovliviiuje i velikost emulznich Castic.

z-average [um]
w

1 1 I H 1 I H 1 . ’_‘ 1 |_| )
0,5 1 2 5 7,5 10
CAS [%]

mpH 9 EpH 7 |

Obrazek 14 - Emulze o/v 10/90 stabilizované CAS v koncentracich

0,5-10 % pripravené Ultraturaxem pii pH 7 a 9
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9.4.2.2 Vliv koncentrace olejové fize na velikost Cdstic

S vys$§im mnozstvim oleje v emulzi se zvétsovala i velikost ¢astic. To 1ze vysvétlit tim, Ze
v emulznim systému bylo pii vétSim mnozstvi oleje mén¢ dostupného stabilizujiciho mate-
rialu. Typicky piiklad zobrazuje Obr. 15. Vyjimku tvofily emulze obsahujici komplex
CAS/DX T10 ve vSech tfech zvolenych pomérech, ptipravené pomoci sonikatoru. V tomto

ptipad¢ byly ¢astice 0 0,02-0,05 um vétsi pii niz§im obsahu oleje (Tab. 6).

2,5 —

z-average [um]
=
w

0'5 _ I H ’_‘
0 1 1 1 . 1 l 1 . J
7,5 10

05 1 2 5
CAS [%]
| W 5% 0 10% |

Obrazek 15 - Emulze (pH 7) stabilizované CAS v koncentracich 0,5-10 %

pfipravené Ultraturaxem. Obsah olejove faze 5a 10 %

9.4.2.3 Vliv pFipravy emulzi na velikost Edstic

Sonikace poskytla emulze s mensimi ¢asticemi, pfedevsim pii koncentracich CAS > 5 %.
Zajimavé srovnani emulzi pfipravenych Ultraturaxem a sonikaci je uvedeno na Obr. 16.
Zatimco v piipad€ pouziti Ultraturaxu se velikost emulznich ¢éstic sniZovala s rostouci
koncentraci CAS postupné, u sonikovanych emulzi dochazelo ke zmenseni velikosti ¢astic

skokové, a to pti koncentraci CAS = 7,5 %.
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Obrazek 16 - Emulze o/v 5/95 (pH 7) stabilizované CAS v koncentracich

0,5-10 % pripravené Ultraturaxem a sonikatorem

Nasledujici dva grafy znazoriuji, jak se projevila rozdilna metoda piipravy na emulzich
stabilizovanych komplexem CAS/DX. Obrazek 17 pfedstavuje emulze pfipravené Ultratu-
raxem a Obr. 18 emulze sonikované. Dilezitym poznatkem je, Ze sonikaci dochazi
ke zmenSeni Castic daleko efektivnéji. Ze srovnani obou obrazka vyplyva, Ze velikost ¢as-
tic v emulzich ptipravenych sonikaci leZi v oblasti nanometrt, zatimco emulze homogeni-

zované Ultraturaxem obsahuji ¢astice s velikosti v fadu mikrometrd.
Zajimavé dale je, ze sonikaci se eliminuje negativni vliv vétStho mnoZstvi oleje na rist
velikosti ¢astic a emulzni kapky tvofené vétsim mnozstvim oleje jsou dokonce o néco

mensi (tento jev se projevil jen v ptitomnosti CAS/DX T10, ne v8ak pii pouziti DX T500).
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Obrazek 17 - Emulze o/v 5/95 a 10/90 stabilizované komplexem
CAS/DX T10 pfipravené Ultraturaxem
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Obrazek 18 - Emulze o/v 5/95 a 10/90 stabilizované komplexem
CAS/DX T10 piipravené sonikatorem
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9.4.2.4 Vliv typu pouZitého emulgdtoru na velikost Castic

Obrazek 19 ilustruje, ze pti poméru CAS/DX 2/5 vznikaly vétsi emulzni Castice, predev§im
pokud byl pouzit dextran s niz§i molekulovou hmotnosti T10. Pro srovnani byla stanovena
i velikost ¢astic v disperzi obsahujici pouze komplex CAS/DX bez ptidavku oleje (data
nejsou uvedena). Rovnéz v tomto ptipadé byla pozorovana vétsi velikost disperznich ¢as-
tic, které obsahovaly CAS a DX s nizsi molekulou hmotnosti. Velikosti ¢astic v emulzich
klesaji v potadi pomért emulgatorii CAS/DX 5/2 < 5/5 < 2/5 jak pfti pouziti Ultraturaxu,

tak i sonikatoru.
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45 + oR0y
4 r —
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B 5 % oleje, DX T500 010 % oleje, DX T500
m 5 % oleje, DXT10 10 % oleje, DX T10

Obrazek 19 - Emulze o/v 5/95 a o/v 10/90 stabilizované dextranem T10
a T500 v komplexu s CAS, piipravené Ultraturaxem

9.4.3 Stabilita emulzi

Velikost ¢astic emulzi ptipravenych na Ultraturaxu, stabilizovanych CAS v koncentracich
0,5; 1 a2 %, se umérné zvétsovala s prodluzujici dobou jejich skladovani (4-8 °C). Napii-
klad v emulzi s obsahem 2 % CAS béhem 8 dnti pozorovani rostla velikost ¢astic z hodno-
ty (0,53+0,07) um na (1,70+£0,40) um pii obsahu oleje 5 % a z (1,24+0,24) um na
(2,67+0,28) um pii 10 % oleje. Emulze s koncentraci CAS > 5 %, u kterych béhem 8 dni
nebyly pozorovany vyraznéjsi zmény ve velikostech ¢astic (Obr. 20-22), byly sledovany
jeste dalsi 20 dnu, takze po dobu 28 dnti nebyly u téchto vzorkl pozorovany vyznamnéjsi
zmény. Emulze s adjustovanym pH 9 byly sledovany po kratsi dobu. Divodem byla jejich

nestabilita a pfitomnost velkych ¢astic ihned po ptipravé.
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Sonikované emulze byly, S mirnymi zménami zaznamenanymi u emulzi s nizs$i koncentraci
emulgatoru, stabilni 13 dnt, po které byly sledovany. Na Obr. 20-22 jsou zobrazeny vy-
sledky stabilitniho testu emulzi s obsahem CAS 5; 7,5 a 10 %, které byly stabilni po dobu
8 az 10 dnu.
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Obrazek 20 - Stabilita emulzi s obsahem CAS 5 %
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Obrazek 21- Stability emulzi s obsahem CAS 7,5 %
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Obrazek 22 - Stability emulzi s obsahem CAS 10 %

Emulze stabilizované komplexem CAS/DX T500 byly stabilni po 13 dnd a zmény ve veli-

kostech castic v zavislosti na ¢ase byly minimalni. Stabilita nebyla rovnéZ ovlivnéna po-

mérem emulgatort. Emulze s komplexem CAS/DX T10 byly nestabilni, a proto byly sle-
dovany pouze 3 dny. Obrazky 23-25 ilustruji zmény v emulzich s DX T500 v komplexu

s CAS. Ziejma je mala velikost ¢astic u sonikovanych emulzi a jejich vyznamna stabilita.

Naopak velké ¢astice emulzi ptipravenych na Ultraturaxu vykazuji rozdilné chovani, které

je ovlivnéno obsahem olejové faze. V emulzich s CAS/DX 2/5 s 5 % oleje, velikosti ¢astic

s ¢asem rostou. V tomto systému doSlo nejprve ke zmenSeni velikosti emulznich kapek

a poté (po 9. dni) nastal jejich rist, jak je vidét na Obr. 24,
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Obrazek 23 - Stabilita emulzi stabilizovanych komplexem CAS/DX T500

V poméru 5/5
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Obrazek 24 - Stabilita emulzi stabilizovanych komplexem CAS/DX T500

V poméru 2/5
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Obrazek 25 - Stabilita emulzi stabilizovanych komplexem CAS/DX T500

V poméru 5/2

Zmény probihajici v emulzich b&hem skladovani bylo mozno sledovat i pomoci
distribu¢nich kiivek, predstavujicich celou populaci €astic pfitomnych v daném vzorku.
Vybrané distribuce jsou, jako pifiklad, uvedeny na Obr. 26 a 27. Distribuce jsou bimodalni,
coz znaci pritomnost dvou populaci ¢astic o rozdilnych velikostech. V Tab. 7 je mozné
sledovat, ze prumérnd velikost Castic sonikovanych emulzi, obsahujicich komplex
CAS/DX T500 v poméru 5/2 s5 % oleje se zménila V rozmezi 0,07 um béhem13 dnu
skladovani. Castice jsou v tomto vzorku uniformni, coz Ize usuzovat i z nizké hodnoty
indexu polydisperzity (0,27-0,34). Prvni populace ¢astic v sonikovanych emulzich (prvni
pik) predstavovala emulzni kapky o mensi velikosti (0,4-0,5 pm). Zastoupeni velkych
¢astic (v mikronové oblasti, pik 2) se s prodluzujicim se ¢asem skladovani snizovala. Na
Obr. 26 je tento druhy pik zndzornén pouze jako zlomek populace velkych ¢astic, které

Zetasizer nebyl schopen dale analyzovat.

Druha ¢ast tabulky uvadi stejné parametry emulzi pripravenych Ultraturaxem s obsahem
komplexu CAS/DX T500 v poméru 5/5. U téchto emulzi byl zaznamenam vétsi posun ve
velikostech castic. Populace mensich Castic se snizovala a populace vétSich ¢astic rostla.
Bimodalni ktivky, v porovnani s kiivkami sonikovanych emulzi, zménily ode dne ptipravy
tvar i velikost. Lze tedy predpokladat, Ze chovani studovanych emulnich systémi ovliviiuje
jak rozdilny pomér emulgatoru CAS/DX, tak vybér homogeniza¢niho zafizeni, které

vyrazné¢ ovlivnilo pocatecni velikost ¢astic 1 jejich naslednou stabilitu.
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Tabulka 7 — Zmény velikosti ¢astic (z-average), Sifky distribuce (PDI) a zastoupeni kazdé

z populaci ¢astic ve vzorku; (S) - emulze sonikované, (U) - pfipravené Ultraturaxem.

Emulze byly stabilizovany CAS/DX T500

Vzorek Cas Z-average PDI Velikost podle Zasto_upeni podle
(dny] (] intezity [pum] objemu [%0]
pik 1 pik 2 pik 1 pik 2
CAS/DX 1 0,30 0,27 0,4 4,2 86 14
(S) 5 0,37 0,34 0,5 4,8 93 7
13 0,31 0,28 0,4 4,7 97 3
CAS/DX 1 0,52 0,69 0,2 15 8 92
L) 5 154 0,87 0.1 19 2 98
13 1,80 0,85 0,2 2,2 2 98
T T

intenzita [%]
e

..........................................

...............................................

Y

100 1 CeCH ILEEEL
wvelikost castic [hml

15. den

— po piiprava 3. den

Obrazek 26 - Zmény distribuce velikosti ¢astic béhem skladovani;

emulze

o/lv. 5/95 stabilizované komplexem CAS/DX T500

vV poméru 5/2 ptipravené sonikatorem
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——— po pfipravé J.den —— 13. den

Obrazek 27 - Zmény distribuce velikosti ¢astic béhem skladovani;
emulze o/v 10/90 stabilizované¢ komplexem CAS/DX T500

Vv poméru 5/5 ptipravené Ultraturaxem

9.5 Mikroskopie

Snahou této casti studie bylo objektivnéji posoudit populaci velkych ¢astic v emulzi, které
nejsou detekovatelné pomoci Zetasizeru. K tomuto ucelu byl nejprve pouZit analyzator
Castic Mastersizer 3 000, Malvern Instruments, Ltd. s mokrou dispergacni jednotkou,
s rozsahem méfeni 0,01-3 500 um. U analyzatoru se vSak brzy po zacatku studie projevila
zavada a musel byt odeslan na opravu. Alternativné bylo proto zvoleno mikroskopické
pozorovani (optickd mikroskopie), které o velikosti ¢astic také poskytuje dilezité informa-
ce. Pfedmétem zajmu bylo i pouziti skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM), kte-
rym by bylo mozné sledovat povrchy Castic a interakce na povrSich emulznich kapek. Pro
tento ucel je vSak nutné nejprve vyvinout metodu, jak vhodné zafixovat emulzni ¢astice na
pevny substrat.

Na Obr. 28 je mozné sledovat rozdil ve velikosti Castic emulzi ptipravovanych Ultratura-
xem a sonikatorem. Na levé ¢asti obrazku jsou patrné emulzni kapky s rozdilnou velikosti,
z ¢ehoz lze usuzovat na Sirokou distribuci velikosti ¢astic. Obrazek 29 ilustruje vétsi casti-
ce emulze ptipravené Ultraturaxem S obsahem oleje 5 % (vlevo) a castice sonikované

emulze s 10 % oleje (vpravo), u kterych je mozno sledovat pocinajici agregaci Castic.
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20k B0 o)
Obrazek 28 - Mikroskopicka struktura kapek emulzi stabilizovanych 10 % CAS o rozdil-

nych koncentracich oleje pripravenych Ultraturaxem (levy obrazek; o/v 10/90) a sonikato-

rem (pravy obrazek; o/v 5/95)

Obrazek 29 - Mikroskopicka struktura kapek emulzi stabilizovanych komplexem
CAS/DX T10 2/5 o rozdilnych koncentracich oleje piipravenych Ultraturaxem (levy obra-
zek; o/v 5/95) a sonikatorem (pravy obrazek; o/v 10/90)

9.6 Zeta potencial

Zavislost {-potencialu na koncentraci kaseinatu v emulzi je znazornéna na Obr. 30. Zaro-
ven obrazek ilustruje vliv dalsich proménnych, jako je zplsob piipravy emulze ¢i mnozstvi
olejové faze. Z vysledkl vyplyva, Ze CAS, ktery stabilizuje emulze ma pii neadjustovaném
pH (6,7 — 7,2), tedy pii pH hodnotach vyssich nez jejich isoelektricky bod, negativni naboj.
Z Obr. 30 je ztejmé, ze kiivka zavislosti {-potencidlu na koncentraci pouzitého emulgatoru

ma typicky tvar, ktery je obdobny pro vSechny emulze, at’ uz jsou pfipraveny Ultraturaxem
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lizované kaseinatem o této koncentraci by mély vykazovat nejvétsi stabilitu.

Obrazek 31 ilustruje obdobné emulze s disperznimi fazemi adjustovanymi na pH 9. U téch-
to emulzi neni na prvni pohled pfima zavislost -potencidlu na koncentraci CAS. Nejnizsi
hodnoty (-potencialu dosahuje sonikovana emulze o/v 5/95 s2 % CAS. Predpoklad, ze
pii Vyss§i koncentraci CAS bude dosazeno nizsich hodnot {-potencialu, nebyl zcela proka-

zan.

U emulzi s kaseinatem a dextranem (CAS/DX) byl (-potencial nizsi nez —30 mV, coz je
hodnota obecné udavana pro dosazeni stabilnich disperznich systému (Obr. 32-33). Vy-
sledky méfeni castic i indexu krémovéani vSak ukdzaly, Ze pouziti smési kaseinatu
s dextranem neposkytovalo stabilngj$i emulze ve srovnani se samotnym CAS. Jourdain
a kol. [50] ve své praci uvadi, ze se {-potencial po pridavku polysacharidu (dextran sulfat)
ke kaseinatu snizil a vykazoval vice zdporné hodnoty. Hodnota (-potencidlu samotného
kaseinatu sodného byla —32 mV a po pfidani dextran sulfatu —55 mV. V nasi studii se
{-potencial samotného CAS a komplexu CAS/DX tak vyrazné nelisil. Jednou z moznych
pti¢in téchto vysledku je nedokonala tvorba komplexu kaseinat-dextran. V diplomové pra-
ci bylo pouzito pro jeho tvorbu zahtati rozpusténych smési CAS/DX na 40 °C a jejich na-

sledné ochlazeni.
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Hodnota (-potencialu byla ovlivnéna procesem emulgace a mnozstvim piidaného oleje.
V piipad¢ emulzi pripravenych Ultraturaxem méla nejniz$i hodnotu -potencialu,
(—50,0+0,4) mV, emulze s CAS/DX T500 v poméru 5/2 a 10 % oleje (Obr. 32). U soniko-
vanych vzorki byla situace obdobna a komplexy emulgatora snizovaly vice (-potencial
emulzim 10/90. Nejniz§i hodnoty (-potencialu, (—57,8+1,2) mV, dosahovala emulze
s CAS/DX T10 v poméru 5/2 a 10 % oleje (Obr. 33). Vyjimkou byl {-potencial sonikované
emulze stabilizované CAS/DX T10 vpoméru 5/5 s5 % oleje, dosahujici hodnoty
(—56,5+0,7) mV.

CAS/DX CAS/DX CAS/DX CAS/DX CAS/DX CAS/DX
T500 5/5 T105/5 T500 2/5 T102/5 T500 5/2 T105/2

-10
-20

-30

40 B o i =1

-50 L L

zeta potencial [mV]

-60

-70

Mbezoleje T5% O10%

Obrazek 32- Emulze stabilizované komplexem CAS/DX (T500 a DXT10)
ptipravené Ultraturaxem
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zeta potencial [mV]
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-70
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Obrazek 33 - Emulze stabilizované komplexem CAS/DX (T500 a DX T10)

pripravené sonikatorem
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9.7 Index krémovani

Index krémovani byl stanoven podle (Rov. 13) z méfeni vysky vrstvy krémovani
(v milimetrech), které bylo provedeno vzdy u nové pfipravenych emulzi i béhem sledovani
jejich stability (obvykle kazdé 3 dny). V druhé poloving pozorovani byly vzorky sledovany
po delsich ¢asovych intervalech. Métfeni vysky krémovani bylo v nékterych ptipadech ob-
tizné, a to zvlasté u emulzi s vyS$imi koncentracemi kaseinatu, kde hranice mezi emulzi
a vrstvou krémovani nebyla vzdy zcela zietelna. S vyssi koncentraci CAS byla emulze pod
krémovaci vrstvou tmavsi diky vétsi koncentraci ¢astic. Emulze s nizsi koncentraci CAS

byly vice transparentni a bila vrstva krémovani s emulzi jasné kontrastovala.

Ke konci studie vzorky vykazovaly nepiijemné senzorické vlastnosti, coz lze pficitat pfi-
tomnosti vzniklych sekundarnich oxida¢nich produkti pouzitého rybiho oleje. Nékteré
vzorky rovnéz ménily zhruba po 40 dnech barvu. Vzorky s CAS ptipravené Ultraturaxem
tmavly nebo se pod vrstvou krémovani zacalo objevovat slabé oranzové zbarveni. Vzorky
ptfipravené sonikaci mély nariizovélou krémovou vrstvu. Tyto barevné zmény mohly byt

projevem pocinajiciho mikrobialniho rozkladu.

9.7.1 Emulze pFripravené pomoci Ultraturaxu

Vsechny emulze stabilizované CAS s neadjustovanym i adjustovanym pH byly v den pfi-
pravy stabilni. V pribéhu sledovani stability vSak bylo patrné, Ze nizk4 koncentrace CAS
nedokaze stabilizovat vzniklé kapky disperzni faze, které se shlukovaly (pravdépodobné
vlivem mustkové flokulace) a shromazd’'ovaly na povrchu emulze. Obrazek 34 zaroven
ukazuje, Ze emulze s vy$sim obsahem CAS byly stabilni zhruba dva tydny. Pii koncentraci
CAS 10 % se krémovani neobjevilo viibec. Po 60 dnech vsak i tato emulze jevila znamky

nehomogenity.

Vyssi koncentrace olejové faze vedla k rychlejsimu a vyraznéjsimu nastupu krémovani
(Obr. 35). U emulzi s pomérem o/v 10/90, kde bylo pouzito CAS s koncentracemi niz$imi
nez 5 %, doslo ke krémovani jiz v prvnich dnech, emulze s 5 % CAS byla stabilni 8 dnd,

emulze 7,5 % CAS 15 dnti a emulze 10 % CAS zacala mirn¢ krémovat po 18 dnech.
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Na Obr. 36 a 37 je znazornén vyskyt vrstvy krémovani u emulzi s adjustovanym pH a roz-
dilnymi obsahy olejové faze. Vrstva krémovani se u téchto vzorku zacala tvotit rychleji,
predevsim u emulzi s vys$§im obsahem CAS. Naptiklad emulze s 7,5 % CAS a 10 % oleje,
pfi neadjustovaném pH, méla IC = 16 % az v 18. den sledovani, zatimco stejnd emulze
s adjustovanym pH krémovala jiz 5. den IC = 19 %. Pii vyssi koncentraci oleje bylo opét

zaznamenano intenzivnéjsi krémovani.
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Obrazek 34 — Index krémovani emulzi o/v 5/95 s piidavkem CAS v koncen-
tracich 0,5; 1; 2; 5; 7,5 a 10 % ptipravenych Ultraturaxem (pH =7)
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Obrazek 35 — Index krémovéani emulzi o/v 10/90 s piidavkem CAS
v koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 7,5 a 10 % pripravenych Ultraturaxem (pH = 7)
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Obrazek 36 - Index krémovani emulzi o/v 5/95 s ptidavkem CAS
Vv koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 7,5 a 10 % piipravenych Ultraturaxem (pH = 9)
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Obrazek 37 - Index krémovéani emulzi o/v 10/90 s ptidavkem CAS
v koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 7,5 a 10 % pftipravenych Ultraturaxem
(pH =9)

Mirné kolisani vysky vrstvy, a tedy i indexu krémovani v ramci nékolika procent, bylo
pravdépodobné disledkem manipulace se vzorky béhem pozorovani. Ve vétSing piipadii
bylo dosazeno maximalniho IC pfiblizn€ po 17 dnech od ptipravy. V dalSich dnech se vys-

ka vrstvy snizovala a stabilizovala.

Efekt snizovéani vrstvy krémovani s Casem bylo mozné vysvétlit destabilizaénimi pochody,
probihajicimi v emulzi béhem skladovani. Pokud by doslo ke koalescenci vice emulznich
kapek, ptitomnych v krémovaci vrstvé v jednu, jeji objem by se zvysil, ale celkovy povrch
nové kapky by se zmensil. Tim by mohlo dojit k uvolnéni piebytecného stabilizujiciho
materialu z povrchu kapek (CAS), ktery by se piesunul do kapalné, disperzni faze. Tomuto
procesu by napovidala i zména barvy emulze pod krémovaci vrstvou. S ¢asem tak pravde-
podobné miiZe dochazet u stanoveni rovnovahy mezi vrstvou emulznich kapek a disperzni

fazi.
9.7.2 Emulze pripravené pomoci sonikatoru

U sonikovanych emulzi dochazelo ke krémovani brzy po jejich piipravé. Kineticka stabili-
ta sonikovanych vzorkl byla nizkd. Vzhled emulzi byl mlé¢ny a po lehkém promichéani

homogenni. Cim byla vyssi vrstva krémovani, tim vice emulze pod ni ztracela na mlééném
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zabarveni. Podobné jako pfi pouziti Ultraturaxu byla pozorovana zavislost vysky vrstvy

krémovani na mnozstvi oleje.

Index krémovani bylo o néco vyssi u emulzi s vyssim pH. Zde se mohlo projevit rozvoln¢-
ni polymerniho klubka a zvétSeni Castic stabilizujiciho materidlu, ktery rozsitil i vrstvu
krémovani. Podle Biana [27] vys$i pH roztoku snizi obsah fosforecnanu vapenatého, coz
vede ke snizeni hydrofobnich interakci mezi kaseinovymi bilkovinami a tedy zvysené roz-
pustnosti kaseinovych micel. Otazkou zlstava, zda fosforecnan obsazeny v micelach
V minoritnim mnozstvi mize natolik ovlivnit strukturu micel. Dosazené vysledky by tuto

moznost mohly potvrzovat.

U emulze stabilizované 7,5 a 10 % CAS se v prvnim tydnu skladovani vyska vrstvy kré-
movani vyrazné¢ meénila, poté jejich index krémovani vyrazné stoupl a znovu se po Case

snizoval. Emulze s niz§imi koncentracemi CAS ziistavaly prakticky neménné.

Pokud jde o vzhled emulzi, vzorky s 2 % CAS a 5 % CAS vykazovaly od poc¢atku rozdilné
chovani, které se odrazelo v odlisné barvé. Emulze s koncentrace CAS < 5 % byly mlécné

a s vyssi koncentraci CAS vykazovaly pouze slaby zékal.

9.7.3 Komplex kaseinat-dextran

Krémovani probihalo i u emulzi stabilizovanych kaseinatem a dextranem. Zvoleny typ
hydrokoloidu, dextran, na prvniho pohled nesplnil pfedpoklad prevence krémovani modi-
fikaci reologickych vlastnosti kontinualni faze. Dickinson [22] popisuje jev, kdy pii pfilis
nizké koncentraci hydrokoloidu ma tato latka na emulzi destabilizujjici vliv. Diky deplec-
ni flokulaci, vyvolané neadsorbovanym hydrokoloidem, se posili separace fazi. Pii vySsi
koncentraci hydrokoloidu by mélo byt krémovani inhibovano, vzhledem k viskoelastické-

mu chovani propojenych oblasti emulze, vytvarejicich gelovitou strukturu.

V den piipravy emulze pfipravené obéma zptsoby nekrémovaly; 3. az 5. den byla vyska
vrstvy krémovani jiz znatelnd a obdobnd pfi pouziti dextranu S vysokou nebo nizkou mole-
kulovou hmotnosti. Emulze o/v 10/90 s komplexem CAS/DX 2/5 byla stabilni, nekrémuyji-
ci, po dobu 20 dnti (Obr. 40).
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo ptipravit emulze, resp. pre-emulze, obsahujici rybi ole;j.
Pre-emulze jsou obvykle vyuzivany jako prvni krok pifed dal$im emulga¢nim procesem,

ktery se provadi za ti€elem nasledného zmenseni velikosti ¢astic a posileni stability emulzi,

napf. pomoci vysokotlakého homogenizatoru.

Snahou této pilotni studie bylo realizovat kompletn¢ biologicky systém bez piidani klasic-
kych povrchové aktivnich latek. Zvoleny stabilizujici material (kaseinat sodny), ktery za-
roven slouzil jako emulgac¢ni Cinidlo snizujici povrchové napéti mezi olejovou a vodnou
fazi, byl ptirodniho ptivodu. Pfedmétem zajmu byla koncentrace tohoto emulgatoru, ktera
by optimdlné pokryla povrch emulznich kapek a byla schopna je dostate¢né stabilizovat.
Dale bylo studovano, zda dojde k prikaznym zménam chovani emulznich systémi po pii-

dani komplexu ptivodniho emulgatoru proteinové povahy s polysacharidem, dextranem.

Predstavenou studii bylo zjisténo, ze nejvétsi vliv na velikost emulznich ¢astic, jejich dis-
tribuci a stabilitu ma zpiisob piipravy. Sonikaci (pfi vysSich koncentracich stabilizujiciho
materialu) byly pfipraveny homogennéjsi emulze s izkou distribuci s malou velikosti ¢as-
tic. Emulze vystavené smykovému namahani na Ultraturaxu mély vétsi castice a byly mé-
né stabilni. Na jejich vlastnostech se vyraznéji projevily zmény slozeni, jako pH disperzni

faze, vyssi obsah oleje a typ emulgaéniho ¢inidla.

Meéteni (-potencidlu prokazalo, Ze po piiprave€ nesly emulzni ¢astice zaporny naboj, diky
kterému se vzajemné se odpuzovaly a zpocatku nejevily sklon k vyraznym projevim fyzi-
kalni nestability. Béhem nékolika dnii vSak dochazelo k vizualné€ pozorovatelnym zménam.
Na povrchu emulzi vznikala vrstva krémovani, a to v zavislosti na pocate¢nim mnozstvi

stabilizujici latky a koncentraci emulgované faze.

Pouziti komplexu protein-polysacharid, jako stabilizatoru emulznich kapek, neposkytlo
prukazné lepsi vysledky, co se tyka jak velikosti ¢astic, tak stability emulze. Moznym d-
vodem bylo nedostate¢né vytvoreni komplexu mezi kaseinatem a dextranem. Nalezeni
postupu vedouciho k lepsi tvorbé komplexu téchto emulgatord, napf. suSenim, by proto

mohlo byt namétem pro dalsi vyzkum.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MK
SFA
MUFA

PUFA, PUFA-LC

TEWL
EPA
DHA
HLB

GC

HPLC

TLC
CD
CT
DLC

PDI

CAS

DX
CAS/DX
IC

SEM

mastna kyselina
nasycena mastna kyselina (z angl. saturated fatty acid)
monoenova mastné kyselina (z angl. monounsaturated fatty acid)

polynenasycena mastna kyselina nebo polynenasycena mastna kyseli-
na s dlouhym fetézcem (z angl. polyunsaturated fatty acid with long

chain)

transepidermalni ztrata vody (z angl. transepidermal water loss)
eikosapentaenova kyselina

dokosahexaenova kyselina

hydrofilné-lipofilni rovnovéha

plynova chromatografie (z angl. gas chromatography) nebo také ply-

novy chromatograf

kapalinova chromatografie (z angl. high-performance liquid chroma-
tography)

tenkovrstva chromatografie (z angl. thin layer chromatography)

obsah celkovych dienti

obsah celkovych trient

dynamicky rozptyl svétla (z angl. dynamic light scatering)

index polydisperzity neboli Sifka distribuce (z angl. polydisperzity
index)

kaseinat sodny

dextran

komplex kaseindtu a dextranu

index krémovani (z angl. index of creaming)

skenovaci elektronovy mikroskop (angl. scanning electron microsco-

pe)
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