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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se v teoretické casti zabyva systémy, které jsou vhodné pro
enkapsulaci aktivnich latek. Zabyva se rovnéz interakcemi mezi proteiny a polysacharidy,
u kterych je mozny vznik komplext. Déle jsou charakterizovany i aktivni latky vhodné pro
enkapsulaci do komplexii. V rdmci experimentdlni casti byly pfipraveny komplexy
chitosan/kaseinat sodny a chitosan/hydrolyzat s6jového proteinu s obsahem aktivni latky
(curcumin). Byly sledovany fyzikalné—chemické vlastnosti jednotlivych biopolymera

a komplexd, jako je zeta potencidl, velikost ¢asti a mikrostruktura komplexa.

Kli¢ova slova: enkapsulace, chitosan, kaseindt sodny, curcumin, protein, polysacharid,

komplex.

ABSTRACT

In the theoretical part, this bachelor thesis deals with systems that are suitable for
encapsulation of active substances. It also deals with interactions between proteins and
polysaccharides where complex formation is possible. Active substances suitable for
encapsulation into complexes are also characterized. In the experimental part, complexes of
chitosan / sodium caseinate and chitosan / soy protein hydrolysate containing active
substance (curcumin) were prepared. Physico-chemical characteristics of individual
biopolymers and complexes were monitored, such as zeta potential, size and microstructure

of complexes.

Keywords: encapsulation, chitosan, sodium salt of casein, curcumin, protein,

polysaccharide, complex.
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UvVOD

Enkapsulace se pouziva jiz vice nez 60 let, avSak v posledni dob¢ je stale vice studovana.
Diive se pouzivala enkapsulace aktivniho materidlu pouze pro potravinaisky
a farmaceuticky primysl, oblast pouziti se vSak rozrostla a techniky enkapsulace se pouzivaji
v mnoha dalSich odvétvich. Napiiklad ve farmaceutickém primyslu jsou bézné¢ zkoumany
procesy inkorporace riznych Ié¢ivych latek a vitamint do polymernich kapsli. V kosmetice

pak jde ptfedevsim o zabudovani hydratac¢nich, vonnych a antioxida¢nich aktivnich slozek.

Enkapsulace aktivnich slozek kosmetiky a produkti osobni péce se stala velmi oblibenou,
atraktivni a technologicky proveditelnou metodou. Piestoze je pouziti systému pro lokalni
podavani latek v kosmetice slibnou aplikaéni oblasti, zbyva toho jesté v riznych metodach
enkapuslace mnohé objasnit. Je tfeba provést dalsi vyzkumy, aby bylo mozné lépe
porozumét materidlovym modifikacim, jejich U¢inkim a prechodim v kazdé fazi,

od ptipravy az po jeho kone¢nou lokalni aplikaci.

Ve farmaceutickém primyslu se pfedev$im pouziva mikroenkapsulace, kterd umoziuje
ochranu 1éc¢iva pted okolnim prostfedim, stabilizuje citlivé latky, eliminuje nekompatibility
¢i maskuje neptijemné chuté. Hraje dilezitou roli jako systém podavani 1ékti s cilem zlepsit

biologickou dostupnost konvenénich 1ékti a minimalizovat vedlejsi Gi€inky.

Jelikoz v8ak jeden postup nemusi zajistit vyssi t€¢innost enkapsulace, je vyhodnéjsi vyuZit
kombinace riznych technik. Nejvice byly prozkoumany kombinace biopolymert,

komplexi, jako je napiiklad pH ¢i iontova sila.

V této praci byly pfipraveny a charakterizovany protein-polysacharidové komplexy na bazi
kaseinat-chitosan pro enkapsulaci curcuminu. Cilem bylo vybrat vhodny pomér proteinu
a polysacharidu pro enkapsulaci a sledovat fyzikalné-chemické vlastnosti jednotlivych

komplexi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ENKAPSULACE

Enkapsulace je definovana jako metoda pro zapouzdieni pevnych, plynnych nebo kapalnych
latek do uzavienych ¢astic, které uvolnuji sviij obsah za specifickych a kontrolovatelnych
podminek. Produkované castice maji obvykle priméry od néckolika nanometrii
az po milimetry. Tato metoda je rozsifend v nejruznéjSich pramyslovych aplikacich,
jako jsou farmaceutické, zemedélske, 1ékaiské a potravinarské, pticemz je Siroce pouzivana
pii enkapsulaci esencidlnich olejti, barviv, aromat, sladidel, mikroorganismti a dalSich.
Vyvoj enkapsulace se datuje od 50. let minulého stoleti, kdy se prvné vyrdbély

mikroenkapsulovana barviva. [1,2,3]

Obecné se castice sklada zjadra a obalu, kde jadro je tvoreno aktivni latkou a obal
sekunddrnim materidlem. Aktivni latky mizou byt latky rizného charakteru napt. vitaminy,
antioxidanty, probiotika, enzymy, pfirodni extrakty apod. Sekundarni material se nachazi
ve form& pevné latky, kapi¢ek nebo plynovych bublin. Casto se enkapsulace vyuziva
zdivodu nizké stability zminénych aktivnich latek v prostfedi, naptiklad pii jejich
zpracovani ¢i skladovani. Kapsle struktury jadra a obalu mizou mit rGzné tvary, jako jsou
koule nebo mikrokapsle. Mohou také byt jednojadrové, vicejadrové, matrixoveé

a mnohocetné. [2,4]
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1.1 Enkapsulaéni systémy

Systémy pro enkapsulaci bioaktivnich sloucenin mohou mit rtizné konfigurace a struktury
v zavislostech na materidlech, vyrobnim procesu a disperznim médiu. Konecna klasifikace
enkapsulovanych systémt je obtizna. Zakladnim rozdélenim mulze byt klasifikace
na matrixovy typ a typ jadro-obal, viz Obr. 1. U matrixového typu je enkapsulovany obsah
vice ¢i méné rovnomerne rozptylen v enkapsula¢nim materialu
a obecn¢ je pritomen také na povrchu matrixu. Zatimco systém typu jadro-obal se vyznacuje
vnéj$i membranou, kterd zcela zakryva jadro obsahujici bioaktivni slouceniny, jez nejsou
v piimém kontaktu s vnéj§im prostiedim. V idedlnim piipadé by m¢l byt material obalu
schopen omezit difuzi enkapsulovaného obsahu, ktery je v produktu. Jako materialy vhodné
pro vytvoieni obalu se nej¢astéji pouzivaji rizné vosky, tuky ¢i latky biopolymerni povahy,
jako jsou proteiny a polysacharidy. Enkapsulacni systémy mohou byt dale klasifikovany
podle matrixového typu jako molekuldrni inkluze, konjugacni komplexy,
protein—polysacharidové komplexy, micely, mikroemulze, polymerni c¢astice, emulze

a nanoemulze. [1]

Jadro - obal

A
A

A
Aa,

A
4 Enkapsulovany

obsah Vicevrstvy
plast

-
Matrixovy typ . Vicevrstvy

Potazeny matrix Obohacena
skofapka

& Vlcevsﬁva%

Lipof

Rezervoat

Velikost

s
Polymerni . ® @ @ L5 .
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.

Obr. 1: Klasifikace hlavnich enkapsulacnich systéemu pro bioaktivni slouceniny [1]
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1.1.1 Micely

Micely vznikaji spontanni agregaci amfifilnich molekul v rozpoustédle pti koncentraci
vys$i, nez je kritickd micelarni koncentrace (CMC). Pokud koncentrace povrchové aktivni
latky ztstdva nad CMC, jsou micely termodynamicky stabilni vii¢i rozpadu. Amfifilni
molekuly jsou povrchové aktivni latky, jejichz molekula je tvofena ze dvou Ccasti,
a to hydrofilni hlavi¢ky a hydrofobniho fetézce. Dale je miizeme délit na klasické a inverzni,

viz Obr. 2.

,\}Z&»« 4

O \/\_-_:J “:_,,"\_/"*
I ! N\
(a) (b)

Obr. 2: Struktura a) klasické micely v polarnim prostiedi a b) inverzni micely v
nepolarnim prostredi

Pokud jde o pouziti micel v kosmetice, je jejich pouziti vyznamné pii péci o plet. Amfifilni
povaha se vyuziva pro jemnéjsi a hydratacni Cistici prostfedky na oblicej. Micely na povrchu
pleti obklopi necistotu a odstrani ji. Tento zplsob Cisténi se vyhyba pouZivani drsnych

chemickych a Cisticich prostfedki, které mohou pokozku vysuSovat. [5,6,7]

1.1.2 Inkluzni komplexy

Inkluzni komplexy jsou naopak zaloZeny na sterické a hydrofobni interakci hydrofobnich
¢asti polysacharidového fetézce. Napiiklad amylosa je schopna tvofit komplex
s konjugovanou kyselinu linolovou diky své Sroubovicové molekularni struktufe,
jejiz molekuly mohou vytvaret sterické a hydrofobni interakce se slouceninami jako
naptiklad volné mastné kyseliny. Inkluzni komplexy jsou vSak G¢innégjsi, pokud je struktura
polysacharidu kruhovd, jako je tomu u cyklodextrind. Cyklodextriny jsou pfirozené se
vyskytujici cyklické oligosacharidy odvozené od Skrobu se Sesti, sedmi nebo osmi
gluk6zovymi zbytky sestavenymi do kruhu, které se skladaji z charakteristické vnéjsi
hydrofilni a vnitini hydrofobni ¢asti. Diky své struktufe mohou cyklodextriny ve vnitini

dutin€ pojmout nepolarni molekuly, které maji afinitu ke specifickym vlastnostem dutiny.
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Zaclenéni bioaktivnich molekul do cyklodextrinii mize vyznamné zvysit jejich rozpustnost

ve vode. [1]

1.1.3 Emulze a nanoemulze

Emulze jsou heterogenni disperzni systémy, které vznikaji dispergovanim vzajemné
nemisitelnych kapalin. Nanoemulze jsou emulze s extrémné malymi kapickami o velikosti
v rozmezi 20-200 nm, zatimco klasické emulze se vyznacuji vyssi velikosti kapicek,
ktera mize dosahovat az 1 pm. Nanoemulze se jevi jako prithledné nebo transparentni
s namodralym Tyndsallovym efektem, coz je rozptyl svétla bézn¢ pozorovany u vSech
koloidnich disperzi. Ve srovnani s béznymi emulzemi jsou kapi¢ky o nanorozmeérech
kineticky stabiln¢jsi, a to mé za nasledek niz$i tendenci nanoemulzi ke krémovani,
sedimentaci, flokulaci nebo koalescenci. Nanoemulze se obvykle ziskavaji mechanicky,
a to jak za pouziti vysokoenergetickych metod (naptf. homogenizace vysokym smykem,
vysokotlaké homogenizatory nebo ultrazvukové generatory), tak nizkoenergetickych

emulgacnich metod, jako je metoda fazové inverze (PIT). [1]

Vzhledem k technologickym vyhoddm a dostupnosti vyrobnich metod se v poslednich
desetiletich rozsitilo pouZiti nanoemulzi v potravinarstvi, kosmetice a farmacii. V kosmetice
se pouzivaji predevsim pro zajisténi spravného rozptyleni a nasledného vstiebani ¢innych

latek do ktize. [8,9]

1.1.4 Protein — polysacharidové komplexy

Komplexy proteint a polysacharidii vétSinou vznikaji na zaklad¢ elektrostatickych interakci
mezi opacn¢ nabitymi makromolekulami. Aby se dale sniZila volna energie systému,
tyto rozpustné komplexy dale agreguji, dokud jejich velikost a povrchové vlastnosti nevedou
ke wvzniku nerozpustnych komplexd. Poté dojde k makroskopickému rozdéleni fazi
kapalina — kapalina. V termodynamické rovnovaze vznika dvoufazovy systém, ktery se

sklada z koacervatové faze koexistujici s fazi bohatou na rozpoustédlo sub fazi. [10]
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1.2 Enkapsula¢ni metody

Pro proces enkapsulace bylo navrzeno né€kolik technik, avSak neexistuje zadna specificka
metoda, kterd by mohla byt povazovana za standardni a vhodnou pro riizné uc¢inné latky
a enkapsulované systémy. Pro vybér spravné techniky jsou dulezité¢ kliCové aspekty,
které je tfeba analyzovat, jako je typ a vlastnosti jadra, obalovy material, navrhovana
aplikace a vlastnosti konecného systému. Velikost, tvar a vnitini struktura ¢astic se znacné
lisi v zévislosti na zvoleném zpiisobu vyroby. Nejbéznéjsi enkapsulacni techniky jsou
napt. sprejové suseni, lyofilizace, potahovani ¢astic pii fluidizaci, koacervace, odparovani
rozpoustédla, mezifazova polymerace, emulgace, inkluzni komplexace, elektrosprejovy
systém a extruze. Pii enkapsulaci by méla byt zvolena metoda nadkladové efektivni a také

snadno rozsititelna. [11]

Vyroba enkapsulac¢nich systémi mize byt obecné provadéna mechanickymi procesy
zalozenymi na piistupu shora dolid (top-down), to znamena, ze dochazi k rozruSeni vétSich
systémi na Castice nebo kapic¢ky homogennich velikosti s pozadovanymi vlastnostmi,
nebo na fyzikalné-chemickych procesech zalozenych na ptistupu zdola nahoru (bottom-up)
k sestavovani molekuldrnich stavebnich blokl do strukturovanych systému (tj. mikroemulze
a nékteré biopolymerni nanocastice). Mensi systémy jsou obvykle matrixového typu,

jako jsou nanoemluze, micely, mikroemulze a molekularni komplexy. [1]

1.2.1 Mechanické procesy

Pti enkapsulaci se pouZzivaji mechanické procesy, jako naptiklad sprejové suSeni, lyofilizace,
mleti ¢astic na nanocastice, vysokotlaka homogenizace a dal§i. Sprejové suSeni patii
mezi nejstarS$i a nejrozSifengjsi techniky pouzivané pii vyrob€ enkapsulovanych latek.
Utinna latka v nosiéi je dispergovana, emulgovana &i rozpusténa a nasledné roztiisténa
sprejovanim. Dale se vytvofi malé kapicky, které se susi horkym cirkulujicim vzduchem,
jak mizeme pozorovat na Obr. 3. Velikost ¢astic se bézn€ pohybuje od 1 do 50 mikrometri.
Utinnost enkapsulace je ovlivnéna riiznymi parametry procesu, véetnd viskozity,
povrchového napéti roztoku, rozpustnosti jadra, vstupni teploty vzduchu, proudéni vzduchu
a vlhkosti. Hlavni vyhody této techniky je jeji jednoduchost, flexibilita, rychla vyroba

a nizké provozni néklady. [12]
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Obr. 3: Princip sprejového suseni
Tato bakaldiska prace je ale zaméfena predev§im na enkapsulaci s vyuzitim

fyzikalné-chemickych procest, které jsou dale popsany podrobnéji.

1.2.2 Fyzikalné — chemické procesy

Submikronové systémy lze také vyrabét pomoci fyzikalné—chemickych procesi zaloZzenych
na pfistupech zdola nahoru (bottom-up). Dochazi ke spontdnni asociaci molekul
nebo k vétsimu budovani blokti kolem bioaktivnich sloucenin. Proces lze kontrolovat
pomoci riznych faktorii jako je teplota, koncentrace, pH a iontova sila systému. [13]

Obecné je vyroba enkapsulovanych systému piistupem zdola nahoru (bottom-up) zaloZena
na rozpousténi bioaktivni slouceniny ve vhodném organickém rozpoustédle s naslednym
vysrazenim, ptidanim latky, ve které rozpustna neni, a v pfitomnosti stabilizatorti, jako jsou

povrchové aktivni latky nebo hydrokoloidy. [14, 15]

1.2.2.1 Fazova inverze (PIT)

Pokud dojde ke zméné¢ podminek, které stabilizuji emulzi urcitého typu, miize dojit k inverzi
fazi, kdy emulze dané¢ho typu olej ve vodé (O/V) ptechdzi na emulzi opacného typu,
a to voda v oleji (V/O), nebo naopak (Obr. 4). Pfi¢inou muze byt bud’ fyzikdlni zména
nebo chemicka reakce, pfevadéjici tenzid na latku stabilizujici opacny typ emulze. [16]

U neionickych povrchové aktivnich latek 1ze zmény chovani tenzidu dosdhnout zménou
teploty. Pii nizkych teplotach je objem hydratované hlavicky povrchove aktivnich latek vetsi

nez objem hydrofobniho fetézce, coz podporuje tvorbu O/V emulzi. Zatimco pii vysokych
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teplotach je objem dehydratované hlavicky povrchové aktivni latky mensi nez objem

hydrofobniho fetézce, coz podporuje tvorbu emulzi V/O. [17]

o —>

Obr. 4: Fazova inverze emulze typu O/V na V/O
1.2.2.2 Fazova separace

Féazové separace je jednoduché technika, kterou lze aplikovat na syntetické nebo ptirozené
se vyskytujici materidly. Zakladni princip fdzové separace zahrnuje vyuziti rozdilnych

rozpustnosti dvou nebo vice polymert tak, ze se separuji do ptislusnych rozpoustédel. [18]

1.2.2.3 Koacervace

Je relativn€ jednoduchy pfistup k vyrobé systému typu obal-jadro, ktery vyuZiva metodu
fazové separace. Je zaloZena na elektrostatickych interakci emulze a vytvari mikrokapsle,
jez jsou odolné vici vlhkosti a zahtivani. V podstaté je koacervace proces separace ve vodné
fazi, ktery zacina disperzi nebo emulgaci enkapsulovaného obsahu ve vodném roztoku
primarniho biopolymeru jako je naptiklad arabska guma. Nasledné se systém smicha
s dal$im vodnym roztokem sekundéarniho enkapsula¢niho biopolymeru, ktery méa opacny
naboj nez primarni. Podpoii se tak tvorba komplexii. Kvuli strukturni slozitosti koacervatt

jsou jejich typické velikosti v mikrometrickém rozsahu. [19,20,21]

1.2.2.4 Metoda layer—by—layer

Metoda layer-by-layer umoziuje vyrobu vicevrstvych kapsli a emulzi. Spociva
ve spontannim nanaseni stabiliza¢nich vrstev biopolymeri na rozhrani ¢astic nebo kapicek
emulze pohdnénych elektrostatickou pfitaZlivosti mezi templatovymi ¢asticemi a kapkami
emulze. Dochdzi zejména ke spontannimu usazovani prvni vrstvy nabitého polyelektorolytu

kolem primarnich systémt s opacnym nabojem, ¢imz vznika sekunddrni vrstva. [1]
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1.3 Enkapsulace aktivnich latek

V kosmetickém primyslu hraji dilezitou roli delivery systémy a mikrokapsle. Nabizeji
idedlni nosny systém pro ucinné latky, ktery umoznuje fizené a cilené uvoliiovani, izolaci,
ochranu ucinnych latek, lepsi stabilitu, ¢innost, bezpe¢né podavani, maskovani zapachu
a také zlepSeni textury a vizudlniho vzhledu riznych kosmetickych ptipravkl. Technologie
enkapsulace se pouziva k dodavani aktivnich latek kontrolovanou rychlosti, spolu se
zvysSenou ucinnosti a bezpecnosti. V téchto odvétvich se neustale hledaji nové a neotielé
systémy, které by bezpecné zaclenily nové latky anebo citlivé u¢inné latky do kosmetickych
ptipravkl. Mikroenkapsulace se jiz ve farmaceutickém primyslu pouziva, ale nové systémy
by mohly rozsifit moznosti vyuziti pro podavani 1éCiv a vést k novym zajimavym
vysledkiim. Naptiklad enkapsulace a postupné uvoliiovani vakciny poskytuje delsi stimulaci
imunitniho systému. Kromé vakcin byla enkapsulace a jeji postupné uvolnovani pouzito
také u dalsich 1€civ, jako jsou bioaktivni slouceniny, proteiny, DNA a kmenové buiky.
[4,22]

Spravna volba materidlu obalu je zdsadni v zavislosti na pouZiti, jelikoz ovliviiuje ti€innost
enkapsulace a stabilitu mikrokapsli. Mezi faktory, které je tfeba vzit v uvahu pii vybéru
materialu obalu patfi toxicita, biokompatibilita, stabilita, viskozita, mechanické vlastnosti,
kompatibilita mezi G€innou latkou a materidlem stény, uvoliovani ucinné latky z vehikula
do klZe, zvySend penetrace U¢inné latky do rohové vrstvy, zamyslend velikost Céstic
a mikroskopické vlastnosti povrchu mikrocastic. Vzhledem k tomu, Ze vétSina materidlt
nema vSechny pozadované vlastnosti, se bézné pouziva kombinace riznych obalovych
materidll. Ty lze vybrat ze Siroké Skaly pfirodnich a syntetickych polymert. Mezi nejcastéji
pouzivané obalové materidly v kosmetice patii polysacharidy (gumy, Skroby, celulozy,
cyklodextriny a chitosan), proteiny (Zelatina, kasein a sojové proteiny), lipidy (vosky,
parafin a oleje) a syntetické polymery (PVC). Dale to miizou byt anorganické materialy

jako jsou kiemicitany, jily a polyfosfaty. [22]

1.3.1 Aktivni latky

Polysacharidové a proteinové komplexy jsou idedlnim materidlem pro enkapsulaci t€¢innych
latek. Nosi¢e na bazi polysacharid-proteinového komplexu jsou velmi univerzéalni a mohou
byt pouzity k enkapsulaci, skladovani a dodéavani aktivnich latek. Mnoho faktord,
jako napfiklad vlastnosti a parametry enkapsulovaného materidlu, rychlost michani, pomér

jadra a obalu, vlastnosti proteini a polysacharidi, charakteristika aktivni latky, rychlost
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ptidavani biopolymeru pti komplexaci, rychlost zesitovani a chlazeni vyznamné¢ ovliviuji
kone¢né vlastnosti komplexu polysacharid-protein. [23]

Vhodna enkapsulovana aktivni latka je klicova pro spravnou funk¢nost béhem zamyslené
aplikace. Mezi aktivni latky, které se v kosmetice nejcastéji enkapsuluji patfi vitaminy,

flavonoidy a curcumin,

1.3.1.1 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekularni latky, které piisobi jako katalyzatory v biochemickych
reakcich a taktéz se podileji na spravném fungovani organismu. Lidsky organismus neni
schopen produkovat dostatek vitamint, proto je nucen je ziskavat z potravy.

Vitaminy mtizeme rozdélit do dvou skupin, rozpustnych ve vod¢ a rozpustnych v tucich.
Mezi vitaminy, které se rozpousti ve vod¢ fadime napftiklad vitamin B a C. Déle mezi
vitaminy rozpustné v tucich fadime vitamin A, D, E a K. Mnoho vitamini se vyznacuje také
vybornymi antioxida¢nimi ucinky, napiiklad vitaminy A, Bs, C nebo E.

Vitaminy rozpustné v tucich maji mnoho ptinost pro zdravi. Jsou citlivé na oxidaci,
takZe jejich enkapsulace mlze ptredstavovat vhodny zplsob, jak zachovat jejich vlastnosti
béhem skladovani a zvysit jejich fyziologickou uc¢innost. Enkapsulace také snizuje

potencidlni vyskyt hypervitaminézy a vedlejSich ucinkt. [24,25]

Vitamin A

Retinol neboli vitamin A (Obr. 5) se pouzivd v kosmetice pro topickou aplikaci (krémy,
plet'ova séra a ptipravky proti starnuti). Pisobi jako antioxidant a zlepSuje vzhled suché nebo
poskozené pokozky, a obnovuje jeji pruznost. Retinol je bran jako G€inny prostiedek pro
snizovani zndmek ptedcasného starnuti pleti. Pfidava se hlavné do anti-agingovych produkti
a funguje také jako exfoliant. Pomaha odstranovat staré¢ kozni bunky a stimuluje tvorbu

novych kolagenovych vlaken. Napoméha vyrovnat pH pokoZzky, snizuje velikost port, €ini

vvvvvvv
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Obr. 5: Chemicky vzorec retinolu

Vitamin B

Vitamin Bs nebo také kyselina pantotenova se vyskytuje ve vSech tkanich téla. Ma zakladni
vyznam pro fadu enzymi, které¢ se podileji na metabolismu sacharidi a cukrl, produkci
glukokortikoidl a pohlavnich hormonti. Slouzi jako prekurzor koenzymu A, ktery se podili
na metabolickych procesech v lidském organismu. V kosmetice a produktech osobni péce
lze kyselinu pantotenovou nalézt v hydrata¢nich krémech, produktech pro péci o plet,
vlasovych kondicionérech, Samponech a sprejich na vlasy, stejné jako v produktech

pro denni li¢eni, jako jsou o¢ni stiny, rténky a fasenky. [26,27]

Vitamin E

Vitamin E neboli tokoferol je diilezity antioxidant rozpustny v tucich, ktery se
v dermatologii pouziva jiz vice nez 50 let. Je dilezitou slozkou mnoha kosmetickych
produktli. Chrani pokoZzku pied riznymi Skodlivymi vlivy slune¢niho zéteni tak, Ze plisobi
jako lapa¢ volnych radikald. Experimentdlni studie naznacuji, Ze vitamin E ma

protinadorové a fotoprotektivni vlastnosti. [28,29]

1.3.1.2 Curcumin

Curcumin (Obr. 6) je jednou zhlavnich latek v oddenku kurkumy. Vyznacuje se
vyznamnymi lécivymi a terapeutickymi Uc€inky. V kosmetice se pouziva kvili jeho
regeneraci pokozky. Mize vést k lepSimu vzhledu pokozky. Curcumin lze pouzit také jako
barvivo v produktech pro péci o nehty a rty. Enkapsulace curcuminu miize zvysit jeho

ucinnost, zajistit lepsi penetraci a udrzet pokozku hydratovanou. [30,31]
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Obr. 6: Chemicky vzorec curcuminu
1.3.1.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupina pfirodnich latek s proménlivou fenolickou strukturou, které se
nachdzi v ovoci, zelening, obili, kiife, kofenech, stoncich, kvétech, ¢aji i ving. Tyto ptirodni
produkty jsou zndmé svymi blahoddrnymi Uc¢inky na zdravi. Flavonoidy jsou nyni
povazovany za nepostradatelnou slozku vtadé nutraceutickych, farmaceutickych,
1ékatskych a kosmetickych aplikacich.

Vykazuji pozoruhodné spektrum biologickych aktivit, zejména ty antioxidacni,
které zachycuji volné radikaly. Ty jsou hlavni pfi¢inou vrasek zplsobenych UV zafenim
a dal$imi faktory. Proto mize byt jejich enkapsulace slibnym a G¢innym piirodnim feSenim

proti vraskam. [32,33]
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2 INTERAKCE PROTEIN - POLYSACHARID

Proteiny a polysacharidy jsou piirodni biopolymery, které jsou pouzivany jako funkéni
pfisady. V mnoha ztéchto aplikaci jsou protein-polysacharidové smeési vyuzivany
pro stabilizaci disperzi. Proteiny jsou znamé svou povrchovou aktivitou, kterd jim umoziuje
hrat hlavni roli ptfi formovani a stabilizaci emulzi a pén kombinaci elektrostatickych
a stérickych mechanismt. Dlouhodoba stabilita mutze byt dale zvySena pouzitim
polysacharidi ke kontrole reologie disperzni faze, ¢imz zpomaluji separaci fazi.
Ke stabilizaci a vysledné struktufe tak mohou pfispivat jak proteiny, tak polysacharidy.

Z toho je ziejmé, Ze miseni téchto biopolymerti mé synergicky ucinek. [34]

Molekuly proteini a polysacharidi mohou vzijemné interagovat prostfednictvim
kovalentnich 1 nekovalentnich vazeb. Kovalentni vazby poskytuji specifickou, silnou
a v podstaté nevratnou vazbu, vznikaji tzv. konjugaty Maillardova typu. Tyto konjugaty,
produkované suchym ohfevem smési dvou druhii biopolymerdi, mohou zlepsit Spatnou
rozpustnost proteinli, koloidni stabilitu a mezifazovou funkc¢nost proteint (pii pH blizkém
izoelektrickému bodu a pii vysoké koncentraci elektrolytil). Na druhou stranu, proteinové
a polysacharidové molekuly mohou vzajemné reagovat prostiednictvim fyzikalnich
nekovalentnich interakci za vzniku komplexti. Komplexace je tedy vysledkem slabych
nespecifickych a nekovalentnich interakei jako jsou elektrostatické, Van der Waalsovy
¢1 hydrofobni interakce nebo také vodikové vazby mezi proteiny a polysacharidy. U nabitych
polysacharidii je prispévek elektrostatickych interakci ptevladajici. Typické jsou silné
elektrostatické komplexy tvotfené smeési kladné nabitych proteini a zaporné nabitého
polysacharidu. Slabsi reverzni komplexy maji tendenci vznikat mezi aniontovymi
polysacharidy a proteiny nesouci témét nulovy celkovy ndboj nebo Cisty zaporny naboj.
Tedy pfi Upravé pH anebo iontové sily vodné faze, se sila interakci mize mezi proteinem

a polysacharidem podstatné liSit. [34]

Pfi smichéani proteinti a polysacharidii mize nastat jedna z moZnosti na Obr. 7. JestliZe je
roztok velmi zfedény smés bude stabilni. Pokud dochazi ke zvySovani koncentrace
biopolymerii mulZe nastat bud asociace anebo segregace. Pfitazlivé interakce
mezi proteinem a polysacharidem mohou vést k tvorbé rozpustnych ¢i nerozpustnych
komplexti. Tvorba nerozpustnych komplexi vede kjevu fadzové separace nazyvané
koacervace. Vznikajici nerozpustny komplex je elektricky neutralni a v zdvéru sedimentuje.
Elektrostatické komplexy vznikaji mezi pozitivné nabitym proteinem a negativné nabitym

polysacharidem. [34]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Proteinovy » —~—. | Polysacharidovy
roztok " 1, 2 % roztok
¥ N
Atraktivni Repulsivni
interakce interakce
Komplexace Vysoka Nizka
koncentrace koncentrace
1-faze / 2-faze 2-faze 1-faze
qFJ‘A_“a a5 -
| o Y
% <
Rozpustny Koacervat nebo Nekompatibilni Spolurozpustné
komplex SraZenina

Obr. 7: Schématické zndzornéni druhu strukturnich usporadani ziucastnénych molekul,
které se mohou objevit, kdyz jsou proteiny a polysacharidy smichany dohromady [35]

2.1 Komplexy

Komplexy protein-polysacharid vétSinou pochéazeji z elektrostatické interakce mezi opacné
nabitymi makromolekulami. Se snizovdnim volné energie systému mizou tyto rozpustné
komplexy dale agregovat, dokud jejich velikost a povrchové vlastnosti nevedou
k nerozpustnosti. Poté dochazi k makroskopické fazové separaci kapalina-kapalina. Tvorba
elektrostatickych komplexti a koacervati mezi proteiny a polysacharidy se pfirozené
vyskytuje v n€kolika Zivych systémech a spousti rizné biologické funkce v tzv. pfibuznych
biopolymernich systémech. V ptipadé silnych polyelektrolyth tvorba
protein-polysacharidového komplexu je pohdnéna predevSim pfiznivym sniZenim celkové
volné elektrostatické energie systému v disledku uvolfiovani protiiontd pii tvorbé
komplexu. Pro slabsi polyelektrolyty je piiznivéj§i snizeni entalpie v dasledku
elektrostatické ptitazlivosti predstavujici hnact silu pro tvorbu komplexti. Dal$im disledkem
elektrostaticky fizené tvorby komplexi je né&kolik fyzikalné-chemickych parametri,
které ovliviiuji celkovy a mistni ndboj protein-polysacharidu. Pfedev§im pH, iontoveé sily,

pomér proteinu k polysacharidu a celkova koncentrace biopolymeru. Nékteré dalsi
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parametry muzou také ovlivnit tvorbu komplexii, jako naptiklad molekulovd hmotnost,

hustota naboje, michani, tlak nebo teplota. [10, 36]

Polysacharidy AKktivni pfisada

Protein -
polysacharidovy
komplex
+ T \) .r .I_.:-T . .._'. . _-_"
pH i

Komplexni
koacervat

Proteiny

Obr. 8: Interakce protein — polysacharid [37]
2.2 Konjugaty

Konjugaty jsou produkty vzniklé glykosylaci proteinti sacharidy prostfednictvim
Maillardovy reakce. Maillardova reakce vyuzivd kovalentni vazbu mezi skupinou
redukujicich sacharidii a aminoskupinou proteinu. Tato reakce nevyzaduje dalsi chemikalie,
protoze k ni dochazi ptirozené za kontrolovatelnych podminek teploty, casu, pH a vlhkosti.

Kromé toho roste zajem o modifikaci proteind pro riizné prumyslové aplikace.
Konjugaty protein-polysacharidli pfipravené pfirozené se vyskytujici reakci, bez pouZiti
jakykoli chemikalii, jsou wuzitecné jako nové funkéni biopolymery s vynikajicimi

emulgacnimi, antioxidacnimi a antimikrobialnimi vlastnostmi pro rtizné aplikace. [38,39]
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2.3 Vhodné proteiny a polysacharidy pro vznik komplexii

2.3.1 Proteiny

Proteiny jsou vysokomolekulové latky tvoiené aminokyselinami spojenymi kovalentni
a maji zivotné dilezité funkce ve vSech biologickych procesech. Funguji jako katalyzatory,
transportuji a ukladaji kyslik, vytvafeji pohyb, pfenaseji nervové impulsy, poskytuji

mechanickou podporu, imunitni ochranu a také tidi rist a diferenciaci.

V soucasné dob€¢ byly publikovany rtzné studie vyuzivajici proteiny, zivocisného
i rostlinného ptivodu, jak pro stabilizaci emulznich systému, tak naptiklad pro tvorbu
komplexti. Konkrétné se pouzivaji naptiklad proteiny jako pSenicny protein, mlé¢ny protein,
syrovatkovy protein a Zelatina, a to v riiznych aplikacich, jako je mikroenkapsulace riiznych

slozek a podéavani 1€¢iv. [23]

2.3.1.1 Sdjovy protein

vvvvvv

Sirokou Skalu zemédélskych, potravindiskych a primyslovych aplikaci a také pro zdravi.
S postupnym objevovanim vyhod a dalSich aplikaci zdjem o proteiny ze séjovych boda
neustdle roste. Sojové proteiny se v potravinach pro zvifata a lidi pouzivaji nékolika
zpisoby, jako je kojeneckd vyziva, mouka, proteinové koncentraty a izolaty. V organické
kosmetice se pouZzivaji sdjové boby, které nebyly geneticky modifikované. Povolené
mnozstvi v pfirodni kosmetice je skoncentraci do 5 %. Diky vysokému obsahu
aminokyselin je velmi oblibenou ptisadou vyrobki pro péci o plet’ a vlasy. Revitalizuje kozni
mechanismy, udrzuje kvalitativni funkce epidermu a stimuluje tvorbu kolagenu, keratinu
a elastinu. Zaceluje 1 velmi poskozené vlasy, zlepSuje jejich vzhled a texturu, obnovuje je
a vyzivuje. Dale ma vybornou schopnost udrzet dostate¢nou vlhkost pleti, vyplnit vrasky

a minimalizovat nerovnosti pleti. [40]

2.3.1.2 Kasein

Kasein je Zivo€iSny protein tvofici az 80 % mlécné bilkoviny. Je vyznamnym zdrojem
vapniku, fosfati ¢i aminokyselin. V kosmetice je vyznamny ptedevsim jako zahuStovadlo
a stabilizator. Mize se rovnéZz pouZivat k tpravé vlasti a jako kondicionér. Disponuje

antistatickymi u¢inky. [41]
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2.3.2 Polysacharidy

Polysacharidy jsou molekuly obsahujici dlouhé fetézce monosacharidi spojenych
glykosidovymi vazbami. Mohou byt jak rostlinného a Zivocisného, tak mikrobialniho
puvodu. Obecné se v jejich molekule vyskytuje velky pocet reaktivnich funk¢nich skupin,
s riznym chemickym sloZenim a Sirokym rozsahem molekulové hmotnosti. Tyto rozdily
definuji jejich rozmanitost ve vlastnostech a struktufe. RGzné derivaty polysacharidi 1ze
pripravit chemickou modifikaci riznych reaktivnich skupin pfitomnych na jejich fetézcich.
Casto jsou nerozpustné ve vodé a obecnd amorfni povahy. V zavislosti na struktufe maji
odlisné fyzikalni a chemické vlastnosti nez jejich monosacharidové jednotky. Polysacharidy
maji linearni az rozvétvenou strukturu zahrnujici strukturni polysacharidy, jako je celuldza
a chitin, a také zdsobni polysacharidy, jako je Skrob a glykogen. Pfi komplexni koacervaci
polysacharidl a proteinl se Siroce pouziva celuldza, chitosan, karagenan a arabskd guma,

pfi¢emz jsou nekteré charakterizovany v nasledujicim textu. [23]

2.3.2.1 Chitosan

Chitosan je deacetylovana forma chitinu. K chitinu se pfi vysoké teploté 100—-160 °C pfidava
zasada, aby se odstranily N-acetylové skupiny. Vysledny deacetylovany chitin s riznymi
stupni deacetylace se nazyva chitosan, ktery je rozpustny v kyselém prostiedi. Chitosan je
tedy pfirodni polymer slozeny z N-acetyl-D-glukosaminovych a D-glukosaminovych zbytki
spojenych dohromady B (1—4) glykosidovymi vazbami. Je hlavni slozkou bunécnych stén
a hub a je také zadkladnim materidlem bezobratlych zivoc¢ichd. Pochazi vétsinou z zivych
organismi, jako jsou Zelvy, krevety, krabi a hmyz, ale miZe byt také syntetizovan
nebiologicky prostfednictvim polymerace katalyzované chitindzou. Chitosan a chitin maji
mnoho vynikajicich vlastnosti v€etné biokompatibility, biologické rozloZitelnosti, netoxicity
a absorpc¢nich vlastnosti, a proto mohou byt Siroce pouzivany v riiznych oblastech, jako je
biomedicina, zeméd¢lstvi, Uprava vody, kosmetika, potraviny a enkapsulace. [23]

V kosmetickém priimyslu se uziva pfedevs§im pro vyrobu krémt jak na ruce a télo, tak na
obli¢ej. Maji predevs§im pokozku udrZet hydratovanou, mékkou a také zajiStuje transport
aktivnich latek. V medicin€ je vyuZivan pro vyrobu vatovych tamponli a bandazi. Dalsi

vyuziti a funkce jsou shrnuty v nésledujici tabulce 1.
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Tab. 1: Prehled vyuziti chitosanu [42]

Vyuziti Aplikace Funkce

Kosmeticky pramysl Krémy na oblicej, krémy na | UdrZeni vlhkosti pokozky,
ruce a telo, lak na nehty, hydratace, zmékcenti,
make-up, pasty na zuby, transport aktivnich latek
koupelova kosmetika

Medicina Vatové tampony, banddze | Zubni plak, hojeni

popalenin, transport 1&Civ,

inhibice nadorového bujeni

Potravinatsky prumysl

Stabilizator barev,
konzervant, krmivova

ptisada

Regulator viskozity,

prodlouzeni trvanlivosti

Dalsi vyuziti v primyslu

Papirensky primysl,
zemédelsky primysl,

uprava vody

Povrchova uprava papirti a
fotografickych papirt,
¢isténi a filtrace vod,
flokulace/koagulace
bilkovin, barviv,
aminokyselin, ochranné
povlaky rostlin, fizené

uvoliiovani pesticidii

2.3.2.2 Arabskad guma

Arabska guma je pfirodni guma ziskana ze stromu akacie. Skladé se ze smési polysacharidi

s frakcemi 90-99 % arabinogalaktanu a 1 % glykoproteinu. Arabskd guma je zlutd

pryskyfi¢na hmota, kterd se zejména pouziva pro jeji emulgacni vlastnosti. Rovnéz funguje

jako stabilizator a vykazuje antioxidacni aktivitu. V kosmetice ji lze nalézt predevSim

v produktech péce o télo, plet, vlasy, ale také v dekorativni kosmetice. [23]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Nedavné vyzkumy v oblasti interakci protein-polysacharidii poskytly mnoho novych
poznatkli o jejich fazovém chovéni, reologii a interakcich. Kromé toho je mnohem Iépe
znama struktura a kinetika fazové separace komplext a koacervati. Podle vyzkumu Schmitt
a kol. [43] se ukazalo, ze tyto systémy vykazuji velmi zajimavé vlastnosti. To by mohlo vést
k velmi slibnym novym strukturdm s dobrou stabilitou a skladovanim. Mohou byt pouzity
protein-polysacharidové komplexy a koacervaty jako transportni systémy pro bioaktivni

latky nebo sensitivni molekuly.

Curcumin ma vysoce pfiznivé biologické a farmakologické ucinky, nicméné ma omezené
pouziti kvili své nizké rozpustnosti a citlivosti na svétlo. Protein-polysacharidové komplexy
muzou ucéinné zabudovat léCiva rozpustnd v lipidech a zvySit tak jejich stabilitu
a davkovatelnost ve vodnych roztocich. Ve studiich Fan a kol. [44] pouzili polymerni matrici
izolatu s6jového proteinu a fukoidanu, do které byl enkapsulovan curcumin prostfednictvim
elektrostatickych interakci za kyselych a neutrdlnich podminek. Fukoidan byl schopny
ucinné stabilizovat agregaci nanocastic sdjového proteinu, i kdyZ se nachéazel v blizkosti
isoelektrického bodu. Nanocastice vytvorily diky elektrostatické ptitazlivosti, vodikové
vazb¢ a hydrofobnimu plisobeni strukturu jadro—obal, kterda méla dobrou odolnost vici
solim, teplu a také dlouhodobou skladovaci stabilitu. Curcuminem se dale zabyvali
1 ve studiich Chen a kol., kteti navrhli pfipravu nového systému pro enkapsulaci resveratrolu
a curcuminu. Curcumin s resveratrolem méli pfi spoleéném pouZziti synergické ucinky,
ale bylo naro¢né je spole¢né enkapsulovat v tradi¢nich aplikac¢nich vehikulech, kviili jejich
rozdilné molekularni polarité. Proto byly vyvinuty nanokomplexy
curcumin-zein-resveratrol-chitosan, kde byly zkoumény jejich fyzikalné-chemické

vlastnosti. [59]

Dalsi vyzkum provadél Yuan a kol., ktefi zkoumali komplexni koacervaci izolovaného
sojového proteinu (SPI) s chitosanem (CHIT) a dale pak mikroenkapsulaci oleje z moiskych
fas. Udaje o zeta potencialu nasvédéuji tomu, Ze optimalni pH komplexu CHIT:SPI bylo
okolo hodnoty pH 6 v poméru 6:0,125 g - g”'. Reologické a mikrostrukturni méfeni ukézalo,
ze koacervaty SPI:CHIT mély viskoelastické chovani pevné latky s vysoce propojenymi
gelovymi sitovymi strukturami. Mikrokapsle koacervatu SPI:CHIT s olejem z moiskych fas
vykazovaly pokrocCilou ucinnost enkapsulace a zlepSenou oxidacni stabilitu ve srovnani

s kapslemi se samostatnym SPI. [58]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem této bakalatské prace bylo zpracovat literarni reSerSi na téma Enkapsulace aktivnich
latek s vyuzitim protein-polysacharidovych komplexii. Teoretickd Cast se zaméiuje na
charakteristiku enkapsulacnich systémii a metod, dale pak na aktivni latky a vybrané

proteiny a polysacharidy.

V experimentalni ¢asti bylo za kol pfipravit jednotlivé roztoky s riznym zastoupenim
protein — polysacharidovych biopolymert, které jsou schopny tvotit komplexy. Poté vybrat
nejvhodnéjsi pH a pomér michdni biopolymerti k enkapsulaci curcuminu. Nasledné pak

sledovat jejich fyzikalné — chemické vlastnosti a schopnost enkapsulace curcuminu.
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Pouzité chemikalie a materialy

Hydrolyzat s6jového proteinu (SPH) — Sigma-Aldrich

Chitosan (CHIT) — Sigma-Aldrich, stfedni molekularni hmotnost, Island
Kaseinat sodny (CAS) — Sigma-Aldrich

Hydroxid sodny (NaOH) - PENTA

Kyselina chlorovodikova (HCI) — mikroCHEM,

Kyselina octova — 99 %, PENTA

Ethanol — PENTA

Curcumin — Sigma-Aldrich, z Curcuma longa

5.2 Pomiicky a pouzité zarizeni

Analytické vahy (Sartorius)

Magnetické michadlo (Heidolph)

Bateriovy pH metr CPH 51 s kombinovanou elektrodou HC 103

Detektor intenzity rozptylu svétla ZETASIZER Nano Series ZS 90 (Malvern)
Kyvety pro méfeni zeta-potencialu DTS1070, kyvety plastové

Mikropipety Eppendorf reaserch plus

Stiikackové mikrofiltry 1,2um

Mikroskop Fluoview FV3000

Mikroskop opticky — Olympus CX21

Bézné laboratorni sklo a pomiicky
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5.3 Priprava zasobnich a pracovnich roztoku

5.3.1 Priprava 1M a 0,1M roztoku hydroxidu sodného

Bylo ptipraveno 200 ml 1M roztoku navazenim 8 g NaOH a smichdnim s destilovanou
vodou. Poté se ptipravilo 100 ml 0,IM NaOH smichanim 10 ml 1M NaOH a doplnéni
destilovanou vodou po rysku ve 100ml odmérné baiice. Tyto roztoky NaOH byly vyuzity

pro upravu pH.

5.3.2 Priprava 1M a 0,1 M roztoku kyseliny chlorovodikové

Bylo pfipraveno 200 ml 1M roztoku HCI odpipetovanim 17,66 ml HCI (35 %) a jejim
doplnénim destilovanou vodou po rysku v odmérné barce. Déle bylo pfipraveno 100 ml
0,1M roztoku HCI, a to smichanim 10 ml 1M HCl a doplnénim destilovanou vodou po rysku.
Tyto roztoky HCI byly vyuzity pro tpravu pH.

5.3.3 Priprava zasobnich disperzi biopolymeri

Pro ptipravu komplext byly pouzity vybrané biopolymery, konkrétn¢ sojovy proteinovy
hydrolyzat (SPH), kaseinat sodny (CAS) a chitosan (CHIT). Z danych biopolymert byla
jako prvni vytvorena zasobni disperze daného biopolymeru o koncentraci 1 % (w/v). Zasobni
disperze SPH a CAS byla pfipravena smichanim 1 g SPH (poptipadé¢ CAS) a doplnénim
destilované vody ve 100ml odmérné bance po rysku. Dale byla vytvotfena disperze michéna
po dobu 4 hodin na magnetické michacce.

Pro ptipravu zésobni disperze chitosanu byl zvolen odlisny zpisob ptipravy kvili jeho
nerozpustnosti pfi neutralnim pH. Zasobni roztok chitosanu byl pfipraven smichanim 1 g
chitosanu a doplnénim 0,1M kyselinou octovou do 100ml odmérné banky. Vytvofena
disperze se nechala zahtivat na 50 °C po dobu 30 minut a dale se také michala 4 hodiny

na magnetické michacce do kompletniho rozpusténi chitosanu.
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5.4 Uprava pH a vizualni pozorovani

Ze zasobnich disperzi biopolymert (1 %) byly pfipraveny nafedénim destilovanou vodou
disperze s koncentraci 0,1 %. Tyto disperze byly nejdiive prefiltrovany ptes stiikackovy filtr
s velikosti porti 1,2 um a néasledné u nich bylo upraveno pH pomoci roztokit HCl a NaOH
na hodnoty v rozmezi pH 2-8, poptipadé 2—7. M¢éteni probihalo pomoci bateriového pH
metru s kombinovanou pH elektrodou. Takto upravené disperze biopolymert byly vyuzity
jak pro piipravu komplexti, tak pro pozorovani vizualnich zmén v chovani jednotlivych
biopolymeri pfi dané hodnoté¢ pH. Tyto zmény byly zaznamenany do podoby fazovych

diagrama.

5.5 Priprava komplexu

Pro ptipravu komplext byla ptipravena 0,1% disperze biopolymert s riznym pH (viz. kap.
5.4). Nejdiive byly vybrany vzdjemné kombinace biopolymerit pro piipravu komplex
(CAS:CHIT, SPH:CHIT). Tyto biopolymery (pfi daném pH) byly smichany v pfisluSnych
pomérech (100:1, 20:1, 10:1, 2:1, 1:1, 1:5, 1:10). Tim byla ziskéna tfada vzork, u kterych
byly pozorovany vizudlni zmény a vznik komplexa.

Podobnym zpisobem byly ptipraveny komplexy pro enkapsulaci curcuminu. V tomto
ptipadé byl jako prvni rozpustén curcumin v ethanolu (2 mg/ml). Curcumin v ethanolu (1
ml) byl nésledné pfidan do 20 ml CAS, smé&s se nechala po dobu 30 min michat ve tm¢,
aby bylo zabranéno degradaci curcuminu svétlem. Nasledné se protein (CAS) s curcuminem

pouzil pro pripravu komplexti stejnym zptisobem, jak je popsano vyse.

5.6 Méreni Zeta potencialu

Zeta potencidl (ZP) je vyraz pro elektrokineticky potencidl v koloidnich systémech.
Z teoretického hlediska je zeta potencidl rozdil potenciali mezi mobilnim disperznim
médiem a stacionarni vrstvou disperzniho média ptipojenou k dispergované castici. Kazda
Castice je na povrchu obklopena elektrickou dvojvrstvou, ktera je tvofena vnéj$i a vnitini
¢asti. Vnitini vrstvu tvofi silné navazané ionty, zatimco vné&jsi je tvofena ionty volnymi.
Pokud dojde k pohybu ¢astic, ionty se zacnou pohybovat spolecné s ¢astici. Potencidl,
ktery ovliviiuje zeta potencial je pH média. Mezi dalS§imi faktory patfi iontova sila,
koncentrace jakychkoli ptisad a teplota. Vyznam zeta potencidlu spociva v tom, Ze jeho

hodnota miize souviset s kratkodobou a dlouhodobou stabilitou dané¢ho systému. Jestlize je
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hodnota zeta potencialu vetsi nez £ 30 mV je dany systém povazovan za elektrostaticky

stabilni. [45]

Meéfeni zeta potencidlu bylo provedeno pfistrojem ZETASIZER Nano series ZS 90. Vzorky
pro méteni ZP byly pfipraveny nasledujicim zpsobem. Z piipravené disperze SPH (0,1 %)
bylo pipetovano 300 pul vzorku o daném pH. Kyveta pro méfeni zeta potencialu byla pomoci
injek¢ni stiikacky naplnéna ptipravenym vzorkem. Méfeni bylo zopakovano pii raizném pH
v rozsahu hodnot 2—8. Obdobnym zplisobem byl proméien zeta potencial pii riznych pH
1 pro ostatni biopolymery (CAS a CHIT), vzorky byly pfipraveny podle Tab. 2, tak aby byla
dodrzena dostatecna kvalita vzorku pro stanoveni zeta potencidlu. Zeta potencial
pfipravenych komplexti byl rovnéz proméfen, disperzi piipraveného komplexu byla
naplnéna kyveta a poté vlozena do pfistroje. VSechna méteni byla provedena pii teploté 25

°C ve tfech opakovanich.

Tab. 2: Méreni zeta potencialu v zavislosti na pH

Polymery Voda s pH Roztok polymeru
SPH 0 ml 300 pl
CAS 4 ml 500 pl
CHIT 0 ml 500 pl

Nameétené hodnoty zeta potencialu 1ze vyuZit pro vypocet sily elektrostatické interakce (SEI)
podle Yuan a kol. [58]. Silu elektrostatické interakce mezi opaéné nabitymi polyelektrolyty
1ze odhadnout podle nésledujici rovnice (1):

SEI (mV?) = |ZP, X ZP,| (1)

Kde ZP; a ZP;jsou namétené (-potencidly obou polymert pti kazdém pH.

5.7 Velikost Castic

Velikost ¢astic je velmi dilezitym parametrem pro charakterizaci koloidi a lze zméfit
pomoci pfistroje Zetasizer. Tato technika je zaloZena na dynamickém rozptylu svétla,
ktery je znam také pod nazvem kvazi-elasticky rozptyl svétla. Ze svételného zdroje dopada
na &astice svétlo, které se pohybuji Brownovym pohybem. Céastice jsou nestacionarni

a dochazi tak k fluktuaci intenzity rozptyleného svétla. [41]
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Z ptipravenych vzorki (biopolymery s upravenym pH/pfipravené komplexy) byl pipetovan
1 ml do polystyrenové kyvety s uzavérem. Méfeni probéhlo pomoci ptistroje ZETASIZER
nano series ZS 90 metodou laserové difrakce. Pro méteni byly zadany nasledujici parametry:
index lomu polysacharidu n=1,33; index lomu proteinu n=1,45; index lomu disperzniho
prostiedi n=1,33. M¢feni probihalo pod detekénim thlem 90° a pfi teploté 25 °C ve tfech

opakovanich.

5.8 Mikroskopie

5.8.1 Konfokalni mikroskop

Zdroj svétla u konfokalni mikroskopu je laser, ktery pies bodovou clonu a objektiv osvétluje
preparat. Stejnym objektivem nasledné prochazi i svétlo odraZené. Paprsky prochazejici
dichroickym zrcadlem pokracuji k bodové cloné, kde dojde k odfiltrovani svétla z jinych
rovin. Poté paprsky vstupuji do fotonasobice, kde jsou zesileny a detekovany. [42]

Komplexy s curcuminem byly pozorovany pomoci konfokalniho mikroskopu FLUOVIEW
FV3000. Na podlozni sklicko bylo napipetovano 10 pl vzorku komplexu CAS:CHIT
v poméru 5:1 s curcuminem, vzorek byl pfiklopen krycim sklickem. Zobrazeni komplexu
bylo mozné diky enkapsulovanému curcuminu. Komplex byl pozorovan pii zvétSeni 10x.

Porizené fotografie byly nasledné upravovany ve softwaru Image].

5.8.2 Opticka mikroskopie

Opticky mikroskop se pouziva k pozorovani pfedmétli, které okem nelze spatfit. Jeho
soucasti je opticka soustava, osvétlovaci soustava a mechanické zatizeni. Opticky mikroskop
zvétSuje zorny Uhel, ktery svira okrajové paprsky predmétu zobrazeného na sitnici. Paklize
se zvetsi zorny thel, zvysi se schopnost odlisit od sebe dva body. Objektiv je spojnd soustava

cocek, ktera je umisténa bliZze pozorovanému predmétu. [43]

Komplexy a jejich mikrostruktura byla pozorovana pomoci optického mikroskopu
Olympusu CX21. Na podlozni skli¢ko se napipetovalo 10 pl vzorku komplexu a nasledné
bylo pfekryto krycim sklickem. Komplexy byly pozorovany pii zvétSeni 40x. Pofizené

fotografie byly nésledné upravovany pomoci softwaru Imagel.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakterizace biopolymert

6.1.1 Kaseinat sodny

Kasein je hlavni bilkovina v mléce savci, sklada se ze smési étyt flexibilnich kaseint (ais;,

asz, P a k). V¢&isté form& je to amorfni bild pevna latka, bez chuti a zapachu,
zatimco komercni typ je nazloutly s pfijemnou viini. Kasein se obvykle ziskava kyselym
srazenim mléka, takto ziskany kasein je ale ve vodé nerozpustny. Rozpustny
kasein — kaseinat — se ziskava rozptylenim kyselého kaseinu v alkalickém roztoku, nejcastéji

se pouziva hydroxid sodny. [44,45]

Disperze CAS byla piefiltrovana a v jednotlivych vzorcich bylo upraveno pH na hodnoty
v rozmezi 2-8. U téchto vzorkl bylo pomoci pfistroje ZETASIZER prométen ZP kaseinatu
a jeho velikost ¢astic v zavislosti na pH.

Podle Obr. 9 je ziejmé, Ze CAS v zavislosti na pH prokazuje ZP v rozsahu +30 aZ -35 mV
v rozmezi pH 2-8, nicméné pii pH 4-5 ztraci své elektrostatické repulsni sily a jeho ZP
dosahuje nulovych hodnot, tato hodnota pH se uvadi jako isoelektricky bod (pf).
Isoelektricky bod je definovan jako hodnota pH, pfi kterém ma protein nulovy naboj, jeho
pohyblivost v elektrickém poli je nulova. [46] Podle studii Sarode a kol. [47] byl stanoveny
isoelektricky bod pro kasein pii pH 4,6, v tomto bod¢ je i nejméné rozpustny.
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Obr. 9: Zavislost zeta potencialu CAS na pH



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Meéieni ZP odpovidd i méfeni velikosti ¢astic CAS. CAS v zavislosti na pH dosahuje
velikosti ¢astic v rozmezi 1783262 nm. Nejmensi velikosti dosahuje pti pH 2-3 a 6-7 a to
178 nm, pti tomto pH dochazi k elektrostatickému odpuzovani jednotlivych proteinovych
molekul. Pii pH 5 v okoli p/ CAS nastava vyrazna zmeéna velikosti ¢astic CAS. V tomto pH
se snizuji elektrostatické repulsni sily, ndboj ¢astic se blizi nule, a kviili témto jeviim dochazi

k agregaci Castic.

3500

3000

N
(€]
o
o

2000

1500

Velikost ¢astic [nm]

=
o
o
o

500

pH

Obr. 10: Zavislost velikosti castic CAS na pH

6.1.2 Chitosan

Chitosan je polysacharid, ktery se hojné vyskytuje v ptirod€. Hlavni charakteristikou je jeho
stupen acetylace a molekulova hmotnost. Ty maji ur¢ity vliv na funkéni vlastnosti chitosanu,
od jeho rozpustnosti a schopnosti vytvaret rizné materialy az po biologickou rozlozitelnost.

[48]

Jako predchozi biopolymer i chitosan byl nejdiive pfefiltrovan a bylo upraveno pH
v rozmezi 2—8. Po zméfeni ZP pomoci Zetasizeru miizeme na Obr. 11 pozorovat, Ze CHIT
nese pozitivni nadboj v rozmezi hodnot pH 2-6,5, avSak pii pH 6-7 ZP nabyva nulovych
hodnot, coZ odpovidd p/ chitosanu. MiZeme sledovat pokles ZP, ktery je zpisoben
deprotonaci aminoskupin se zvySujicim se pH. Podle vyzkumu Mateescu a kol. [49] je

isoelektricky bod chitosanu piiblizné pii pH 7.
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Obr. 11: Zavislost zeta potencialu CHIT na pH

U CHIT velikost ¢astic v zavislosti na pH dosahuje hodnot v rozmezi 5062261 nm.
Nejmensi velikosti vSak dosahuje pii pH 2 a to 506,9 nm, pii tomto pH dochézi
k elektrostatickému odpuzovani polysacharidovych molekul. U pH 6 CHIT nastava zména
velikosti ¢astic. U tohoto pH se snizuji elektrostatické repulsni sily, naboj ¢astic se blizi

k nule, a kvtli témto jeviim dochazi opét k agregaci ¢astic.
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Obr. 12: Zavislost velikosti ¢astic CHIT na pH
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6.1.3 Sojovy proteinovy hydrolyzat

Séjovy protein se pouziva v riiznych odvétvich. V jeho isoelektrickém bodé¢ jeho funkénost,
stejné jako u ostatnich proteind, klesa. Horax a kol. optimalizoval hydrolyzaty s6jového
proteinu pii kyselych hodnotach. Pti pH 3 se rozpustnost zvysila na 75 % a zlepSily se
emulgacni vlastnosti. [50]

Stejné jako u CHIT a CAS byl u SPH stejnym postupem zméten ZP. Z namétenych vysledkt
(Obr. 13) je ziejmé, ze isoelektricky bod SPH lze pozorovat v okoli hodnoty pH 4. Tato
hodnota se shoduje 1 podle studii Wang a kol. [51], ktefi stanovovali mezifazovou reologii
a pénivé vlastnosti sdjového proteinu a hydrolyzatu v kyselém stavu. JelikoZ jsou hodnoty
ZP v pouzitém rozsahu pH zaporné a molekuly SPH se diky tomu vzdjemné odpuzuji,
ptedpokladdme, Ze nedochéazi u SPH v pouzité oblasti pH k agregaci. Velikost ¢astic se vSak

u tohoto biopolymeru z ¢asovych diivodi neméfila.
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Obr. 13: Zavislost zeta potencidalu SPH na pH

6.1.4 Vizualni pozorovani

Obrazek 14 zobrazuje fazové diagramy CHIT, CAS a SPH jako funkci pH. Jednotlivé vzorky
biopolymeri byly nechany po dobu 2 hod stat a poté bylo hodnoceno jejich tfazové chovani
vizualnim pozorovanim. Byly hodnoceny jako mlécné, zakalené anebo transparentni.
Z tazového diagramu je ziejmé, ze u SPH a CHIT nedochazi k fazové separaci v Sirokém
rozmezi pH, s vyjimkou u CHIT pfi pH 7, kde byla patrna fazova separace. To odpovida
1 zjiSténim z méfeni zeta potencidlu. Fazové chovani CAS bylo odlisné od CHIT a SPH, kdy

v okoli p/ CAS (~ 4,6), konkrétné mezi pH 4 a 5 nastala fazova separace tohoto proteinu. Pi
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téchto hodnotach se CAS stava nerozpustnym, smérem k niz$im a vys$sim hodnotam pH se

jeho rozpustnost zvySuje a stava se transparentnim.

SPH O 8B O O 0O 0 04
CAS OO0 m0O 0O >d
CHIT O 0 00 0oga O
pH 5
B mlécné
[] zakalené

[] transparentn

Obr. 14: Fazovy diagram SPH, CAS a CHIT

6.2 Priprava a charakterizace komplexu

6.2.1 Vliv pH na komplexaci

Vznik komplexu mezi CAS:CHIT a SPH:CHIT je fizeno pifevazné elektrostatickymi
interakcemi. Sila elektrostatické interakce mezi nabitymi polyelektrolyty mize byt
vypocitana podle rovnice (1).

Vysledky SEI (Obr. 15) ukazaly, Ze pravdépodobnost interakce mezi CHIT a CAS je
maximalni pfi pH 7 a minimalni pfi pH 6,5. Nicméné je dilezité si uvédomit, Ze do pH 4
jsou CAS i CHIT kladné nabité, od pH 7 jsou nabité zapornég, takze v téchto oblastech
dochazi k silné elektrostatické repulzi. Ke vzniku komplexu proto maze dojit v rozmezi pH

4,5-6,5.
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Obr. 15: Zavislost SEI a zeta potencialu CAS:CHIT na pH

Pro sledovani vlivu pH na vznik komplexu byl vybran pomér biopolymeri 1:1. Na Obr. 16
lze pozorovat elektrostatické interakce mezi CAS a CHIT. U pH 2 a 3 mlzeme vidét
transparentni roztoky, kdy po smichani CAS a CHIT dochazi k elektrostatické repulzi mezi
CAS a CHIT. Mlécné zakaleni u pH 4 je pravdépodobné zplisobeno nizkou rozpustnosti
CAS, protoze ten se nachazi ve svém izoelektrickém bod¢. Nad p/ CAS jiz dochézi ke vzniku

komplexu, a proto bylo rozhodnuto, Ze komplexy budou pfipravovany pii pH 6 a 6,5.

Obr. 16: Michani CAS s CHIT v poméru 1:1 pri pH 2—6,5

Dale podle vysledki SEI (Obr. 17) miZzeme pozorovat, ze interakce mezi CHIT a SPH je
maximalni pfi pH 2 a minimalni pfi pH 7. JelikoZ vSak jsou do pH 4 kladné nabité, nedochazi

ke komplexaci. Ta mliZe nastat az v rozmezi pH 5-7.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

1800 80

1600 70
60 _
1400 =
1200 £
& 40
> 1000 S
E 30 €
— 800 8
& 20 g
600 10 8
(]
400 o N

200 -10

0 - [ | 20

2 3 4 5 6 7
pH
mmm SE|  —— SPH CHIT

Obr. 17: Zavislost SEI na zeta potencialu SPH:CHIT

Opét byl vybran po vlivu pH na vznik komplexu pomér 1:1. Na nasledujicim Obr. 18 lze
pozorovat fadu SPH:CHIT, kde vyraznéjsi zakaleni je pouze u pH 7. To je ale ddno pouze

chovanim CHIT v tomto pH. Komplexy tedy nevznikaji.

Obr. 18: Michani SPH s CHIT v poméru 1:1 pri pH 2—7

6.2.2 Vliv mnoZstvi biopolymert na komplexaci

Po hodnoté pH je dalS§im dilezitym parametrem pro vznik komplexi pomér jednotlivych
biopolymert, protoZe pomér polysacharidu k proteinu ve smési ovliviiuje rovnovahu néboje,
a tak 1 komplexaci. Z tohoto diivodu byl vznik komplext sledovan pti riznych pomérech

(100:1, 20:1, 10:1, 2:1, 1:1, 1:5, 1:10), s cilem najit nejvhodnéj$i pomér biopolymert
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pro enkapsulaci. Byly pozorovéany interakce mezi biopolymery v jednotlivych pomérech
a tvorba rozpustnych komplext.

Nejdiive byla sledovdna komplexace mezi SPH a CHIT piti pH 7 (Obr. 19). AvSak u téchto
biopolymeri nebyly pozorovany zadné vizualni zmény, coz znaci, ze ke komplexaci mezi
SPH a CHIT nedochazi, kviili nedostateéné elektrostatické interakci. V tomto okamziku
mohou SPH s CHIT tvofit rozpustné komplexy, zejména prostfednictvim hydrofobnich
interakci a vodikovych vazeb, jak bylo prokazano také ve studiich Fan a kol. [57], kde se
pokusili enkapsulovat curcumin pomoci s6jového proteinu a fukoidanu, kdy jejich néboj pfi
pH 7 byl negativni. Jelikoz vSak ke komplexaci nedoslo, bylo rozhodnuto, ze biopolymery

SPH a CHIT nebudou pro enkapsulaci curcuminu vhodné.

Obr. 19: SPH:CHIT; pH 7; zleva v pomérech 100:1, 20:1, 10:1, 2:1, 1:1, 1:5, 1:10

Nasledné byla studovéna interakce mezi CAS a CHIT pii pH 6 (Obr. 20). Na obrazku
muizeme pozorovat vyraznou elektrostatickou interakci a vznik sraZeniny u pomeéru 2:1.

Nasledné dochazi k vyznamné komplexaci rovnéZ u poméru 1:1.
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Obr. 20: CAS:CHIT pH 6, v pomerech zleva 100:1, 20:1, 10:1, 2:1, 1:1, 1:5, 1:10

Jako druhd, vhodnéjsi hodnota pH bylo zvoleno pH 6,5. U této hodnoty pH mizeme vidét
u vSech poméri (s vyjimkou poméru 1:10) vznik komplext, které hodnotime jako rozpustné
komplexy (Obr. 21). Nastala tady zména, kdy po smichani piivodné transparentniho CAS
a CHIT doslo k mirnému zakaleni smési, coz mize byt znamkou interakce mezi CAS
a CHIT. Podle vizualniho pozorovani mizeme fict, ze nejveétsi zmeéna nastala u poméru 1:5

a 1:1, kdy jsou vialky témér mlécné. Oproti pH 6 vSak nevznikly Zadné sraZeniny.

Obr. 21: CAS:CHIT pH 6,5, zleva v pomeérech 100:1, 20:1, 10:1, 2:1, 1:1, 1:5, 1:10
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Obr. 22: Fazovy diagram

Pro ptehled fazového chovani komplexti byl vytvoren fazovy diagram (Obr. 22), kde lze
pozorovat, jak se biopolymery chovaji v jednotlivych pomérech a kdy tvoii nejvétsi
interakce a srazeniny.

U jednotlivych komplexti CAS:CHIT pii pH 6,5 byl také dale zméten zeta potencial. Jak
muzeme pozorovat z Obr. 23, zeta potencial se pohybuje v rozmezi +11,5 az -28,1 mV. Zeta
potencidl smési se méni z negativnich hodnot na pozitivni s rostoucim mnozstvim CHIT
ve smési. U poméri s nizkym obsahem CHIT ptevaZuje negativni naboj CAS nad hodnotou
ZP komplexu. Obdobné¢, komplexy nesou kladny naboj, pokud je CHIT v nadbytku. Pouze
u poméru CAS:CHIT 1:1 spolu dva opacné nabit€¢ biopolymery interaguji a dochazi
k neutralizaci jejich nabojl ve smési (ZP 4,26 mV), ztraci tedy své elektrostatické repulsni

sily.
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Obr. 23: Zeta potencial komplexii pri pH 6,5

U komplexti byla také zméfena velikost ¢astic, kterou mizeme pozorovat na Obr. 24. U
komplexti, kde je vétsi mnozstvi CAS jsou castice znacné mensi (212, 235, 240 nm),
coz odpovida velikosti ¢istého CAS (174 nm), a naopak se zvySujicim se mnozstvim CHIT
se velikost zvySuje. Nejvétsi velikost castic komplexu lze pozorovat u poméru 1:1,
kde dosahuje hodnoty 907 nm. Obecné plati, Ze pomé&r polysacharidu k proteinu ve smési
ovliviiyje jejich komplexaéni chovani, jak uz bylo zminéno diive. Smésovaci pomér (1:1) se
nachdzi v kritické¢ oblasti. To znamena, Ze opa¢né nabité biopolymery vzijemné silné
interaguji a vyvolaji neutralizaci naboje jejich smési, coZz méa za nasledek snizeni
elektrostatické odpudivé sily a zvétSeni velikosti polymeru, jak potvrzuji predchozi studie

Yuan a kol. [58]
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Obr. 24: Velikost castic komplexu pri pH 6,5

Na Obr. 25 je zndzornéno srovnani distribuce ¢astic komplexu CAS:CHIT 5:1 a 1:1,
které potvrzuje, Ze komplex 1:1 ma vétsi velikost ¢astic nez komplex 5:1. Nicméné, oba tyto

komplexy byly vybrany jako nejvhodné&jsi pro enkapsulaci curcuminu.
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Obr. 25: Distribuce castic komplexu CAS:CHIT 5:1 a 1:1
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6.3 Enkapsulace curcuminu do komplexu

Cilem pfipravy a charakterizace komplexii bylo nalézt systém s vhodnymi vlastnostmi pro
enkapsulaci curcuminu. Pro tyto Gcely byly zvoleny poméry 5:1 a 1:1. Enkapsulace byla
provedena tak, ze se curcumin rozpustil v ethanolu, a nasledné byl pfidan k piisluSenému
proteinu (CAS-Cur). Takto upraveny protein s curcuminem byl nasledné charakterizovan,
kdy byl opét proméfen zeta potencial a velikost castic. U ZP milizeme pozorovat,

ze po pridani curcuminu k proteinu se ZP snizil, a stejné tak se i mirn¢ snizila velikost ¢astic.

Tab. 3: Zeta potencial a velikost c¢astic CAS s a bez curcuminu
velikost Zp

¢astic [nm] [mV]

CAS-Cur | 1350+ 1,6 -52,9 £ 1,05
CAS 194,6 £ 1,5 -334+2,1

CAS scurcuminem se nasledné pouzil pro piipravu komplexu s enkapsulovanym
curcuminem v pomérech CAS:CHIT 5:1 a 1:1. Nejdfive se opét zméfil zeta potencidl (Obr.
26), ktery u komplexu 5:1 s curcuminem mirn¢ klesl na -17,3 mV, kdezto u komplexu 1:1

se zvysil na hodnotu 9,1 mV.
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Obr. 26: Zeta potencial CAS s CHIT v riiznych pomérech
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U komplexi s enkapsulovanym curcuminem byla dale zmétena i velikost ¢astic (Obr. 27).

Z grafu je zfejmé, Ze enkapsulace curcuminu velikost ¢astic komplexu ovliviiuje minimalné.
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Obr. 27: Velikost castic CAS s CHIT v riznych pomérech

I pfes minimalni rozdil ve velikosti ¢astic komplexu bez a s curcuminem, miiZeme rozdil
mezi komplexy pozorovat pfi srovnani distribucnich kiivek (Obr. 28). Piikladem distribuce

castic je srovnani mezi komplexem 5:1 bez curcuminu a s enkapsulovanym curcuminem.
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Obr. 28: Distribuce castic CAS:CHIT v poméru 5:1 s a bez curcuminu

Na nasledujicim obrazku (Obr. 29) je mozné sledovat vznikly komplex s enkapsulovanym
curcuminem. Prvni vialka zleva je CAS s cur a CHIT v poméru 5:1, kde mizeme pozorovat
vyrazné srazeniny, které¢ vznikly vlivem ¢asu agregaci komplexu. V druhé vialce (napravo)

v poméru 1:1 lze také pozorovat enkapsulaci curcuminu do komplexu. Agregaty komplexii
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s enkapsulovanym curcuminem miizeme pozorovat na sténach vialky. Co se tyce vizualnich

zmén prvni vialka v poméru 5:1 je znacné€ zlutéjsi oproti druhé v poméru 1:1.

Obr. 29: CAS-Cur:CHIT 5:1, 1:1
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6.3.1 Mikrostruktura komplexi

Kromé vizualniho pozorovani, byly komplexy sledovany i mikroskopicky, konkrétné jejich
mikrostruktura. Nejdiive byl pouzit konfokalni mikroskop FLUOVIEW FV3000 pro ovéieni
enkapsulace curcuminu do komplexu. Na Obr. 30 je viditelné, ze ptiprava komplexu
s curcuminem byla Uspé$nd (modré agregity komplexu s curcuminem), nicméné
u komplexu CAS:CHIT 5:1 dochazelo s postupujicim ¢asem k vyrazné agregaci a tim

1 ke zvySeni velikosti Castic.

Obr. 30: Enkapsulace curcuminu v pomeru 5:1, zvétSeni 10x

Mikrostruktura komplext byla sledovana i pomoci optického mikroskopu, kde 1ze rovnéz
pozorovat komplexy s enkapsulovanym curcuminem. U komplexu CAS:CHIT 1:1 pii
zvétseni 40x (Obr. 31) miiZzeme pozorovat vétsi 1 mensi ¢astice komplexu jejichz struktura
je oproti komplexu 5:1 jemn&jsi. Zluta barva &astic svédéi o uspésném zachyceni curcuminu

do komplexu.
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Obr. 31: Enkapsulace curcuminu v poméru 1:1 pri zvétseni 40x

Na Obr. 32 je zobrazena mikrostruktura komplexu 5:1, kterd je oproti CAS:CHIT 1:1

vyraznéj§i, coz je zpusobeno vySe zmiiovanou agregaci tohoto komplexu.

Obr. 32: Enkapsulace curcuminu v pomeéru 5:1 pri zvétseni 40x
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ZAVER

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo studium enkapsulace povrchové aktivnich latek
pomoci protein-polysacharidovych komplexii. Komplexy byly tvofeny kaseinatem sodnym
(CAS) a hydrolyzovanym sojovym proteinem (SPH) jako proteinova slozka a chitosanem
(CHIT), jakozto slozka polysacharidova. Aktivni latkou, kterd byla pouzita k enkapsulaci

byl curcumin.

Vliv raznych pomért jednotlivych biopolymerii a aktivni latky na fyzikalné-chemické
vlastnosti pfipravenych systémi byl sledovan pomoci méfeni zeta potencidlu, velikosti
Castic a sily elektrostatické interakce v zavislosti na rizném pH. Nasledné byla sledovana

mikrostruktura a enkapsulace curcuminu pomoci riznych mikroskopi.

Diky méfeni zeta potencidlu, kdy byly zjiStény isoelektrické body a velikosti Céstic
jednotlivych biopolymert, bylo vybrano nejvhodnéjsi pH pro enkapsulaci. Jak po vizuélni
strance, tak 1 po vypoctu sily elektrostatickych interakei, bylo zvoleno u biopolymert
CAS:CHIT pH 6 a 6,5, zatimco u SPH:CHIT pH 7. Déle byl velmi dilezity vhodny pomér
pro komplexaci. Po pozorovani jednotlivych fyzikalné-chemickych vlastnosti byl vybran
jako nejvhodnéjsi pomér pro enkapsulaci curcuminu pomér CAS:CHIT 1:1 a 5:1 (pH 6,5).
U SPH:CHIT komplexace nenastala, a proto byly tyto biopolymery pro enkapsulaci
vyhodnoceny jako nevhodné. V poslednim kroku byly GspéSné ptipraveny ¢astice komplexu

CAS:CHIT jako nosice kurkuminu.

Zéaveérem lze shrnout, Ze doSlo k GspéSnému zaenkapsulovani aktivni latky do CAS:CHIT
systému s curcuminem. Byl ov§em prokazan zasadni vliv pouzitych biopolymert. Vzhledem
k biokompatibilit¢ vychozich materidlli by pfipravené komplexy mohly byt vyuzivany

v kosmetické ¢i farmaceutickém primyslu za G¢elem transportu aktivnich latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CAS Kaseinat sodny

CAS-cur Kaseinat sodny s curcuminem
CMC Kriticka micelarni koncentrace
HCI Kyselina chlorovodikova
CHIT Chitosan

NaOH Hydroxid sodny

oV Emulze olej ve vodé

pH Vodikovy exponent

PIT Féazové inverze

pl/ Isoelektricky bod

SEI Elektrostaticka interakce

SPH Hydrolyzat s6jového proteinu
SPI Izolovany sdjovy protein

V/O Emulze voda v oleji

VA4 Zeta potencial
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