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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva pripravou a charakterizaci enkapsulovanych forem lipofilnich
vitamint v modelovych podminkach se zamérenim na kosmetické a potravinaiské aplikace.
V teoretické Cisti jsou popsany jednotlivé vitaminy, jejich fyziologické ucinky, fyzikalni
a chemickeé vlastnosti, zdroje a dusledky hypo/hypervitaminoz. Dale je diskutovan jejich pfinos
v medicing, potravinafstvi a kosmetice, metody stanoveni a v posledni casti metody
enkapsulace. Zvlastni pozornost je vénovana technice zapouzdieni ¢astic pomoci liposomd,
ktera byla vyuzita v praktické Casti.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na studium liposoma vybranych latek vitaminové povahy.
Konkrétné byla feSena problematika cholekalciferolu, tokoferolu a B-karotenu, pro néz byla
zavedena vhodnd metoda stanoveni. Nasledné probihala enkapsulace téchto latek
a charakterizace pfipravenych liposomli. Byla stanovovana jejich velikost, stabilita
a enkapsulacni u€innost, jez dosahovala vysokych procentualnich hodnot. Liposomy byly dale
podrobeny testim stability v travicich $tavach a v modelovych prostiedich simulujicich
kosmetické produkty. V méfeném Casovém useku bylo sledovano uvoliiovani enkapsulovanych
latek do okoli a jejich postupna degradace. V zavéru prace byly extrahovany analyty z realnych
potravin a kosmetickych vyrobkli a namérené koncentrace byly porovnavany s deklarovanymi
hodnotami.

KLIiCOVA SLOVA

Vitaminy, lipofilni vitaminy, enkapsulace, liposomy, modelové traveni



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the preparation and characterization of encapsulated forms
of lipophilic vitamins in model conditions, focusing on cosmetic and food applications.
The theoretical part describes the individual vitamins, their physiological effects, physical
and chemical properties, sources and sequels of hypo/hypervitaminoses. Furthermore, their
contribution in medicine, food industry and cosmetics, methods of determination and in the last
part of the encapsulation method are discussed. Special attention is dedicated to the technique
of particles encapsulation using liposomes, which was used in the practical part.

The experimental part is focused on the study of liposomes of selected substances of vitamin
nature. Namely, the issue of cholecalciferol, tocopherol and [B-carotene was addressed,
for which a suitable method of determination was introduced. Subsequently, encapsulation
of these substances and characterization of the prepared liposomes took place. Their size,
stability and encapsulation efficiency, which reached high percentages, were determined.
Liposomes were further put to the stability tests in digestive juices and model medium
simulating cosmetic products. During the measured time, the release of encapsulated substances
into the surroundings and their gradual degradation was monitored. At the end of the work,
analytes were extracted from real foods and cosmetic products and the measured concentrations
were compared with the declared values.
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1 UVOD

S rozvojem chemickych a biologickych véd byly postupné objevovany nové nizkomolekularni
latky vitaminové povahy a odhalovan jejich vyznam pro funkci Cetnych fyziologickych
pochodi. V dnesni dobé je jiz znamo 13 zakladnich druhll vitamini, jejichz nevyvazeny pfisun
muze mit pro lidsky organismus katastrofalni disledky. Prestoze existuje nékolik vyjimek
ve tvorbé vitamind v lidském téle, vétsSina narokil je pokryvana piijmem ze zdroji okolniho
prostiedi. Jejich pfitomnost je v téle vyzadovana v pomérné nizkych koncentracich, presto vSak
zastavaji vitaminy mnoho dil¢ich roli. Podili se na metabolismu a syntéze fady latek, udrzovani
télesnych funkci a v neposledni fadé také na podpofe imunitniho systému. Vzhledem
ke strukturnim rozdilnostem maji vitaminy §iroké spektrum aplikaci a jsou tak uplatiiovany
v potravinaiském, farmaceutickém i kosmetickém prumyslu.

Vitaminy jsou latky Casto nachylné k oxidaci, vlivim svétla a teploty. V Case pfirozené
degraduji a pozvolna ztraci svou biologickou aktivitu. Témto procesim lze do urcité miry
predchazet a jednou z moznosti je vyuziti enkapsulacnich technik. Béhem enkapsulace jsou
aktivni latky obalovany do nosnych systému, jez poskytnou patficnou fyzikalni a chemickou
ochranu pred nepfiznivymi ucinky vnéjSiho prostiedi. Latky tak ziskaji lepsi stabilitu
a zachovavaji si své funkce i v pribéhu zpracovani i skladovani. Zapouzdrfeni pfinasi také dalsi
vyhody v podobé zlepsSeni transportu, fizeného uvoliiovani, snadnéjsi manipulace aj.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vitaminy

Vitaminy obecné jsou nizkomolekularni esencialni latky organického ptvodu. Jejich nazev
vznikl spojenim dvou latinskych slov — vita (Zivot) a amin, ponévadz se predpokladalo,
ze se jedna o slouceniny tvofené predev§im aminy. Dnes jiz vime, Ze mezi vitaminy neexistuji
zadné obecné strukturni spojitosti, ale zavedeny nazev jim byl ponechan [1, 2]. Pojem
se spravné vyuziva pouze v souvislosti s heterogennimi organismy, pro které jsou tyto latky
(az na nekteré vyjimky) exogenni a musi je pfijimat z vn€jSiho prostiedi. Ne vzdy lze ovSem
predpokladat, Ze stejna latka bude vitaminem dvou riznych organismu [1].

Do téla vstupuji vitaminy piimo nebo ve formé svych provitamini — neaktivnich forem.
K jejich preméné dochazi az nasledné pusobenim specialnich enzymd ¢i zateni [3, 4]. Na rozdil
od jinych biomolekul, zejména sacharid, lipidi a proteind, je pfitomnost vitamint v organismu
vyzadovana pouze v malych mnozstvich, za kterych jiz piasobi jako katalyzatory
biochemickych reakci. Neuplatfiuji se ovSem jako stavebni jednotky ani zdroj energie [3].
V soucasné dobé je znamo 13 zakladnich druhti vitamind, jez jsou pfedné déleny podle jejich
rozpustnosti ve vodé €i v tucich. Jedna se o vitaminy hydrofilni a lipofilni [2, 5]. Mezi prvni
jmenované fadime skupinu vitamind B-komplexu a vitamin C, které nachazi uplatnéni
predevsim jako kofaktory riznych enzymut a maji tedy vyznamny katalyticky ucinek. Naproti
tomu lipofilni — vitaminy A, D, E a K — maji funkce rozmanité. Jednotliva oznaCeni vitamina
vychazi zpotadi, ve kterém byly objeveny, pfiCemz vitaminy s podobnymi funkcemi
v organismu nesou navic pro své rozliSeni Ciselné indexy za nazvem pismene [1].

2.1.1 Historie

Na objevu vitamint se podilela cela fada védca od pocatku 19. do poloviny 20. stoleti. Tento
dlouhy vyvoj byl podminén vyskytem vitamina v pfirodé pouze v malych koncentracich,
jez nebylo mozné tehdejsi technikou analyzovat. Divodem vyzkumu se staly neznamé priCiny
chorob, které se u lidi objevovaly jiz po staleti. Jesté na konci 19. stoleti prevladala teorie,
Ze nemoci typu beri-beri, kurdéje, kfivice i pelagra jsou zpisobeny infekénimi organismy nebo
toxiny jimi produkovanymi a piedpokladalo se, ze zakladni slozky vyzivy tvofi pouze cukry,
tuky, bilkoviny a mineralni latky. Tyto hypotézy a mnohé dalsi vSak byly vyvraceny pokusy
na zvifatech krmenych riznou stravou. Na zakladé ptiznakd, jez se u zvifat zaCaly projevovat,
byla vznesena domnénka, ze pficina téchto nemoci tkvi v absenci dosud nepoznanych slozek
v potraveé. Roku 1912 polsky chemik C. Funk shrnul dosavadni poznatky o téchto latkach
a navrhl pro n€ oznaceni vitaminy [5, 6].

Na prelomu 19. a 20. stoleti probihala studie, ktera spocivala v krmeni krys moukou smisenou
s mlékem (mlécny chléb). Vyzkum ukazal na pfitomnost neznamé slozky, jejiz alkoholova
a etherova extrakce z potravy vedla bezprostiedné do tii dni k Gmrti zvifat. Po navraceni
extraktu do potravy krysy prezivaly normalné a dospélo se tedy k zavéru, ze je v mléce
obsazena lipofilni latka nezbytna pro zivot. Nasledné byl odhalen jeji vyskyt pouze



ve stopovych mnozstvich a latka dostala oznaCeni jako vedlejsi faktor, pozdé&i vitamin A.
V cisté formé se jej podafilo izolovat az v roce 1937 [6, 7].

Nedostatek vitaminu D vyvolava nemoc zvanou rachitida neboli kiivice. Ta byla prvné
podrobnéji popsana v 17. stoleti, jeji pvod vSak byl pfipisovan napi. pozivani alkoholu matkou
v dobé tehotenstvi. Nasledné poznatky a postiehy napiiklad o zvySeném vyskytu tohoto
onemocnéni u déti s omezenym piistupem ke slunenimu svitu vedly k postupnému odhalovani
pri¢iny v deficitu urcité latky. Roku 1906 se objevily prvni piedpoklady, ze jde o latku
vitaminového charakteru a o par let pozdé€ji bylo prokazano jeji antirachitické pusobeni
prikrmovanim nemocnych pst rybim tukem. LéCebné ucinky byly pavodné pfifazovany tehdy
jiz znamému vitaminu A. Ze pfislusi jinému vitaminu, bylo prokazano az roku 1922 a jelikoz
se jednalo o Ctvrty objeveny vitamin, dostal oznaceni D. Dodnes je znamy také pod pojmem
antirachiticky vitamin [5, 8].

Objev vitaminu E je datovan ptiblizné ve stejné dobé¢, jako vitamin D. Roku 1922 bylo krmenim
krys semipurifikovanou stravou zjisténo, ze biezi samice rodi pouze mrtva mladata.
Po doplnéni potravy o Cerstvy salat nebo pSenicné klicky se jiz mlad’ata rodila zdravéa a neznama
slozka dostala oznaCeni faktor X. Z potravy se ji podafilo izolovat lipidovou extrakci,
¢imz se zafadila mezi lipofilni latky. Zaroven se zacCala predpokladat jeji vitaminova povaha,
aproto byla coby vitamin oznaena podle abecedniho pofadi pismenem E. Naslednym
vyzkumem struktury a vlastnosti si pro svij vliv na spravnou funkci pohlavnich organu
vyslouzila také nazev tokoferol vyplyvajici z feckych slov tocos (narozeni), ferein (privést)
a koncovky -ol oznacujici alkoholy [9].

Vitamin K byl objeven jako posledni z fady lipofilnich vitaminu, a to v 30. letech 20. stoleti
vramci studovani metabolismu cholesterolu. Tehdy byla u kufat pozorovana hemoragie
vyvoland nedostateCnym pfisunem tukovych slozek v potravé. Tu nebylo mozné odvratit
podanim zadného ze znamych vitamini a zacalo se proto uvazovat o potencialné novém
vitaminu lipofilni povahy, ktery byl pojmenovan ptizviskem koagulacni (odtud také
vitamin K). Zacaly se zkoumat vlastnosti a i¢inky tohoto vitaminu a v roce 1939 se jej podarilo
poprvé izolovat. Pozdéji byla prokéazana existence vice forem vitaminu s antthemoragickymi
vlastnosti, nékteré z nich byly pfipraveny synteticky [5].

2.1.2 Vitamin A

Vitamin A neboli retinol se svou strukturou fadi mezi alkoholy. Sklada se z B-jononového kruhu
(4-[2,6,6-trimethyl-2-cyklohexen-1-yl]-3-buten-2-on) s navazanym postrannim fetézcem
obsahujicim dvé izoprenové jednotky. Pfitomnost konjugovaného systému péti dvojnych vazeb
ve struktufe molekuly podmiriuje existenci celkem Sestnacti riznych cis-trans izomerd, z nichz
pouze dva jsou biologicky aktivni. Obé tyto izomerni formy se v pfirodnich latkach vyskytuji
povétsinou spole¢né s mastnou kyselinou, obvykle se jedna o estericky vazanou kyselinu
palmitovou [5, 10].

10
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Obrazek 1: Struktura retinolu [11]

2.1.2.1 Fyziologické ucinky

Do téla se vitamin A dostava ptimo nebo ve formé svych provitamind — karotenoidd. Jedna
se o chemicky pfibuzna zluta barviva rostlinného plivodu, ktera se na vitaminy preméfiuji
jiz ve stfevni sliznici a v jatrech pisobenim enzymu karotinazy [5, 12]. Nejucinnéjsi z fady
karotenoidu je B-karoten, ktery je v pripadé symetrického Stépeni hydrolyzovan za vzniku dvou
molekul retinolu. Ostatni formy svym rozkladem poskytuji molekulu pouze jednu. Uginnost
premén zavisi na mnozstvi pfijatych provitamind, pficemz se zvySujicimi se davkami klesa [5].
Vstiebavany jsou stejné jako retinol ve stfevé soucasn€ s tuky, mira absorpce muze byt vSak
az Sestkrat nizsi [4, 13].

Vitamin A je ukladan zejména v jatrech, méné v ledvinach a tukové tkani [12]. Ur€ité mnozstvi
jaterniho retinolu je vylouceno zIuci a je zapojeno do enterohepatalniho ob&hu. V krvi je vazan
na specialni bilkoviny, jejichz koncentrace fidi hladinu vitaminu v séru [5]. V organismu
se vitamin A meéni fadou metabolickych reakci. Nejprve podléha reverzibilni preméné
na aldehyd — retinal, nasledné oxidaci na kyselinu retinovou. Tato reakce jiz je v§ak nevratna
[12]. Oxidacni reakce podminuje také tvorbu 11-cis-retinalu, jenz je soucasti renalniho
pigmentu [5]. Dal§imi transformacemi mohou vznikat inaktivni produkty, v posledni fadé oxid
uhlicity a voda [12].

Zakladni funkci uplatfiuje vitamin A v procesu vidéni — ucastni se syntézy jiz zminénych
fotosenzitivnich pigmentl ocni sliznice (rodopsinu a jodopsinu) [13]. Je nezbytny také
pro diferenciaci, rust a spravnou funkci epitelovych bunek [4, 5]. Ovliviiuje stabilitu membran,
vyvoj pohlavnich buné€k a plodu a podili se na syntéze proteind, lipoproteint a nukleovych
kyselin. Méné vyznamné uplatnéni nachazi retinol v antioxida¢nich dé&jich [5].

2.1.2.2 Nedostatek vitaminu A

Nedostatek vitaminu A typicky postihuje o¢i a kizi [13]. Zpusobuje sniZeni sekre¢ni Cinnosti
slznych zlaz, suchost spojivek (xeroftalmii), zakaleni a poskozeni rohovky, které mize vést
k oslepnuti. Zaroveni je ovlivnéna adaptace na Sero, nastava porucha vidéni za Sera
az Seroslepost. Zmény epitelu zasahuji kuzi i sliznici, jsou doprovazeny suchosti kuze
a snizenou obranyschopnosti sliznice viici infekcim. Poruchy stfevni sliznice zpisobuji prijmy
a sliznice mocovych cest usnadfiuji tvorbu mocovych kament [12, 13]. U déti se nedostatek
muze projevit zpomalenim Ci zastavenim rustu a hor§im hojenim ran [5].

2.1.2.3 Nadbytek vitaminu A

Jednorazové poziti vy§siho mnozstvi vitaminu A vyvold v organismu akutni intoxikaci, ktera
se projevi nauzeou, zvracenim, bolesti bficha a hlavy, zavrati, podrazdénosti nebo zvySenym
nitrolebe¢nim tlakem. Pfi dlouhodobém uzivani vyssich davek poté vznikéd chronicka forma.
Pro tu je typické nechutenstvi, bolest hlavy, horeCka, svédéni odlupujici se kiize a vypadavani
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vlast. Chronicka hypervitaminoéza postihuje také kosti, dochazi k dekalcifikaci a osteopordze,
rozsifeni metafyz Ci periostalnim otoktim dlouhych kosti. Zavaznym projevem je predCasné
uzavirani epifyz, které vede k zastavé rastu, neni vylouCeno ani poskozeni jater. Nékteré
ptiznaky jsou navic podporeny souc¢asnym vyskytem hypervitaminozy D [12, 13].

2.1.2.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Retinol tvofi zluté zbarvené jehlicovité krystaly s matnym vzhledem. Stejné jako jeho derivaty
je rozpustny v Siroké Skale organickych rozpoustédel a v tucich, nerozpustny v prostiedi
glycerolu a vody. Vitamin A, a zejména jeho estery, vykazuji stabilitu vii¢i zahfivani, rozkladaji
se vSak za pristupu kysliku ¢i oxidacnich ¢inidel a UV zafeni. Oxidacni pasobeni je navic
katalyzovano pritomnosti kovii (Zelezo, méd’) a oxidaci vznikajicich peroxidi z mastnych
kyselin. Pro aplika¢ni vyuziti je mozné stabilitu navysit tvorbou tzv. mikrokapsli, pfi které je
vitamin obalen vrstvou vodného koloidniho roztoku zelatiny nebo glukézy. Tento vitamin navic
diky dvojnym vazbam siln€ pohlcuje zafeni. V zavislosti na cis-trans konformaci a na pouzitém
organickém rozpoustédle se maximum absorpce vlnovych délek pohybuje v rozmezi
318 az 360 nm. Nékteré estery navic poskytuji fluorescenci [3, 10].

2.1.2.5 Zdroje vitaminu A

Vitamin A je obsazen v zivociSnych produktech, zvlasté bohaté jsou jatra, rybi tuk, maslo,
mléko a syry. Tyto potraviny jsou navic schopny dlouhodobéjsiho uskladnéni vitaminu.
Karotenoidy naopak pochazi spiSe z rostlinnych zdroja, ovoce a zeleniny [4, 5].

2.1.3 Vitamin D

Vitamin D je souhrnné oznaceni pro skupinu latek téz nazyvanych jako kalciferoly. Jedna
se o derivaty steranu (cyklopentanoperhydrofenanthrenu) a patii tedy mezi steroidni latky.
Presnéji jde o sekosteroidy, u nichz je jeden z kruhi skeletu steranu otevieny. Mezi
jejich (pro nds nejvyznamné&jsi) zastupce patii vitamin D, (ergokalciferol) a D3
(cholekalciferol) [10].

Ergokalciferol je rostlinny sterol, ktery v téle vznika pisobenim UV zafeni. Jeho preména
probiha v kiizi z ergosterolu neboli provitaminu D>, jez je pfijiman z rostlinnych zdroji [14],
[15]. Z chemického hlediska jde o 9,10-seco(5Z,7E)5,7,10(19),22-ergostatetraen-3-p-ol.
Cholekalciferol na rozdil od n¢j postrada jednu methylovou skupinu a jednu dvojnou vazbu
ajeho systematicky nazev zni 9,10-seco(5Z,7E)5,7,10(19)-cholestatrien-3--ol [10]. Tato
forma je naopak zivocisného ptivodu a vznika ozatrenim 7-dehydrocholesterolu, jenz je jednim
z piirozenych metaboliti cholesterolu. Tento provitamin D3 tedy mutize byt v téle syntetizovan
a je v hojné mife zastoupen v kazi [14, 16].
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Vitamin D, Vitamin D,

Obrazek 2: Struktura kalciferoli [17]

2.1.3.1 Fyziologické ucinky

Obé zminéné formy vitaminu D si jsou velice podobné co do struktury i biologickych
ucinkt [10]. V téle vznikaji pusobenim nejCastéji slune¢niho zafeni, a jsou proto nékdy
oznacovany jako tzv. slunecni vitaminy [18]. Fotolytické reakce probihaji v kiizi po ozareni
UV svétlem o vinovych délkach v rozmezi 280-320 nm za Stépeni kruhu B. Jejich u€innost
pii tom zavisi na fadé faktord, jako naptiklad dobé€ vystaveni zafeni, ro¢nim obdobi, zemépisné
Sifce, pigmentaci Ci pouziti opalovacich krému. V pripadé dlouhodobéjsi expozice je reakce
schopna autoregulace, pfi niz dochazi ke vzniku inaktivnich izomert [16]. Také ergokalciferol
a cholekalciferol jsou samy o sobé neaktivni, na aktivni formy jsou vSak prevadény pomoci
specialnich enzymua [18]. V krevni plazmé se nachazi proteiny DBP (vitamin D Binding
Protein) schopné vézat a prenaSet vitamin D. Ergokalciferol a cholekalciferol jsou
transportovany do jater, kde jsou vystaveny enzymatickému pusobenim 25-hydroxylazy
za vzniku 25-hydroxykalciferolu, zjednodusené kalcidiolu, jenz ptedstavuje hlavni formu
tohoto vitaminu. Vlivem dal§i hydroxylazy v ledvinach (1-hydroxylazy) wvznika
naopak nejucinnéjsi forma — kalcitriol (1,25-dihydrokalciferol), téz hormonalni forma [4, 14].

Ackoli je vitamin D, jak vypovida z nazvu, tradi¢né fazen mezi vitaminy, vykazuje hormonalni
aktivitu, pro kterou je fazen také mezi hormony podilejici se na metabolismu véapniku.
Je schopen vazat se na receptory a pronikat do jadra bunék, kde stimuluje produkci proteina
regulujicich resorpci predevsim vapniku a fosfatl ve stfevech [8, 12].

Kalciferoly celkové zvysSuji hladiny vybranych latek v krvi. Podporuji zpétné vstiebavani
vapniku, sodiku a fosfatd v ledvinach, konkrétné v distalnich tubulech nefronil, a maji rozsahly
vliv na tkané€ pohybové soustavy [12, 18]. Podnécuji d€leni osteoklastd, ¢imz uvoliuji vapnik
z povrchu casti kosti, které jiz neosifikuji, ve prospéch Casti rostoucich [8]. Napomahaji tvorbé
kolagenovych vlaken, a ovliviiuji tak mineralni 1 organickou slozku kosti. S regulaci vapniku
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v téle souvisi i ucinky na svalstvo, pro jehoz spravnou funkci jsou vapnikové ionty nezbytné
[12, 18].

Mimo jiné byla u tohoto vitaminu prokazana ucast v imunitnim systému, kde ovliviiuje
diferenciaci makrofagu z prekurzord a zvysuje jejich aktivitu. ZvySuje také pusobeni bilych
krvinek proti antigenim a podili se na tvorbé specialnich bilkovin, které jsou soucasti
nespecifické imunity [19].

2.1.3.2 Nedostatek vitaminu D

Jak jiz bylo zminéno, vitamin D fidi spolu s dal§imi hormony (parathormonem a kalcitoninem)
metabolismus vapenatych iontd, pficemz hypovitamindza (vedle omezeni jeho funkci) souvisi
predevsim s poruchami kostni tkané [4]. U déti se projevuje jako kfivice (Spatné ukladani
vapniku do nové vznikajicich kosti), u dospélych jako osteomalacie (meknuti a ohyb kosti jiz
pln€ vyvinutych) [5, 12]. Pfi¢in nedostatku maze byt hned né€kolik. Muze se jednat o pouhy

vvvvvv

o ruzna onemocnéni, ktera zpusobuji Spatné vstiebavani této latky [12].

2.1.3.3 Nadbytek vitaminu D

Hypervitaminéza D vznikd pouze v pifipadé nadmérného pfisunu v potravé, projevuje
se osteoporozou, zvySenym vyluCovanim vapniku moci, polyurii, pocitem na zvraceni,
samotnym zvracenim a prujmem [4, 5, 12]. Pfi déletrvajicim zvySeném pfijmu nastava
kalcifikace organt (zejména ledvin) vedouci k jejich selhani [12].

2.1.3.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vitaminy skupiny D jsou bezbarvé krystalické latky nerozpustné ve vodé, ale rozpustné
v tucich a organickych rozpoustédlech (napf. acetonu, methanolu, etheru). Diky jejich tfem
konjugovanym dvojnym vazbam siln¢ absorbuji zafeni v UV oblasti a rozpusténé v hexanu
vykazuji podobna absorpcni spektra s maximem pii 264,5 nm. Zaroven piitomnost dvojnych
vazeb podmitiuje nachylnost k oxidaci ¢i adici a k ptipadnému rozkladu. Obecné jsou tyto latky
na vzduchu i svétle nestalé a podléhaji fotoizomeraci. Citlivé jsou také na kysela prostiedi,
naopak v alkalickych jsou stabilni, pfi vysSich teplotach rovnéz izomeruji. Teplota tani
ergokalciferolu se pohybuje kolem 115-118 °C, zatimco u cholekalciferolu jsou hodnoty
podstatné nizsi, priblizné 84-85 °C [3, 10].

2.1.3.5 Zdroje vitaminu D

Vétsina potfebného mnozstvi vitaminu D je v lidském organismu pokryvana jeho tvorbou
v kizi ze 7-dehydrocholesterolu a v zavislosti na geografickych, klimatickych a kulturnich
faktorech je nutny vétsi ¢i mensi piijem z exogennich zdroju [5]. Jelikoz vitamin D patii mezi
lipofilni latky, byva soucasti potravin s vysokym podilem tukl, coz ptredstavuje problém
z hlediska kardiovaskularnich chorob [16]. NejbohatSim zdrojem jsou jatra, rybi tuk, mléko,
fortifikované margariny ¢i vejce. Rostlinné zdroje pak tvofi napfiklad kokosové maslo
¢1 houby, zvlaste hiiby, ve kterych je vitamin zastoupen predevsim ve formé ergosterolu [5].
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2.1.4 Vitamin E

Vitamin E je predstavovan skupinou osmi derivatd tokolu (2-methyl-2-(4,8,12-
trimethyltridecyl)-6-hydroxychromanu) a tokotrienolu (2-methyl-2-(4,8,12-trimethyldecyl-
3,7,11-trienyl)-6-hydroxychromanu) vykazujicich stejné biologické aktivity [5, 13]. Jedna
se o slouCeniny tvorené stejnym zakladem — chromanovym kruhem s navazanou hydroxylovou
skupinou — a nasycenym (tokoferoly) nebo nenasycenym (tokotrienoly) Sestnacti-uhlikatym
postrannim fetézcem, téz nazyvanym jako fytolovy [9]. Podle pfitomnosti methylovych skupin
na chromanovém jadre jsou rozliSovany ¢tyti formy téchto sloucenin (o, B, v a 0), z nichz kazda
ma zastoupeni u tokoferol i tokotrienoli. Nejvyznamnéjsim vitagenem E je a-tokoferol, proto
je cela skupina obecné oznacovana také pojmem tokoferoly [9, 10].

Tokoferoly

CH
. Tokotrienoly
o B Y )
R1 CHj; CHj; H H
R2 CH3 H CH3 H

Obrazek 3: Struktura tokoferolil a tokotrienoll — prevzato a upraveno [20]

2.1.4.1 Fyziologické ucinky

Vstiebavani vitaminu E probiha v tenkém stieve a zavisi na povaze tuku, se kterym je pfijiman
a absorbovan. Nasycené mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem pfispivaji
ke snadnéjSimu vstfebavani, v opacném piipadé polynesaturované jej mohou az inhibovat.
VétSina absorbovaného vitaminu je dale prevedena do lymfy, zbytkové mnozstvi do krve.
Transport je uskute¢iiovan lipoproteiny, pfedevsim nizkodenzitnimi LDL, dale HDL a VLDL
[S].

Radikaly v organismu poskozuji lipidy a produkuji jejich hydroperoxidy, které svym rozkladem
spousti kaskadu déji. Vitamin E puasobi jako ochranny faktor, ktery vstupuje do reakci,
odchytava a premeénuje sekundarni radikaly a brani fetézovému mechanismu. Tato funkce je
uplatiiovana u membranovych lipidi univerzalné a vitamin je proto lokalizovan ve vSech
tkanich, specialné€ v tukovych a v jatrech. Pasobi tedy jako antioxidant, pozitivné ovliviiuje
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stabilitu fady latek (vitaminu A, n€kterych hormonli a enzymu), Gc¢inkuje na bunky hladké
svaloviny, inhibuje jejich proliferaci a predchazi vzniku kardiovaskularnich chorob [5, 12].

Za nejucinnéjsi z fady vitaminu E je povazovan o-tokoferol obsahujici tfi methylové skupiny
na chromanovém kruhu. S klesajicim poctem téchto skupin a s pfitomnosti dvojnych vazeb
se biologicka ucinnost snizuje [10, 21]. Zvlastni funkci vykazuje y-tokoferol jakozto silny
nukleofil, ktery vychytava elektrofilni mutageny a napomaha tak ¢innosti glutathionu [5].

2.1.4.2 Nedostatek vitaminu E

Hypovitamindza je spojena se Spatnym vstifebavanim nebo transportem tohoto vitaminu, u lidi
je vSak velmi vzacna a nebyla spolehlivé popsana [9, 15]. Také jeji projevy nejsou zcela
objasnény, jelikoz se deficit zacina projevovat az po delsi dobé Nektera onemocnéni
sice vykazuji podobné priznaky, jaké byly pozorovany u zvifat pfi nedostatku vitaminu E
(napft. sterilita, svalova dystrofie), u ¢lovéka vsak nebylo prokazano, ze se jednd o projevy
pravé této hypovitamindzy [21]. Vjejim dasledku jsou pouze piedpokladany zmény
v krvetvorbé (snizend zivotnost Cervenych krvinek), reprodukovatelnosti a zmény v cévni
a nervoveé soustave [5, 12].

2.1.4.3 Nadbytek vitaminu E

Hypervitamindzy, obvykle vzniklé predavkovanim, jsou svymi toxickymi ucinky nebezpecné
hlavné u vitamini A, D a popiipadé K [1, 4]. V jejich srovnani je nadbytek vitaminu E
v organismu snaze tolerovatelny [5].

2.1.4.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Za normalnich teplot tvoii tokoferoly bezbarvé nebo lehce nazloutlé viskozni oleje, pii nizsich
teplotich mohou nékteré z nich vyskytujici se v pfirodé krystalovat. Tyto latky patfi
mezi hydrofobni, rozpoustéji se v tucich a lipofilnich rozpoustédlech (etheru, petroletheru,
chloroformu ¢i hexanu), méné v alkoholech a acetonu. V alkalickém prostiedi jsou stabilni
do teploty 40 °C, poté se rozkladaji, naproti tomu v kyselém jsou stabilni i za vysSich teplot.
Disponuji silné reduk¢nimi vlastnostmi diky pfitomnosti hydroxylové skupiny, a jsou tedy
citlivé na vzdus$ny kyslik a oxidacni Cinidla. Mirna oxidace vede k otevieni chromanového
kruhu a vzniku zlutého tokoferylcholinu, ktery snadno podléha redukci s naslednou zpétnou
cyklizaci v kyselém prostiedi. Za ucasti riznych kovi, radikalt, svétla nebo zvysené teploty je
oxidace znacn€ urychlena. Esterifikaci vznikaji stabilngj$i slouceniny se zachovanim stejné
nebo vyssi biologické ucinnosti. VSechny formy vitaminu E jsou opticky aktivni a vétSinou
pravotocivé, synteticky pripravené pak tvoii racemické sméesi. UV absorpcni spektra tokoferola
i jejich esterti jsou velmi podobné, pficemz maximaln€ absorbuji zafeni o vinovych délkach
v rozmezi 280-300 nm. Vykazuji také silné fluorescencni vlastnosti [10, 21].

2.1.4.5 Zdroje vitaminu E

Vitamin E predstavuje hlavni ptirodni antioxidant produkovany pouze v rostlinach a obsazeny
ve vSech lipidech rostlinného pivodu. Predni zastoupeni ma v rostlinnych olejich — olejich
z obilnych kli¢kd, slune¢nicovych, fepkovych a s6jovych. V malych mnozstvich se vyskytuje
také vjadrech ofechd, kukufici, hrasku, obilnych produktech ¢iv nékterych zeleninach
a zivo€iSnych produktech (vejce, mléko, vnitfnosti). V téchto zdrojich se tokoferoly vyskytuji
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predevsim ve formé volnych derivati, minoritné€ jako estery nejCastéji mastnych kyselin.
a-tokoferol mize byt v obou formach pfitomen v pfirodnich zdrojich nebo pfipravovan
synteticky jako smés osmi stereoizomeru [5, 15].

2.1.5 Vitamin K

Vitamin K zahrnuje skupinu latek pfirozeného 1 syntetického pavodu odvozenych
od slouceniny 2-methyl-1,4-naftochinonu, ktera samotna nebyla z pfirodnich zdroju izolovana.
Tato skupina si sviij nazev vyslouzila diky svym hemokoagula¢nim u¢inkiim, podle kterych
byla oznatovana jako koagulaéni vitamin, vitamin K. Radi se zde n&kolik slouGenin, pfi¢emz
nejvyznamnéjsi je dvojice vitamini K; a Kz. Prvni, vitamin K; (fylochinon, fytomenedion), je
latka pochazejici z rostlinnych zdroji, ktera ma na tfetim uhliku navazanou fytolovou skupinu.
Naopak vitamin K> (menachinon, farnochinon) nese na tfetim uhliku polyizoprenovy fetézec
obvykle o délce Sesti nebo sedmi izoprenovych jednotek a podobné jako vitamin H mize byt
v téle syntetizovan stfevni mikroflorou [5, 12].

0 CH; CH; CH; CH;

Obrazek 4. Struktura vitaminu K, [22]

Obrazek 5: Struktura vitaminu K; [22]

2.1.5.1 Fyziologické ucinky

Vitamin K patfi mezi lipofilni latky a z potravy je vstfebavan v tenkém stfevé spolecné
s piijatymi tuky. Uinnost absorpce je znatné proménliva, pohybuje se v rozsahu 10-80 %
a zéavisi na typu mastnych kyselin. Kratké nasycené mastné kyseliny vstiebavani podporuji,
naopak polynenasycené s del§im fetézcem jej snizuji [5]. Vyjimku predstavuji vitaminy Ks
(menadion) a K4 (menadiol) tvofici ve vodé rozpustné soli, k jejichz absorpci neni zapotiebi
pusobeni zluci. Tyto latky se fadi mezi syntetické formy vitaminu K a v pfirodé se bézné
nevyskytuji [12].

Vitamin K se v téle hromadi zejména v jaterni tkani [5]. Je nezbytny pro tvorbu protrombinu
a koagulacnich faktort (I, VII, IX, X), a ma tedy dulezitou roli v procesu srazeni krve [13].
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Mimoto je slozkou transportnich systému, Ucastni aerobni fosforylace a syntézy nékterych
bilkovin. V kostech pusobi spolecné s vitaminem D a podporuje tvorbu osteokalcinu.
Konkrétné napomaha y-karboxylaci glutamatové Casti proteinu, ktera poté zprostiedkovava
vazbu vapniku [5]. Proti vitaminu K pisobi latka dikumarol a jeho derivaty, které brani procesu
srazeni krve a vyuzivaji se jako léCebna antikoagulancia [13].

2.1.5.2 Nedostatek vitaminu K

Nedostatek je u tohoto vitaminu vzacny a mize byt zpusoben nizkym pfijmem v potrave,
chudou stfevni mikroflorou naptiklad v disledku uzivani antibiotik, snizenou Cinnosti jater
¢i poruchou vstiebavani tukd. Mnohem casté€jsi je jeho vyskyt u novorozenct, u kterych vznika
vlivem nedostatecné zasoby a pfijmu nebo vlivem sterility stfev [12, 13]. Primarnim projevem
hypovitaminozy je pokles hladiny protrombinu a koagulacnich faktort, ktery vede k poruse
krevniho srazeni a nadmérné krvacivosti [5, 13]. U novorozenci muze dokonce dojit
ke krvéaceni do nadledvinek, gastrointestinalniho traktu nebo cévni nervové soustavy [12].

2.1.5.3 Nadbytek vitaminu K

Hypervitamindzy Ki a Kz nebyly prokazany ani pfi pfijmu v mnohonasobné vysSim mnozstvi.
V ojedinélych ptipadech mohou zpusobovat kozni alergické reakce, tyto vitaminy vSak nejsou
povazovany za toxické latky. Naproti tomu uméle piipraveny vitamin K3 vykazuje v organismu
vedlejsi ucinky a jeho zvysena koncentrace se muze projevit hyperbilirubinémii a hemolytickou
anémii [5].

2.1.5.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vitamin K; je zluty olej a K> zlutd krystalicka latka. Obé slouCeniny jsou dobie rozpustné
v tucich, acetonu a jinych organickych rozpoustédlech (napt. benzenu, etheru, petroletheru),
méné rozpustné v alkoholech a nerozpustné ve vodé. Zaroven obé vykazuji termostabilitu
avytvari charakteristicka UV absorpCni spektra dana pritomnosti chinonu ve struktufe
molekuly. S alkoholaty poskytuji modré az Cervenofialové zbarveni postupné piechazejici
do Cervenohnéda. Vitamin K; na rozdil od K> miZze navic disponovat optickou aktivitou.
Obecné je vitamin K velmi citlivy vici pritomnosti svétla, alkaliim, silnym kyselinam
¢i redukénim Cinidlam. Naopak v prostiedi oxidacnich latek je stabilni. Reduk¢nim pisobenim
ztraci tyto vitaminy biologickou aktivitu a vznikaji hydrochinony s fluorescencnimi vlastnostmi
[3, 10].

2.1.5.5 Zdroje vitaminu K

V prirode¢ je vitamin K zastoupen v potraveé rostlinného i zivoci§ného ptivodu. Rostlinné zdroje
obsahuji fytochinon, ktery vznika b&hem fotosyntézy v zelenych castech rostlin ¢i u fas.
Vyznamné jsou hlavné nékteré druhy zeleniny — Spenat, kapusta, kvétak, brokolice aj.
Ze zivocisnych zdroji vitaminu K jsou nejbohatsi jatra [5, 12].

2.1.6 Prehled hydrofilnich vitamina

2.1.6.1 Vitamin B; (Thiamin)
Thiamin, dfive zvany aneurin, je prvnim vitaminem B-komplexu, jehoz nedostatek v krajnim
piipad€ zptisobuje nemoc beri-beri (avitamindza). Vyskyt této nemoci je v dne$ni dobé vzacny,



jelikoz ma vitamin v pfirodé hojné zastoupeni mezi rostlinnymi i zivocisSnymi produkty.
Vyznamné zdroje predstavuji zejména kvasnice, které jsou schopné biosyntézy tohoto
vitaminu, dale ryze, obiloviny, lusténiny, maso a masné vyrovky, ovoce a zelenina [5, 12].

Pro organismus jsou podstatné dvé biologicky aktivni formy thiaminu. Prvni, thiamindifosfat
(TDP), se jako koenzym ucastni fady enzymatickych reakci. Pisobi v metabolismu sacharidi,
kde se podili na preméné pyruvatu na acetyl-CoA (pyruvatdehydrogenaza), v pentdzovém
a citratovém cyklu a také v metabolismu aminokyselin. Druhou formu predstavuje
thiamintrifosfat (TTP) pasobici v nervovych a svalovych tkanich [5].

2.1.6.2 Vitamin B; (Riboflavin)

Riboflavin se jiz podle nazvu tadi do skupiny flavinovych latek. V organismu se vyskytuje
voln€ nebo ve své fosforylované formé jako soucast oxidacné redukénich enzymu. NejCastéji
se jedna o koenzymy flavinovych (téz Zzlutych) enzymi, prevazné flavinmononukleotidy
(FMN) a flavinadenindinukleotidy (FAD), které se uplatiiuji pfi pfenosu vodikovych iontd.
Svou funkci riboflaviny ptispivaji také k vidéni za Sera (prevadi modré paprsky na zlutohnédé)
nebo k metabolismu jinych vitamint B-komplexu (napf. niacinu) [4, 5].

V pfirodé je tento vitamin velice rozsifeny a je obsazen ve stejnych zdrojich jako thiamin
[4, 13]. Hypovitaminoza neni pfili§ Casta, mize se objevit napiiklad pii dlouhodobéj§im
prujmovém onemocnéni a obvykle se vyskytuje paraleln€ s hypovitaminézami jinych vitamina
skupiny B [5, 12, 13]. Postihuje zejména kiiZi a sliznici a mezi jeji typické piiznaky patii ragady
ustnich koutkd, praskani rtd, seboroicka dermatitida a ocni poruchy [12].

2.1.6.3 Niacin

Pojem niacin zahrnuje skupinu dvou piibuznych latek (kyselinu nikotinovou, nikotinamid)
a jejich derivaty. Kyselina nikotinova byla ptivodné oznaCovana jako vitamin PP diky svému
antipelagrovému principu. Hlavni funkce niacinu vznika v souvislosti s nukleotidy, se kterymi
se vaze ve forme& amidu kyseliny nikotinové. Spolecné predstavuji nezbytné koenzymy (NAD,
NADP) podilejici se na prenosu vodiku a jsou soucasti dehydrogenaz. Soucasné ma kyselina
nikotinova silné vazodilatacni G¢inky [4, 5].

V téle mize byt niacin syntetizovan z esencialni aminokyseliny tryptofanu v jaterni tkani
za piitomnosti vitamina By, B2, B a K. V potrave je obsazen zvlasté v kvasnicich, jatrech, masu
a v obilovinach. Tézky nedostatek (avitamindza) se projevuje jako pelagra [5, 13].

2.1.6.4 Vitamin Bg (Pyridoxin)

Pyridoxin je souhrnné oznaceni pro skupinu tii latek — pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin,
téz oznacovanych jako pyridoxinova triada. S kyselinou fosfore¢nou vytvari vyznamné estery
pusobici jako prostetické skupiny mnoha enzymu. Uplatiuji se predev§im v metabolismu
aminokyselin u transaminaz a dekarboxylaz, pfi pfeméné tryptofanu na niacin, v metabolismu
cukrt a tukt. Podstatné jsou také pro spravnou funkci nervové a imunitni soustavy [5, 13].
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Bohatymi zdroji jsou rostlinné i zivocisné produkty, obzvlasté sojové boby, pSenicné klicky,
drozdi, maso a vnitfnosti [5]. Nedostatek se projevuje koznimi zménami, zvySenou drazdivosti
¢i kieCemi [12, 13].

2.1.6.5 Vitamin B; (Kyanokobaltamin)

Vitamin Bi> obsahuje porfyrinovy skelet s centraln€é vazanym atomem kobaltu a jeho
vstiebavani v téle zavisi na pritomnosti vnitfniho faktoru v tenkém stfevé. V aktivni formeé
pusobi jako koenzym a podili se na prenosu methylovych skupin. Je dilezity pro krvetvorbu,
syntézu nukleovych kyselin a metabolismus aminokyselin a bilkovin [5]. Pfi nedostate¢ném
pfijmu se mize objevit anémie, glositida, zmeény zaludecni sliznice a poruchy nervové soustavy
[13]. Hlavnim zdrojem tohoto vitaminu jsou jatra, maso a dal§i zivociSné produkty. Rostlinna
strava obsahuje pouze stopova mnozstvi [5].

2.1.6.6 Kyselina listova

Kyselina listova (folova, pteroylglutamova) pusobi v organismu zejména Vv jaterni
a hematopoetické tkani. K jejim funkcim patfi syntéza nukleovych kyselin, krvetvorba,
metabolismus aminokyselin a pfenos jednouhlikatych skupin. Vstiebavani probiha ve stievech
a je ovlivilovano fadou faktorti — formou pfijaté latky, slozenim potravy, pritomnosti alkoholu
a drog, genetickymi faktory atd. V prirodé jsou zastoupeny prevazné jeji derivaty — folaty, které
vSak disponuji nizsi biologickou ucinnosti. Nejbohatsi vyskyt kyseliny listové vykazuji zdroje
rostlinného puvodu, konkrétné zelené casti rostlin, z Zivoc¢iSnych zdroji jsou to jatra.
Hypovitaminéza zpusobuje anémii, na rozdil od hypovitaminézy Bi» vSak nevznikaji
neurologické potize [4, 5].

2.1.6.7 Kyselina pantotenova

U lidi a zvitat predstavuje kyselina pantotenova dilezity faktor pro rust, reprodukci a optimalni
funkci organismu. Jeji biologické ptisobeni je podminéno pfitomnosti B-alaninu ve struktufe
latky. Pfi nahrazeni této aminokyseliny jinou dochazi ke ztraté funkce vitaminu. Kyselina
pantotenova tvoti optické izomery, pfi¢emz L(-) formy jsou rovnéz fyziologicky neaktivni [5].

V téle slouzi jako soucast koenzymu A. Podili se tak na pfenosu zbytku karboxylovych kyselin
a zasahuje do metabolismu sacharidt, lipidd 1 aminokyselin. Je obsazena témér ve vSech
potravinach a jeji pfijem je zajistén normalni denni stravou, proto se jeji hypovitamindza
prakticky nevyskytuje [4, 5].

2.1.6.8 Vitamin H (biotin)

Biotin miize byt, na rozdil od vétSiny vitamind, syntetizovan v téle stfevni mikroflorou.
V potravé se vyskytuje volné nebo vazany na bilkoviny. S albuminem diky silné vazbé vytvari
nevstiebatelny a tedy pro organismus nevyuzitelny avidin-biotinovy komplex. Naopak
nejbohatsim zdrojem jsou jatra. Biotin ma v pfirod€ zastoupeni v podobé osmi stereoizomerd,
z nichz biologickou aktivitu vykazuje pouze D-biotin. Pisobi ve formé koenzymu v mnoha
enzymatickych reakcich, zejména pti karboxylacnich procesech [5, 13].
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2.1.6.9 Vitamin C (kyselina askorbova)

Kyselina askorbova se uplatiiuje ve vétSin€ biologickych pochodi a zabezpeCuje jejich
spravnou funkci [4]. Je schopna reverzibilnich pfenosu elektront, dokud si zachovava kruhovou
strukturu. Pi1 pasterizaci, vareni ¢i del§im skladovani dochézi k poruseni této struktury a ztraté
biologické aktivity [5, 13]. V organismu ma vitamin C fadu funkci. Podili se na tvorbé
kolagenu, keratinu a mezibunéné hmoty, je dulezity pro Cinnost osteoblastt, krvetvorbu,
preménu kyseliny listové, metabolismus tryptofanu a fenylalaninu, syntézu steroidu
v nadledvinkach atd. V neposledni fadé napomaha v boji proti infekci a pfi ochrané mastnych
kyselin pred oxidaci [4, 5, 13]. V potravé se vyskytuje hlavné v Cerstvém ovoci a zeleniné
a v ptipadé avitamindzy vznika skorbut (kurdéje) [4, 5].

2.2 Aplikace lipofilnich vitaminu

2.2.1 Medicina

Retinoidy oznacuji skupinu ptirodnich 1 syntetickych latek vykazujicich biologickou aktivitu
vitaminu A. Jsou déleny do tfi generaci na zakladé aromaticity. V organismu se vazou
na specialni proteiny (retinol-binding protein, RBP), které umoziuji jejich transport po téle
[23]. S cilovymi bunkami interaguji vétSinou prostfednictvim jadernych receptorti kyseliny
retinové a retinoidd X a ovliviuji tak transkripci genti. Kontroluji rast a diferenciaci mnoha
typu koznich bunék (keratinocytd, fibroblasti), stimuluji epidermalni bunécnou proliferaci
a v hyperproliferacnich tkanich ji naopak normalizuji. Podili se na obnove epitelu, kompenzuji
inhibi¢ni pusobeni sterold na protizanétlivé faktory a usnadiuji hojeni ran [23, 24].
V soucasnosti jsou retinoidy §iroce uzivany v oblasti dermatologie. Diky svym protizanétlivym
a imunomodulacnim vlastnostem se aplikuji pfi 1écbe lupénky, zanétlivych dermatodz, akné
a dalSich poruch mazovych a apokrinnich zlaz. Uplatiuji se také proti vlivim starnuti
a fotostarnuti (viz kosmetické aplikace) [23, 25].

Vitamin D je klasicky vyuzivan pfi 1é€b€é zlomenin, tuberkul6z ¢i dermatologickych
onemocnéni a jako prevence kfivice a osteomalacie [3]. Nejvétsi potencial vSak predstavuje
v medicinskych aplikacich jeho pouziti v boji proti riznym typam rakoviny. Bylo zjisténo,
ze hladiny aktivnich forem vitaminu D v téle souvisi s vyskytem této nemoci a byly prokazany
jejich diferenciacni a proliferacni G€inky na nadorové buniky. Vyzkumy jsou vSak spojené
s problémy testovani na lidech a je také nutné stanovit tolerovatelna mnozstvi vitaminu D kvuli
ptipadné intoxikaci [26, 27].

Také vitamin E je v soucCasné dobé v mediciné hojné vyuzivany. Esterifikace sukcinatu
vitaminu E s polyethylenglykolem 1000 dava vzniku tzv. vitaminu E TPGS, zkracen¢ TPGS
(d-a-tokoferyl polyethylenglykol 1000 sukcinat), jez byl schvalen jako bezpecna
biokompatibilni farmaceuticka latka s podpurnymi vlastnostmi (adjuvans). TPGS je uplatfiovan
pti inkorporaci 1éCiv, zvySovani jejich rozpustnosti a permeace. Zaroven disponuje selektivni
toxicitou k nadorovym buiikam, je schopny inhibovat P-glykoprotein a omezovat tak rezistenci
téchto bunék vaéi 1é¢ivam. Hydrofobni Cast (sukcinat) navic mize slouzit jako dopln€k
vitaminu E a hydrofilni (PEG 1000) umoziiuje tvorbu micel [28, 29].
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2.2.1.1 COVID-19

Vzhledem k soucasné celosvétové pandemické krizi je Casto diskutovana role vitaminu D
v souvislosti s onemocnénim COVID-19. Nekolik studii jiz prokazalo pfiznivé ucinky
suplementace tohoto vitaminu na snizovani rizika akutnich virovych infekci dychacich cest,
avSak spojitost mezi hladinami vitaminu a amrtnosti je stale neprikazna. Faktem zistava,
ze nedostatek vitaminu D je v dne$ni populaci bézny, proto by se mélo dbat na udrzovani
optimalni hladiny cirkulujiciho 25 (OH) D — kalcidiolu kvili podpofe imunitniho systému
[30, 31].

2.2.2 Potravinarstvi

Prisun veskerych potiebnych zivin by mél byt zajistén béznou vyvazenou stravou, v mnoha
zemich je vSak nedostatek vitamini Castym problémem, ktery zasahuje vSechny vékové
kategorie. Nejvétsi dopady miva na déti a t€hotné zeny, mize zpusobit zavazné stavy, dokonce
vést ke smrti. Reenim je okamzité doplnéni vitamind v piipad® jiz existujiciho deficitu.
Z dlouhodobého hlediska je mozna prevence konzumaci rozmanité stravy ¢i fortifikovanych
potravin [32].

Vitaminy patii mezi labilni slozky potravy, jejichz obsah se ¢asem prokazatelné snizuje
v zavislosti na pusobeni vnéjsich faktoru (teplo, vlhko, kyslik, pH, svétlo). Stabilita klesa také
v pritomnosti raznych latek, které s vitaminy interaguji [33]. Fortifikace je vyuzivana
ke zvySovani mnozstvi jednoho nebo vice vitaminl v potravinach bez ohledu na to, zda jsou
jejich ptirozenym zdrojem [34]. Opira se o studie zabyvajicich se nedostatky mikrozivin a je
zalozena na potiebach cilové skupiny nebo populace na daném uzemi a v daném rocnim obdobi.
Nejvice obohacovany jsou potraviny vitaminy A, B, C a D [32, 34]. K fortifikaci vitaminem A
jsou Casto uzivany syntetické B-karoteny, které se ptidavaji zejména do oleji a margaring.
Mezi produkty dopliiované vitaminem D patfi napfiklad mléko, mlééné vyrobky a také
margariny [34].

2.2.3 Kosmetika

Vitaminy patii mezi zékladni ziviny potfebné pro zivot. Ovliviiuji metabolismus veskerych
organu lidského té€la, ¢imz se zasadné odliSuji od vétSiny kosmetickych latek. Pii jejich
nedostatku je Casté postizeni kuze, které byva také jedno z prvnich indikatort deficitu.
Na druhou stranu ma aplikace vitamini na pokozku fadu pozitivnich ucinkl. Z lipofilnich
vitamind jsou v kosmetice nejvice vyuzivany vitaminy A a E [35].

Kuze ptirozené podléha procesu starnuti, pii kterém dochazi k jejimu ztenceni, ubytku kolagenu
v tkéni (cca 1 % rocné) a ztraté nékterych bariérovych vlastnosti. Schopnost vazat vodu je casto
omezena, klize je sucha a muze praskat [35]. Vitamin A pusobi proti témto vlivim. Reguluje
obnovu epidermalnich keratinocytu (starsi buriky jsou nahrazovany nove vytvorenymi, rohovati
a jsou odstranény z povrchu kize), podporuje zesileni epidermis a zvysuje obsah elastinu,
fibrinu a kolagenu, ktery ma navic vétsi odolnost [25, 35, 36]. Vitamin pfispiva k redukci vrasek
a k sourodéjsi pigmentaci, jeho uCinkem se kize jevi hladsi a pruznéjsi [25].

22



V organismu se neustale tvori volné radikaly at' uz prostfednictvim biologickych reakci
¢i vlivem vngjsich chemickych a fyzikalnich faktord. Mezi nejbéznéjsi patii UV zafeni, které
pii nadmérném pusobeni vyvolava v kizi oxidacni stres a po vyCerpani pfirozené vnitini
kapacity antioxidanti poskozuje tkan. Dochazi k oslabeni imunity a v krajnim ptipadé mutize
vznikat rakovina kiize. Vitamin E v téle pracuje jako neenzymaticky antioxidant. Nejcastéji je
aplikovan ve formé estert, které vykazuji vyssSi stabilitu a jsou hydrolyticky aktivovany
po prichodu koznimi vrstvami. Vitamin je uzivan v kosmetickych pfipravcich k posileni
antioxidacni aktivity pokozky, ochrané pred slune¢nim zafenim, pfipadné k prevenci a redukci
ptiznaki jeho pusobeni (tvorba vrasek, erytému, otokti a nepravidelné pigmentace). ZlepSuje
také schopnost zadrzovani vody a hydrataci kaze [35, 36].

2.3 Metody stanoveni

2.3.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je analyticka metoda pro identifikaci a kvantifikaci latek, ktera studuje
interakce svétla s hmotou. Béhem interakci dopadajici fotony pfedavaji svou energii Casticim,
které ji mohou pohltit ¢i opétovné vyzarit. Mira absorpce piitom zavisi na vinové délce svétla
a je charakterizovana veli¢inou transmitanci udavajici nejcastéji v procentech, o kolik se snizila
intenzita zafeni po pruchodu danou latkou. Pocita se jako pomér intenzity proslého (I)
a vstupniho (Ip) svétla podle vzorce:

2.1)

T—I 100
=T

a dosahuje maximalni hodnoty 100 % v ptipadé plné propustného vzorku. Jeji utlum nastava
pfi zvySujicim se mnozstvi absorbujicich molekul v draze §ifeni a pro dokonale nepropustny
vzorek klesa az na O %. Absorbance je definovana jako zaporny dekadicky logaritmus
transmitance:

I
A=—logT = —logl—. (2.2)
0

Jedna se o bezrozmérnou aditivni veliCinu vypovidajici o mnozstvi absorbovaného svétla
vzorkem, ktera nabyva hodnot 0 az nekonecno. Absorbance je pfimo umeérna koncentraci ¢
podle Lambert-Beerova zakona:

A=¢c"c"| (2.3)

kde ¢ je absorp¢ni (extinkcni) koeficient a [ je délka optické drahy. Absorp¢ni koeficient
vyjadiuje schopnost molekuly absorbovat svétlo urcité vinové délky a je zavisly na jednotkach
koncentrace. Typicky se ¢ udava v jednotkach molarity, / jakozto délka kyvety v cm a & poté
v jednotkéch I - mol! - cm™. Lambert-Beeriv zakon tedy udava linearni zavislost absorbance
na délce drahy a koncentraci vzorku, plati ov§em pouze pii velkém ziedéni [37].

K méfeni se vyuziva pfistroj zvany spektrofotometr sestavajici z nékolika zakladnich casti.
Prvni je zdroj zéafeni, u kterého je pozadovan stabilni vykon a pokryti Sirokého rozsahu
vlnovych délek. Bézné vyuzivana je deuterinovad vybojka, xenonova lampa ¢i zarovka
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s wolframovym vldknem. Nasleduje monochromator (opticky filtr, difrakéni mfizka
nebo hranol), ktery vybira jednu vinovou délku napfii¢ spektrem. Zateni dale prochéazi kyvetou
se vzorkem o znamé tloust’ce umisténou kolmo na smér Sifeni paprsku. Proslé fotony dopadaji
na detektor (fotodiodu), zaznamenany signal je zesilen a nasledné digitalizovan [37].

UV-VIS spektrofotometrie je rychlou a levnou analytickou metodou, vhodnou pro kvantifikaci
a kontrolni analyzu lipofilnich vitamind. Jeji nevyhoda vSak spociva v nedostateCné
specifi¢nosti absorpce tohoto zafeni a prekryvani spekter jednotlivych vitamint (pfedevsim D
a E), coz znemoziiuje jejich souCasné stanoveni [38].

2.3.2 Fluorimetrie

Fluorimetrickd stanoveni vyuzivaji jevu zvaného fotoluminiscence, pii kterém je
fotoluminiscencni latka vystavena elektromagnetickému zéafeni o dostatecné energii za excitace
jejich elektrond. Po navratu elektront zpét do nizsich energetickych hladin dochazi k uvolnéni
Casti energie ve formé fotonll a vzniku emitovaného zareni vzdy o vyssi vinové délce (tj. nizsi
energii), nez mélo zareni excitacni. Hodnota vinové délky pfitom zavisi na chemické povaze
slouCeniny. Ustava-li tento jev prakticky ihned po odstranéni zdroje zareni, hovofime
o fluorescenci. Fluorescence mnoha latek je povétSinou zavisla na fadé€ parametrit okolniho
prostiedi — teploté, pH ¢i povaze rozpoustédla. Jeji intenzita je pfimo umeérna koncentraci
flouroforu v rozsahu nékolika fada, avSak pfi vyssich koncentracich dochazi k samovolnému
potlacovani fluorescence — zhaseni. Zhaseni mize vznikat i za pfitomnosti rusivych faktort
a patfi k hlavnim negativiim této metody [39, 40].

Fluorimetry se skladaji ze zdroje zareni, nejCastéji halogenové zarovky ¢i xenonové vybojky,
dvou optickych monochromatora umisténych pred a za vzorkem a detektoru. Fluorescence je
meétena vzdy pod uhlem 90° a emitovany signal vybrané vinové délky je zesilen po dopadu
na fotonasobi¢ [39]. Této metody lze vyuzit nejen pro pfirozené flourofory, ale také
pro nefluoreskujici latky po navazani fluorescen¢niho ¢inidla ¢i chemické uprave [40].

Ackoliv neni fluorimetrické stanoveni v tucich rozpustnych vitamint pfili§ Casté, byly vyvinuty
mnohé postupy této techniky specialné vyuzivajici. Mezi mozné aplikace se tak radi napriklad
metoda analyzy tokoferolu v tkanich [41].

2.3.3 Chromatografie

Chromatografie je analytickd metoda, ktera slouzi k separaci slozek analytu na rozhrani dvou
fazi v pevném, kapalném ¢i plynném skupenstvi. Mobilni neboli pohybliva faze protéka skrz
fazi stacionarni, nepohyblivou, a unasi s sebou slozky smési rozdilnou rychlosti. Oddéleni
probiha na zékladé odli§nych afinit latek k jednotlivym fazim, pfi¢emz mechanismus interakce
muze byt rizny (napf. polarita). Slozky s vétsi afinitou ke stacionarni fazi budou touto fazi
zbrzd'ovany a budou kolonou postupovat pomaleji. Celkova doba, kterou analyt stravi v koloné,
se nazyva retencni Cas [42].
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Chromatografické metody jsou déleny predevs§im podle fyzikalniho stavu mobilni faze, ktera
muze byt predstavovana plynem (GC), kapalinou (LC) nebo superkritickou tekutinou (SFC).
K subklasifikaci téchto metod prispiva také stacionarni faze, ktera se vyskytuje v pevném
¢i kapalném skupenstvi [42].

Ackoli se jedna o separaéni metodu, je chromatografie klasicky kombinovana
se spektroskopickymi metodami (absorp¢ni, hmotnostni spektroskopie) a spektrometry jsou jiz
béznou soucasti chromatografi. Vystupem meéfeni jsou tzv. chromatogramy, které zobrazuji
odezvy detektoru jako funkci Casu a pro néz lze chromatografii vyuzit ke kvalitativni
i kvantitativni analyze. Pfi kvalitativni analyze se uplatiiuji zadrzovaci parametry
(napf. retenCni Cas), které jsou porovnavany s tabelovanymi hodnotami. U kvantifikace
se naopak sleduji vysky nebo plochy pikt [42].

V soucasné dob& patii chromatografie mezi zakladni metody stanoveni vitamind. Casto
aplikovana je predevsim vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) pro svou citlivost,
selektivitu a snadné pouziti. Jedna se o rychlou a plné automatizovanou metodu umoziujici
stanoveni lipofilnich vitamint v jedné analyze, avSak s nutnosti predipravy vzorku [43, 44].

2.4 Enkapsulace

Enkapsulace predstavuje proces Uplného obaleni aktivnich latek do nosného systému, ktery
poskytuje fyzikalné-chemickou bariéru a chrani latku pred vlivy vnéj§iho prosteni. Cilem
zapouzdreni je zlepSeni transportu a biologické ui€innosti aktivnich slozek, zachovani jejich
biologickych funkci béhem zpracovavani a skladovani, zabranit interakci s komponentami
potravy a zajistit tak vyssi stabilitu. Tato technologie navic umoziuje fizené uvoliovani,
zamaskovani nepiijemné chuti a viné ¢i vhodné pozménéni fyzikalnich vlastnosti latek
napiiklad za ucelem snazsi manipulace. Produkované Castice obvykle dosahuji poloméra
v fadech n€kolika nanometrti azZ milimetrt. Nosné materialy, téZ zvané obaly, kapsle ¢i matrice,
jsou nejcastéji tvofeny polysacharidy, vyuzivané jsou také proteiny a lipidy. Tyto materialy
musi byt inertni vi¢i zabudované latce a v ramci cilené aplikace musi spliiovat stanovena
kritéria. Nejpfisn€jsi pozadavky jsou kladeny v potravinafstvi, kde musi matrice spadat
pod GRAS materidly (obecné uznavané jako bezpecné) a byt biologicky odbouratelna [45, 46].

Vsechny vitaminy vykazuji v Case urCitou nestabilitu a jsou degradovany pusobenim fady
faktorti béhem procesu zpracovani a skladovani. Casto nachylné byvaji k vliviim svétla, teploty,
kysliku, pH, vlhkosti ¢i pfitomnosti iontt pfechodnych kovl, jez podminuji jejich vyznamné
ztraty. V této souvislosti je proto vhodna ochrana vitamini za vyuziti enkapsulace vedouci
ke zlepSeni stability [47, 48]. Mezi mozné techniky jejich zapouzdieni se fadi sprejové suseni
a chlazeni, extruze, emulgace, fluidni vrstva, koacervace, kokrystalizace a enkapsulace pomoci
liposomu [49, 50].
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2.4.1 .Sprejové suSeni

Sprejové suSeni je jednou z nejstarSich a vzhledem k ekonomice a ucinnosti také jednou
z nejrozsifengjSich enkapsulacnich technik [45, 50]. V potravinafském primyslu mize
pokryvat az 90 % ptipravovanych castic [45]. Nejprve dochazi ke smichani zapouzdfované
latky s nosnym materidlem. Homogenizovana smés je vnasena do suSarny a rozprasovana
tryskou. Nasleduje odparovani vody horkym vzduchem a vznikajici kapsle se hromadi na dné
susarny, odkud jsou sbirany [50, 51]. Tato metoda vede k tvorbé Castic s dobrou kvalitou
a velikosti do 40 um [45, 51].

2.4.2 Sprejové chlazeni

Na rozdil od pfedchozi metody sprejové chlazeni nezahrnuje odpafovani vody [51]. Smés
obalované a obalujici latky je rozpraSovana do ochlazované komory nebo chlazena proudem
vzduchu [46, 52]. Dochazi k tuhnuti stény kolem jadra tvoreného aktivni slozkou a k vytvoreni
kapsle. Jako vnéjs§i materialy jsou obvykle pouzivany oleje a jejich derivaty, které poskytuji
lipidové potahy a tedy hydrofobni charakter kapsli. Typicky se proto metoda vyuziva
k zapouzdfeni ve vod¢ rozpustnych latek [51].

2.4.3 Extruze

Extruze, téz vytlaCovani, vyuziva jako potahovaci material taveninu sacharidd, ktera je spolu
s jadrem tlaCena pres trysky do lazné obsahujici dehydratacni kapalinu. Nosi¢ pfi kontaktu
s timto rozpoustédlem tuhne a zachytava enkapsulovanou latku. Nasledné jsou kapsle vysuSeny
a upravovany na pozadované velikosti. Metoda muze vést k priprave Castic o velikosti az 50 um
(elektrostaticka extruze) a byva Casto vyuzivana k enkapsulaci prichuti [45, 51].

2.4.4 Emulgace

Emulgace je technika uzivana pro hydrofilni aktivni latky, pfi které jsou pfipravovany emulze
olej/voda ¢i voda/olej anebo dvojité emulze voda/olej/voda. Mikrokapsle se tvoii po odpareni
rozpoustédla beéhem suseni, které muze probihat fadou metod. V pfipad€ suseni emulze typu
olej ve vodé sprejovym chlazenim nebo lyofilizaci Ize ziskat Castice ve formé prasku [45].

2.4.5 Fluidni vrstva

Obalovani fluidni vrstvou je dalsi zfady enkapsulacnich technik, ktera se vyuziva
k zapouzdfeni ve vodé rozpustnych slozek. Aktivni Castice jsou suspendovany v proudu
ohfivaného vzduchu v komofte s regulovanou teplotou a vlhkosti a dochazi k jejich postiiku
atomizovanym potahovym materidlem [45, 51, 52]. Potazené Castice jsou nasledné ochlazeny
za vytvoreni kapsli s pevnou skofapkou [52]. Nosnym materialem muze byt vodny roztok
celulozy, skrob ¢i bilkoviny a jejich derivaty [45].
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2.4.6 Koacervace

Koacervace je proces, ktery zahrnuje tfi po sobé jdouci kroky — tvorbu tfi nemisitelnych fazi,
nanaSeni povlaku a tuhnuti povlaku. Podle mechanismu vzniku fazi v prvnim kroku jsou
rozliSovany metody jednoduché a komplexni. Béhem této techniky je polymerni roztok
rozdélen na fazi bohatou (koacervat) a chudou (koacervatni médium) na polymery [53].
Kolem jadra se hromadi koacervat, ktery se adsorbuje na povrch materialu. Nasledné dochazi
ke stabilizaci pomoci zesitovacich €inidel a po ztuhnuti se mikrokapsle shromazd'uji filtraci
nebo centrifugaci [51, 52]. Proces je vyuzivan zejména k enkapsulaci kapalin nemisitelnych
s vodou ¢i1 pevnych latek ve vodé nerozpustnych [52].

2.4.7 Kokrystalizace

U kokrystalizace je nosny materidl, sachar6zovy sirup, udrzovan ve stavu piesyceni
pti dostatecné vysokeé teploté branici krystalizaci. Koncentrovany roztok je intenzivné michan
a obohacen o presné stanovené mnozstvi materidlu jadra. Zapouzdieni probihd po dosazeni
potiebné teploty a krystalizace sirupu. Dle nutnosti jsou vzniklé kapsle dale zbavovany
prebytec¢né vlhkosti a tfidény podle velikosti [51].

2.4.8 Liposomy

Liposomy jsou uméle ptipravené sférické vezikuly slouzici obvykle k transportu 1éCiv,
hormontl, enzymu a vitamint. Tvofeny jsou na zakladé hydrofilne-hydrofobnich interakci z télu
vlastnich, a tedy netoxickych latek — lipidu a cholesterolu [45, 50]. Fosfolipidy se ve vodé
formuji do liposomi samovolné, vytvari fosfolipidové dvojvrstvy, které jsou svymi
hydrofobnimi ¢astmi pfivraceny k sob&é a hydrofilnimi do vodného prostiedi. Vzhledem
k amfipatickym vlastnostem jsou schopny uchovavat vodné i lipidové materialy ve svém jadre
¢i pfimo ve sténé membrany [50, 54]. Liposomy dosahuji rozméra od 25 nm az po nékolik mm
a jsou ¢lenény do dvou tfid podle poctu lipidovych dvojvrstev. Prvni skupinou jsou liposomy
obsahujici pouze jednu lamelu, tedy unilamelarni, které jsou dale déleny podle velikosti na malé
(SUV) a velké (LUV) vezikuly. U multilamelarnich liposomi (MLV) se pak vyskytuje
minimaln€ dvé nebo vice vrstev. Stabilita a dalsi vlastnosti liposoma jsou znacné proménlivé
v zavislosti na povrchovém naboji, velikosti, slozeni lipidi (saturaci mastnych kyselin)
a zpusobu pfipravy. Neékteré z pfipravnych metod jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach
[51, 54].
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Obrdazek 6: Struktura liposomu [55]

2.4.8.1 Hydratace lipidového filmu

Pti této metodé je smes lipida a cholesterolu rozpusténa v organickém rozpoustédle odparovana
za vytvoreni suchého lipidového filmu na sténach nadoby. Po pfidani vodného roztoku dochazi
za stalého michani k formovani a vzniku multilamelarnich liposomu [56, 57].

2.4.8.2 Odpareni reverzni faze
Stejné jako v predchozim pfipadé je lipidovy film pfipraven odpafenim organického
rozpoustédla, av§ak nasleduje znovu rozpusténi v dalsi organické fazi. Zavedeni vodného pufru
do pfipravené smési a odstranéni rozpoustédla vede k pripraveé velkych unilamelarnich vezikul
tvofenych ze znaCné Casti vodnym objemem. Metoda je vysoce UCinna 1 pii zapouzdieni
makromolekularnich latek [56].

2.4.8.3 Sonikace

Sonikace je béznou metodou aplikujici zvukovou energii pro produkci malych unilamelarnich
vezikul o velikosti 15-50 nm. Provadi se za pomoci sonikatort typu lazné ¢i sondy a vede
k pfipravé castic svelmi malym vnitfnim objemem. Vzhledem k obtizné reprodukci
ultrazvukovych podminek je vSak Casta velikostni variabilita ¢astic jednotlivych sérii [54, 58].

2.4.8.4 Vstiikovani rozpoustédla

Technika vstfikovani zahrnuje rozpusténi lipidové slozky v organickém rozpoustédle (etheru
¢i ethanolu) s naslednym vstfikovanim této smési do prostiedi vodného média. Pti pouziti
etheru se vodna faze zahtiva nad teplotu varu tohoto rozpoustédla nebo se pracuje za snizeného
tlaku [56, 58]. Po vstiikovani pak dochazi k odpateni etheru a vysledkem je tvorba malych
unilamelarnich vezikul. SUV vznikaji také metodou vstiikovani ethanolu [57]. Rozpoustédlo
se zde fedi ve velkém nadbytku vodné faze a jeho koncentrace klesa pod kritickou hodnotu,
ktera zapfiCini spontanni formaci liposomu [57, 58].
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2.5 Metody charakterizace liposomu

Vzhledem k vyuzivani a aplikacim liposomd je nutna adekvatni kontrola jejich kvality
zhodnocenim tady parametri. Mezi nejbéznéjsi charakteristiky patii sledovani enkapsulacni
ucinnosti, velikosti, slozeni a stability vezikul [56].

2.5.1 Enkapsulaéni Géinnost

Utinnost zapouzdfeni je veli¢ina udavana v procentech jako pomér aktivni latky zaGlenéné
do nosice k celkovému vstupnimu mnozstvi pouzitého pro enkapsulaci [59]. K jejimu stanoveni
je zapottebi nejprve oddélit pripravené castice od média s volnou aktivni latkou a narusit obal
lipidové dvojvrstvy. K vlastni kvantifikaci jsou bézné€ vyuzivany spektrofotometrické metody,
fluorescencni spektroskopie ¢i vysokoucinna kapalinova chromatografie [56].

2.5.2 Velikost

Vhodnou technikou pro sledovani distribuce velikosti vezikul je dynamicky rozptyl svétla
(DLS) neboli fotonova korela¢ni spektroskopie (PCS). Metoda je postavena na principu
nahodného Brownova pohybu ¢astic podléhajicich srazkam s molekulami obklopujici kapaliny,
ktery souvisi pravé s velikosti. Mensi cCastice si zachovavaji vys$i rychlosti, naopak vétsi
se pohybuji pomaleji. Za piedpokladu rozdilného indexu lomu oproti rozpoustédlu jsou
schopny suspendované Castice po ozafeni laserem svétlo rozptylit. Méfeni ¢asové zavislosti
rychlosti fluktuace intenzity rozptyleného svétla pak podava potrebné informace k dopoctu
hledanych velikosti [56, 60].

2.5.3 Stabilita

Castice pii kontaktu s vodnym roztokem ziskavaji naboj v zavislosti na pH tohoto prostiedi
a dochazi k tvorbé elektrické dvojvrstvy. Prvni vrstvou kapaliny obklopujici ¢astici predstavuje
tzv. Sternova vrstva, ve které jsou ionty pevné vazany. V nasledujici difuzni oblasti jsou
jiz ionty pfitahovany slabéji a pti pohybu spolu s ¢astici migruje pouze Cast této vrstvy. Pomezi
pohyblivé a nepohyblivé Casti se nazyva rovina skluzu a elektrostaticky potencial na této hranici
je oznaCovan jako potencial zeta (ZP) [56, 60].

Znalost velikosti zeta potencialu je urCujici pro stanoveni stability ¢astic koloidniho systému.
V oblasti -30 az +30 mV jsou mezi ¢asticemi slabé odpudivé sily, coz vede k jejich shlukovani.
Naopak, dosahuji-li ¢astice velkych zapornych ¢i kladnych hodnot, vzajemné se odpuzuji a jsou
povazovany za stabilni [60].

29



3 CiL PRACE

Hlavni néaplni této prace je pfiprava a charakterizace funkcnich potravin a kosmetickych

produktti s obsahem vybranych vitamind. V jejim ramci byla feSena a diskutovana problematika

B-karotend, cholekalciferolt a tokoferolti se zaméfenim na nasledujici ukoly:

1.
2.
3.

Zpracovani reSerse na dané téma.

Optimalizace metod pro stanoveni vybranych vitamint a aktivnich latek.

Priprava a charakterizace potravinaiskych a kosmetickych produkti s obsahem
vybranych vitaming.

Vyhodnoceni vysledki a diskuse.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomucky
Analytické vahy Pioneer PX224, Ohaus (USA)
Automatické pipety, Discovery (DE)
Centrifuga — U-32 R, Boeco (DE)

Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf (DE)

Chromatografické sestavé Dionex UltiMate 3000 s DAD detektorem fady Vanquish, Thermo
Fischer (USA)

Koloidni DLS analyzator — ZetaSizer Nano ZS, Malvern (UK)

Kolona Kinetex C18 EVO, 5 mm, 4,6 x 150 mm

Magneticka michacka s ohfevem, Benchmark (USA)

Mini Vortex Mixer, Fixed Speed, Ohaus (USA)

pH metr — pH 50 VioLab benchtop, XS Instruments (IT)

Predvazky CS200, Ohaus (USA)

Termostat blokovy digitalni, VWR international (USA)

Ultrazvukova cisticka PS 02000, Powersonic

Ultrazvukovy homogenizator — Bandelin Sonoplus HS3200, Sonorex Technik (DE)

Vortex-Genie 2, Scientific Industries (USA)

4.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril, HPLC gradient grade, Chem-Lab (BEL)

B-karoten, Sigma Aldrich (DE)

Bile salts — smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma Aldrich (DE)
Chloroform stabilizovany ~ 1% ethanolu p.a., Penta (CR)
Cholekalciferol > 98% (HPLC), Sigma Aldrich (DE)

Cholesterol — smés 5-Cholesten-33-olu a 33-Hydroxy-5-cholestenu, Sigma Aldrich (DE)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat, Lachema (CR)

Ethanol, UVAPUR, BC — CHEMSERVIS (CR)

Ethylacetat, ROTISOLV®™ HPLC, Carl Roth (DE)

n-Hexan 99% p.a., Penta (CR)

n-Hexan RS - pro HPLC - Isocratic grade, Carlo Erba (FRA)
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Hydrogenfosforecnan sodny dihydrat, Serva (USA)
Hydrogenuhligitan sodny p.a., Penta (CR)

Hydroxid sodny, Lach:Ner (CR)

Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Lach:Ner (CR)
Kyselina sirova 96% p.a., Penta (CR)
L-a-Fosfatidylcholin ze soje, Sigma Aldrich (DE)
Metanol, HPLC grade, Chem-Lab (BEL)

Pankreatin z vepiové slinivky, Sigma Aldrich (DE)
Pepsin z veprové zaludecni sliznice, Sigma Aldrich (DE)

(¥)-a-tokoferol, Sigma Aldrich (DE)

4.3 Pouzité redlné potraviny a kosmetické produkty

Cerealie CINI MINIS, Nestlé

Krém pod oci s vitaminem E, Ziaja (POL)

Krém proti vraskam kvét slunecnice, Ziaja (POL)

Rybi olej Omega 3 s citronovou piichuti, Moller's (NOR)
Slune¢nicovy olej BIO DEO, CZ-BIO-003 Zemédélska produkce EU

4.4 Priprava roztoku pro kalibracni Fadu

Roztoky standarda byly pfichystany navazenim vzdy 10 mg vzorku, které byly rozpustény
ve smési ethylacetatu a acetonitrilu (2:1) a doplnény na objem 10 ml. Naslednym fedénim byly
pfipraveny kalibracni fady roztokd v koncentracnim rozmezi od 0,005 do 0,2 mg/ml.

4.5 Analyza vzorka metodou HPLC

Veskeré vzorky byly podrobeny binarni gradientové eluci s prutokem mobilni faze 1,2 ml/min
pfi teploté 25 °C. Méfeni probihalo na chromatografické sestavé Dionex UltiMate 3000 s DAD
detektorem fady Vanquish a kolonou C18. Slozeni a gradientovou zménu mobilni faze
v danych Casech uvadi tabulka 1 a 2. B-karoten, cholekalciferol a tokoferol byly identifikovany
pfi vinové délce 450, 293 a 265 nm v uvedeném potadi.
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Tabulka 1: Slozeni mobilni faze

Mobilni faze SloZeni % zastoupeni
acetonitril 84
A methanol 2
trisHCI, pH=8 14
ethylacetat 40
. methanol 60

Tabulka 2: Casova zména gradientu mobilni faze

Retencni cas Mobilni faze A | Mobilni faze B
[min] [%] [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
25 100 0

4.6 Priprava liposomu

Do Eppendorfovy zkumavky bylo navazeno 10 mg vzorku, 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu
a byl pfidan 1 ml chloroformu. Smés byla diikladnym promichanim zhomogenizovana a ptidana
do 10 ml destilované vody pfichystanych v 50ml kadince. Obsah kadinky byl vystaven
pusobeni ty¢ového ultrazvuku po dobu 1 minuty v perusovanych 15sekundovych intervalech,
mezi kterymi byla smés promichana. Roztok s pfipravenymi liposomy byl nasledné zahtivan
na magnetické michacce za kontinudlniho michani pii teploté¢ 60 °C do vymizeni zapachu
a odpareni zbytkového chloroformu.

4.7 Charakterizace pripravenych liposomu

Liposomové Castice vSech analyti byly podrobeny testim enkapsula¢ni ucinnosti, stability
a velikosti bezprostiedné po pfipraveni. Enkapsulacni u¢innost se stabilitou byly navic znovu
proméfeny s odstupem dvou tydnu pro zjisténi celkové degradace ¢astic v prub&hu ¢asu.

4.7.1 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

Pfi urCovani enkapsulacni G¢innosti byl roztok liposomi ihned po piipravé centrifugovan
po dobu 60 minut pii 14 000 ot/min. 1 ml oddéleného supernatantu byl odpipetovan do 15ml
plastové centrifugacni zkumavky a byl pfidan 1 ml chloroformu. Roztok byl nasledné protfepan
na vortexu v intervalu 15 minut. Po vytvofeni dvou fazi byla chloroformova faze odebrana
do sklenéné zkumavky a rozpoustédlo bylo odpateno pfi teploté 45 °C za probublavani inertnim
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dusikem. V poslednim kroku byl pfidan 1 ml smési ethylacetat-acetonitrilu (2:1), odparek byl
dikladn€ rozpustén a prefiltrovan pomoci injekéni stiikacky a PTFE filtru do sklenéné
Sroubovaci vialky. Analyza probéhla metodou HPLC. Enkapsula¢ni uc¢innost byla urcena
porovnanim zji§téného mnozstvi volného vitaminu v roztoku s ptivodni navazkou a vypoctem
podle vzorce (vyjadieného v procentech):

celkové mnozstvi aktivni latky - mnoZstvi volné aktivni latky

U= 100
celkové mnozstvi aktivni latky

(3.1)

4.7.2 Stanoveni velikosti a stability

Distribuce velikosti ¢astic v roztoku byla méfena prostiednictvim koloidniho analyzatoru
Malvern ZetaSizer Nano ZS metodou dynamického rozptylu svétla (viz kap. 2.5.2). Analyzou
byla ziskana data distribuce velikosti Castic, prumérnych velikosti castic a indexu
polydisperzity. Za pomoci nastavce s elektrodou byl stanovovan také zeta potencial, jehoz
velikost ma vypovidajici hodnotu o stabilité ¢astic (viz kap. 2.5.3).

Mgefeni probihalo u tfech kontrolnich skupin ptipravenych z jednoho roztoku liposomu. Prvni
skupinu predstavoval 1 ml tohoto roztoku ziedény 100x. Pro pfipravu druhé skupiny byl
odpipetovan 1 ml roztoku do Eppendorfovy zkumavky a 60 min stacen pii 14 000 ot/min.
Usazené liposomy byly oddéleny a rozsuspendovany v 1 ml destilované vody. Vysledny roztok
byl vhodné nafedén. Posledni skupina byla opét piipravena odebranim 1 ml roztoku
do Eppendorfovy zkumavky, avSak staCenim nejprve po dobu 5 min pii 14 000 ot/min.
Supernatant byl pfeveden do Cisté Eppendorfovy zkumavky a poté jiz staCen 60 minut
pti stejnych otackach. Sedimentované liposomy byly po odstranéni supernatantu
rozsuspendovany v 1 ml destilované vody a vznikly roztok byl vhodné natedén.

4.7.3 Stanoveni dlouhodobé stability

Pripravené liposomy byly uchovavany ve vodném prostiedi pfi teploté¢ 8 °C. Skladovani
probihalo 14 dni, poté byla stanovena enkapsulacni i€innost a stabilita ¢astic.

Enkapsula¢ni uc€innost byla zji§téna ze supernatantu 1 ml vzorku centrifugovaného
pti 14 000 ot/min po dobu 60 minut. Dlouhodoba stabilita ¢astic byla poté urena op&tovnym
proméfenim hodnoty ZP na pfistroji Malvern ZetaSizer Nano ZS za pouziti nastavce
s elektrodou. Analyzovany byly dvé kontrolni skupiny — 1000x fedéné a s 60minutovym
stacenim, pripravené ze stejného roztoku liposomu a za shodnych podminek, jako pfi prvotnim
mefteni (kap. 4.6.2).

4.8 Stanoveni stability liposomu v modelovych prostiredich

Liposomy byly vystaveny vliviim tfi riznych prostfedi a v pribéhu 14 dnt byla sledovana jejich
stabilita a uvoliiovani aktivnich latek do okoli. Méfeni probéhlo celkem 2x v jednotydennich
intervalech. Testovano bylo vzdy 100 ul roztoku liposomd v 900 ul vodného prostiedi,
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suspenze oleje ve vodé (2:7) a suspenze vody v oleji ve stejném pomeéru. Vzorky byly
skladovany v Eppendorfovych zkumavkach za nepfistupu pfimého slune¢niho svétla
pfi laboratorni teploté a v prabéhu experimentu byly pravidelné promichavany.

Mnozstvi latek uvolnénych do prostiedi bylo stanoveno pomoci metody HPLC po predeslém
zpravovani vzorku. Eppendorfova zkumavka se smési byla umisténa na centrifugu a stacena
pti 14 000 ot/min po dobu 60 minut. Vznikly supernatant byl odebran a ptidan do 15ml
centrifugacni zkumavky spolu s 1 ml hexanu pro HPLC. Po 15minutovém protfepani na vortexu
byla hexanova faze ptevedena do sklenéné zkumavky a odparena pomoci dusiku na termobloku
pfi teploté 45 °C. Odparek byl rozpustén v 1 ml smési rozpoustédel ethylacetat:acetonitril (2:1)
a prefiltrovan do Sroubovaci vialky.

4.9 Modelové traveni

Pro stanoveni stability astic v gastrointestinalnim traktu b€hem procesu traveni byla provedena
simulace fyziologického prostfedi za pfitomnosti tif travicich §tav — ZzaludeCnich,
pankreatickych a zluCovych. Testovano bylo vzdy 10 ml roztoku liposomu piislu§ného
standardu ¢i stejné mnozstvi roztoku standardu odpovidajici koncentrace. Vzorek byl nejprve
smichan se zaludeCni stavou v poméru 1:1 a inkubovan na temperované tiepacce pii teploté
37 °C za nepftistupu svétla. Po 30 minutach byla do roztoku pfidana smés pankreatické
azlucové stavy (1:1), taktéz vpoméru 1:1 ke vzorku se zaludeCni S$tavou. Traveni
pokraCovalo za stejnych podminek dalsi 2 hodiny. V pribéhu celé analyzy byly odebirany
vzorky v ¢ase 0 a 30 minut, po pfidani smési stievnich §tav opét v pocateCnim Case, nasledné
po 1 a 2 hodinach. Stanoveni probihalo pomoci metody HPLC.

4.9.1 Priprava zaludecni §t'avy

Zalude¢ni §tava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pepsinu ve 100 ml destilované vody
a naslednym ptfidanim 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové. pH roztoku bylo upraveno
na hodnotu 0,9.

4.9.2 Priprava pankreatické §t'avy

Pankreaticka Stava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g hydrogenuhli¢itanu
sodného ve 100 ml destilované vody. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 8,9.

4.9.3 Priprava zlucové st'avy

Zlu&ové §fava byla piipravena rozpusténim 0,8 g zludovych soli v 200 ml fosfatového pufru.
pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 8.

4.9.3.1 Priprava fosfatového pufru
Byly pfichystany dva vychozi roztoky. Roztok A — 0,2M hydrogenfosforecnan sodny (dihydrat)
a roztok B — 0,2M dihydrogenfosforecnan sodny (monohydrat). Pro pfipravu 0,1M fosfatového
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pufru o pH 8 bylo smichano 47,35 ml roztoku A a 2,65 ml roztoku B. Vysledny roztok byl
doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml.

4.9.4 Stanoveni stability vitaminu v travicich s€avach

Testovani stability v prostfedi travicich §tav byly podrobeny roztoky jednotlivych standarda
pfipravené rozpusténim 20 mg vzorku v 1 ml ethanolu a doplnénim destilovanou vodou
na objem 10 ml. Béhem traveni byl odebiran vzdy 1 ml smési do 15ml plastové centrifugacni
zkumavky za pfidani 1 ml hexanu p.a. Zkumavka byla umisténa na vortex a tfepana po dobu
15 minut. Po ustaleni byla odebrana horni hexanova faze do sklenéné zkumavky a rozpoustédlo
bylo odpateno v prostfedi inertniho dusiku pfi teploté 45 °C. Zustatek byl dikladné rozpustén
v 1 ml smési ethylacetatu a acetonitrilu (2:1), prefiltrovan do sklenéné Sroubovaci vialky
a analyzovan pomoci metody HPLC.

4.9.5 Stanoveni stability liposomu v travicich §tavach

Pro stanoveni stability liposomt v pribéhu modelového traveni bylo ptipraveno 10 ml jejich
roztoku s celkovou navazkou 20 mg analytu. Vzorky byly pro analyzu odebirany v objemu 1 ml
nejprve do Eppendorfovy zkumavky a roztok byl centrifugovan 60 min pii 14 000 ot/min.
Vznikly supernatant byl oddélen a prelit do 15ml plastové centrifugacni zkumavky za pridani
1 ml hexanu p.a. Nasledny postup byl shodny s postupem uvedenym v predchozi kapitole
(4.8.4).

4.10 Extrakce a stanoveni vitaminu z potravinaiskych a kosmetickych produkti

Extrakci bylo celkové podrobeno pét realnych vzorki — dva krémy znacky Ziaja, rybi olej
Omega 3 s citronovou pfichuti, ceredlie Cini Minis a slunecnicovy olej. Stanoveni probihalo
metodou HPLC.

K navazenému vzorku byl do 15ml centrifugacni zkumavky pfidan 1 ml destilované vody
a 1 ml haxanu p.a. Zkumavka byla ponechana na vortexu a tfepana po dobu 15 minut. Nasledné
byla hexanova faze odpipetovana do sklenéné zkumavky a zahtivana na termobloku pfi teploté
45 °C do odparteni rozpoustédla. Neodpareny zbytek byl rozpus§tén v potfebném mnozstvi smési
ethylacetat:acetonitril (2:1) a ptfes PTFE filtr pfeveden do Sroubovaci vialky, kde probé&hla
analyza. U rybiho tuku a slunecnicového oleje byl pouzit hexan s HPLC kvalitou. Hexanova
faze byla po protfepani rovnou prefiltrovana do sklenéné vialky bez predchoziho odpareni
a rozpusténi v ethylacetatu a acetonitrilu.

Druhou aplikovanou metodou byla extrakce dle Folsche pouzita pro stanoveni cerealii. Cerealie
byly nejprve rozemlety v tfeci misce na jemny prasek a 20 mg tohoto vzorku bylo hydratovano
v 1 ml destilované vody po dobu 60 minut. Poté byla smés dal§i hodinu centrifugovana
a vznikly supernatant byl slit. Ke zbylému sedimentu bylo pfidano 0,5 ml sklenénych kulicek
a 1 ml metanolu. Vzorek byl 15 minut tfepan na vortexu a nasledné kvantitativné preveden
do 15ml centrifugacni zkumavky za pfidani 2 ml chloroformu. Po Sminutovém protiepani byl
pridan 1 ml destilované vody a vzorek opét umistén na vortex na dobu 10 minut. Smés byla
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ponechana ustaleni a po oddéleni dvou fazi byla chloroformova faze odpipetovana do sklenéné
zkumavky. Zkumavka byla umisténa do termobloku vyhiivaného na teplotu 45 °C a vzorek byl
odpafovan za pomoci inertniho dusiku do odstranéni rozpoustédla. Odparek byl dikladné
rozpustén ve smési rozpoustédel ethylacetatu a acetonitrilu (2:1) a piefiltrovan pres PTFE filtr
do sklenéné vialky. Analyza probéhla metodou HPLC.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vybér vhodné metody stanoveni

Na pocatku experimentalni Casti této bakalarské prace byla hledana vhodnd metoda
pro spolehlivé stanoveni lipofilnich vitamint a jejich prekurzord, které je lidské télo schopno
transformovat na aktivni formy. Jako pfihodnou technikou se jevila HPLC metoda
se spektrofotometrickym detektorem, ktera je pro analyzu vitaminovych latek s vyhodou
pro stanoveni B-karotenu s kalibracni rovnici y = 3,9153x [ug/ml], proto byla stejnd metoda
vyzkousena ke stanoveni cholekalciferolu a tokoferolu. Pro pfipravu roztoku kalibra¢ni fady
a jejich proméfeni bylo postupovano podle popisu v kapitolach 4.4 a 4.5. Analyza probihala
na chromatografické sestavé Dionex UltiMate 3000 s DAD detektorem pfi gradientové eluci.
Absorpéni maxima cholekalciferolu a tokoferolu byly zaznamenany pifi vinovych délkach
293 a 265 nm v uvedeném potadi (B-karoten byl identifikovan pfi 450 nm). Naméfené hodnoty
byly vyneseny do grafu zavislosti velikosti signalu na koncentraci analytu a byla zobrazena
rovnice kalibraéni kfivky (viz graf 1 a 2). Kiivky vykazovaly linearni zavislost s vysokym
koeficientem spolehlivosti.
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Graf 1: Kalibraéni zavislost pro cholekalciferol
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Graf 2: Kalibraéni zavislost pro tokoferol

5.2 Priprava a charakterizace liposomu

V této Casti prace byly prichystany liposomové Castice podle postupu v kapitole 4.6, které byly
testovany na velikost, stabilitu a enkapsula¢ni ucinnost. Métfeni bylo provedeno ihned
po pfipraveé ¢astic a nasledné s dvoutydennim odstupem, kdy byla ovéfovana stabilita liposomu
v prubéhu Casu. Skladovani probihalo pii teplot€ 8 °C a kvuli nachylnosti pouzitych
vitaminovych latek bylo zamezeno pfistupu svétla. Enkapsulovany byly standardy B-karotenu,
vitaminu D a E arovnéz byly pro srovnani pfichystany prazdné liposomy bez pfitomnosti
aktivni slozky. Z roztokt vSech liposomil byly pfipraveny 3 kontrolni skupiny s odlisnou dobou
centrifugace. V ramci jednotlivych analyti byly skupiny mezi sebou vzajemné porovnavany
a byly urCovany ¢astice nejvhodnéjsi pro aplikaci do potravinarskych ¢i kosmetickych produkta
(viz kap. 4.7.2). Celkové tedy bylo analyzovano 12 druhd liposomd.

5.2.1 Stanoveni enkapsula¢ni uéinnosti

Enkapsulac¢ni uCinnost pfipravenych castic byla stanovena ze vSech roztokd liposomi
obsahujicich aktivni latku. Méfeni bylo provedeno dle postupu popsaného v kapitole 4.7.1, kdy
byl staCen vzdy 1 ml vzorku a analyza probihala ze supernatantu po jeho oddéleni od usazenych
castic. Z detekovaného mnozstvi analytu a znalosti jeho pivodni navazky byla urCena
enkapsulacni ucinnost v jednotkach procent. Kazdy vzorek byl podroben dvojimu testovani
a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér s odchylkou méfeni. Tyto hodnoty spolecné
s prumérnymi koncentracemi vzorkt v supernatantu uvadi tabulka 3.
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Tabulka 3: Koncentrace latek v supernatantech a enkapsulaéni uc¢innosti stanovené po priprave

Coup. [Mg/g] EU [%]
B-karoten 0,0£0,0 100,0 £ 0,0
cholekalciferol 6,8+1,9 99.3+0,2
tokoferol 9,3+9.3 99.1+0.,9

Bezprostiedné po piipravé vykazovaly vSechny CcCéstice vysoké enkapsulacni ucinnosti
vrozmezi od 99 do 100 %. Nejvy$si mozné ucinnosti se podafilo dosahnout obalenim
B-karotenu, kdy nebyla ani v jednom pfipad€ zaznamenana zadna odezva na HPLC pfistroji. Je
vSak nutno zminit, ze samotné zpracovani vzorku probihalo po dobu cca 2 hodin, b€hem kterych
jiz mohly uvolnéné latky degradovat.

5.2.2 Stanoveni velikosti a stability

Metody pfipravy jednotlivych druhd liposomovych castic byly popsany v kapitole 4.7.2.
Velikost byla méfena spolecné s distribuci velikosti a indexem polydisperzity na koloidnim
analyzatoru Malvern ZetaSizer Nano ZS. Nasledné byl pomoci nastavce s elektrodou proméfen
také zeta potencial pro posouzeni stability ¢astic. VSechna méfeni probéhla v trojim opakovani
a ze ziskanych dat byly stanoveny primérné hodnoty, které uvadi tabulka 4. Pro prehledné
zobrazeni a srovnani prumérnych velikosti i zeta potenciali pfipravenych liposomt byly

sestaveny grafy 3 a 4.

Tabulka 4: Primérna velikost, intenzita distribuce velikosti a stabilita pfipravenych liposomu

doba centrifugace | oy iyt nm] P [-] ZP [mV]
[min]
0 2419+ 11,3 0.364 £ 0,009 26.9+83
B-karoten 60 1914+ 4,3 0.211 £ 0,027 291+18
5460 1904 + 7,3 0,223 £ 0,018 1303 +2.4
0 172,1+ 5,5 0.243 £ 0,009 238422
cholekalciferol 60 2023 + 4,1 0.196 £ 0,013 32.1+12
5460 3494 + 14,4 0.542 + 0,008 51.0+1.2
0 1655+ 1,5 0.210 £ 0,015 29.6+4.7
tokoferol 60 183,8+ 6,2 0.199 £ 0,023 263+1.8
5460 174,7 = 1,4 0,146 + 0,025 312+0.9
0 162,9+ 3,3 0.257 + 0,008 312+55
prazdné 60 2199+ 9,0 0.242 + 0,058 2301 £ 1.0
5460 563.8+£160,5 | 0.712+0,102 35.0+22
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Graf 3: Pramérna velikost pripravenych liposomu

Dle ocekavani byla nejniz§i primérna hodnota velikosti naméfena u prazdnych liposomu.
Pti zaClenéni aktivnich slozek nastalo vzdy alespofl mirné zvétSeni velikosti. K zfetelné
nejmensimu narustu doslo enkapsulaci standardu tokoferolu, vét§ina Castic se vSak velikostné
pohybovala v rozmezi 150 az 250 nm. Horni hranice tohoto intervalu byla piekrocena pouze
ve dvou pripadech a to u cholekalciferolu a prazdnych liposomt pfi celkovém staceni po dobu
65 minut. Vzhledem k vysokym hodnotdm polydisperzity se usazené liposomy patrné
nepodartilo ve vodé zcela rozsuspendovat. V porovnani velikosti ¢astic v ramci jednotlivych
enkapsulovanych latek je proto mozno pozorovat nejvétsi rozdily pravé u liposomu
s vitaminem D. Centrifugaci jsme chtéli docilit upravy velikosti pfipravenych castic a precisténi
jejich roztoku odstranénim supernatantu s nezaclenénymi slozkami ¢i jinymi kontaminujicimi
latkami. U vzorkl s prvotnim Sminutovym staCenim a separaci sedimentu byla oCekavana
nejmensi velikost a polydisperzita, tohoto predpokladu vsak bylo dosazeno pouze v poloviné
ptipadl. Je zde tedy nutno pocitat s moznosti shlukovani Castic a vzniku heterogenniho
systému.
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Graf 4: Stabilita pfipravenych liposomu

Zeta potencial predstavuje elektricky potencial ¢astice na roviné skluzu, ktera rozdeluje okolni
médium na Cast migrujici a nemigrujici s Castici pii pohybu. Jeho hodnota je vychozim
parametrem pro urCeni stability suspenze. Za obecné stabilni jsou povazovany castice
s absolutni hodnotou zeta potencialu nad 30 mV. Z grafu 4 vyplyva, ze se nepodaftilo pfipravit
vSechny liposomy tuto hranici prekracujici, avSak vét§ina se kolem ni pohybovala. Nejnizsi
stabilitu vykazovaly nesta¢ené liposomy s cholekalciferolem a to s hodnotou zeta potencialu
rovnou (-23,8 + 2,2) mV. Naméfena velikost stejného vzorku vSak nekoresponduje s agregaci
castic a jeho nestabilitu tedy nepotvrdila. Stejného vysledku bylo dosazeno také u tokoferolu
s centrifugaci 60 minut. Niz§ich hodnot rovnéz nabyvaly nestacené 1 60 minut staCené Castice
B-karotenu a nestacené Castice tokoferolu, avSak s pomérné velkymi odchylkami.

5.2.3 Stanoveni dlouhodobé stability

Dlouhodoba stabilita pripravenych castic byla zjistovana dle postupu uvedeného v kapitole
4.7.3. Ke stanoveni byla proméfena hodnota zeta potencialu na koloidnim analyzatoru Malvern
ZetaSizer Nano ZS za pomoci elektrodového nastavce. Testovani probihalo ze stejnych vzorka
liposomu, piipraveny byly ov§em pouze dvé kontrolni skupiny. Ackoliv Castice celkove stacené
65 minut vykazovaly v prvotnim méfeni vysokou stabilitu (viz graf 3), byla u nich zaznamenana
zna¢na polydisperzita a tedy velké velikostni rozdily, jez by mohly vést k neobjektivnim
vysledkiim. Dale proto bylo pracovano pouze se vzorky s maximalni dobou staeni 60 minut,
ze kterych byl navic po centrifugaci odebran supernatant pro stanoveni enkapsulacni a¢innosti.

Ziskané vysledky byly zpracovany do tabulky 5. Pro pfehlednost byl sestaven také graf 5,
ze kterého je jasn& patrna stabilita vétsiny &astic. Castice se tedy v &ase stabilizovaly
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avykazovaly vyssi hodnoty zeta potenciali. Pouze pB-karoten podrobeny 60minutové
centrifugaci spadal do oblasti nestability v obou z méfenych piipada.

Tabulka 5: Dlouhodoba stabilita pfipravenych liposomu

doba cenFrlfugace 7P [mV]
[min]
0 439411
B-karoten
60 239422
0 42 1+1,1
cholekalciferol
60 356421
0 -405+1,0
tokoferol
60 -379+27
0 -56,5+10,1
zadna
60 -323+1.8
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Graf 5: Dlouhodoba stabilita pripravenych liposomu

Enkapsulacni GCinnosti byly opét zjiStovany u liposomii obsahujicich aktivni slozku.
Po proméfeni mnozstvi uvolnénych latek v supernatantu byla ucinnost zapouzdieni urena
vypocétem podle rovnice 3.1. Analyza probéhla u vSech vzorkd 2x a ze ziskanych dat byly
stanoveny prumérné hodnoty. Pro porovnani enkapsula¢nich ucinnosti jednotlivych latek
v prub€hu Casu byl sestrojen graf 6, ktery zahrnuje data namétena ihned po pripravé (tabulka 3)
a po 2 tydnech skladovani (tabulka 6).



Tabulka 6: Koncentrace latek v supernatantech a enkapsulaéni ucinnosti stanovené po 2 tydnech

Csup. [ME/g] EU [%] pokles EU [%]
B-karoten 26,5+2.6 97.4+0,3 2,6
cholekalciferol | 41,2+ 11,0 95,9+1,1 34
tokoferol 15,1 +£8,1 98,5 +0,8 0,6
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Graf 6: Enkapsulacni iicinnosti

V grafu 6 je mozno pozorovat snizeni enkapsulacni ucinnosti u vSech z uvedenych standarda.
Nejvétsi mnozstvi enkapsulované latky uvolnéné =z liposomi bylo zaznamenano
u cholekalciferolu, kde ubytek Cinil 3,4 %. I zde je potieba zminit, Zze béhem skladovani
a zpracovavani vzorku mohlo dojit k degradaci volného analytu, ktery nebyl béhem méfeni
detekovan a vysledek zatizil vétsi chybou.

Celkové tyto Castice skladované ve vodném prostiedi vykazovaly ve zkoumaném ¢asovém
useku znacnou stabilitu. Pro optimalni stanoveni dlouhodobé stability by vSak bylo vhodné
promeéfeni i po delsi dobé.

5.3 Stanoveni stability ¢astic v modelovych prostiedich

Liposomy piipravené podle postupu v kapitole 4.6 byly testovany na stabilitu ve tfech
modelovych prostfedich. Prvni bylo prostiedi destilované vody, dalsi dvé predstavovaly
suspenze ole] ve vodé a voda v oleji v poméru uvedeném v kapitole 4.8. Liposomy byly
ponechany v prostedich po dobu 14 dnt, béhem kterych u nich bylo sledovano uvoliovani
latek do okoli. Pro simulaci bézn€ uzivanych kosmetickych produkti byly vzorky uchovavany
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pfi laboratorni teploté na prirozeném svétle, av§ak mimo pfimé sluneCni zafeni. V prabéhu
experimentu byly navic v pravidelnych intervalech promichavany. Testovani prob&hlo celkem
2x vzdy po tydnu skladovani a vysledky byly zaznamenany do nasledujici tabulky a dil¢ich
grafil.

Tabulka 7: Koncentrace latek v supernatantech modelovych prostredi

koncentrace [mg/g]
voda olej/voda voda/olej
1. tyden 2. tyden 1. tyden 2. tyden 1. tyden 2. tyden
B-karoten 0,03 0,04 0,12 0,21 0,07 0,07
cholekalciferol 1,93 5,81 3,64 17,71 1,70 5,43
tokoferol 0,00 0,00 11,38 51,62 225,31 272,70
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Graf 7: Mnozstvi B-karotenu uvolnéného do prostredi
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Graf 9: Mnozstvi tokoferolu uvolnéného do prostredi

Na pfipravu prosttredi byl vyuzit slunecnicovy olej, u kterého byla predpokladana pritomnost
vitaminu E. Olej byl proto podroben extrakcim podle postupti v kapitole 4.10. Poprvé byl
vzorek stanovovan na HPLC ve smési acetatu a acetonitrilu (2:1), avSak bez jakékoliv odezvy.
Béhem dalsi extrakce byl pouzit hexan s HPLC kvalitou a méfeni probihalo bez odpateni pfimo
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v tomto rozpoustédle. Timto zptisobem se nam podafila stanovit pfitomnost vitaminu, avSak
vitaminu D (viz kap. 5.5). Jelikoz analyza vzorki modelovych prostiedi probihala
v uvedeném rozpoustédle ethylacetat-acetonitrilu, nebylo toto mnozstvi cholekalciferolu
odecitano.

Uvedené vysledky naznacuji, ze k nejvétSimu uvoliiovani dochazelo u tokoferolu. V suspenzi
olej/voda bylo po 2 tydnech skladovani namétfeno az 272,7 mg/g jeho volné formy,
coz odpovida témér 27,3 % puvodniho mnozstvi. Uvoliiovani u tohoto vitaminu probihalo
podle ocekavaného trendu. V pritomnosti vét§iho mnozstvi oleje byla predpokladana detekce
také vétS§iho mnozstvi téchto lipofilnich latek, naopak ve vodném prostiedi byla predpokladana
nejveétsi stabilita (viz kap. 5.2.3). U B-karotenu i cholekalciferolu byly nejvyssi koncentrace
zaznamenany v suspenzi olej/voda, av§ak béhem vyhodnocovani vSech vzorku se nam podafilo
identifikovat rovnéz degradacni produkty. Je tedy zjevné, Ze Cast latek po uvolnéni z liposomu
degradovala, v prehledu vSak nejsou tyto formy uvadény pro ztratu svych vitaminovych ucinki.
Lze fici, ze tokoferol pravdépodobné odolaval laboratornim podminkam nejlépe, avSak
pro dosazeni presné€jSich vysledkt by bylo vhodné experiment provadét soucasné s méfenim
za podminek pfihodnych pro skladovani aplikovanych standardu.

5.4 Stanoveni stability Castic v travicich §€avach

Roztoky enkapsulovanych a neenkapsulovanych standardi byly aplikovany do modelového
prostiedi gastrointestinalniho traktu a byla sledovana jejich stabilita v prub&hu traveni. Piiprava
roztokd s travicimi §tavami a samotna analyza probihaly dle popisu v kapitole 4.9. Vzorky byly
nejprve vystaveny pusobeni zaludecnich stav po dobu 30 min, poté byla pfidana smes
pankreatické a zluCové stavy, ve které probihalo traveni dal§i 2 hodiny. Tyto Casy byly
stanoveny na zakladé postupu traveni polysacharidové matrice vhodné pro aplikaci vitaminu
v potravinaiskych produktech [61]. Vzorky pro analyzu byly odebirany v pfedem urcenych
intervalech a naméfené hodnoty byly zapsany do tabulek 8 a 9. Tyto vysledky poslouzily
ke srovnani mnozstvi vyuzitelného vitaminu po procesu traveni a posouzeni vlivu ochrany
na jeho stabilitu.

Tabulka 8: Modelové traveni vitaminu — koncentrace latek v roztoku

koncentrace [mg/g]

zaludek strevo
0 min 30 min 0 min 60 min 120 min
B-karoten 138,65 160,62 249,91 304,08 296,99

cholekalciferol 277,56 283,98 322,66 493,14 455,40
tokoferol 489,47 510,93 501,76 481,11 437,72
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Graf 10: Prib¢h traveni neenkapsulovanych vitaminu

V prubéhu traveni byla ocCekavana postupna degradace volného vitaminu a pokles jeho
mnozstvi v roztoku. Tento trend byl ovS§em registrovan pouze u tokoferolu, u zbylych latek byl
az do Casu 60 minut ve stfevé zaznamenan koncentracni rist. To mohlo byt zpisobeno
nedostateCnym promichanim a tedy nehomogenitou roztoku. V zaludku byly ovSem zmény
mnozstvi vSech vzorkd jen nepatrné a dala by se proto predpokladat relativni stabilita téchto
latek v zalude¢nich §tavach. Ve stfevnich stavach jiz byla vzdy po urcitém Case detekovana
degradace.

Tabulka 9: Modelové traveni liposomu — koncentrace latek uvolnénych do roztoku

koncentrace [mg/g]
zaludek stfevo
0 min 30 min 0 min 60 min 120 min
B-karoten 0,00 0,00 2,49 2,09 16,12
cholekalciferol 0,35 26,35 74,19 43,56 43,29
tokoferol 0,00 0,00 26,64 58,54 40,42
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Graf 11: Prib¢h traveni enkapsulovanych vitamint

Na pocatku traveni enkapsulovanych vitamin v zaludeCnich $tavach nebyla zaznamenana
zadna nebo jen velmi mala koncentrace analytu. K prudkému uvolnéni latek doslo
dle oCekavani po pridani stievnich $tav, kdy byly liposomy vystaveny velké zméné pH. Pouze
u B-karotenu se koncentrace zvysila jenom nepatrné, coz mohlo byt zptsobeno intenzivnéjsi
degradaci tohoto provitaminu. Skokovy nartist u n€j nastal az v posledni fazi traveni ve stieve.
U ostatnich vitaminu doSlo na konci analyzy k ponizeni koncentrace vlivem postupné
degradace.

Pro porovnani mnozstvi analytu v obalené a neobalené formé, které nebylo v prubéhu traveni
zdegradovano a zachovalo si svou biologickou aktivitu, byla sestavena tabulka 10 a graf 12.

Tabulka 10: Zachované mnozstvi vitaminu po traveni

mnozstvi zachovaného vitaminu [%]

neenkapsulovany enkapsulovany
B-karoten 29.70 £ 1,16 98,39 £ 1,09
cholekalciferol 45,54 £ 0,09 95,67 +2,16
tokoferol 43,77 £4.59 95,96 +2.86
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Graf 12: Procentualni vyjadfeni mnoZzstvi zachovan¢ho vitaminu béhem traveni

Podle teoreticky vypocitanych hodnot enkapsulované vitaminy disponuji vysokou stabilitou
a preckaji lidské traveni s mnohem vyssi u€innosti nez vitaminy bez ochrany. Na konci kazdé
analyzy enkapsulovanych ¢astic vSak byl odebran dalsi 1 ml roztoku a jeho stanoveni probehlo
stejnym zpusobem jako u roztokli nezapouzdiené latky (viz kap. 4.9.4). Vysledné hodnoty
vykazovaly mnohem niz$i procentudlni zastoupeni celkového vitaminu nez hodnoty zobrazené
v grafu 12. U B-karotenu, cholekalciferolu a tokoferolu ¢inily pouze 77,3; 48,2 a 24,4 %
v uvedeném poradi. B€hem analyzy byla patrné ¢ast vitamint degradovana a nedoslo k plnému
uvolnéni vSech latek zliposomd. Pro urCeni skuteCného obsahu zachovaného vitaminu
v roztoku a liposomech na konci traveni by proto bylo vhodné zvazit jinou metodu stanoveni.
Vzhledem ke snadné degradaci vSech vitaminu v roztoku by navic bylo patfi¢né odebirani
vzorkt v kratSich ¢asovych intervalech.

5.5 Extrakce a stanoveni vitaminu z potravinarskych a kosmetickych produktu

V nasledujici Casti prace byly vitaminy extrahovany z realnych vzorkli metodou uvedenou
v kapitole 4.10. Analyza probéhla u vSech vzorkii minimalné¢ v dvojim opakovani
a ze ziskanych hodnot byla vypocCitana primérna hodnota koncentrace. Z kosmetickych
produktt byly vybrany dva krémy znacky Ziaja — krém pod o¢i s vitaminem E a krém proti
vraskam kvét slunecnice. U prvniho z uvedenych krémi uvadi vyrobce pritomnost vitaminu E
ve formé tokoferolu a tokoferylacetatu. Ve druhém krému je propagovéana opét piitomnost
tokoferylacetatu a dale vitaminu A ve formé retinylpalminatu. Stanoveni téchto vzorku
probihalo ve smési rozpoustédel ethylacetatu a acetonitrilu (2:1) po pfedchozim protiepani
do hexanu a odpafenim rozpoustédla.
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Tabulka 11: Koncentrace extrahovanych latek z kosmetickych produktt v mg/g

koncentrace [mg/g]
B-karoten cholekalciferol tokoferol
krém s vitaminem E, Ziaja - - 1,037 £0,017
krém kvét slunecnice, Ziaja - - 0,840 £ 0,007

Nameétené vysledky zaznamenané v tabulce 11 jasn€ vypovidaji o pfitomnosti tokoferolu
v obou vzorcich. Metodou bylo tedy mozné detekovat také tokoferylacetat zastupujici
vitamin E ve slune¢nicovém krému. Tento ester ma vSak blokovanou fenolovou skupinu
anemuze vitamin v kosmetickych produktech piimo nenahrazovat. Uvoliuje pouze jeho
nepatrna mnozstvi béhem hydrolyzy v ktzi. Jeho vyhodou je ovSem mensi kyselost a tim
i moznost delSiho skladovani [62].

Z potravinaiskych produkta byl testovan rybi tuk znacky Moller’s a slunecnicovy olej pouzity
k pripravé modelového prostiedi v kapitole 4.8. Oba z uvedenych vyrobka byly podrobeny
extrakci v hexanu HPLC kvality za pfitomnosti vody. Po protfepani byla hexanova faze
prefiltrovana pres PTFE filtr a analyza probihala v uvedeném rozpoustédle. Timto bylo
predchazeno Spatnému odparovani olejového zbytku a pripadné tvorbé dvou fazi.

Tabulka 12: Koncentrace extrahovanych latek z realnych potravin v mg/ml

koncentrace [mg/ml]
B-karoten cholekalciferol tokoferol
rybi olej, Moller’s - - 0,483 £ 0,034
slunec¢nicovy olej - 0,392 £ 0,004 -

Vyrobcem deklarovana mnozstvi vitamind v rybim tuku jsou uvedena v tabulce 13. Realné
obsahy vitamina A a D v produktu byly velmi nizké a nespadaly do oblasti detekce. Ze vzorku
se vSak povedlo extrahovat vitamin E a jeho koncentrace byla stanovena jako
(0,483 + 0,034) mg/ml. V porovnani s tabelovanou hodnotou je mozno pozorovat pouze malou
odchylku, ¢imz byla ovéfena spolehlivost metody pro stanoveni tohoto vyrobku.

Tabulka 13: Charakteristika rybiho tuku Méller’s

koncentrace
[mg/ml]
vitamin A 0,05
vitamin D 0,002
vitamin E 0,6

Za bohaty zdroj vitaminu E jsou povazovany rostlinné oleje, mezi néz patii také olej
sluneCnicovy (viz kap. 2.1.4.5). 1 pfes tento predpoklad vSak nebyl tokoferol ve vzorku
detekovan. Vzhledem k ovéfeni postupu pii analyze rybiho oleje se obsah tokoferolu v oleji
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zfejmé pohyboval pod hranici detekce nebo jiz doSlo k jeho degradaci. Ve vzorku se podatilo
stanovit pouze vitamin D, jehoz pfitomnost naopak neni ve slune¢nicovém oleji bézna. Dle
vyrobce tvoii mnozstvi vitamint ve vyrobku 0,1%, blizsi informace vS§ak nejsou uvedeny. Olej
tedy mohl byt o tento vitamin obohacen.

Poslednim analyzovanym produktem byly cerealie Cini Minis suvadénym obsahem
vitaminu D, které byly podrobeny extrakci metodou dle Folche. Extrakce byla provedena
dvéma zpusoby za vyuziti jinych rozpoustédel. Prvni postup byl aplikovan podle popisu
uvedeného v kapitole 4.10. V druhém pfipadé probéhla extrakce s pouzitim rozpoustédla
hexanu p.a. namisto chloroformu. Obé metody vSak zustaly bez odezvy.

Vzhledem k vyrobcem udavanému mnozstvi vitaminu D, které c¢ini pouze 0,93 pg
na 30gramovou  porci, spadala  koncentrace  cholekalciferolu  pravdépodobné
mimo detekovatelnou mez. Pro mozné stanoveni by bylo nutné vzorek zakoncentrovat
a vzhledem ke slozitosti matrice vhodné také precistit.
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6 ZAVER

Predlozena bakalarska prace se zabyvala studiem liposomovych ¢astic s obsahem vybranych
latek vitaminové povahy. Jejim cilem bylo charakterizovat vliv fosfolipidové dvojvrstvy
obalujici aktivni Castici na zlepSeni jeji stability v modelovych prostiedich. Z fady lipofilnich
vitamind byly pro analyzu vybrany dva vitaminy — cholekalciferol a tokoferol. Trojici
dopliioval B-karoten, jakozto latka premeénitelna v lidském téle na aktivni vitamin A.

V prvni ¢asti prace byla hledana vhodna metoda pro stanoveni vybranych latek. Vzhledem k jiz
zavedené a optimalizované HPLC metod¢ pro B-karoten, byla tato technika s DAD detektorem
a gradientovou eluci suspéchem aplikovana také na zbyvajici vitaminy. [-karoten,
cholekalciferol i tokoferol vykazovali odli§na absorpéni maxima bez prekryvu spekter a mohly
byt stanovovany soucasné. Proméfenim fady kalibracnich roztokd byly sestaveny kalibracni
kiivky a urceny jejich rovnice pro naslednou analyzu vzorkl. Dalsi Cast jiz byla vénovana
ptipravé lisopomovych ¢astic a jejich charakterizaci. Liposomy byly testovany na velikost,
enkapsulacni ucinnost a stabilitu z okamzitého 1 dlouhodobého hlediska. Ze vSech jejich
roztokl byly prichystany vzdy tfi kontrolni skupiny s rozdilnou dobou centrifugace. Skupiny
byly v ramci jednoho analytu porovnavany a byly vybirany ¢astice nejvyhodnéjsi pro aplikaci
do potravinaiskych a kosmetickych produkt. Velikostné spadala vétSina ptipravenych Castic
do rozmezi 150 az 250 nm, pouze u nejdéle staCenych liposomt se objevily i vétsi velikosti.
Tyto vzorky ov§em vykazovaly také vyssi hodnoty polydisperzity, jez vypovidaly o shlukovani
a nehomogenité Castic. Stabilita liposoma byla zjistovana pomoci zeta potencialu. Méfeni
probéhlo ihned po piipraveé vzorku a pro zjisténi dlouhodobé stability po 14 dnech skladovani.
Pouze B-karoten s 60minutovym stacenim spadal do oblasti nestability v obou z méfenych
ptipadd. U ostatnich vzorki byly po dvou tydnech zaznamenany absolutni hodnoty zeta
potencialu vys$i nez 30 mV. Také méfeni enkapsulacni uc¢innosti bylo provedeno ve dvou
sériich s dvoutydennim intervalem. VSechny vzorky vykazovaly vysoké enkapsulacni i€innosti
vrozmezi od 99 do 100 %. V pribéhu skladovani doslo k nepatrnému uvoliiovani
zapouzdrenych latek a poklesu EU. Nejvétsiho ubytku aktivnich slozek dosahl cholekalciferol
03,4 %. Celkov¢ vSak Castice skladované ve vodném prosttedi vykazovaly v méfeném casovém
useku zna¢nou stabilitu.

Dale byly liposomy aplikovany do modelovych prostfedi a byla sledovana jejich degradace
v prubéhu casu. Jako prvni byly simulovany kosmetické produkty na olejové bazi a byla
zjistovana stabilita liposoma ve 3 riznych médiich. K posouzeni stability ¢astic byla pouzita
jako prvni prostiedi destilovana voda. Dalsi dvé tvofily suspenze oleje a vody v pomérech 2:7
a 7:2. Nejvetsi degradace liposomt byla zaznamenana u tokoferolu, kdy bylo po dvou tydnech
skladovani uvolnéno témér 27,3 % ptivodniho mnozstvi latek do prostiedi s nejvyssim podilem
oleje. Béhem analyzy vSech vzorkt vSak byla odhalena pritomnost také degrada¢nich produkt,
které ovlivnily detekci skutecného mnozstvi uvolnénych latek. Tokoferol tak jednoznacné
odolaval vlivim laboratorni teploty a svétla nejlépe. Nejpiihodnéji se pro liposomy jevilo
prostiedi destilované vody. Nasledné byla testovana stabilita ¢astic v modelovych travicich
stavach a bylo zjistovano vyuzitelné mnozstvi vitaminu po procesu traveni v piipade jeho
pojeti v polysacharidové matrici. Soucasné byl traven roztok volného analytu pro porovnani
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vlivu ochrany pfi prichodu vzorku travicim traktem. Na konci méfeni byl u neenkapsulovanych
latek detekovan pokles jejich pavodniho mnozstvi o vice nez polovinu. U B-karotenu
dosahovala degradace nejvysSich hodnot a bylo zachovano pouze 29,7 % provitaminu.
Enkapsulované c¢astice vykazovaly slibn€j§i vysledky. Maximalni mnozstvi uvolnéného
analytu bylo na konci naméfeno u cholekalciferolu v koncentraci 43,29 mg/g. V prabéhu
traveni vSak byla zaznamenana degradace slozek ve vzorku a celkové mnozstvi zachovaného
vitaminu se nepodafilo presné urcit.

V posledni casti prace byl stanovovan obsah vybranych analyti v realnych vzorcich.
Pro analyzu byly pouzity cerealie, rybi a slunecnicovy olej a z kosmetickych produkti dva
krémy. Vysledky byly porovnavany s informacemi uvadénymi vyrobcem.

Vzhledem k labilité a degradaci zkoumanych latek v prubéhu zpracovavani a skladovani
potravinaiskych i kosmetickych produkti byla ovéfena vhodnost jejich zapouzdieni
do liposomovych obali. Chranéné formy vitamina vykazovaly dobrou stabilitu a to predevsim
ve vodnych prostedich. Aplikace téchto Castic by proto byla nejefektivnéjsi praveé do produktt
s vysokym obsahem vody. Jejich prikladem mohou byt fortifikované napoje, energetické gely
¢1 micelarni vody.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

TDP — thiamindifosfat

TTP — thiamintrifostat

FMN - flavinmononukleotid

FAD - flavinadenindinukleotid

NAD - nikotinamidadenindinukleotid

NADP - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

UV — ultrafialové

TPGS - d-a-tokoferyl polyethylenglykol 1000 sukcinat
GC - plynova chromatografie

LC — kapalinova chromatografie

SFC — superkriticka fluidni chromatografie

HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie
GRAS - vSeobecné povazovany za bezpecny
SUV — malé unilamelarni vezikuly

LUV - velké unilamelarni vezikuly

MLV — multilamelarni vezikuly

DLS — dynamicky rozptyl svétla

PCS — fotonova korelacni spektroskopie

ZP — zeta potencial
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