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ABSTRAKT

Ptedlozend diplomova prace je zaméfena na studium enkapsulace kurkuminu v koloidnich
disperzich. Literarni reSersSe slouzi jako podklad pro zpracovani praktické casti. ReSerse se
vénuje kurkuminu, jako aktivni latce, kterd nese potencidl uplatnéni v oblasti
potravinaiského primyslu ¢i farmacie. Dalsi ¢ast je vénovana lipozomalni enkapsulaci
kurkuminu v koloidnich disperzich, kde jsou lipozomy jako fosfolipidové vezikuly schopné
zachytit a ochranit hydrofobni a hydrofilni latky. Tyto ochranné vlastnosti je mozné posilit
ptidanim vhodného biopolymeru, v nasem ptipadé derivatu karboxymethylcelul6zy. Dale je
prace zaméfena na studium stability lipozomalni disperze obsahujici sojovy lecitin a

karboxymethylcelul6zu, jako vhodné enkapsula¢ni pouzdro pro kurkumin.

Klicova slova: kurkumin, séjovy lecitin, karboxymethylceluldéza, lipozomy, stabilita,

enkapsulace, disperze

ABSTRACT

The presented Master's thesis is focused on the study of curcumin encapsulation in colloidal
dispersions. Literary research serves as a basic for the elaboration of the practical part. The
research focuses on curcumin, as an active substance that has the potential to be used in the
food industry or pharmacy. The next part is devoted to liposomal encapsulation of curcumin
in colloidal dispersions, where liposomes as phospholipid vesicles are able to capture and
protect hydrophobic and hydrophilic substances. These protective properties can be
enhanced by the addition of a suitable biopolymer, in our case a carboxymethylcellulose
derivative. Furthermore, the work is focused on the study of the stability of a liposomal
dispersion containing soy lecithin and carboxymethylcellulose, as a suitable encapsulation

capsule for curcumin.

Keywords: curcumin, soya lecithin, carboxymethyl cellulose, liposomes, stability,

encapsulation, dispersion
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UvVOD

Fenolové slouceniny jsou dobfe znamé pro své bioaktivni G¢inky v organismu clovéka.
Mohou byt pfirozen¢ pfitomny v potravinaiskych vyrobcich nebo pouzity jako piisady
k fortifikaci téchto vyrobkil. Stabilita a biologickd dostupnost fenolickych slou¢enin muize
byt ohrozena v dusledku nékolika faktort vyskytujicich se v riznych fazich pii zpracovani

a vyrobé¢ potravin, ale také pii samotném travicim procesu v lidském organismu.

V této souvislosti se nabizi enkapsulace, jako moznost pifekonat omezeni s pouzivanim
bioaktivnich latek ve volné formé. V souladu stim roste pocet studii zabyvajicich se
enkapsulaci fenolickych sloucenin, rostouci zajem je jak v oblasti akademické puady, tak
v prumyslu. Cilem je najit feSeni, kterd by umoznila Zivotaschopny vyvoj novych

potravindiskych a farmaceutickych produkti.

Kurkumin - Zlutooranzové barvivo z rostliny Curcuma longa, je po staleti neodmyslitelnou
soucasti lidské stravy snad na vSech kontinentech svéta. Z potravinaiského hlediska je
pozivatinou, kterd neplni sytici funkci, ma vSak senzorickou hodnotu. Ovliviiuje barvu a

chut’, jeho pestrost nabizi Siroké uplatnéni v potravinaiském a farmaceutickém primyslu.

Néplni teoretické casti je shrnout dosavadni informace o kurkuminu, jeho struktufe,
fyzikéalné-chemickych vlastnostech, vstiebatelnosti a biologické dostupnosti, vlivu na lidsky
organismus. Déle popsat nejcastéji pouzivané metody a materidly pro enkapsulaci

bioaktivnich latek.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pfipraveny koloidni disperze kurkuminu
s cilem enkapsulovani do podoby lipozomi, pfidanim polymerni latky. Déle byla provedena
fyzikalné-chemicka charakteristika téchto systémil, naméfend data byla statisticky

vyhodnocena a diskutovana.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KURKUMA

Rostlina Curcuma longa byla kultivovana déle nez 5000 let predevsim v tropické jizni Asii,
kde byl jeji hnédy koten s jasné oranzovou duzinou velmi cenén pro své 1éCivé vlastnosti.
Ve staroindické tradicni medicin€ se asto pouzivala pii 1écbé alergii, zdnéti dychacich cest,
bolestech zubti a na hrudi, infekcich mocovych cest, krvaceni, zloutence, pti kolikach a také

na podlitiny [1].

Arabskymi obchodnimi cestami se béhem 13. stoleti zacala dovazet na zapad, a tim se stala
znama po celém svété. Existuje priblizné 133 druhl této rostliny. Indicti domorodci
vyuzivali kurkumu intenzivnéji neZ sou¢asna populace. Arijska kultura dala kurkumé piedni
misto v nabozenskych obtfadech. Véfilo se, Ze ochranné vlastnosti zapfic¢inéné zlatozlutym
zbarvenim kurkumy zndzorfiuji sluneéni svétlo. V hinduistickych ritudlech ma 1
v soucasnosti kurkuma své vyznamné misto, tradicné se pouziva k barveni odévil
pouzivanych pfi siatcich ve spolec¢nosti. Je jednim z nejpouzivanéjsich kotfeni v indickém a

srilanském vateni. Indie je nejvétsim producentem a spotiebitelem kurkumy na svété [2].

Kurkuma se vyuZziva v potravinarském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Obsahuje
vice nez sto ucinnych latek. Kurkumin, jako kurkuminoid, je dtlezitou soucasti oddenku této

rostliny, nej€astéji se s nim setkavame ve formée prasku se Zlutou pigmentaci [1].

1.1 Kurkumin

Kurkumin je pfirodni antioxidant, nizkomolekularni polyfenol oznaCovany také jako
kurkumova Zlut’, turmerova Zlut’ nebo diferuloylmethan. V kurkumé zastava kli¢ovou roli
jako lipofilni barvivo a polyfenolova bioaktivni sloucenina. Jiz v minulosti byl pouzivan
v Ajurvédské medicin€ pro své analgetické, protizanétlivé a antiseptické Gcinky. K velmi
vyznamnym a ptiznivym U¢inkiim kurkuminu patii jeho vliv na gastrointestinalni trakt,
podporuje Zzalude¢ni Cinnost, funkci Zluéniku a jater. Napomaha traveni stravy bohaté na
tuky, tim ze zvySuje tvorbu a vylucovani zlucovych kyselin. V soucasnosti n¢kolik studii
prokdzalo biologické, antioxidaéni, protizanétlivé a farmakologické ucinky kurkuminu
(neurologické poruchy, gastrointestindlni onemocnéni, kardiovaskuldrni onemocnéni,

revmatoidni artritida, cukrovka a obezita) [1].

Celkovy obsah kurkuminu v oddenku Curcuma longa se pohybuje okolo 2-5 %, jeho necista

forma byla poprvé extrahovéana v roce 1815 [3].
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Vyuziti naSel i v potravinatském pramyslu, kde se vyuziva jako latka urcené k aromatizaci,
barveni a konzervaci potravin. V potravinach se pod kédem E 100 oznacuje kurkumin jako
pridatnd latka. Jde o jednu znejvice prozkoumanych piirodnich latek s celou skalou
blahodarnych a terapeutickych u¢inkt na lidsky organismus. Dle EFSA panel ANS (panel
pro potravindiskd aditiva a nutri¢ni zdroje pfidavané do potravin), piijjem E100 z bézné
stravy odpovida piiblizné 3 mg/kg télesné hmotnosti za den. Cistota kurkuminu je
specifikovana na minimalné 90 % celkovych barvicich latek, ostatnich 10 % je potieba blize

specifikovat [4, 7].

Medicinskym aplikacim kurkuminu vsak brani jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je
Spatné rozpustnost ve vodném prostiedi (lidska stfeva), neni snadno absorbovan stfevni
sténou a rychle se metabolizuje a vylucuje ze systémového obchu. Bylo prokézano, ze
koloidni dodévaci systémy, tj. nanoemulze, zvySuji fyzickou stabilitu kurkuminu a mohou
piekonat nékteré z téchto omezujicich faktorti a zlepsit tak jeho funkcnost [5]. Vysledkem
je zlepSeni biologické dostupnosti a absorpce kurkuminu v cilovych buikach, ¢imz se

zvySuje mistni terapeuticky index [6].

1.2 Botanicka charakteristika

Nazev rostliny: Kurkumovnik dlouhy
Latinsky nézev rostliny: Curcuma longa
Nazev Celedi: Zazvorovité

Latinsky nazev Celedi: Zingiberaceae
Pouzivana ¢ast: hlizovity oddenek

Eminentni latky: kurkuminoidy (kurkumin, demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin),

silice (éterické oleje), Skrob, olejopryskytice

Kurkumovnik dlouhy je vytrvald bylina s hlizovité zdufelym, clankovanym oddenkem,
velmi podobnym oddenku z&zvoru. Listy, které z oddenku vyrtstaji, jsou pied rozvinutim
kornoutovité svinuté, poté dlouze fapikaté, Siroce kopinaté, az 50 cm dlouhé. Mezi listy
vyrista ptimy, asi 15 cm vysoky stvol, zakon€eny hustym klasem svétle Zlutych kvitki.
Plodem je trojpouzdrda mnohosemennd tobolka, kterd se v dobé zralosti otevira tfemi

chlopnémi [7].
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Obrézek 1 Rostlina Curcuma longa, kvét, oddenek, vzorec a prasek kurkuminu [8]

Kurkumin je celosvétové uznavan a pouzivan v mnoha rtiznych formach a pro mnoho
potencidlnich zdravotnich uc€inkl. Napiiklad v Indii se pouziva v kari, v Japonsku je
podavan v &aji, v Thajsku nasel vyuziti v kosmetice, v Ciné se pouziva jako barvivo, v
Koreji se podava v riiznych napojich, v Malajsii se pouziva jako antiseptikum, v Pakistanu
se aplikuje jako protizanétlivy ptipravek a ve Spojenych statech se krom¢é kapsli a
praskovych forem pouzivé jako barvivo a konzervant v hoi¢i€né omacce, syrech, masle a
hranolkach. Popularita kurkuminu zna¢né stoup4, jelikoz jeho vyzkum podnécuje spoustu
pfinosti pro zdravi lidské populace, tim veSkeré inovace pohanégji trh vpred. Extrakt z

oddenk této tropické rostliny je mozné ziskat 1 z dalSich trznich druhtt kurkumovniku [7].

Koften kurkumy ma hliznaty (valcovity) tvar s mnoha oddenky, ty jsou 5-8 cm dlouh¢ a 1,5
cm Siroké, pfevazné rovného nebo mirn€ zakulaceného tvaru. Oddenky maji pepfovou viini
a mirn¢ palcivou chut’. Barva hlizy je syt oranZova a jeji povrch ma zluto-oranzové az
nahnédlé zbarveni. Kurkumin je ziskdvan ze suSenych oddenkli kurkumy. Oddenek se

nekolik hodin vafi, poté se susi a nasledn€ pomele na syté zluty prasek [7, 10, 11].
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SloZeni hlizovitych oddenkt
4 Skrob: 30 %
+ Silice: tvofeny seskviterpeny v obsahu 3-12 %,
+ zastoupeni je nasledujici:
= turmeron 30 %
= ar-turmeron a zingiberen 25 %
= ],8-cineol, borneol a a-fellander

4+ Kurkuminoidy: patii do skupiny zvané diarylheptanoidy, pfevladajicim pigmentem je
kurkumin, v susiné oddenkd tvofi 2 %. Dal§imi pigmenty jsou demethoxykurkumin a
bisdemethoxykurkumin zastoupeny v mnozstvi 0,6 % suSiny oddenku. Tyto
kurkuminoidy jsou hlavnimi bioaktivnimi slozkami odpovédnymi za nutri¢ni a
farmakologické aktivity kurkumy. Zastoupeni pigmentid se mize liSit dle zralosti a

puvodu oddenku [12].

CH3O )/\/H\/U\/\( l“-\./'lDCH;; . - QOCH3
HO OH HO @ O OH

Demethoxycurcumin
pH 3-7 I l pH »8

OH O o o
CHy0 M l'\“\/ CO‘:H& i = = !
HO enolate form CH HO CH
Curcumin Bisdemethoxycurcumin

Obrazek 2 Pigmenty kurkumy [9]
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1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti kurkuminu

Kurkumin v podobé¢ Zluto-oranzového prasku je nejcastéjsi formou, s kterou se mizeme
setkat. Komer¢né dostupny prasek ovsem neobsahuje pouze kurkumin, ale také jeho vyse
zminéné derivaty v riizném zastoupeni. Ziskavani Cisté krystalické podoby kurkuminu je

finan¢n¢ velmi nakladné [14].

Kurkumin Ize nalézt pod chemickym nazvem diferuloymethan, sumérni vzorec je C21H200s,
chemicky vzorec (1E,6F)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion.
Jeho bod tani je 183 °C, bod varu je 591,4 °C a molekularni hmotnost je 368,37 g/mol. Patii
mezi hydrofobni latky, rozpustny je v acetonu, ethanolu, dichlormethanu, chloroformu,
kyselin€ octové a dobie se rozpousti v olejich. Pfitomnost vodikovych vazeb zplsobuje
tautomerizace kurkuminu (zndzornéna na obrazku 4), ktera je zna¢n¢ ovlivnéna pH v daném
prostiedi. Kurkumin neni chemicky stabilni molekula a je citlivy na alkalické pH, kyslik a
ozatovani. V prostfedi lidského organismu (pH +7) dojde béhem tficeti minut k 90%
degradaci kurkuminu. Pfijatelnym feSenim mize byt enkapsulace do vhodného nosice (napf.
fosfolipidové lipozomy ¢i inkluze do hydrofobnich kavit cyklodextrind) [1, 13, 15, 18].

vvvvv

keto forma molekuly, kterd se chova jako elektronovy akceptor. V zasaditém prostiedi se
jeho barva pomérné rychle méni na tmavé ¢ervenou, coz je zptsobeno deprotonaci funkénich
skupin a zménou v enol formu. MiZzeme fici, ze se kurkumin chové jako acidobazicky
indikator. Vliv pH na zabarveni kurkuminu je znadzornéno na obrazku 3. Forma izomerie je
ovlivnéna i druhem rozpoustédla, v polarnich rozpoustédlech se kurkumin objevuje v diketo

formé a v nepolarnich pouze v enol formé, coz ovliviluji intramolekuldrni interakce [16].

. . .: I:“
kurkuma

kyselé pH zdsadité pH

kurlumin

Obrazek 3 Viiv pH na zabarveni kurkuminu [17]
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Hydrofobni

] gast | e

Vodikova

Vodikova
vazba

vazba

Vodikova
vazba

Keto forma

Vodikova
vazba

Obrazek 4 Chemicka struktura molekuly kurkuminu. Zndzornéna je tautomerizace mezi

keto a enol formou (Cervene) [18]

Vyznamnymi chemickymi reakcemi spojenymi s biologickou aktivitou kurkuminu jsou
reakce donorti vodiku, které vedou k oxidaci kurkuminu, reverzibilnim a ireverzibilnim
reakcim nukleofilni adice, degradaci, hydrolyze a enzymatickym reakcim [19].

Biosyntéza kurkuminoidi je podobna biosyntéze fenylpropanoidii. Meziprodukty, jako jsou
4-coumaroyl-CoA kondenzuji s malonyl-CoA za vzniku bisdemethoxykurkuminu.

Kurkumin vzniké naslednou oxidaci a methylaci [15].

1.4 Vstiebatelnost a biologicka dostupnost

Navzdory slibnym nutriénim a farmakologickym vlastnostem vykazuje kurkumin nizkou
rozpustnost ve vode¢, Spatnou gastrointestinalni adsorpci a Spatnou biodistribuci. Navic
disponuje vysokou rychlosti metabolismu, metabolickou inaktivaci a rychlym vyluc¢ovanim
z lidského organismu [21].

Kurkumin podévany per os podstupuje v jatrech first-pass efekt (efekt prvniho priichodu
jatry), coz znamena, Ze ve chvili, kdy se kurkumin dostane portalni zilou ze stfeva do jater,
je zde metabolizovan a pouze zbyld nemetabolizovana Céast se dostane do systémové

cirkulace. V pfipad€ kurkuminu je first-pass efekt velmi intenzivni. Jeho sekundarni faze



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

metabolismu spociva v konjugaci s glukuronidem a sulfatem. Pokud je kurkumin aplikovan
intravendzné nebo intraperitonealné, dojde k jeho pfeméné hlavné na tetrahydrokurkumin a
hexahydrokurkumin ve spojeni s glukuronidem a jejich nasledné akumulaci ve zluci [18].

Kurkumin je fyziologicky aktivnéj$i nez jeho konjugované formy, predpoklada se, ze
hladiny volného kurkuminu v krvi odrazeji vétsi fyziologickou aktivitu, a aby bylo mozné
snimi reagovat, musi byt kurkumin dobfe absorbovan. Biologickda dostupnost je
farmakokineticky parametr, ktery udava, jaké mnozstvi podané latky se dostane do
systétmové cirkulace. Kurkumin se charakterizuje nizkou biologickou dostupnosti,

wrwe

jsou tedy zanedbatelné [21].

Z vyse uvedenych divodul je Zadouci, aby byla vstiebatelnost kurkuminu zvySena pomoci
dalsich latek. Nejcastéji se pouziva piperin (alkaloid, extrakt z ¢erného pepite), ktery vyrazné
zvySuje vstiebatelnost kurkuminu, jelikoz inhibuje jaterni a stfevni glukuronidaci.
Nevyhodou je, Ze piperin navySuje propustnost nejen téch uzitecnych latek, ale také téch

potencialné skodlivych, coz miiZze byt ¢asto nezadouci [20].

Nizk4 biologicka dostupnost kurkuminu ovliviiuje jeho uzitecnost v obecné zdravotni péci 1
pti 1é¢be riznych onemocnéni. K piekonani $patné adsorpce a rychlého metabolismu byly
pouzity nanotechnologie, koloidni dodédvaci systémy (CDS) vyuzivané k zapouzdieni,
ochrané a uvolnovani bioaktivnich latek. Mezi nové strategie patii formulace s lipozomy,
micelami, nebo interakce s makromolekulami jako je zelatina ¢i polysacharidy (y-
cyklodextrin a galactomammans). Resenim je i fytozomalni technologie, ktera poskytuje
lepsi biologickou dostupnost a v jatrech blokuje metabolickou preménu kurkuminu.

Kromé& zminénych metod, byly vyvinuty i nanoCasticové ptipravky, které zahrnuji
nanoemulze, nanomicely, dendrimery, konjugaty, biopolymermikrogely, nanogely a pevné
disperze. Ackoliv je mnoho formulaci pfi zvySovani vstiebatelnosti kurkuminu ucinnych,
fada znich ma rGzné¢ definovand omezeni, jelikoZ nejsou schvéaleny pro pouziti
v potravinaiském primyslu. Pfedbézné studie naznacuji, Ze nové vyvinutd patentovana
formulace kurkuminu zahrnujici mikromicelarni technologii kapalnych ¢astic, ma

mimoftadné vysokou (~ 300 ng/ml) biologickou dostupnost [22].
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Stfevni mikrobiota hraje dileZzitou roli v metabolismu a biotranformaci kurkuminu, protoze
mikrobiota je schopna transformovat formulace kurkuminu, které obsahuji ptiblizné 77 %
kurkuminu, 17 % demetoxykurkuminu a 6 % bisdemethoxykurkuminu (obrazek 5) do fady

katabolitt [23].
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Obrézek 5 Metabolicka cesta kurkuminu per os [23]

Kurkumin a jeho redukované metabolity dihydrokurkumin a tetrahydrokurkumin jsou
konjugovany s glukoronidem nebo sulfatem, coz vede ke vzniku kurkuminu glukuronosidu,
dihydrokurkuminu glukuronosidu, tetrahydrokurkuminu glukuronosidu nebo

odpovidajiciho monosulfatu a smésnych siranii / glukuronosidii [23]

Kurkumin se obvykle podava per os. K dispozici je v nékolika forméach, vcetné tablet,
tobolek, energetickych népojli, masti, mydel a kosmetiky. Kurkuminoidy byly schvaleny
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) jako ,,Generally Recognized as
Safe* (GRAS) a klinické studie prokazaly dobrou snaSenlivost vcetné bezpecnostnich
profild, a to 1 v davkach, které maji rozmezi 4-8 g/den a davky 12 g/den s 95% koncentraci
tfti kurkuminoidt: kurkumin, bisdemethoxykurkumin a demethoxykurkumin. Obecné je
kurkumin povaZovan za bezpecné a dobie snaSené lé¢ivo. Pro jeho zaclenéni do 1écby

jednotlivych indikaci, je dulezité stanoveni dévkovani na zéklad¢é klinickych studii.
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Rozhodujicim aspektem je také volba spravné 1€kové formy kurkuminu, kterd zabezpeci
jeho systémovou, popiipad¢ lokalni dostupnost. Nutno podotknout, ze vétSina pozitivnich
ucinkit kurkuminu jsou nasledkem jeho podavani ve vysokych davkach v porovnani s

mnozstvim kurkuminu bézné ptidavaného do pokrmu [9, 24].

1.5 Vliv kurkuminu na zdravi a mechanismy piisobeni

Vyzkum t¢inku kurkuminu je v soucasnosti zaméfen prevazné na antioxidacni,
hepatoprotektivni, protizanétlivé, antimikrobidlni a antikancerogenni ucinky. Kurkumin

jako vyznamny antioxidant, md mnohonéasobné vyssi antioxidac¢ni aktivitu nez tokoferol.

Vyuziva se pii 1écbé kardiovaskuldrnich chorob, zilni trombozy, onemocnéni
gastrointestindlniho traktu a jater, dale poruch pohybového aparitu (revmatoidni artritid¢,
osteoartritid¢), pfi autoimunitnich onemocnénich nervového systému (roztrousené sklerdzy,

Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby [25].

1.5.1 Antioxidant

Antioxidacni a protizanétlivé vlastnosti kurkuminu jsou dva primarni mechanismy, které
vysvétluji vétSinu jeho pozitivnich U€inkd na lidsky organismus. Bylo prokazano, Ze
kurkumin zlepSuje systémové markery oxida¢niho stresu a miize zvysSit aktivitu antioxidantii
v séru, jako je superoxid dismutdza. Nedavny systematicky pifehled a metaanalyza
randomizovanych kontrolnich idaju tykajicich se uc¢innosti suplementace kurkuminoidy na
vSechny zkoumané parametry oxidativniho stresu, naznacil vyznamny ucinek na tuto formu
stresu, vcetné¢ plazmatickych aktivit SOD a katalazy, jako sérové koncentrace
glutathionperoxidazy a lipidovych peroxida [25].

Kurkumin plisobi na volné radikaly pomoci riznych mechanismii. Dok4Ze zachytit rizné
formy téchto radikalii, jako jsou reaktivni formy dusiku a kysliku. Navic je lipofilni
slouc¢eninou, diky niZ je ii¢innym vychytdva¢em peroxylovych radikali, a proto je kurkumin

povazovan za antioxidant nicici fetézce [26].
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1.5.2 Protizanétlivé ucinky

Kurkumin je fazen mezi pleiotropni molekuly. Tyto molekuly jsou schopny svym
plisobenim vyvolat u€inek v riznych oblastech organismu. Kurkumin je schopen modulovat
zanétlivou odpovéd’ a potlacit aktivitu enzym podilejicich se na zanétlivé reakcei. Souvislost
mezi zanétem a oxidacnim stresem je znama, jelikoz zanétlivé bunky uvoliuji fadu
reaktivnich druht v misté zdnétu, coz vede k oxida¢nimu stresu, ktery je inicidtorem mnoha
chronickych onemocnéni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, roztrousena
sklerdza, epilepsie, poskozeni mozku, kardiovaskularni onemocnéni, metabolicky syndrom,
alergie, astma, bronchitida, rakovina, kolitida, artritida, ischemie ledvin, obezita, cukrovka,
deprese a syndrom ziskané imunodeficience AIDS) [27].

Na podporu protizanétlivych G€inkli kurkuminu byl uveden vyzkum ukazujici schopnost
kurkuminu blokovat aktivaci nuklearniho faktoru (NF) -kB nékolika zanétlivymi stimuly.
NF-«B je povazovan za nejsilnéjsi aktivator faktoru néadorové nekrozy alfa (TNF-a),

hlavniho mediadtoru zanétu vétSiny nemoci [28].
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Obrazek 6 Protizanétlivée mechanismy kurkuminu [29]

Jak jiz bylo popsdno a zndzornéno vyse, kurkumin vykazuje antioxidacni aktivitu a dokéaze
inhibovat medidtory zanétu jako je NF-kB, cyklooxygendza-2 (COX-2), lipoxygendza
(LOX) a inducibilni syntaza oxidu dusnatého (iNOS). COX-2 je enzym, ktery se vyskytuje

hlavné¢ v poskozenych a zanétlivych tkanich, vytvari prostaglandiny a tromboxany.
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Pisobenim enzymu lipoxygendzy vznikaji leukotrieny a iNOS pomérné neregulované
katalyzuje tvorbu velkého mnozstvi baktericidniho oxidu dusnatého, ktery se muize vytvaret
pouze tehdy, je-li aktivovan imunitni systém. Kurkumin je silnym inhibitorem faktoru TGF-
B a fibrinogeneze, coz vysvétluje jeho pozitivni €¢inky u nemoci, jako je fibréza ledvin a

plic, cirh6za jater a Crohnova choroba [30].

1.5.3 Artritida

Jednim ztakovych onemocnéni spojenych se zanétem (chronickym, ¢i akutnim) je
osteoartritida, chronicky stav kloubd. Ovliviiuje vice nez 250 miliond lidi na celém svéte,
coz vede ke zvySenym nakladiim na zdravotni péci, naruseni béznych ¢innosti kazdodenniho
zivota a v konecném dlsledku ke sniZeni kvality zivota [31]. Navzdory tomu, Ze v minulosti
byla osteoartritida povazovana primarn¢ za degenerativni a nezanétlivy stav, nyni bylo
potvrzeno, ze ma zanétlivé aspekty (vcetné zvysSené hladiny cytokinil) a je potencialné
spojena se systémovym zanétem. Farmaceutickd 1éCba u téchto symptomt je mozna, ale
velmi nékladnd, a ¢asto doprovazena nezddoucimi vedlej$imi uc¢inky. V mnoha studiich bylo
prokazéano, ze kurkumin ma antiartritické uc¢inky u osob postizenych osteoartritidou ¢i
revmatoidni artritidou, proto je nyni zvySeny zdjem o alternativni 1é¢bu véetné¢ doplnkt
stravy a bylinnych pfipravkd. Kurkumin se zd4d byt prospéSny pro nékolik aspektl

osteoartritidy, bez ohledu na mechanismus, kterym vyvolava své pozitivni ucinky [31, 32].

Metaanalyza dospéla k zavéru: ,,Tento systematicky piehled a metaanalyza poskytly
védecké dikazy, Ze 8-12 tydni standardizovanych extrakti z kurkumy (obvykle 1 000 mg
kurkuminu) denné¢ mtize snizit ptiznaky artritidy (zejména ptiznaky souvisejici s bolesti a
zanéty) a vést k podobnému zlepseni ptiznakt jako ibuprofen a diklofenak sodny. Proto lze
ke zmirnéni pfiznakl artritidy, zejména osteoartrézy, doporucit vytazky z kurkumy a

kurkumin® [33].

1.5.4 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom zahrnuje inzulinovou rezistenci, hyperglykémii, hypertenzi,
lipoproteinovy cholesterol s nizkou hustotou (HDL-C), zvySeny cholesterol s nizkou
hustotou proteinti (LDL-C), zvySené¢ hladiny triglyceridii a obezitu (hlavné viscelarni). Bylo

prokazano, Ze kurkumin dokéze tlumit nékolik aspektii metabolického syndromu zlepSenim
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citlivosti na inzulin, potlacenim adipogeneze, snizenim zvySené¢ho krevniho tlaku, zanétu a

oxidativniho stresu [34].

Existuji diikkazy, ze kurkuminoidy moduluji expresi genti a aktivitu enzymi podilejicich se
na metabolismu lipoproteind, coz ma za nasledek snizeni plazmatickych triglyceridi a
cholesterolu (zvySuji koncentraci HDL) [35]. S chronickym z&nétem nizkého stupné je
spojena nadvaha 1 obezita, ackoliv pfesné mechanismy nebyly objasnény, je zndmo, Ze se
uvoliuji prozanétlivé cytokiny. Predpoklada se, ze cytokiny ze zanétu jsou povazovany za
jadro komplikaci spojenych s metabolickym syndromem (DM 2, kardiovaskularni choroby).

Suplementace kurkuminoidy moduluje sérové koncentrace prozanétlivych cytokini [36].

1.5.5 Karcinogenni u¢inky

Moznost vyuziti kurkuminu v 1é€bé rakoviny se zdd byt pomérné vzdéalena, avSak
preklinické studie vkladaji do této molekuly velky potencidl. Kurkumin dokaze potladit
zanét a inhibovat mozny vznik nadorového onemocnéni v jeho rtiznych fazich (iniciace,
promoce, invaze, metastazy). Stru¢né feceno, kurkumin moduluje bunééné signaliza¢ni
pochody a podporuje apoptdézu nadorovych bunék. Pasobenim kurkuminu tedy dochazi k
inhibici nadorové bunécné proliferace. Bud’ miZze dojit ke zpomaleni, nebo k zastavé
bunééného cyklu v jeho jednotlivych fazich [37].

Mezi konkrétni mechanismy U€inku patii inhibice mnoZeni nadorovych bungk, inhibice
angiogeneze, proapoptoticka vlastnost, zabranéni aktivace karcinogend, inhibice COX-2,
down-regulace EGFR (receptor epidermélniho riistového faktoru) a HER2 (receptor 2 pro
lidsky epidermalni ristovy faktor), down-regulace NF-xB (transkripcni faktor ovliviiujici
imunitni a zanétlivé odpovédi, embryondlni vyvoj, rist a smrt buiiky), inhibice AP-1
(transkripéni faktor regulujici geny zapojené do kancerogeneze, bunécéné proliferace,
pfemény benigniho nadoru na maligni, metastazovani). Kurkumin indukuje in vitro
apoptdzu riznych linii tumorovych bunék: buniky rakoviny prsou, plic, lidského melanomu,

lidského myelomu, leukemie, lidského neuroblastomu, Ust a prostaty [38].
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2 ENKAPSULACE

Technologie baleni pevnych latek, kapalin nebo plynnych materialit do uzavienych kapsuli,
které uvoliiuji sviij obsah za specifickych a kontrolovanych podminek. Castice dosahuji
rozmérd v fadu nanometrii az milimetrd. V potravinaiském a farmaceutickém primyslu se
enkapsulace vyuziva jiz vice nez 60 let, zejména proto, ze chrani materidly pted
nepfiznivymi vlivy okolniho prostfedi jako je teplota, svétlo, vlhkost a vzduch. Proces
enkapsulace umoziuje postupné nebo cilené uvoliiovani, tim lze snizit potifebné mnozstvi

aditiv a konzervacnich latek [40].

K uvoliiovani enkapsulovanych slozek v zavislosti na zpisobu vyuziti, 1ze vyuzit zmény
Casu, teploty, pH, mechanického napéti, enzymatické aktivity, osmotické sily. Tato
technologie miize poskytnout bariéry mezi citlivymi bioaktivnimi materidly a prostfedim,
tim umoziuje diferenciaci chuti a aroma, stabilizuje slozky potravin a zvySuje jejich
komponent 1é¢iv ve farmaceutické a potravinaiské praxi je zajiSténi vyhovujici stability

finalnich produktti i béhem zpracovani [41].

Mezi dalsi vyhody této technologie patii maskovani nezadoucich organoleptickych a
senzorickych vlastnosti urcitych latek, jako je nepfijemna chut (hotkost a sviravost
polyfenoll) ¢i zapach, enkapsulace dokéze snizit prchavost t€kavych aromatickych latek,
oddélit slozky smési, které by spolu jinak reagovaly. Pfinosem je, zZe enkapsulace dokaze
zpomalit degradaci aktivnich latek. Vzhledem k tomu, Ze enkapsulované slouceniny jsou
velmi Casto v kapalné formé&, mnoho technologii je zaloZeno na suSeni (sprejové suseni,
chladové/mrazové suSeni, fluidni vrstva, extruze). Obalové materidly pouzité pro
enkapsulaci musi byt potravinaiské, biologicky odbouratelné a schopné tvofit bariéru mezi
vnitini fazi a jejim okolim. Nejc€astéji se pouzivaji polysacharidy, vhodné jsou 1 proteiny a

lipidy [42].
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2.1 Metody enkapsulace

V soucasné dob¢ jsou dostupné rtizné metody vyroby mikrocastic. Zahrnujeme zde vSechny
Casticové systémy, které se pohybuji v rozmezi 1-1000 um. Produkce ¢astic nejriznéjsi
struktury, slozeni a fyzikdlné-chemickych vlastnosti je casto pfipravovana slozitymi
technologickymi postupy. Volba vhodné vyrobni metody je ovlivnéna zékladnimi
vlastnostmi makromolekularniho nosice a rozpustnosti u¢inné latky.

Vyrobni procesy rozdélujeme na chemické a fyzikalné-mechanické. Mezi chemické metody
fadime predev§im koacervaci (fazovou separaci), polymerovou inkompatibilitu,
polymerizaci v kontinualni fazi, in situ polymeraci, iontovou a tepelnou gelaci. Mechanické
postupy zahrnuji sprejové suSeni a chlazeni, formovani a obalovani mikroc¢astic ve fluidni
vrstvé, extruzi taveniny, odstfedivou extruzi a formovani mikrocastic odpafenim

rozpoustédla [43].

2.1.1 Sprejové suseni

Metoda sprejového susSeni byla vyvinuta jiz ve tiicatych letech 20. stoleti v anglickych
laboratotich firmy Boake, Roberts & Co. Technologie pfeménuje kapalné latky na praskovy

produkt v uzavieném systému a v jediné vyrobni operaci [45].

Vyhody této technologie v potravinaiském primyslu:
£ moznost kontinualni piipravy
+ vysoka enkapsula¢ni u¢innost

dobra stabilita

pomérné malé velikost ¢astic

flexibilita

- & + ¥

nizké provozni ndklady [46]
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Materidly, které se pouzivaji maji vybornou rozpustnost ve vodném prostiedi a vysokou
teplotu varu (typickym obalovym materidlem jsou maltodextriny, arabskda guma,
modifikovany Skrob a jejich smési) [40].

Enkapsulace nastane homogenizaci enkapsulované aktivni latky s obalovym materidlem.
Pomoci vysokotlakych trysek nebo rotacniho rozpraSovace se disperzni smés rozsttikuje do
prostoru vyhtaté susarny, dochazi k tvorb¢ filmu na povrchu kapek. Mikrocéstice nasledné
padaji na dno pracovni komory a poté jsou transportovany do cyklonového odlucovace
prachu, kde vznikd findlni produkt - suchy praSek. Velikost Castic zavisi na viskozité
kapaliny, povrchovém napéti, vhodné teploté sprejovani a rychlosti. Teplota ptivadéného
susiciho vzduchu je velmi dilezitym faktorem, ktery predchazi prehiati pevnych Castic a
znehodnoceni senzitivnich latek. Metoda se pouziva k pfipravé stabilnich a suchych
ptidatnych latek v potravinarstvi. Vzniklé mikrocastice v podobé suchého prasku se velmi

dobfe skladuji a manipulace s nimi je jednoducha [47, 49].

2.1.2 Sprejové chlazeni

Principem metody je tvorba mikrocastic na zdkladé¢ zmény teploty vnéjSiho prostiedi.
Sprejové chlazeni je obdobou metody sprejového suSeni. Smés aktivni latky a obalového
materidlu je vstfikovana do chlazeného prostoru. Kapsle se tvofi ztuhnutim obalového
materidlu kolem jadra, které je tvofeno enkapsulovanou latkou. Jako nosice se zde pouziva;ji
hlavné lipidy, zejména olej. Mikroc¢astice ptipravené touto technologii maji kulovity tvar a
dobré tokové vlastnosti, neagreguji. V disledku své lipidové vrstvy jsou nerozpustné ve
vodnych roztocich a pfevazné mohou byt pouzivany k enkapsulaci ve vodé rozpustnych
latek, které tvofi jadro (vitaminy, mineraly, enzymy). Metoda je levnd, nasla vyuziti 1 ve
farmaceutickém pramyslu pii upravé pomocnych latek, u vyroby pelet a granulatl, pro

zvyseni rozpustnosti urcitych latek [44, 47].

2.1.3 Emulzifikace

Dalsi casto vyuzivanou metodou je metoda emulgace, vyuziva se obvykle v piipadé
enkapsulace ve vod¢ rozpustné aktivni latky. Existuji dvé kombinace, emulze voda/olej a
emulze olej/voda. Tyto emulze nejcastéji vznikaji mechanickym zpiisobem, a to pomoci
mixért, homogenizért a michadel v koloidnich mlynech. Pro zvySeni jejich stability je

mozné piidat stabilizatory ¢i emulgatory. Emulze je moZné susit riznymi zpusoby, vyuziva
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se lyofilizace ¢i sprejové suSeni. Vysledkem jsou castice ve form¢ prasku, které Ize dale

pouzivat pro fadu potravinatskych vyrobku [40, 41].

2.1.4 Fluidni vrstva

Fluidni vrstava vznika technikou enkapsulace, kde je nanaSen ochranny povlak na
enkapsulovanou latku. Nanaseni je kontinualni proces, kde je na aktivni latku v proudu
vzduchu pii uréité teplot¢ nandSen atomizovany material, tvofici sténu c¢astic. Mezi
nejpouzivanéjsi materidl tvofici sténu kapsle patii roztoky celuldzy, Skrobu a nékterych
bilkovin [40].

V posledni dobé se mlizeme setkat s Casticemi z lipid,, mastnych kyselin, emulgétort,
hydrogenovanych rostlinnych oleji, voskl a jejich smési. Pivodni vyuziti metody bylo
prevazné ve farmaceutickém primyslu, nyni se stale Castéji pouziva v potravinaiském
primyslu. Hlavni vyhodou této metody je vznik mikrokapsli, které maji vynikajici stabilitu,
texturu, zivotaschopnost a dobrou manipulovatelnost. V potravinafském primyslu se
technologie fluidni vrstvy pouziva k enkapsulaci Siroké palety aditiv. Metoda je vhodna pro
obalovani mikrocastic s velikosti 30 um (az po 1-2 mm), je ovlivnéna fadou faktorti (pouziti
chladného ¢i horkého vzduchu, koncentrace obalové latky, poloha trysky, tokové vlastnosti,
rychlost atomizace atd.). Fluidni vrstva se vyuziva i pfi enkapsulaci vitamint a jejich smési,
kyseliny mlécné, octové a sorbové, hydrogenuhli¢itanu sodného a dal$ich soli s uplatnénim
zejména v masném a pekarenském pramyslu. Vyhodou fluidnich zafizeni je vysoka
vytéznost a reprodukovatelnost procesu, stejnomérnost tloustky a hustoty vrstvy nanesené

na jadra [44,47].

2.1.5 Enkapsulace do lipozomi

Kurkumin-fosfolipidovy komplex ptedstavuje mezimolekuldrni vazbu mezi kurkuminem a
fosfatidylcholinem. Kulovita fosfolipidova struktura, ktera miize slouzit jako vehikulum pro
jinou latku, se oznacuje za lipozom. Lipozomalni forma je velmi vyhodnou variantou,
protoze jednak dokdze pojmout vét§i mnozstvi dané latky, ddle ma dobrou snasenlivost,
vysokou ucinnost, bezpecnost a pro kurkumin je obzvlast dulezité, Ze enkapsulace
kurkuminu do lipozomli zabrainuje rychlé biotransformaci v jatrech a rychlé eliminaci

z organismu [39].
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Lipozomy maji potenciondlni klinické wvyuziti, zejména v kombinaci s tkdniovymi
specifickymi protilatkami jsou vyuzivany jako nosice 1¢kti do cilovych tkani. Kromé toho se
vyuzivaji pro ptenos gent do cévnich bun¢k a jako nosice pro topické a transdermalni podéani
1kt a kosmetiky [48]. Aplikace do lipozomil se vyuziva v potravinarském, farmaceutickém
1 kosmetickém pramyslu. Jsou vhodnymi nosici pro enkapsulaci hydrofilnich i hydrofobnich
latek (peptidy, antioxidanty, vitaminy, enzymy). Uinnost enkapsulace miZze byt ovlivnéna
urcitymi faktory, jako je slozeni a koncentrace fosfolipidii, pH, velikost a koncentrace
enkapsulované latky, velikost lipozomi a v neposledni fad¢ také interakce mezi fosfolipidy

a enkapsulovanou slozkou [58].

Tabulka 1 Metody enkapsulace [44]

Metoda enkapsulace Metodicky postup

Sprejové susSeni Ptiprava disperze, homogenizace, rozptyleni Castic
vstiikovanim, dehydratace ¢astic
Ptiprava disperze, homogenizace,
Sprejové chlazeni ‘ _
rozptyleni castic vstiikovanim
Potahovani ¢astic pri ~ Priprava enkapsulac¢ni smési,

fluidizaci fluidizace jadrovych ¢astic a jejich potazeni
Ptiprava enkapsulacni smési, disperze jadrovych ¢asti

Extruze . .
ve smési, chlazeni nebo suseni dehydrata¢ni kapalinou
Ptiprava enkapsulacni 1 jadrové smési,

Odstrediva extruze _ ' '
koextruze obou smési pomoci trysek pii centrifugaci

Lyofilizace Smichéni vnitini latky s latkou potahovaci, suSeni mrazem
Tvorba tfi nemisitelnych chemickych fazi,

Koacervace ) ) o
uloZeni a tuhnuti obalové faze

Odstrediva separace Smichéni vnitini latky s latkou potahovaci,
suspenzi pokryti ¢astic pomoci rotacniho disku, suSeni
. Ptiprava piesycen¢ho roztoku sacharozy,
Kokrystalizace o ) o )

pfidani jadrovych castic, krystalizace

Tvorba lipozomi Mikrofluidizace, ultrasonikace
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2.2 Koloidni systémy pro enkapsulaci kurkuminu

Podle velikosti Castic lezi koloidni systémy mezi pravymi roztoky a makroskopickymi

heterogennimi soustavami. Proto je miizeme piipravovat:

Z analytickych kondenzaci Koloidni Z vétsich

disperzi systém castic

dispergaci

(spojovanim molekul)

V obou piipadech je potiebné, aby byla ptiprava provadéna za podminek, které zajist'uji

dostatecné velké odpudivé sily, zabranujici flokulaci ¢i koagulaci [55].

Stavebnimi kameny v potravinaiskych koloidnich dodavacich systémech mizou byt riizné
funkéni prisady, vcetné vody, proteind, lipidd, polysacharidl, fosfolipidl, povrchoveé
aktivnich latek, vitamint, minerald, antioxidantd, barviv a nutraceutik. Kazda z téchto
slozek mize mit spoustu vyzev, které omezuji jeji pfimou aplikaci v potravinaiskych
vyrobcich a napojich. Nalezi sem nizk4 rozpustnost, chemicka degradace, krystalinita,
biochemicka nestabilita, Spatna ordlni biologicka dostupnost. V potravinaiském primyslu se
vyuzivaji rizné zpracovatelské technologie (homogenizace, sraZzeni, michani, plsobeni
ultrazvuku, dehydratace, zahtivani, chlazeni, drceni, centrifugace a filtrace). Vybér
nejvhodnéjsich piisad a technologickych operaci zavisi na mnoha faktorech, jako jsou
pozadavky na zpracovani, naklady na vyrobu, vlastnosti findlniho produktu, vniméni

spotiebitele a trendy na trhu [50, 56].

V dnes$ni dob¢ roste zvySeny zdjem spotiebitell o terapeutické potraviny. Byla vénovana
velka pozornost vyvoji novych strategii fortifikace potravin tak, aby obsahovaly biologicky
aktivni a stabilni formu kurkuminu beze zmény jejich senzorickych atributi. Nanoemulze
byly pouzity k zaélenéni hydrofobnich bioaktivnich slou€enin do riznych potravinatskych

vyrobkl (napt. mléko, syry, jogurty a zmrzliny) [51].

Fyzikalng-chemicky proces, pii kterém se béhem zpracovani vlozi vSechny
mikrostrukturdlni prvky do potravin, se v literatufe oznacuje jako koncept ,,potravinové

matrice* [52].
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Obrazek 7 Koloidni systéemy pro zapouzdieni kurkuminu [51]

2.2.1 Lipozomy

Hydrofilni a hydrofobni interakce mezi fosfolipidy a molekulami vody jsou v podstaté
mechanismem pro vytvoreni fosfolipidll. Lipozomy jsou sférické, artificidlni vezikuly, které
jsou slozeny z jedné ¢i vice koncentrickych lamel tvofenych dvouvrstvou amfipatickych
lipidii (pfedevS§im fosfolipidi). Morfologicky délime lipozomy dle poctu lamel na
unilameldrni a multilameléarni, které se nasledné rozdé€luji dle velikosti. Malé unilamelarni
vezikuly jsou diky své velikosti vybornymi nosi¢i pro léky, jelikoZ dobte pronikaji do
extravaskuldrnich prostor. Multilamelarni lipozomy jsou diky svému vysokému obsahu
lipidl idedlnimi nosici lipofilnich latek.

Muzeme do nich inkorponovat latky s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Zasadni
vyhodou lipozom1 je schopnost enkapsulovat fadu aktivnich latek, pticemz hydrofobni latky
jsou zapouzdiovany do lipidové dvojvrstvy a hydrofilni latky do vnitinitho vodného
prostiedi. Dvojvrstvd membrana je za specifickych podminek schopna slou¢eni s bunéénou
membranou, ¢imzZ dojde k cilenému uvolnéni aktivni latky. Diky této membrané nedochazi
k tniku vodného objemu zevniti lipozomu. Tyto mikroskopické Castice naSly mnoha
uplatnéni, od teoretického studia chovani fosfolipidové dvouvrstvy biologické membrany az

po klinické aplikace v protinadorové terapii [53, 54].
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2.2.1.1 Priprava lipozomiu

Lipozomy jsou nejcastéji pfipravovany metodou hydratace lipidového filmu. Nejdiive
vznikd samovoln¢ fosfolipidovd membrana, ktera se posléze sbaluje do vezikul jako
dasledek hydrofobnich interakci. Vhodnou fosfolipidovou kompozici mizeme ovlivnit

velikost, strukturu a stabilitu lipozomu. Postup 1ze shrnout do tfi etap:

+ Piiprava lipidového filmu
# Vznik lipozomu

+ Finalni Gprava lipozomi (velikost, struktura a stabilita).

2.2.1.2 Techniky pFipravy

1. pasivni zpusob:
# Mechanicka disperze
+ Rozpusténi v organickém rozpoustédle
+ Solubilizace (detergent)

2. aktivni loading [49, 57].

Obvyklé metody ptipravy lipozomu spocivaji v zdhfevu lipida ¢i lipozomové kompozice
(lipid - rozpoustédlo) tak, aby se usnadnila rozpustnost lipidu. Typické zpiisoby ptipravy
lipozomt vyzaduji homogenizaci, sonikaci nebo mikrofluidaci. Kompozice je b&hem
procesu homogenizace vytla¢ovdna komorou homogenizatoru pii vysoké rychlosti, ktera
generuje teplo, a vede k zdhfevu smési u¢innych latek. Spousta aktivnich latek, slouc¢enin a
lipidid je citlivd na oxidaci, kterd se zvysuje pii vysokych teplotach. Lipidy mohou byt
rozpustény pii studeném procesu ve vodném rozpoustédle nebo v rozpoustédle misitelném
vodou, jako jsou alkoholy. V ptitomnosti alkoholu dochazi k vytvofeni malych lipozomi ve

velikosti cca 200-500 nm [52, 61].
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Nevyhodou enkapsulace hydrofilnich molekul je velmi nizkd Gc€innost pifi zapouzdieni,
urcité mnozstvi latky zlstava v externim vodném médiu nezapouzdiené.
Technologie, které vedou k vyssi Gi€innosti zapouzdieni hydrofilnich latek uvnitt lipozomu:

+ Cykly zmrazovani a rozmrazovani

+ Odpafovani

+ Reverzni faze

#+ Dehydratace a rehydratace (vytvofenych prazdnych vezikul).

Opakované zmrazeni a rozmrazovani vezikul zpasobuje naruseni lipozomalnich
fosfolipidovych dvouvrstev, jelikoz béhem procesu zmrazeni vytvaii ledové krystaly, a tim
dochazi ke zvyseni poméru rozpusténé latky k lipidu v lipozomech, coz zplsobuje vyssi
ucinnost. Odparovani reverzni faze se sklada z vytvoreni emulze organické faze a vodné faze
s naslednym odpatenim organického rozpoustédla, hydrataci a tvorbou lipozomu [62].
Nejjednodussi metodou piipravy lipozomu je sonikace, kterd je fazena mezi mechanické
degradace fosfolipidl, zapoudienych latek, eliminace velkych molekul a znecisténi kovy ze
sondy.
Disperze jsou vystaveny plisobeni ultrazvuku v 14zni nebo pomoci vhodné sondy:

+ Sonikace pomoci sondy

+ Sonikace v lazni.

Lipozomalni kompozice mohou byt nabizeny samotné nebo s pfimési pomocnych latek.
Patti zde farmaceuticky nebo fyziologicky pfijatelné organické ¢i anorganické nosice
vhodné pro oralni, enteralni nebo parenteralni podéni, jako je voda, alkohol, zelatina, roztok
soli, olej, sacharidy, estery mastnych kyselin, polyvinylpyrrolidon a hydroxymethylceluoza.
Obvykle mohou byt smichany s pomocnymi ¢inidly, mezi které patii emulgatory a
stabilizatory, smaceci ¢inidla, soli pro ovlivnéni osmotického tlaku, barviva a aromatické
latky, pufry, které s kompozicemi reaguji neSkodnym zptisobem. Produkty je mozné

kombinovat i s jinymi u¢innymi latkami pro snizeni vzniku metabolické degradace [52, 61].
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2.2.2 Nanoemulze

Nanoemulze jsou isotropni disperzni systémy dvou nemisitelnych kapalin, vétSinou slozeny
z olejové faze dispergované ve vodné fazi (oznacovany o/v) nebo vodné faze dispergované
v olejové fazi (oznacovany v/o) s pfidinim emulgatoru. Pro pfipravu nanoemulzi jsou
nejcastéji pouzivany emulgatory - surfaktanty, dale proteiny a lipidy.

Vzijemné tvoii kapky nebo olejové faze, které maji nanometrickou velikost 50-500 nm.
Nanoemulze vznikaji vétSinou ve dvou krocich, nejprve je tvofena makroemulze a poté
nanoemulze. Principem vysokotlakého homogenizatoru je vytvoteni vysokého tlaku pistem
pumpy, ktera je tlatena skrz tizkou §térbinu. Vznikem tahového a smykového tfeni dochazi
k rozbiti kapek na mensi kapicky. Proces se vétSinou opakuje, dokud neni velikost Castic
konstantni. Obdobnou metodou je mikrofluidace, zndma jako ,,pfima“ emulga¢ni metoda.
Dispergovana faze je vstfikovana prostfednictvim mikrokanalki do kontinuélni faze bez
preemulgacniho kroku, coz je vyhodou oproti metodé vysokotlaké homogenizace.
Mikrofluidizér ma dobfe ménitelnou velikost mikrokandlu, kterou je makroemulze
pumpovana. V ultrazvuku, kde vysokoenergetické viny tvoii turbulence diky kavitaci, jez
lame kapicky na mensi ¢astice. Proces pokracuje, dokud nemaji kapky konstantni velikost.
Mikrofluidizéry umoznuji uzsi distribuci kapicek v nanoemulzi, jejich nevyhodou jsou

vysoké vyrobni néklady, kandly ucpané pevnymi ¢asticemi a dlouha doba emulgace, ktera

wrwe

2.3 Vyuziti enkapsulace v potravinarském a farmaceutickém pramyslu

V poslednich letech se potravindisky prumysl intenzivné zamé&fuje na potraviny, které maji
pozitivni vliv na lidsky organismus. Tyto vyrobky jsou ozna¢ovany jako funkcni potraviny.
Obsah aktivnich latek, které se ve vyrobku vyskytuji i v ptirozené formé, ale jejich prospésné
vlastnosti jsou limitované, je podstatou funkénich potravin. Zaméfuji se na maximalni
zachovani biologické aktivity aktivnich latek béhem procesu zpracovéni, skladovani a
transport aktivni latky do cilového mista v lidském organismu.

Funk¢ni potraviny musi splitovat pozadavky spotiebitele, jako jsou organoleptické vlastnosti
a cena, v neposledni fad€ G€innost vyrobkd musi byt zdokumentovana a prokézana. Tyto
potraviny jsou zaméteny piedevSim na prevenci civilizacnich a kardiovaskularnich chorob
(obezita, osteoporoza, vysoky cholesterol a krevni tlak, cukrovka), zlepSeni fyzickych a

psychickych vykont, prevence rakoviny.
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Zavedenim technologie enkapsulace 1ze Iépe zachovat ptirozen¢ se vyskytujici aktivni latky
v potravinach nebo zlepsit celkovou kvalitu surovin, vyzivové vlastnosti, fyzikalné-

chemické vlastnosti a bezpecnost vyrobku [60].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLE PRACE

Prvnim cilem diplomové prace bylo zpracovat literarni reSerSi na téma Enkapsulace
kurkuminu v koloidnich disperzich. Teoreticka Cast prace je zaméeiena na charakteristiku a
vyuziti kurkuminu jako aktivni substance, dale pak na popis metod enkapsulace a vyuziti
koloidnich systémt v potravindiském a farmaceutickém primyslu. Teoreticka ¢ast slouzi

jako podklad pro néslednou praktickou cast prace.

Ukolem experimentalni &asti bylo piipravit koloidnich disperzi lecitinu s kurkuminem
takovym zptiisobem, ktery umozni enkapsulovani kurkuminu ve form¢ lipozomalnich micel.
Dalsim cilem je provedeni fyzikélné-chemické charakterizace micelarnich disperzi ve
smyslu urceni velikosti ¢astic dispergované faze a jejiho elektrokinetického naboje. Déle
budou sledovany zmény téchto fyzikalnich charakteristik s cilem urceni jejich stability pii
skladovani.

Budou pouzity nasledujici metody fyzikalné-chemické charakterizace ptipravenych disperz-

nich systému:

+ Vizualni hodnoceni stability emulzi.

+ UrCeni velikosti ¢astic dispergovanych micel metodou dynamického rozptylu

svétla.

+ Urceni elektrokinetického zeta potencialu dispergovanych micel.

+ Mcéfeni reologickych vlastnosti pomoci rotaéniho viskozimetru v konfiguraci

valec-valec.

+ Ziskané vysledky experimentalnich méfeni budou podrobeny analyze statistické

vyznamnosti jednotlivych dat metodou ANOVA.
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4 MATERIAL A METODIKA

Materidlem pro experimentalni ¢ast této diplomové prace byl Kurkumin 50 g, 95 % celkovy
obsah kurkuminoidl, oddenek z kurkumy, vyrobce Alfa Aesar, LOT 10228603. Dale byl
zvolen Lecitin natural - s6jovy granulat 250 g, vyrobce Mogador s.r.0., Extra Virgin Olive
Oil 1 litr (zn. Aro - obchodni sit CR), vyrobce Compagnia Alimentare Italiana S.p.A.,
Blanose 1 %, Ethanol absolutni p.a. 1 litr, vyrobce Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0. a

redestilovana voda.

V ramci této prace bylo vytvoreno a zkoumano 8 riznych vzorkl lipozomalni disperze.
Kazdy  vzorek  obsahoval rizny  pomér  vysokomolekularniho  derivatu
karboxymethylcelulozy a praskového sdjového lecitinu, ktery je vhodnym nosi¢em pro
enkapsulaci kurkuminu. VSechny vzorky obsahovaly optimalni koncentraci pro tvorbu
lipozomalnich micel a rozdily mezi nimi se vztahovaly pouze k pfidavku roztoku 1 hm. %
CMC. Latky byly rozpustény a homogenizovany v extra panenském olivovém oleji a

ethanolu. Podle ptidavku roztoku 1 hm. % CMC jsou vzorky oznaceny Cislem 1 aZ 8§, viz

nasledujici tabulka 2.
Tabulka 2 Slozeni vzorkii
Objem [ml]
Vzorek
Lecitin [g] | Kurkumin CMC 1 hm.%|Voda|Olej|Ethanol
1 31 1,5 3 - | 69 -
2 31 1,5 5 - |69 -
3 31 1,5 1 - | 69 -
4 31 1,5 0,5 - | 69 -
5 31 1,5 - - - 69
6 31 - - 69 | - -
7 31 - - 69 | - -
8 - - 1,5 100 | - -
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4.1 Charakteristika materialu

Vhodnymi materialy pro enkapsulaci byly karboxymethylceluloza (CMC) a praskovy
sojovy lecitin. Ob¢ latky byly rozpustény a homogenizovany v rostlinném oleji, aktivni
latkou pro zapouzdieni byl kurkumin. Kurkumin byl pfipravovan béhem celé prace
opakovanym zpusobem, z divodu mozné interakce mezi olejem a kurkuminem ¢i jeho

degradace.

Obrazek 8 Vzorek kurkuminu

4.1.1 Sojovy lecitin

Lecitin je nejvice pouzivany emulgator v potravinaiském priamyslu, v soucasnosti se nejvice
pouzivaji lecitiny ziskané ze sdji, dale z mléka, slunecnice, fepky nebo ryze. Je vyznamnou
slozkou pro piipravu lipozomi a hlavni slozkou bunéénych membran, patii mezi fosfolipidy.
Z chemického hlediska se jedna o fosfatidylcholin. V potravinach se vyskytuje predevsim
ve vajetném zloutku, sadle, masle, vnitinostech, zelenin€, obili a rostlinnych olejich.
V potravinaiském priimyslu se vyuziva jako antioxidant a emulgétor pod znackou E322, plni
zde mnoho pozitivnich funkei - zabrafiuje oddé€leni vody od oleje, pii priprave tésta ulehcuje
hnéteni, jako emulgator se pouzivd u vyroby majonéz a ke sniZeni viskozity pii vyrobé

cokolady.
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Fosfolipidy pouzivané v potravinaiském prumyslu jsou Casto oznacovany jako lecitiny, ve
skutecnosti se jednd o komplexni smés obsahujici rGzné fosfolipidy (fosfatidylcholin,
fosfatidylethanolamin a fosfatidylinositol) a jiné lipidy, jako jsou napf. triglyceridy, steroly
nebo glykolipidy. SloZeny jsou ze dvou nepolarnich mastnych kyselin esterifikovanych na
glycerolovy skelet, ktery ma polarni fosfatovou skupinu s hydrofilnim zbytkem pfipojenym
cholinem, inositolem, ethanolaminem nebo serinem. Dale obsahuji dva uhlovodikové
fetézce, které se sklddaji z 14-22 uhlikli a maji riizny pocet nenasycenych vazeb. Nenasyceny
fosfolipid s jednou, dvémi nebo ttemi dvojnymi vazbami v uhlovodikovém fetézci je vhodny
pro enkapsulaci. Obzvlast vhodny je prave fosfatidylcholin, ktery obsahuje ptevazné cholin

a kombinuje kyselinu glycerofosfore¢nou s dvémi mastnymi kyselinami [61, 63].

Sojovy granulovan !'
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Obrazek 9 Vzorek a priprava lecitinu

4.1.2 Polysacharidy na bazi celulézy

Tyto ptirodni polysacharidy maji ekonomické vyhody oproti syntetickym proté&jskiim. Spat-
na rozpustnost polysacharidli ve vodé vyznamné omezuje jejich aplikace. Takovd omezeni
1ze piekonat riiznymi modifikacemi. Karboxymethylcelul6za (CMC) je polosynteticky deri-
vat celulézy majici karboxymethylové skupiny (-CH2-COONa). Tyto karboxymethylové
skupiny jsou navazany na nékteré z hydroxylovych skupin na celuléze. CMC je ve vodé

rozpustna a ma rozsahlé uplatnéni ve farmaceutickém a potravinatském primyslu diky hy-
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poalergenni povaze, viskozit¢ a netoxicité. Jako slibny material se jevi pro farmaceutické
aplikace diky vynikajicim vlastnostem, jako je rozpustnost, bezpecnost a vyborna chemicka
stabilita. Navic je biokompatibilni a biologicky odbouratelnd. Karboxylové kyseliny
pfitomné v CMC v disperzich stabilizuji vytvofené nanoc¢astice. Karboxymethylceluloza je
aniontovy polysacharid, jeho vyroba zahrnuje zpracovani celulézy vodnym hydroxidem
sodnym a naslednou reakci s kyselinou chloroctovou. Je rozpustny ve vod¢ a jeho roztoky

vykazuji nenewtonské, pseudoplastické chovani [65, 66].

Obrazek 10 Priprava roztoku CMC
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4.2 Priprava vzorki

-

*

Rozpusténi lecitinu ve vod¢é v definovaném koncentracnim poméru a

mechanickd homogenizace s cilem dosazeni hladké smési disperze.

Vytvofeni roztoku kurkuminu v kombinaci s rostlinnym olejem a ethanolem,

a nésledné vloZeni do ultrazvukové 1azn¢ k homogenizaci.

Vzijemné smichani vzniklych smési z ptedchozich krokii a ptsobeni

ultrazvuku.
Ptiprava vodného roztoku karboxymethylcelulozy.

Ptiprava vzorku disperzi obsahujicich smés lecitinu, kurkuminu, rostlinného

oleje a roztok 1 % CMC v rizném pomeéru.

Obrazek 11 Priprava vzorkii lipozomalnich disperzi
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4.3 Metody fyzikalné-chemické analyzy

4.3.1 Stabilita emulzi

Stabilita emulze byla hodnocena vizualng. Byla sledovana v den ptipravy vzorka, 72 a 120
hodin po ptipravé v laboratofi. Ve vSech pfipadech pozorovani byla emulze shledana stabilni

s mirnou opalescenci a v nezménéné formé, jak je ziejmé z nize uvedenych obrazka (12, 13,

14).

L TR

-

o n

Obrazek 12 Lipozomalni disperze 1.den

Obrazek 13 Lipozomalni disperze 3. den
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Obrazek 14 Lipozomalni disperze 5.den

4.3.2 Urdceni velikosti ¢astic lipozomi metodou dynamického rozptylu svétla

Dynamicky rozptyl svétla je metoda, kterou lze stanovit velikosti i extrémné malych ¢astic
v submikronovém rozsahu, pfi¢emz tyto ¢astice vykazuji Browniv pohyb.

U soustav s riznymi indexy lomu disperzni faze a disperzniho prostiedi se vyskytuje rozptyl
zateni. V koloidnich disperzich se projevuje jemnym zakalem, opalescenci, jejiz pri¢inou
jsou srovnatelné nebo mensi rozméry disperznich ¢astic s vinovou délkou svételnych paprs-
kt. Rozptyl zafeni vznika jak odrazem a lomem svétla na Césticich, tak i ohybem svétla,
roste s rostouci velikosti koloidnich ¢astic a s klesajici vinovou délkou. Pokud se nahradi
klasicky zdroj svétla laserem, dojde v nékterych smérech k vzajemnému ovliviiovani
rozptyleného zateni, jez zplsobuje zesileni intenzity zafeni, jde o tzv. dynamicky rozptyl
svétla. Zakladem této neinvazivni techniky je méfeni zmény intenzity rozptyleného svétla z
laserového zdroje okolo jeji primérné hodnoty. Tyto zmény souvisi s interferencnim
zeslabovanim a zesilovanim svétla rozptyleného na pohyblivych ¢asticich disperzni faze.
Cim rychleji se Eastice pohybuiji, tim rychleji se intenzita rozptyleného svétla méni. Rychlost
téchto zmén je tedy piimo zavisla na pohybu molekul. Z vysledki méteni lze ziskat
informace o velikosti a koncentraci disperznich ¢astic. Metoda ma mnoho vyhod (napf.
vyuziti pfi analyze velikosti ¢astic s rozméry od nékolika nanometri az do 1-2 um) a je

vhodné pfi charakterizaci micel, lipozomt, emulzi, latexii a pigmentt [67, 68].
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4.3.2.1 Poulity pFistroj a parametry méreni

Efektivni primér lipozomalnich ¢astic byl hodnocen dynamickym rozptylem svétla pomoci
pristroje Zeta Plus, Brookhaven Instruments, USA. Méfeni byla provedena pti 25 °C s in-
dexem lomu 1,330, vinovou délkou 658 nm a detekénim tthlem 90°. Vzorky lipozomalni

disperze byly zfedény v poméru 1:10 redestilovanou vodou. Méteni byla provedena 5x pro

kazdy vzorek.

4.3.3 Urdceni elektrokinetického Zeta potencialu ({-potencial)

Velikost zeta potencidlu informuje o potencialni stabilité¢ koloidniho systému.

Pokud vSechny ¢astice v suspenzi maji velky negativni nebo pozitivni zeta potencial, budou
mit tendenci se navzajem odpuzovat. Pokud vSak ¢astice maji nizké hodnoty zeta potencialu,
bude dochdzet k jejich shlukovani.

Kazda c¢astice rozptylend v disperzi je na svém povrchu obalena elektrickou dvojvrstvou,
kde vnitini Sternova vrstva, obsahuje ionty siln€¢ vdzané a vnéjsi vrstva obsahuje ionty
vazané slabgji. Uvnitt difuzni vrstvy existuje pomyslna hranice, v niz ¢astice s ionty tvofi
stabilni jednotku. Potencidl, ktery existuje na této hranici, se nazyva zeta potencial.
Znameénko zeta potencialu je opacné nez znaménko iontti vnéjsi vrstvy elektrické dvojvrstvy.
Za stabilni systémy se povazuji ty, které maji hodnoty zeta potencidlu vyssi nez +30 mV,
nebo nizsi nez -30 mV. Toto pravidlo plati pouze pro Cistou elektrostatickou stabilizaci nebo
v kombinaci s povrchové aktivnimi latkami s nizkou molekulovou hmotnosti a neplati,
pokud jsou pfitomny stabilizatory s vysokou molekulovou hmotnosti.

Zasadnim faktorem, ovliviiujicim hodnotu zeta potencialu, je pH. MZeme fici, Ze v kyselém
prostiedi je hodnota zeta potencialu kladna a s rostoucim pH bude klesat. Hodnota pH, kdy
bude mit roztok nulovy zeta potencial, se nazyva izoelektricky bod a v tomto bodé je koloidni
systém vétSinou nejméné stabilni, Zeta potencial zavisi 1 na teploté, iontové sile a viskozité

[69].

4.3.3.1 PouZity pFistroj a parametry méreni

Zeta potencidl byl méfen pomoci pfistroje Zeta Plus, Brookhaven Instruments, USA. Jed-
notlivé vzorky byly nafedény v poméru 1:10 s redestilovanou vodou. Teplota byla 25 °C.
M¢éieni byla pievedena na hodnoty zeta potencidlu aplikaci matematického modelu

Smoluchowski. Zeta potencial se méti elektroforézou v kapilarni kyveté.
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4.3.4 Meéfreni reologickych vlastnosti

Reologické chovani potravinafskych materiali se pifimo odrazi od jejich texturnich
vlastnosti. Pod pojmem reologické vlastnosti se skryvaji vlastnosti latek majici vliv na tok
latek a zménu jejich tvaru. Znalost zakladnich reologickych veli¢in, viskozity, meze toku a
modull pruznosti je potfebnd nejen k charakterizovani surovin, ale i k feSeni mnoha
technologickych operaci. Reologie je také provazana s provadénim kontroly kvality a
senzorickych vlastnosti potravin. Textura zahrnuje konstruk¢ni prvky a zptsoby, jak jsou
senzorické vlastnosti potravin vnimany. Veskeré reologické i strukturalni vlastnosti potravin
vnimaji lidské receptory. Matematickym vyjadifenim tokovych vlastnosti kapalin jsou
reologické stavové rovnice, které zpravidla vyjadiuji vztah mezi deformacnim smykovym
(te¢nym, vazkym) napétim 1 a deformaci kapaliny. Jejich grafickou podobou jsou tokové

kiivky [64].

4.3.4.1 Poulity pFistroj a parametry méreni

Viskozimetr Haake, Viscotester 6L/R, ktery byl v naSem piipad€ pouZit, ma stupné& rychlosti
v rozsahu od 0,3 do 200 otacek za minutu. K méfeni je mozno pouZit Ctyfi riznd méfici
vietena (L1 az L4), ktera jsou volena podle hustoty méfené latky. V nasem piipad¢ probihalo
méfeni v konfiguraci valec-valec. Pouzita vietena i stupné otacek byly voleny podle
moznosti detekce. Rotacni viskozimetr pracuje na principu méfeni sily, nutné k otaeni
rota¢niho télesa ve tvaru valce ponofené¢ho do kapaliny. T¢leso je pfipevnéno k hiideli
otacejici se definovanou rychlosti. U ne-Newtonskych kapalin 1ze viskozitni charakteristiku

popsat pomoci tokové kiivky nebo s pomoci relativni viskozity.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Polomér Castic a Zeta potencial

Meéfteni velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla bylo provedeno pét krat pro
kazdy z osmi vzorki skladovanych pti pokojové teploté. Vysledky byly nasledné statisticky
zpracovany a vyhodnoceny metodou ANOVA.

Velikost ¢astic byla stanovena dynamickym rozptylem svétla (Zeta Plus, Brookhaven In-
struments, USA) po zfedéni vzorkli v poméru 1:10 redestilovanou vodou. Bylo provedeno 1
meéfeni pro kazdy z osmi vzorkd lipozomalni disperze viz obrazek 15. Vysledky méteni

ostatnich vzorki jsou uvedeny v tabulce 3.
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Obrazek 15 Mereni velikosti castic
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Tabulka 3 Primeérna velikost castic d [nm] a zeta potencial { [mV]

Efektivni
prumér[nm]

Frakce

1

Kombinovany
primér [nm]

Polydisperzita

Zeta potencial
{ImV]

3554

204.4

344.4

391

0.289

-69.87

340.8

+1.42

347.2

3427

339.8

3444429

496.3

222.7

10059

796.8

0.32

-69.87

536.2

+1.42

552

540,7

5424

529.3+ 10

2b

459

200

931.2

772.2

0.313

-69.87

571.1

+1.42

555,7

556.,8

569.,8

539,1 +21,1

403.9

78.8

247.4

956.5

692.3

0.292

-65.67

470.6

+3.44

485.1

462.8

472,6

465,6 = 14,2

392.2

221.1

842.3

621.7

0.281

-60.89

454.3

+3.73

432,7

436.1

446

4323+ 11

370.7

193.2

736.2

544.2

0.28

376.4

381.1

3823

379.2

377.8 + 2.1

415.3

196

744

586.1

0.277

-66.94

426.3

+1.42

419

425.5

431,8

423.6+£29

412.4

212.4

825.3

592.1

0.273

420.3

402.6

403.,5

420,9

412,8+39

2015.8

42.5

158.7

716,1

8283,5

5293.2

0.39

-70.13

1411.7

+1

939.2

1626,2

5967.,6

2392,1 £910,6
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Vzorky lipozomélnich disperzi byly uchovavany pti pokojové teploté. Z uidaju v tabulce 3
vyplyva, ze vzorky s vyssim piidavkem CMC ovliviiuji velikost ¢astic lipozomalni disperze.
Nejmensi velikost ¢astic vykazoval vzorek 1 (d =344,4 + 2,9 nm) a naopak nejvétsi castice
obsahovaly disperze 2a (d = 529,3 = 10 nm) a 2b (d = 539,1 + 21,1 nm).

Po statistickém vyhodnoceni dat pomoci analyzy rozptylu svétla bylo zjisténo, Ze nejsou
statisticky vyznamné rozdily mezi primérnymi velikostmi Castic disperzi v zdvislosti na
pfidaném mnozstvi karboxymethylcelulozy, pouze vzorek samotné CMC se vyznamné
statisticky odliSoval viz ptiloha P I. Miizeme tedy fici, Ze ¢astice jsou si velikostné podobné
a jejich rozmér nezévisi na pidaném mnozstvi CMC. Hypotézy byly hodnoceny na hladin¢
vyznamnosti a = 0,05.

Dale z namétenych dat vyplynulo, Ze vyssi ptidavek karboxymethylcelulozy mtze ovlivnit
elektrokineticky zeta potencidl a stabilitu lipozomalni disperze. Statistické vyhodnoceni dat
potvrdilo, Ze nebyly shledany vyznamné rozdily mezi sledovanymi vzorky, kromé vzorku
s nejniz§im pridanym mnozstvim CMC, ten se statisticky vyznamné lisil viz ptiloha P II.

Hypotézy byly hodnoceny na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.
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5.2 Reologie

Z reologickych vlastnosti byla sledovana dynamicka viskozita m a smykové napéti .
Nameétené hodnoty byly zpracovany a rozdéleny do dvou grafii pro piehlednéjsi posouzeni
vlivu pfidavku karboxymethylceluldzy. Kazdy vzorek byl proméfen jednou pii stoupajicim
1 klesajicim poctu otacek za minutu. Reologické vlastnosti lipozomalnich disperzi byly
méfeny pomoci piistroje Viskozimetr Haake, Viscotester 6L/R. Méfeni probihalo vzdy
nejprve pii zvysujicich se otackach (UP) a nésledné pii snizujicich (DOWN) se otackach
civky viskozimetru. K porovnani tokovych i viskozitnich kiivek byl pouzit Ostwald-de
Waeleho mocninovy model, ktery definuje vztah mezi smykovym napétim a smykovou
(deformacni rychlosti) rovnici:
t=k-y"

Na zaklad¢ indexu toku (n) a koeficientu konzistence (k) lze urcit o jaky druh kapaliny se
jedna. Pokud plati k =n a n = 1, uvazuje se Newtonska kapalina. Pokud plati n#1, jedna se
o ne-Newtonskou kapalinu. Dale bylo potieba rozhodnout, o jakou ne-Newtonskou kapali-
nu se jedna. Pokud by bylo n > 1, povazovali bychom latku za dilatantni. V naSem piipade

je ovSem n < 1, proto je ziejmé, Ze se jedna o latku pseudoplastickou [64].

Tabulka 4 Parametry modelu Ostwald-de Waele u micelarnich disperzi

k = soucinitel konzistence, n = index tokového chovani, R® = koeficient determinace

k [mPas] n[-] R?
vzorek 1 2,259 +0,02343 0,2757 + 0,005 0,7505
vzorek 2 3,601 £0,06638 0,2259 £ 0,015 0,6206
vzorek 3 1,601 £0,01796 0,3546 + 0,004 0,8178
vzorek 4 1,601 +£0,01796 0,3546 £ 0,004 0,8178
vzorek 5 1,250 +£0,01130 0,3895 + 0,003 0,8353

Z vysledki disperzi je patrné, ze hodnoty n klesaji s rostouci koncentraci
karboxymethylcelulozy. Tento jev lze pfipisovat tomu, Ze niz§i hodnoty n potvrzuji
pfitomnost asociativnich reakci mezi fetézci polymert. Proto s narGstem hodnoty n na
hodnotu 1 by bylo chovani disperze mnohem vice podobné Newtonovské kapalin€. Naopak
s vysSim ptidavkem CMC se index toku snizuje smérem k hodnoté nula, coz znaci vysoce

pseudoplastickou disperzi, zndzornéno na obrazku 16 a 17.
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Obrazek 16 Zavislost smykového napéti (Pa) na smykové rychlosti (s) micelarnich

disperzi.
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Obrazek 17 Zavislost dynamické viskozity (Pa.s) na smykové rychlosti (s™) miceldrnich

disperzi.
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Tabulka 5 Nameérené hodnoty smykového napéti a zdanlivé viskozity na smykové rychlosti

RPM [min”']
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Rostouci ot. Klesajici ot. Rostouci ot. Klesajici ot. Rostouci ot. Klesajici ot.
RPM | o(Pa) | n (Pa.s) o(Pa) n (Pas) | o(Pa) | nPas) | 6(Pa) | n (Pas) | o(Pa) | n (Pass) | o(Pa) | n (Pa.s)
0,5 0,858 1,7161 5,502 | 0,091603 | 2,166 | 43321 | 5,292 | 0,26551 | 3,618 | 7,2362 | 5,268 | 0,91803
0,6 0,876 1,46 5,088 0,1014 2,1 3,5001 | 4,446 | 0,37401 | 3,51 5,8502 | 5,232 1,044
1 1,104 1,104 4,026 0,1344 2,304 | 2,3041 | 4,236 | 0,42361 | 3,804 | 3,8041 | 4,878 | 1,2195
1,5 1,254 | 0,86003 | 3,3501 | 0,16981 | 2,466 | 1,6441 3,69 | 0,61502 | 4,062 | 2,7081 4,59 1,53
2 1,434 | 0,71702 2,778 0,23201 | 2,688 1,344 3,498 | 0,69962 | 4,278 | 2,1391 | 4,368 | 1,7473
2,5 1,572 | 0,62882 2,562 0,25921 | 2,868 | 1,1472 3,24 | 0,81003 | 4,482 | 1,7929 | 4,104 | 2,0521
3 1,668 | 0,55602 2,136 0,35601 | 2,994 | 0,99803 | 3,06 1,02 4,656 1,552 3,78 2,5201
4 1,776 | 0,46051 1,992 0,39961 | 3,222 | 0,80553 | 2,88 1,152 4,962 | 1,2405 | 3,366 | 3,3661
5 1,95 0,39001 1,83 0,45751 | 3,456 | 0,69242 | 2,712 1,356 5232 | 1,0464 | 2,856 | 4,7601
6 2,16 0,35901 1,632 0,54402 | 3,624 | 0,60802 | 2,52 1,6801 | 5,484 | 0,90903 | 2,67 5,3402
10 2,622 | 0,26221 1,572 0,62882 | 4,218 | 0,42181 | 2,256
12 2,832 | 0,23601 1,428 0,71402 | 4,488 | 0,37151 | 1,992
20 3,456 | 0,17311 1,32 0,88003 | 5,292 | 0,26551 1,89
30 4,092 0,1364 1,14 1,14
50 5,094 | 0,10188 0,942 1,57
60 5,55 | 0,092303 0,84 1,6801
Vzorek 4 Vzorek 5
Rostouci ot. Klesajici ot. Rostouci ot. Klesajici ot.
RPM o(Pa | n(Pass) | o(Pa | n(Pas) | o(Pa | n(Pass) | o(Pa | n (Pa.s)
0,5 1,158 | 2,3161 | 5472 | 0,18201 | 0,882 | 1,7641 | 4,758 0,159
0,6 1,368 | 2,2801 | 4,584 | 0,23061 | 0,996 | 1,6601 | 4,002 | 0,20071
1 1,656 | 1,6561 | 3,758 | 0,31401 | 1,236 1,236 3,234 | 0,26851
1,5 1,89 1,26 3,498 | 0,35221 | 1,452 | 0,96803 | 2,988 | 0,30181
2 2,088 1,044 2,976 | 0,49602 | 1,59 | 0,79502 | 2,514 | 0,41901
2,5 2,268 | 090723 | 2,784 | 0,55682 1,8 0,72002 | 2,364 | 047161
3 2,382 | 0,79402 | 2,562 | 0,64052 | 1,92 | 0,64002 | 2,148 | 0,53702
4 2,58 | 0,64502 | 2,352 | 0,78402 | 2,124 | 0,53102 | 1,95 | 0,65002
5 2,844 | 0,56882 | 2,238 | 0,89523 | 2,34 | 0,46801 | 1,842 | 0,73682
6 3,006 | 0,50102 | 2,082 1,041 2,49 | 0,41501 | 1,674 | 0,83703
10 3,474 | 0,35701 | 1,896 1,264 2,964 | 0,30121 | 1,524 1,016
12 3,792 | 0,31701 | 1,674 | 1,6741 | 3,228 | 0,27051 | 1,302 1,302
20 4,65 | 023161 | 1,422 | 2,3701 4,02 | 0,20101 | 1,092 | 1,8401
30 5,496 | 0,18261 | 1,356 | 2,7121 4,77 0,159 1,026 | 2,0521

Na obrazcich 18 az 22 jsou vykresleny jednotlivé tokové kiivky sledovanych disperzi.
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Obrazek 18 Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti vzorku lecitinu ve vode.
Viozené udaje: parametry tokové krivky dle Ostwalda-de Walleeho.

Legenda: o experimentalni data, plna ¢ara - nafitovana zavislost, R? - korelaéni koeficient.

Obrazek 19 Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti miceldarni emulze kurkuminu a
lecitinu na pridavku CMC 3 ml. Vlozené udaje: parametry tokové kiivky dle Ostwalda-de
Walleeho.

Legenda: o experimentalni data, plna ¢ara - nafitovana zavislost, R? - korelaéni koeficient.
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Obrazek 20 Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti micelarni emulze kurkuminu a
lecitinu na pridavku CMC 5 ml. VloZené udaje: parametry tokové krivky dle Ostwalda-de
Walleeho.

Legenda: o experimentalni data, pln4 ¢4ra - nafitovana zavislost, R? - korelaéni koeficient.

Obrazek 21 Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti miceldarni emulze kurkuminu a
lecitinu na pridavku CMC 1 ml. Vlozené udaje: parametry tokové kiivky dle Ostwalda-de
Walleeho.

Legenda: o experimentalni data, plna ¢ara - nafitovana zavislost, R? - korelaéni koeficient.
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Obrazek 22 Zavislost smykoveho napéti na smykove rychlosti micelarni emulze kurkuminu a
lecitinu na pridavku CMC 0,5 ml. Vlozené udaje: parametry tokové kiivky dle Ostwalda-de
Walleeho.

Legenda: o experimentalni data, plna ¢ara - nafitovana zavislost, R? - korelaéni koeficient.

Lipozomalni disperze s ptfidavkem 1 hm.% karboxymethylcelulozy byly pouzity pro
zapouzdieni kurkuminu. Byla stanovena velikost, struktura a stabilita lipozomli pomoci
dynamického rozptylu svétla a zeta potencialu. Dale byly zkoumany reologické vlastnosti
pomoci tokovych kiivek. Stabilita lipozomalni disperze byla hodnocena prostiednictvim
zmén velikosti ¢astic v zavislosti na jejich slozeni. Vysledky prokézaly, ze ptidavek
karboxymethylcelullozy mize ovlivnit velikost ¢astic. Agregace lipozomu je fyzikalné-
chemicky mechanismus, ktery zavisi na pH, vnéjS$im zatiZeni, tepelné zatéZi a ptitomnosti
kationta [70].

Pro suspenze s velikosti ¢astic mensi nez 1 mikrometr je obvykle pro udrZeni ¢astic v
disperzni fazi podstatny Browniv pohyb. Kvuli Brownovu pohybu se budou castice
nepfetrzité¢ srazet mezi sebou a nasledkem toho se diky Van der Waalsovym pfitazlivym
sildam mohou shlukovat. To miize vést k vytvareni sekundarnich vlocek (¢astic) o mnohem
vetsi velikosti [71].

V této praci bylo zjiSté€no, zZe systém lipozomalni disperze a piidavek polymerniho tenzidu
CMC mé¢l vliv na velikost a rozmér ¢astic. Vliv pfidavku CMC na vysledny zeta potencial

nebyl statisticky potvrzen.
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ZAVER

Cilem diplomové prace byla enkapsulace kurkuminu v koloidnich disperzich pomoci
lecitinu a karboxymethylcelulozy, dale pozorovani fyzikalné-chemickych vlastnosti a zmén
vzniklé lipozomalni disperze. Pomoci méfeni rozméru castic a elektrokinetického zeta
potencidlu bylo prokézano, ze lipozomalni disperze vykazuje pii pokojové teploté velmi

vysokou stabilitu.

Karboxymethylceluloza ovlivnila reologické vlastnosti  lipozomdlnich  disperzi
s kurkuminem. S vy$§im pfidavkem tohoto polymeru doslo k navySeni viskozity i
smykového napéti daného modelového vzorku. VSechny modelové vzorky lipozomalnich
disperzi s ptidavkem karboxymethylcelulézy vykazovaly pseudplastické chovani kapalin,

reologické vlastnosti lipozomalnich disperzi byly méteny pii pokojové teploté.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EFSA

ANS

CDS
FDA
GRAS
SOD
AIDS
per os
COX-2
LOX
iNOS
TGF-B
HDL-C
LDL-C
DM 2
GIT
pum

in situ
CMC
DSC
LD

V/O/V

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (European food safety authority)
panel pro potravinaiska aditiva a nutri¢ni zdroje pfidavané do potravin
(Food Additives and Nutrient Sources Added to Food)

Koloidni dodéavaci systémy (Colloidal delivery systems)

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
Vseobecné povazovano za bezpecné (Generally Recognized as Safe)
Superoxid dismutdza (Superoxide dismutase)

Syndrom ziskané imunodeficience (Acquired immunodeficiency syndrome)
oraln¢, podané usty

cyklooxygenaza

lipoxygenaza

inducibilni syntaza oxidu dusnatého

transformuyjici riistovy faktor

lipoprotein s vysokou hustotou (high density lipoprotein)

lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)

Diabetes mellitus 2. typu

Gastrointestinalni trakt

mikrometr

na puivodnim misté, ve své poloze

karboxymethylcelul6za

Diferencialni skenovaci kalorimetrie

lipozomalni disperze

emulze typu voda v oleji ve vodé
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I.: ANOVA test pro efektivni primér ¢astic (nm)

One Way Analysis of Variance utery, duben 27, 2021, 13:46:43

Data source: Data 1 in anova_zeta_velikost.JNB

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM VZOREK
Row 1 5 0 344.400 2.900 1.297 1

Row 2 5 0 529.300 10.000 4.472 2a

Row 3 5 0 539.100 21.100 9.436 2b

Row 4 5 0 465.600 14.000 6.261 3

Row 5 5 0 432.300 11.000 4919 4

Row 6 5 0 377.800 2.100 0.939 5

Row 7 5 0 423.600 2.900 1.297 6

Row 8 5 0 412.800 3.800 1.699 7

Row 9 5 0 2392.100  910.600  407.233 8
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 8 17088412.911 2136051.614  23.159  <0.001
Residual 36 3320360.960 92232.249

Total 44 20408773.871

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t P P<0.050
Row 9 vs. Row 1 2047.700 10.661 <0.001 Yes
Row 9 vs. Row 6 2014.300 10.487 <0.001 Yes
Row 9 vs. Row 8 1979.300 10.305 <0.001 Yes
Row 9 vs. Row 7 1968.500 10.249 <0.001 Yes
Row 9 vs. Row 5 1959.800 10.203 <0.001 Yes
Row 9 vs. Row 4 1926.500 10.030 <0.001 Yes
Row 9 vs. Row 2 1862.800 9.698 <0.001 Yes
Row 9 vs. Row 3 1853.000 9.647 <0.001 Yes
Row 3 vs. Row 1 194.700 1.014 1.000 No
Row 2 vs. Row 1 184.900 0.963 1.000 No
Row 3 vs. Row 6 161.300 0.840 1.000 No
Row 2 vs. Row 6 151.500 0.789 1.000 No
Row 3 vs. Row 8 126.300 0.658 1.000 No
Row 4 vs. Row 1 121.200 0.631 1.000 No
Row 2 vs. Row 8 116.500 0.607 1.000 No
Row 3 vs. Row 7 115.500 0.601 1.000 No
Row 3 vs. Row 5 106.800 0.556 1.000 No
Row 2 vs. Row 7 105.700 0.550 1.000 No
Row 2 vs. Row 5 97.000 0.505 1.000 No
Row 5 vs. Row 1 87.900 0.458 1.000 No
Row 4 vs. Row 6 87.800 0.457 1.000 No
Row 7 vs. Row 1 79.200 0.412 1.000 No
Row 3 vs. Row 4 73.500 0.383 1.000 No

Row 8 vs. Row 1 68.400 0.356 1.000 No
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Row 2 vs.
Row 5 vs.
Row 4 vs.
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Row 8 vs.
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Row 4
Row 6
Row 8
Row 6
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Row 6
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Row 8
Row 2
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63.700
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1.000
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1.000
1.000
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1.000
1.000
1.000
0.998
0.964

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
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Ptiloha P II: ANOVA test pro zeta potencial ¢astic (mV)

One Way Analysis of Variance utery, duben 27, 2021, 14:04:30
Data source: Data 1 in anova_zeta velikost.JNB

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM VZOREK

Row 1 5 0 -69.870 1.420 0.635 1
Row 2 5 0 -69.870 1.420 0.635 2a
Row 3 5 0 -69.870 1.420 0.635 2b
Row 4 5 0 -65.670 3.440 1.538 3
Row 5 5 0 -60.890 3.730 1.668 4
Row 6 5 0 -66.940 1.420 0.635 6
Row 7 5 0 -70.130 1.000 0447 8
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 6 355.220 59.203 11.905 <0.001
Residual 28 139.248 4,973

Total 34 494 468

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t P P<0.050
Row 5 vs. Row 7 9.240 6.551 <0.001 Yes
Row 5 vs. Row 3 8.980 6.367 <0.001 Yes
Row 5 vs. Row 2 8.980 6.367 <0.001 Yes
Row 5 vs. Row 1 8.980 6.367 <0.001 Yes
Row 5 vs. Row 6 6.050 4.290 0.003 Yes
Row 5 vs. Row 4 4.780 3.389 0.033 Yes
Row 4 vs. Row 7 4.460 3.162 0.055 No
Row 4 vs. Row 3 4.200 2.978 0.080 No
Row 4 vs. Row 2 4.200 2.978 0.074 No
Row 4 vs. Row 1 4.200 2.978 0.069 No
Row 6 vs. Row 7 3.190 2.262 0.298 No
Row 6 vs. Row 1 2.930 2.077 0.382 No
Row 6 vs. Row 3 2.930 2.077 0.352 No
Row 6 vs. Row 2 2.930 2.077 0.320 No
Row 4 vs. Row 6 1.270 0.900 0.963 No
Row 1 vs. Row 7 0.260 0.184 1.000 No
Row 2 vs. Row 7 0.260 0.184 1.000 No
Row 3 vs. Row 7 0.260 0.184 1.000 No
Row 1 vs. Row 3 0.000 0.000 1.000 No
Row 1 vs. Row 2 0.000 0.000 1.000 No

Row 2 vs. Row 3 0.000 0.000 1.000 No
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