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ABSTRAKT

Vitamin C je jednim z nejdilezitéjSich vitamind viibec. Je nezbytny pro fadu biochemickych
déjh, ucastni se imunitniho systému a mize byt ndpomocen pii léCeni zdvaznych onemocné-
ni. Vyskytuje se témét ve vSech zivych organismech, nejvice v ovoci a zelening, je vSak ne-
stabilni a pii tepelné tipravé a neSetrném pramyslovém zpracovani se rychle ni¢i. Pro zvyseni
stability bylo vyvinuto mnoho metod, jak tuto aktivni latku zapouzdfit. Na jednu z nich,
lipozomalni enkapsulaci, je zamétena tato prace. Lipozomy jsou fosfolipidové vezikuly
schopné ve své struktute zachytit a ochranit hydrofobni 1 hydrofilni latky. S pfidanim vhod-
né¢ho biopolymeru, v naSem piipad¢ derivatu karboxymethylcelulozy, je mozné tyto ochran-
né vlastnosti jesté podpofit. Prakticka cast této prace je zamefend na studium stability lipo-
zomalni disperze obsahujici sdjovy lecitin a karboxymethylcelulézu jako enkapsulacni pouz-
dro pro kyselinu askorbovou a fyzikalné-chemické zmény disperze pii plisobeni zvySenych

teplot.

Kli¢ova slova: vitamin C, kyselina askorbova, sojovy lecitin, karboxymethylcelul6za, en-

kapsulace, lipozomy, stabilita.

ABSTRACT

Vitamin C is one of the most important vitamins of all. It is necessary for a number of bio-
chemical processes, participates in the immune system, and can be helpful in the treatment
of serious disorders. It occurs in almost all living organisms, mostly in fruits and vegetables,
but it is unstable and is rapidly destroyed by heat treatment and industrial processing. Seve-
ral methods have been developed to enhance stability for encapsulating active compounds.
One of these, liposomal encapsulation, is a topic of this thesis. Liposomes are phospholipid
vesicles and they can protect hydrophobic and hydrophilic substances by their structure.
With the addition of a suitable biopolymer, in our case a carboxymethyl cellulose derivative,
these protective properties can be further enhanced. The practical part of this thesis is fo-
cused on the study of stable liposomal dispersion containing soy lecithin and carboxyme-
thylcellulose as encapsulation compound for ascorbic acid and physicochemical changes

of dispersion at elevated temperatures.

Keywords: vitamin C, ascorbic acid, soya lecithin, carboxymethyl cellulose, encapsulation,

liposomes, stability.
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UvVOD

Vitamin C je velmi mald molekula, kterd ovSem znac¢né ovliviiuje lidskou existenci. Bez vi-
taminu C piijatého stravou by totiz ¢loveék nedokazal dlouho zit. Neumi si jej syntetizovat
z jinych latek sam, a proto nejlepsi zpisob, jak se zdsobit pravidelnou davkou tohoto
pro zivot nezbytného vitaminu, je konzumace ovoce a zeleniny, coz jak jisté kazdy vi, tvofi

jeden ze zakladnich piliih naseho zdravého stravovani.

Nez byl vitamin objeven, suzovalo namoiniky na dlouhych objevitelskych cestach a lid trpici
hladem krvacivé onemocnéni z jeho nedostatku zvané kurdéje. Dnes uZ se s nim témét nese-
tkdme, za coz vdécime objevitelim vitaminu C a pfedevS§im Siru Walteru Normanu Ha-
worthovi z Birminghamské univerzity, drziteli Nobelovy ceny za chemii z roku 1937, ktery
jako prvni vypracoval ptesnou chemickou strukturu vitaminu C a vyrobil ho syntetickou
cestou, ¢imz odjistil pomyslnou zbran nejen v boji proti kurd€jim, ale také k ochrané proti
dal$im onemocnénim 1 tzv. civilizaénim chorobam, provazejici lidské Zivoty. Mnoho studit
totiz potvrzuje, ze dobré zasobovani tkani a organa vitaminem C ma vliv na redukci volnych
radikal, pomaha buitkam vyrovnavat se s oxida¢nim stresem, uplatituje se v imunitnim sys-

tému a celkové v metabolismu kazdého z nas.

V posledni dobé se ale fesi jiné otdzky — jak docilit toho, aby byl vitamin v téle optimalné
vstieban a co ud¢lat pro to, aby mohl byt pfijiman ve vétSich davkach. Jako odpovéd’ byla
vyvinuta fada metod a postupti, jak nestabilni, ve vod¢ rozpustny vitamin obalit neboli za-
pouzdiit a dopravit na misto urCeni bez rizika, Ze bude latka pred¢asné uvolnéna. Jednou
z téchto metod je enkapsulace do podoby lipozomt. Témto lipozomim Ize navic pomoci
pfidanim polymerni latky, systém pak muize 1épe odolavat kyselému prostiedi Zalude¢nich
Stav nebo vitamin C dodavat na pfesné specifikované misto urceni. V praktické ¢asti této
prace bude studovéna stabilita lipozomalniho systému pii zvySenych teplotach, jakozto dil¢i

soucast badatelské prace zabyvajici se enkapsulaci vitaminti a aktivnich latek.


https://cs.wikipedia.org/wiki/Walter_Haworth
https://cs.wikipedia.org/wiki/Walter_Haworth
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=University_of_Birmingham&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/1937
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I. TEORETICKA CAST
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1 VITAMIN C

L-askorbové kyselina, bézn¢ nazyvana vitaminem C, je nezbytny metabolit pro rostliny
a zvitata. Pro nékterd zvirata (primati, netopyfi, morcata) a zejména pro lidi tvoti dilezitou
soucast stravy, jelikoz ztratili ¢ast genetické informace umoznujici tuto latku syntetizovat.
Bohuzel, zatimco kyselina L-askorbova poskytuje mnoho pro zdravi prospésnych uc¢inkd,
jeji stabilita je také snadno ovlivnitelnd teplotou, slune¢nim svétlem a kyslikem. Hlavni bio-
logicka aktivita se vztahuje k udrzovani oxidacné-redukéniho potencidlu, zahrnujici inakti-
vaci volnych radikalti. Reaguje s aktivnimi formami kysliku a s oxidovanymi formami vita-
minu E, ¢imZ zabezpetuje ochranu vitaminu E a lipidd membran pied oxidaci. Uastni
se inhibice tvorby nitrosaminli, syntézy kolagenu (biosyntéza mukopolysacharida,
prostaglandinli) absorpce iontovych forem zZeleza a jeho transportu a stimuluje transport
sodnych a chloridovych iontl. Uplatiiuje se také v metabolismu cholesterolu a histaminu.

[1,2,3]

Vitamin C je spolecny ndzev, ktery zahrnuje nejen kyselinu askorbovou, ale také cely rever-
zibilni redoxni systém slozeny z L-askorbové kyseliny, produktu jeji jednoelektronové oxi-
dace (L-askorbylradikalu) a produktu dvouelektronové oxidace (L-dehydroaskorbové kyse-
liny). Kyselina askorbova a askorbylradikal se v roztocich o fyziologickém pH vyskytuji
jako anionty. Aktivitu vitaminu C ma ze ¢tyi moznych stereoisomert kyseliny askorbové

pouze L-askorbova kyselina (y-lakton L-threo-hex-2-hexenonové kyseliny). [3]

V potravinach rostlinného 1 Zivo¢isného pivodu je 90-95 % vitaminu pfitomno ve formé
askorbové kyseliny, zbytek tvoii dehydroaskorbova kyselina. L-askorbova kyselina je
ve vysSich rostlindch a zvifatech syntetizovdna z D-glukosy a existuje ve volné i vazané
forme. Ve vdzané formé ji naptiklad mizeme najit jako askorbigen, vznikajici reakci askor-
bové kyseliny s degrada¢nimi produkty indolovych glukosinolatli v zastupcich celedi bru-

kvovitych. [3,4]

Vodné roztoky vitaminu C jsou pii normalni teploté za soucasného vylouceni kysliku po-
mérné stalé, avSak pii zvyseni teploty a za ptistupu svétla dochazi k rychlé oxidaci a vzniku
pies dehydroaskorbovou kyselinu aZ po kyselinu §tavelovou a L-threonovou. Jako rozklad-
né produkty byly identifikovany také furfurol a oxid uhli¢ity. Stabilizujici i¢inek ma kyselina

metafosforecna a citronova. [4]
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Obr. 1 Biologicky aktivni formy vitaminu C (L-askorbova kyselina, anion askorbylradika-
lu, L-dehydroaskorbova kyselina) [3]

1.1 Stanoveni vitaminu C

Na stanoveni askorbové kyseliny mohou byt pouzity rizné analytické metody, véetné titrac-
ni metody, vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), voltametrie, prutokové vstfi-
kovaci analyzy (FIA), chemiluminiscence, spektrofotometrie a amperometrie. Pravé elektro-
chemické metody vetné voltametrie a amperometrie, jsou jedny z nejatraktivnéjSich postu-
pu v potravindiské, farmaceutické, environmentalni a biologické analyze kviili nizké cené,
vysoké citlivosti a t¢innosti. Obecné nejvyhodnéjSim zplisobem analyzy pro stanoveni vita-
minu C je vSak HPLC, protoze poskytuje vyssi selektivitu nez spektrofotometrické, titracni
nebo enzymatické metody. Citlivost HPLC zavisi ve velké mife na vybéru vhodnych detek-

torti. NejCastéji se pouzivaji spektrofotometrické a elektrochemické detektory. [5,6]

1.2 Denni davka vitaminu C

Vitamin C je nejcastéji uzivanym doplitkem stravy. Pro peroralni podéani existuje bézné
ve formé tablet, v kapslich, v ndpojovych mixech, multivitaminovych ptipravcich, antioxi-
dacnich prostfedcich 1 jako samotny krystalicky prasek. DalSim zptsobem je intravenozni
podani. Oralni podani je omezeno na piiblizn€ 2 az 3 gramy denné, jelikoZ pii vysSich dav-
kach mtze dojit k podrazdéni sttev a prijmim z divodu prekroc€eni limitu tolerance stiev.
Pouziti vitaminu C ve vysokych davkach vSak bylo dlouho héjeno pfi 1é€bé riznych one-
mocnéni a poruch véetné kardiovaskuldrnich onemocnéni, rakoviny, Sedého zakalu, dny
a otravé tézkymi kovy (jako je olovo a arsen). Vysoké davky vitaminu C jsou tradicné po-
davany intravendznég, aby se zabranilo vedlejSim ucinklim peroralnich davek a aby se zvysily
plazmatické hladiny nad urovné obvykle dosazené pii peroralnim podani. Pro zvySeni ab-
sorpce a snizeni vedlejSich u€inkl peroralniho podavani je vyhodné vitamin C zapouzdfit

do lipozom.
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Pestra strava s vysokym obsahem ovoce a zeleniny by méla byt dostate¢na k pokryti potieb
vitaminu C zdravého jedince. Podle FDA je referencni piijem pro vitamin C stanoven
na 45 az 120 mg denné pro dospivajici a dosp€lé. Kuraktim se doporucuje konzumovat dal-
Sich 35 mg denné navic. Obecné plati, Ze ,,vysoka davka“ a ,,mega davka“ se vztahuji k dav-
ce mezi piiblizné 1000 az 10 000 mg denné¢ a doporucuje se podavat pacientim
s respira¢nim onemocnénim a pfi rekonvalescenci. Nékteré studie také uvadi, ze vysoké
davky vitaminu C mohou zmirnit nasledky ohromujiciho oxidativniho stresu a vyrazné zkva-
litnit zotaveni u lidi, ktefi prodélali infarkt mozku ¢i1 myokardu nebo trpicich ischemickou
chorobou. Nedostatecné davky vitaminu ve vyzivé se projevuji riiznymi symptomy, nejcas-

téji inavou. Pfiznakem akutni avitamin6zy jsou kurdéje [3,7,8]

1.3 Vyskyt v potravinach

Vitamin C se nachazi témét ve vSech zivych organismech, nejvice ho obsahuje Cerstva zele-
nina a ovoce. Nejdulezitéjsim zdrojem ve vode rozpustné kyseliny askorbové z hlediska
piirozeného vyzivového piijmu jsou nékteré zeleniny z Celedi brukvovitych, brambory
a citrusové plody, kde se obsah latky pohybuje mezi 0,02 a 1,7 %. Brambory jsou
v podminkach Ceské Republiky zdrojem asi 30 % vitaminu C. Dalsimi bohatymi zdroji jsou
Sipky nebo plody jetabu. V soucasnosti se latka piipravuje vyhradné synteticky a ptridava
se k dzustim, konzervovanému a mrazirensky skladovanému ovoci pro prevenci oxidace

a dalsich nezadoucich zmén. [3,4,9]

1.3.1 Vliv §lechténi rostlin

V obsahu vitaminu C u rostlin mze hrat roli lidska selekce vybranych odrtd a jejich modi-
fikace za Gcelem zisku plodu s urcitymi vlastnostmi. Jelikoz jsou zndmy mezidruhové hybri-
dizacni techniky, mohou byt n¢které druhy uzite¢nymi genetickymi zdroji pro vyvoj novych
odrld s vy$§im obsahem vitaminu, jako je tomu napiiklad u Aktinidie. Plody této rostliny
jsou zndmé jako kiwi. Tento rod obsahuje vice nez 60 druht, ale pouze tii z nich jsou
usp&sné domestikované. Vysoky obsah vitaminu C je jednim z dileZitych a atraktivnich pa-
rametril kvality tohoto ovoce a spravné vyhodnoceni obsahu vitaminu C je nutné pro vybér
nebo vyvoj novych kultivard. Z jiné studie zkoumajici kultivované a divoce rostouci jablka
vypliva, Ze divoce rostouci ovoce obsahuje vyssi uroven askorbové kyseliny nez péstované

ovoce. Rozdil v obsahu askorbové kyseliny v ovoci je pfipisovan nepiimému nasledku se-
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lekce smétujici k ziskani vétsiho a sladsiho ovoce. U jablek je koncentrace askorbové kyse-
liny extrémné vysokd v ranném stadiu rastu a vyrazné klesa se zvySujicim se stupném zra-
losti. Mimotadné vysoké hladina u mladych plodu je pravdépodobné vysledkem koordino-
vané¢ho nartstu askorbové kyseliny béhem jeji syntézy, regenerace a translokace z lista.

[10,11]

1.4 Skladovani a primyslové zpracovani

Ptestoze se hojné kyselina askorbova vyskytuje v ovoci a zelening, vétSina z ni je zni¢ena
béhem zpracovani. Vitamin C pii skladovani podléha oxidativni a enzymatické degradaci
na kyselinu dehydroaskorbovou (DHAA) a také ireverzibilni oxidaci DHAA na kyselinu
diketogulonovou, ktera jiz nevykazuje aktivitu vitaminu C. Askorbat oxiddza je endogenni
enzym podilejici se na tomto procesu. Ruzné faktory, v€etné piitomnosti kysliku a kovo-
vych iontl z nddobi a nafadi (zejména Cu®’, Ag", Fe’"), alkalického pH a vysoké teploty
ovliviiuji obsah vitaminu C v surovinach pred okamzikem spotifeby a maji za nasledek zme¢-
nu skute¢nych trovni obsahu v potravinach. Pii zjiStovani vlivu riznych konzervacnich me-
tod na snizovani obsahu vit. C je proto vhodné zamyslet se nad vSemi aspekty, které mohou
proces ovlivnit. Pro prodlouzeni doby trvanlivosti sezénniho ovoce a zeleniny pii zachovani
zdravotnich pifinost a smyslovych charakteristik (sladkosti) téchto komodit se zmrazeni jevi
jako nejlepsi metoda ve srovnani s konzervaci vysokymi teplotami, suSenim a lyofilizaci.
Tepelné zpracovani, jako je naptiklad blansirovani, miize také eliminovat enzymatickou oxi-
daci vitaminu C diky inaktivaci oxidazy kyseliny askorbové. Ztrata béhem zpracovani je
rovnéz zpusobena vyluhovanim, ¢emuz lze zabranit zahfivanim a rozmrazovanim surovin
v uzavieném systému. Zachovani kyseliny askorbové v produktech z ovoce a zeleniny je

hlavni zdlezitosti potravinaiskych zpracovateld. [9,12,13,14]

1.4.1 Chlazeni

Ztraty vitaminu béhem manipulace a skladovani v chladnicce jsou zpiisobeny jejich rozpust-
nosti ve vodég, tepelnou degradaci a enzymatickou oxidaci. Pfitomnost chelatacnich ¢inidel
nebo inhibitord oxiddzy kyseliny askorbové v potravinach mize chranit vitamin C proti oxi-
daci a miize vysvétlovat jednotlivé vzorce zmén u riznych druhl ovoce a zeleniny. Odlis-
nosti v obsahu vitaminu C miiZou byt navic vysledkem zmény exprese genil a aktivity enzy-

mui v metabolismu vitaminu C b&hem skladovani, jelikoZ vitamin miZe byt syntetizovan jako
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reakce na stres zpisobeny teplotou skladovani a pak vyuzit jako antioxidacni sloucenina

pii odpovédi na oxidaéni stres zptisobeny nizkymi teplotami. [15]

1.4.2 MraZeni

K nejmensim ztratam Vitaminu C dochazi pii procesu mrazeni, pii suSeni i lyofilizaci jsou
ztraty znateln¢ vysSi. Pfi studiu bobulovitého ovoce byly zjistény jednotlivé ztraty
v porovnani s ¢erstvym ovocem pii suseni 89 %, pfti lyofilizaci 84 % a pti mrazeni 14 %,
ve zmrazeném ovoci a zeleniné miize byt stabilni po urcitou dobu pii typickém zplsobu
zpracovani a skladovani, naptiklad nebyla zaznamenana Zadna vyznamna zména v obsahu
vitaminti v mandarinkédch klementina zmrazenych po dobu jednoho roku. U brambor byl
pozorovan kumulativni pokles uz po 1 mésici, dokonce i pti skladovani pii -60 ° C v inertni

atmosféfe a chranénych pted svétlem. [12,16]

1.4.3 Tepelné opracovani

Ze vsech metod jsou ztraty vitaminu ptisobenim vysokych teplot nejvyssi. Existuje spousta
ném ohfevu a pii vafeni v tlakovém hrnci. Pii klasickém vateni se pohybuji ztraty kolem
50 % a lze je snizit, pokud suroviny vkladdme do vatici vody. Rozsah ztrat po tepelnych
upravach byl zaznamenan v Sirokém rozsahu od 14,4 % az po 94,6 % v zavislosti na pod-
minkéch procesu jako je pH, teplota a pfitomnost vody. Nejmensi ztraty Ize dosahnout apli-
kaci vysokoteplotni kratkodobé sterilace. U kompotti dochdzi k nejvétSim ztratdm béhem

skladovani. [3,9,17,18,]

1.4.4 SuSeni

K nejvyssim ztratdm dochazi pfi suSeni, pokud teplota presahne 40 °C. SuSenim se ztraci az
80 % vitaminu. Moderni metody dehydratace jako lyofilizace a extruze jsou mnohem Setr-

néjsi nez klasické susent. [3,9,16]

1.4.5 Konzervace vysokym tlakem

Konzervace vysokym tlakem pfinasi vyznamny konzervaéni potencidl vitaminu C nejen bé-

hem zpracovani, ale také béhem skladovani za chladicich teplot. To ¢ini produkt bezpecny
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a zvySuje dostupnost a zachovani vitaminu pii dlouhodobém skladovéani. Prostfednictvim
vhodnych kombinaci tlaku, ¢asu a teploty miize byt tato konzerva¢ni metoda vhodnou alter-

nativou k tepelnému zpracovani v urcitych potravinatskych produktech. [25]

1.5 Vliv na zdravi organismu

Vitamin C je nepostradatelny pii syntéze kolagenu, kde hydroxyluje L-prolin. Neptimo se
ucastni odbouravani tyrosinu, je nezbytny pro B-hydroxylaci dopaminu pii syntéze adrenali-
nu z tyrosinu a uplatiiuje se pfi biosyntéze karnitinu, thyroxinu, noradrenalinu, dopaminu
atryptofanu 1 pfi  syntéze ZluCovych kyselin. Pomadha vstftebavani Zeleza
v gastrointestindlnim traktu. Vyznamné chrani tkané proti reaktivnim formam kysliku a du-
siku, je soucasti imunitniho systému a ptredpokladd se i1 vliv na inhibici LDL-cholesterolu,

¢imz potlacuje aterosklerozu. [4]

Vitamin C se vstiebdva ve sliznici proximdlni ¢asti tenkého stfeva pomoci sodiko-
dependentniho aktivniho pienosu kyseliny askorbové. Obrat kyseliny askorbové
v organismu je velmi rychly. Jsou znamy 2 transportéry vitaminu C zavislé na sodiku:
SVCT1 a SVCT2. Oba jsou glykoproteiny, které dopravuji vitamin k buitkam. SVCTI je
schopny devét krat rychlejsiho transportu, zatimco SVCT2 ma k vitaminu vyssi afinitu.
Vlastnosti téchto dvou transportérii vysvétluje jejich distribuce v tkanich. SVCT1 se nejcas-
t&ji vyskytuje v epitelialnich tkanich (napf. v tenkém stievé), kde je transport vitaminu veétsi,
nez pozaduje bunka. SVCT2 najdeme piedevSim v mozku, kosternich svalech, placenté
a ocich, kde je pfinos vitaminu piisn¢ fizen k udrzeni adekvatni koncentrace v tkani. Gene-
tické odchylky transportnich molekul SVCT1 a SVCT2 jsou jednim z faktor ovliviiujicich
plazmatickou hladinu vitaminu, jelikoz tyto molekuly ovliviiuji nejen vstifebavani vitaminu C
ze stteva, ale 1 jejich dostupnost pro tkan€. Plazmaticka hladina vitaminu je dale snizovdna
koufenim a zvySenym piijmem alkoholu ifadou onemocnéni, naptiklad chorob zazivaciho
traktu, ledvin ¢i onkologickych onemocnéni. Dostupnost vitaminu v organismu je ovliviio-
vana i ekonomickymi faktory — aZ ¢tvrtina nizkopiijmové populace ma sniZzeny piijem toho-
to velmi diilezitého vitaminu. [9,19,20]

Nedavny pokrok v oblasti epigenetiky naznacuje, Ze nedostate¢ny pifjem vitaminu C miiZze

narusit dynamiku methylace a demethylace DNA a histonu, coZz miZe nasledné pfispét

k fenotypovym zménam organismu. NaruSeni epigenetickych procesii tak mulze vést
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ke vzniku vrozenych vad ik fad¢ riznych chorob. Regulovanim epigenomu muze byt vita-

min C zapojen do embryondlniho a postnatalniho vyvoje i starnuti. [19]

Vyssi spotieba ovoce a zeleniny je spojena s niz§im rizikem vyskytu vétSiny typid rakoviny,
pravdépodobné ¢astecné kvili vysokému obsahu vitaminu C. VétSina piipadovych kontrol-
nich studii zjistila souvislost mezi obsahem vitaminu C v krvi a rakovinou plic, prsu, tlusté-

ho stfeva nebo konec¢niku, zaludku, ustni dutiny, hrtanu nebo hltanu a jicnu. [7]

1.5.1 Vitamin C a diabetes mellitus

Diabetes mellitus je skupina onemocnéni charakterizovand vysokymi hladinami glukézy
v krvi, které jsou vysledkem poruch schopnosti téla produkovat nebo uzivat inzulin. Vita-
min C miZe pomoci pii [écbé diabetu stimulaci inzulinového mechanismu a mize byt také
pouzit pro prevenci nebo sniZzeni poskozeni krevnich cév zpisobenych diabetem u pacientti
se Spatnou kontrolou glukézy. Ze studii vypliva, Ze denni konzumace alespon piiblizné
1000 mg doplnkového vitaminu C je piinosem pro sniZzeni krevniho cukru a lipidii u pacien-
ta s diabetem typu II. Existuji studie, které naznacuji, ze lidé s diabetem mohou mit zvyse-
nou aktivitu vychytavani vitaminu bunikami a tim padem rychly obrat vitaminu C, coz vyza-
duje jeho vyssi piijem a znamena také zvysSené riziko nedostatku. Z piehledu 23 studii zaby-
vajicich se stavem vitaminu C u lidi s diabetem publikovanych v letech 1935 az 1996 bylo
zjisténo, ze lidé s diabetem maji alespont o 30 % niz$i koncentrace vitaminu C nez lidé

bez cukrovky. [7,21]

1.5.2 Vitamin C a kaze

Antioxidac¢ni aktivita vitaminu C z ngj ¢ini vynikajiciho kandidata jako ochranny faktor proti
UV zafeni. KoZni fibroblasty maji absolutni zavislost na vitaminu C pro syntézu kolagenu
a pro regulaci rovnovahy kolagenu a elastinu v dermis. KoZni keratinocyty maji schopnost
akumulovat vysoké koncentrace vitaminu C, a to ve spojeni s vitaminem E poskytuje ochra-
nu proti UV zafeni. Vitamin C ovliviluje genovou expresi antioxidacnich enzymd, organiza-
ci a akumulaci fosfolipidii a podporuje tvorbu rohové vrstvy a diferenciaci epitelu obecné.
Dobré zdravi klize je pozitivné spojeno s piijmem ovoce a zeleniny v fad¢ studii. Vitamin C

napomahé hojeni ran, minimalizuje vznik jizev a sniZuje piiznaky starnuti. [23]
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1.5.3 Vitamin C a rakovina

Kyselina askorbova ptisobi v riznych koncentracich jako antioxidant nékolika mechanismy,
zejména tlumi cytotoxicitu, snizuje apoptdzu, snizuje riist nadora a sekreci zanétlivych cy-
tokint. Jako protindadorové Cinidlo plisobi prostiednictvim inhibice bunééné progrese, ma
antiprolifera¢ni ucinek na nadorové burky, indukuje jejich apoptozu a dalsi. Vysoka kon-
centrace vitaminu C mize pisobit jako pro-oxidant a vytvaii peroxid vodiku, ktery ma se-
lektivni toxicitu vic¢i rakovinnym buiikam. Jsou vSak potiebné dalsi studie pro urceni piesné
davky, pochopeni zmén a odezvy mechanismt jednotlivych procest, které napomahaji pii
lé¢be a prevenci rakoviny s cilem zlepsit kvalitu Zivota jak u pacientd, tak u celkové popula-
ce. Existuje také nckolik ptipadovych studii s pacienty s pokroCilym onkologickym one-
mocnénim, u kterych byla pozorovana pozoruhodna doba pieziti po podani vysokych davek

intravenozniho vitaminu C. [7,22]

1.5.4 Vitamin C a srde¢ni onemocnéni

Bylo prokazano, ze vitamin C snizuje adhezi monocytii na vystelku krevnich cév. Pfilnavost
cirkulujicich monocytii k endotelovym buiikdm je klicovym faktorem pfi tvorb¢ aterom a je
povazovan za jeden z prvnich ptiznakli vyvoje aterosklerdézy. Vitamin C také zvySuje pro-
dukci oxidu dusnatého v endotelu, podporuje vazodilataci a snizuje krevni tlak. Kromé toho
muze vitamin C zabranit apoptéze bunck hladkého svalstva cév, které pomaha udrzovat
plaky stabilnéjs$i pii jiz vyvinuté ateroskleroze. Soucasna literatura vSak poskytuje pouze
malou podporu pro pouziti doplhiku vitaminu C ke sniZeni rizika srde¢nich chorob. Mnoho
studii ukazuje, Ze neexistuje zadny vztah mezi pffjmem vitaminu C a rizikem srde¢nich one-
mocnéni, jen malo naznacuje mirné piinosy a n€které predpovidaji dokonce i mirné zvyseni

rizika. [7,24]

1.5.5 Vitamin C a vékem podminéna makularni degenerace a Sedy zakal

Vékem podminénd makularni degenerace a Sedy zakal jsou dvé z hlavnich pfi€in ztraty zra-
ku u starsich jedinct. Postihuje makulu a vede k postupné ztraté ostrého, centralniho vidéni.
Mokra forma onemocnéni nastdva, kdyz zvétSené krevni cévy za sitnici rostou pod makulou
a zpusobuji jeji posSkozeni. Suchéd forma nastava v piipadé, kdyz se buniky citlivé na svétlo
v makule pomalu rozpadavaji, coZ zplisobi rozmazani centralniho vidéni. Soucasnou 1é¢bou

zavaznych ptipadii je operace a nahrazeni Cocky. Protoze oxidaéni stres milZze prispét
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k rozvoji katarakty, mohou byt antioxidanty, jako je vitamin C, pouzity k 1é¢bé nebo pre-

venci téchto onemocnéni. Vyzkum ukazal, Ze vitamin C miize zpomalit progresi. [7]
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2 ENKAPSULACE

Vétsina béznych primyslovych potravin je charakterizovana nizkym obsahem nutricné vy-
znamnych latek predevsim pokud jde o kvantitativni a kvalitativni slozeni mikrozivin. Tento
problém je disledkem rozvoje technologii zpracovani surovin, jejich rafinaci a zajisténim
konzervacénich vlastnosti hotovych vyrobkii. Dochazi ptedevsim k inaktivaci vitamin a dal-
Sich fyziologicky aktivnich latek v disledku rtiznych reakci a interakei s jinymi slozkami
potraviny. Zapouzdiovani mikronutrientii nezajist'uje pouze jejich udrzZeni v ptirozené forme

pii obohacovani potravin, ale také ptispiva k jejich t¢innému vstiebani lidskym télem. [27]

Tab. 1 Metody enkapsulace [26]

Metoda enkapsulace Hlavni kroky metody
Sprejové suseni Ptiprava disperze, homogenizace, rozptyleni ¢astic vsttikovanim,
dehydratace Castic
Sprejové chlazeni Ptiprava disperze, homogenizace, rozptyleni Castic vstiikovanim
Potahovani Castic pfi Ptiprava enkapsula¢ni smési, fluidizace jadrovych Castic a jejich
fluidizaci potazeni
Extruze Ptiprava enkapsulacni smési, disperze jadrovych ¢asti ve smési,
chlazeni nebo suSeni dehydratacni kapalinou
Odsttediva extruze Ptiprava enkapsulacni i jadrové smési, koextruze obou smési po-
moci trysek pii centrifugaci
Lyofilizace Smichani vnitini latky s latkou potahovaci, suSeni mrazem
Koacervace Tvorba tii nemisitelnych chemickych fazi, ulozeni a tuhnuti obalo-
ve faze

Odsttediva separace Smichani vnitini latky s latkou potahovaci, pokryti ¢astic pomoci

suspenzi rotacniho disku, suSeni
Kokrystalizace Ptiprava ptesycené¢ho roztoku sachardzy, ptidani jadrovych ¢éstic,
krystalizace
Tvorba lipozomu Mikrofluidizace, ultrasonikace

Enkapsulace je technologie baleni pevnych, kapalnych i plynnych materiali do malych kaps-
li, kdy jsou aktivni slozky kompletn& chranéné, zakryté a oddélené fyzikaIni bariérou. Tento
systém uvoliluje sviij obsah v fizeném mnoZstvi béhem delsiho ¢asového obdobi za specific-

kych podminek [26,28]
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2.1 Sprejové susSeni

Suseni patii mezi nejstars$i a nejrozsifenéjsi techniky enkapsulace. Proces vyroby suchych
pevnych latek, at’ uz v prasku, granulatu nebo aglomeratu, spociva v rozpusténi, emulgaci ¢i
disperzi aktivni latky v nosi¢i a nasledném roztfisténi sprejovanim v horké susici komofe.
Rozpoustédlo se rychle odpati proudem ohtatého vzduchu, ktery transformuje malé kapicky
do pevnych mikroc¢astic Vysledkem je tvorba filmu na povrchu kapek. Suseni rozpraSova-
nim je pouzitelné pro latky odolné i citlivé na teplo, pro ve vodé rozpustné i nerozpustné
latky a hydrofilni i hydrofobni polymery. Nosice jako metakryldtové kopolymery (Eu-
dragit®) zajistuji pozvolné uvoliovani 1éCiv a aktivnich latek v GIT. Ve formé acidorezis-
tentnich oballl zajist'uji ochranu zalude¢ni sliznice pfed agresivnimi latkami nebo naopak
chréani senzitivni latky ptfed pisobenim zaludecnich $tav, zajist'uji uvolhovani 1é¢iv v misté
vhodném pro absorpci nebo v oblasti jejich lokdlniho plisobeni pfi onemocnéni urcité ¢asti
GIT. Mikrocastice Eudragit® mohou byt pouzity k dodavani kyseliny askorbové v dolni

Casti stieva a také v jejunu a v ileu. [29,30,31]

Chitosan solution Vitamin C
(1% wiv) solution (1% wiv)

I |
l ————— Homogenizing (8000 rpm, 10 min)

Vitamin C and chitosan mixture

10 mL
1% wiv Tppﬁ s l ----- Homogenizing (8000 rpm, 20 min)
30 mL

I Spray-drying

Inlet temperature 175°C
----- Pump rate 3mL/min
Compressed air flow 10L/min

Vitamin C-encapsulated chitosan microspheres

J

18-May-04

Obr. 2 Proces enkapsulace vitaminu C pomoci chytosanu metodou sprejového suseni
a fotografie mikrokapsle enkapsulovaného vitaminu C porizend elektronovou skenovaci mi-

kroskopii [26]
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Pro zapouzdteni vitaminu C metodou sprejového suseni je mozno pouzit také chitosan, hyd-
rofilni, biokompatibilni a biologicky odbouratelny polysacharid s nizkou toxicitou. Chitosan
Ize zesitovat netoxickym tripolyfosfaitem. Vzniklé mikrokapsle maji sféricky tvar a hladky

povrch pozorovatelny skenovaci elektronovou mikroskopii. [26]

2.2 Koacervace

Tento proces, ktery se obvykle vyznacuje vzajemnou interakci dvou protichiidné nabitych
biopolymerti, vede k fazové separaci a vzniku koacervatové faze kolem tzv. jadrového ma-
teridlu. V prib&hu procesu se vytvari drobné kapky, ty se usazuji nebo spojuji, a nasledné
tak tvofi oddélenou koacervovanou fazi. Kapky koacervatu se pak nasledné hromadi kolem
ptitomnych jader a po ptidani vhodného sit'ovaciho ¢inidla vytvari sténu koacervatu. Biopo-
lymery pouzivané k tomuto ucelu obvykle zahrnuji proteinovou a polysacharidovou mole-
kulu, kdy vyvoj koacervatu mize byt dosazen Upravou naboje proteinu pomoci zmény pH
a/nebo zmény poméru polysacharid/bilkovina. Enkapsulace koacervaci kyseliny askorbové
za pouziti zelatiny a arabské gumy jako enkapsula¢nich ¢inidel vykazuje vysokou ucinnost
zapouzdieni. Kyselina askorbova byla chranéna a byla stabilnéj$i v mikrokapslich nez v roz-
toku, coz naznacuje moznost fizeného uvolilovani za specifickych podminek a maskovani

kyselé chuti kyseliny askorbové. [29,32,33]

2.3 Emulzifikace

Emulze se skldda nejméné ze dvou nemisitelnych kapalin, obvykle oleje a vody. Prvni
z téchto f4zi nazyvame disperznim prostiedim a druhou, v ni rozptylenou, dispergovanou

latkou. Dispergovanou latku potom vétSinou pozorujeme ve forme malych kapicek. [26]

Emulze typu V/O/V, jsou slibné aplikace v potravinaiském primyslu diky lepsi ochrané
aktivnich sloZek a funk¢nosti nez jednoduché emulze V/O. Vysoké koncentrace zapouzdre-
né kyseliny L-askorbové bylo dosaZeno pii pouZiti vhodné vybranych prostredki, véetné
zelatiny ve vnitini vodné fazi a glukozy v obou vodnych fazich. Zejména formulace obsahu-

jici Zelatinu ptispély k vyssi retenci kyseliny L-askorbové. [35]
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[STEP 1 Inner aqueous phase Qil phase

L-Ascorbic acid 10-30% (w/v) Soybean oil containing
MgS0, 1% (wiw) TGCR 5% (wiw)
Gelatin 1% (wiv)

Homogenization

7 000 rpm (5min)
&, =30%

| W/O emulsion || Outer aqueous phase

I I DGM 1% (wiw)
Glucose 10-30% (wiw) + MgSO, 1% (wiw)

STEP 2
Homogenization

5 000 rpm (5min)

+ - oL
b = 30%

| W/O/W emulsion |

Obr. 3 Proces enkapsulace vitaminu C emulsifikaci typu V/O/V. [35]

Monodisperzni emulze typu V/O/V s vysokou koncentraci kyseliny askorbové ve vnitinich
vodnich emulzich byly uspé€sné¢ formulovany homogenizaci a naslednou mikrokanalkovou
emulzifikaci MCE. Usp&$na MCE se dosahuje za vhodnych koncentraci hydrofobniho
emulgatoru piidan¢ho v olejové fazi a hydrofilniho emulgatoru ptfidaného do vnéjsi vodné

faze. [34]

2.4 Zapouzdieni do lipozomi

Lipozomy jsou mikroskopické vacky, které mohou byt uméle ptipraveny jako kulovité no-

si¢e, do nichz je mozné zapouzdfit aktivni molekuly.

2.4.1 Lipozomy

Lipozomy (lipidové vezikuly) jsou syntetické utvary, jejichz sténa je tvofena dvojitou vrst-
vou lipidi, kterd odde€luje vnitini a vnéjsi prostiedi. Lipozomy mohou byt unilamelarni, ma-
jici jednu lipidovou dvojvrstvou membranu o rozmérech 50 az 250 nm nebo vicelamelarni,
majici dvé nebo vice koncentricky uspofadanych dvojvrstev s rozsahem 500 az 5000 nm.
Hlavni vyhodou lipozomi je jejich schopnost zapouzdiovat jak hydrofobni, tak 1 hydrofilni
aktivni latky. Lipofilni latky jsou obecné zachyceny témét vyhradné v lipidovych dvojvrst-
vach lipozomt a protoze jsou slabé rozpustné ve vod¢, problémy, jako je ztrata zachycené-

ho léciva pii skladovani, se vyskytuji jen zfidka. Hydrofilni 1é¢iva mohou byt bud’ zachycena
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uvniti dutin lipozomi nebo umisténa ve vnéjsi vodni fazi. Procento zapouzdieni hydrofilnich
latek lipozomy zavisi na dvouvrstvé kompozici a postupu piipravy lipozomu. Dalsi vyhodou
je, ze vnitini pH je nastavitelné, takze mohou obsahovat slozky, které by jinak za danych
podminek nebyly stabilni. Cetné studie uvadgji Gsp&$né zapouzdieni vitamind A, D, E,

K i za€lenéni ve vodé rozpustnych vitamind. Lipozomy mohou byt pouzivany ke stabilizaci

a dodavani vitaminli pro zvySeni nutri¢ni kvality vyrobki. [36,37,38]

Obr. 4 Obrdzky cerstvé pripravenych lipozomii se zabudovanou kyselinou askorbovou zis-

kanou transmisnim elektronovym mikroskopem. [39]

2.4.1 Metody pripravy

Podminkou ke vzniku lipozomu je rozptyleni lipidii ve vodné fazi. Zplsobem piipravy lze
ovlivnit pocet lamel, velikost lipozomu i mnozstvi enkapsulované latky. Pii ptipravé lipo-
zomové kompozice miize byt pouZito vice nez jeden typ lipidu. Vybér lipida a jejich pomérii
se miZze ménit, aby se dosdhlo poZadovaného stupné tekutosti nebo tuhosti, aby byla kon-
trolovéna stabilita a/nebo aby byla fizena rychlost uvoliiovani zachyceného ¢inidla. Pokud se
pii ptipravé lipozomové kompozice pouZziva vice nez jeden typ lipidu, mélo by se pouzit
vhodné mnoZstvi relativné nenasyceného lipidu (jako je fosfatydylcholin), aby se vytvoftily

stabilni lipozomy. [7,38,39]
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Postup pripravy lipozomii:
a) priprava lipidové a vodné faze
b) hydratace lipidii ve vodném médiu

¢) upravy k dosazeni pozadované velikosti, struktury a stability lipozomi

Techniky pFipravy:
1. Techniky pasivni
e Mechanicka disperze
e Rozpusténi v organickém rozpoustédle
e solubilizace pomoci detergentu

2. Aktivni loading [40]

rrrrrr

lipid-rozpoustédlo, aby se usnadnila rozpustnost lipidu v rozpoustédle. Bézné zptisoby pii-
pravy lipozomt vyzaduji krok homogenizace, sonikace nebo mikrofiuidace. B€éhem homo-
genizace je kompozice vytlacovana komorou homogenizatoru pii vysoké rychlosti, ktera
generuje teplo a vede k zahfivani smési ucinnych latek na vysoké teploty. Mnoho aktivnich
latek, lipid a sloucenin, vCetn¢ vitaminii a dalSich vyzivovych doplikd, jako je vitamin C,
jsou citlivé na oxidaci, ktera se urychluje pii vysokych teplotach. Pfi studeném procesu jsou
lipidy rozpustény ve vodném rozpoustédle nebo v rozpoustédle misitelném s vodou, jako je
vétSina alkoholli. Pokud je rozpoustédlem alkohol, dochézi k vytvofeni malych lipozomi
proveden i pii zvySené teploté (vyssi, nezZ je teplota mistnosti), roztok lipida vSak pied hyd-
rataci vodnym roztokem musi byt ochlazen na pokojovou teplotu. Nékteré provedeni obsa-

huji vodny roztok kyseliny ethylendiamintetraoctovoé (EDTA). [7]

Nevyhodou pfi zapouzdfovani hydrofilnich latek je obvykle velmi nizk4 ucinnost zapouz-
dfeni, protoZe se aktivni latka musi rozpustit v hydrata¢nim médiu, které je pak zapouzdre-
no ve vnitinim vodném kompartmentu lipozomu. Ur¢ité mnozstvi latky tak zlistava v exter-
nim vodném médiu nezapouzdiené. Metody, které vedou ke zlepSeni ucinnosti zapouzdieni

hydrofilnich molekul uvnitf lipozomt jsou: cykly zmrazovani a rozmrazovani, odpatovani
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reverzni fize a dehydratace-rehydratace predem vytvotenych prazdnych vezikul. Opakované
cykly zmrazeni a rozmrazovani vicelameldrnich vezikul zpisobuji naruSeni lipozomalnich
fosfolipidovych dvojvrstev, protoze vytvaii ledové krystaly béhem procesu zmrazeni a do-
chazi tak ke zvyseni poméru vodné rozpusténé latky k lipidu v lipozomech, coz ma za na-
sledek vyssi uc¢innost. Odparovani reverzni faze se sklada z vytvoteni emulze organické faze
(obsahujici lipid) a vodné faze (obsahujici latku) s naslednym odpatrenim organického roz-
poustédla, hydrataci a tvorbou lipozomtl. [41]

Ze vSech zminénych metod ptipravy je jednou z nejjednodussich sonikace, které se fadi mezi
mozna degradace fosfolipidu a latek, které maji byt zapouzdieny, eliminace velkych molekul
a zneCiSténi kovy ze sondy. Disperze jsou vystaveny ptsobeni ultrazvuku bud’ v 1dzni nebo

pomoci vhodné sondy.

a) Sonikace pomoci sondy: Spitka sonikatoru je pifmo vnofend do disperze lipo-
zomil. Spotteba energie pro vstup do disperze lipida je velmi vysokd, coz ma za na-
sledek zahtev disperze v misté vstupu, proto musi byt proces provadén ve studené
vodni ldzni. Béhem ultrazvuku mize byt do 1 hodiny deesterifikovano vice nez 5 %
lipidd.

b) sonikace v lazni: Liposomova disperze je umisténa do sonikatoru. Ovladani tep-
loty lipidové disperze je obvykle jednodussi. Material mize byt chranén pied znecis-

ténim ve sterilni nadob¢, nebo pod inertni atmosférou. [40]

Lipozomové kompozice mohou byt podavany samotné nebo s piimési pomocnych latek,
napiiklad s farmaceuticky nebo fyziologicky pfijatelnymi organickymi nebo anorganickymi
nosi¢i vhodnymi pro orélni, enterdlni nebo parenteralni aplikaci jako je voda, roztoky soli
(Ringertiv roztok), alkoholy, Zelatiny, oleje a sacharidy (laktoza, amyldza nebo $krob) este-
ry mastnych kyselin, hydroxymethylceluléza a polyvinylpyrrolidon. Mohou byt smichany
s pomocnymi Cinidly, jako jsou stabilizatory, smaceci €inidla, emulgatory, soli pro ovlivnéni
osmotického tlaku, pufry, barviva a aromatické latky, které s kompozicemi reaguji neskod-
né. Pripravky lze také kombinovat, pokud je to zaddouci, s jinymi U¢innymi latkami pro sni-

zeni metabolické degradace. [7]
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2.4.2 Mechanismus vstifebavani v organismu

U zivocisnych bunék tvoii dilezitou slozku membran fosfolipidy a cholesterol, ktery snizuje
jejich tekutost a Cini tedy membrany méné propustnymi. Transport malych nepolarnich mo-
lekul pies membranu probihé difuzi, pro velké a nabité molekuly se pouzivaji zvlastni trans-
portni proteiny, pfenos pomoci nich se nazyva aktivni transport. Hlavni interakce lipozomi
s buiikami je bud’ jednoducha adsorpce (specifickymi interakcemi s komponenty na povrchu
buriky, elektrostatickymi silami) nebo endocytdza (napiiklad fagocytujicimi buiikami retiku-
loendotelového systému). Fize s membranou plazmatickych bunc¢k zapojenim lipidové
dvojvrstvy lipozomu do plazmatické membrany, se souasnym uvoliiovanim lipozomalniho
obsahu do cytoplazmy, je velmi vzacna. Ctvrta moznd interakce je napiiklad vyména dvou-
vrstvych slozek cholesterolu, lipidii a membranou navazanych molekul se sloZzkami bunéc-
nych membran. Casto je t&7ké uréit, jak funguje mechanismus a muzZe jich probihat vice

ve stejnou dobu. [40,42]

Lipozomy jsou obecné nestabilni v krevni plazmé, coz vede ke kratkému polocasu
v krevnim ob&hu. Lipozomalni formulace se setkavaji s mnoha problémy jako je toxicita
a rychlé vychytadvani z ob¢hu. Vychodiskem miize byt uprava vlastnosti lipidové membrany.
Jeden z pokust se zaméfil na manipulaci s cholesterolem. Pfidani cholesterolu k béznym
formulacim snizuje rychlé uvolovani zapouzdiené bioaktivni slouCeniny do plazmy, ¢imz
zvySuje jejich stabilitu. Nevyhodou je vSak jeho mozné a prokazané spojeni
s ateroskler6zou. Nékteré studie uvadi, ze pouziti kyseliny stearové mize byt vhodnou al-

ternativou. [37,56]

Intraven6zni podavani vitaminu C snizuje oxidacni stres. Peroralni podavani vitaminu C je
typicky méné ucinné nez intravenodzni, ¢astecné diky nizsi biologické dostupnosti. Dle pro-
vedené placebem kontrolované studie bylo prokdzano, Ze oralni podani 4 g vitaminu C za-
pouzdieného v lipozomech produkuje cirkulujici vitamin C v koncentraci, ktera je vétsi nez

pii nezapouzdieném oralnim podani, ale mensi nez pfi intravendznim. [43]

2.4.3 Zmény pri skladovani
Jednim z nejobtiznéjSich problémd, které v soucasné dobé omezuje vyuZiti lipozomi v ko-
merc¢nich potravinach a néapojich, je jejich Spatna fyzikalni a chemicka stabilita. V disledku

toho se mohou vlastnosti lipozomi meénit béhem skladovani a pfepravy. Lipozomy maji
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jinou hustotu nez obklopujici vodna faze a jsou proto nachylné ke gravitacni separaci, pii-
¢emz rychlost oddélovani se zvySuje s rostouci velikosti ¢astic. Rychlost separace zavisi
také na struktufe lipozomut. Pii zméné¢ okolnich podminek jako je pH, iontova sila, teplota
nebo kvalita rozpoustédel, mohou lipozomy podléhat flokulaci nebo fizi. Lipozomy maji
typicky negativni naboj, a proto jsou castecné stabilizovany proti agregaci elektrostatickym
odporem. Vsechny faktory, které snizuji elektrostatické interakce, mohou podporovat ag-
regaci lipozomu. Fyzikalni stabilita lipozomii u tohoto typu agregace mize byt n¢kdy zlep-
Sena jejich potahovanim biopolymery za zvySeni elektrostatické stability (napt. kationtového
chitosanu). Zahtivani roztoku lipozomi mize rovnéz podporovat agregaci nebo vést k tni-
ku jakychkoli enkapsulovanych bioaktivnich slozek v dusledku zmén propustnosti membra-

ny a struktury. [7,39,44]

2.5 Systém lipozom — polymer

Systém lipozom-polymer byl vyvinut tak, aby integroval vyhody a soucasné se vyhnul nevy-
hoddm obou systému na bazi lipozomii a polymerti. Lipozomy jsou nestabilni a rychle vy-
chytavany z krevniho ob¢hu. Jsou vSak vice biokompatibilni nez systémy zalozené na bazi
polymeru. Na druhé strané je znamo, ze systémy zalozené na bazi polymeru jsou stabilng;si
a mohou poskytnout fizené¢ uvoliovani. Jejich hlavni nevyhodou je vSak Spatna biologicka
kompatibilita, ktera je spojena se ztratou aktivni latky béhem vyrobniho procesu (zahiiva-
nim, sonikaci nebo vystaveni organickym rozpoustédlim). Vyhody kompozitniho systému
tak zahrnuji zlepSeni stability lipozomi, schopnost lipozomu fidit uvoliiovani 1é¢iva po delsi

dobu a zachovani bioaktivity latek. [37,45]

2.5.1 Vyuzitelné polymery

Rizné polymery byly pro aplikaci zkoumany na zaklad¢ jejich zakladnich vlastnosti, jako je
biologickéd odbouratelnost, biologicka kompatibilita, ptipadné toxicita. Pfirozené a syntetic-
ké biologicky odbouratelné polymerni systémy jako chitosan, kolagen, Zelatina, fibrin, algi-
nat, dextran a polyvinylalkohol, mohou byt vyuzity, protoZe spliuji vétSinu vyse uvedenych
pozadavka. [37]
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2.5.1.1 Polysacharidy

Polysacharidy ziskavané z ptirodnich zdroji mohou byt podrobeny Sirokému rozsahu che-
mickych a enzymatickych reakci, jsou biokompatibilni a biologicky odbouratelné a maji pti-
rozené nizkou imunogenicitu, coz z nich déla idedlni latky pro zapouzdfovani. Jsou schopny
uvolnit se ve vhodném case a misté ucinku. Piiklady polysacharidi rostlinného pivodu za-
hrnuji Skroby, celulozu, hemiceluldézu, hyaluronové kyseliny, alginaty a gumu guar. Polysa-
charidy, které pochéazeji ze zvitat, jsou chitin a chondroitin sulfat. Tyto pfirodni biologicky
rozlozitelné polymery se pouZivaji jako pojidla v tabletach a jako latky zlepSujici viskozitu
v kapalinach nebo emulzich. Rychlost uvoliovani latky pak zéavisi na zesitovani polymeru,

hustsi sitovani poskytuje pomalejsi uvolnéni latky. [46]

2.5.2 Lipozomalni systém Stealth (dlouhodobé cirkulujici)

Ackoli maji lipozomy podobné sloZeni jako biomembrany, pro organismus piedstavuji cizi
predméty. Proto jsou lipozomy rozpoznany mononuklearnim fagocytovym systémem
po kontaktu s plazmatickymi bilkovinami a nasledné odstranény z krevniho ob¢hu. Stealth
systém byl vyvinut tak, aby piekonal vétSinu problémi, jako je praveé neschopnost vyhnout
se zachyceni imunitnim systémem, toxicita zpilisobend nabitymi lipozomy, a slaba stericka
stabilita. Strategie byla dosazena jednoduse modifikaci povrchu membrany liposomii hydro-
filnimi polymernimi konjugaty, které mohou byt pfirodni nebo syntetické. Patii sem: polye-
thylenglykol (PEG), chitosan, a polyvinylalkohol (PVA). Pfestoze vétSina hydrofilnich po-
lymert spliiuje vySe uvedena kritéria, PEG zlstdva nejrozsifenéjSim pouzivanym polyme-
rem. Je specificky pouZivan ke zvySeni hydrofilnosti povrchu liposomi prostfednictvim zesi-

téného lipidu. [37,40]

2.5.3 Lipozomalni systém zaloZeny na zacileni ,,targeted*

Ve své struktufe obsahuji antigeny, protilatky, enzymy, proteiny, glykoproteiny, sacharidy
nebo receptory pro afinitni reakci. Afinitni reakce nastane pii kontaktu s cilovou oblasti,
dojde k akumulaci liposomil a postupnému uvolnéni transportované aktivni latky. Peptidy,
proteiny a protilatky byly nejvice zkoumany jako latky pro fizeni lipozomil na mista ptisobe-
ni diky strukturdm molekuly, které jsou v podstaté slozeny ze znamych aminokyselinovych
sekvenci. Jsou také zaznamenany pokusy generovat konjugaty s dvojitym ligandem zaméte-

né na cileni vice typl receptorti bunécného povrchu. [37]
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Obr. 5 Stealth lipozom, Targeted lipozom [37]

2.6 Druhy lipozomii nové generace

Tento typ by vyvinut pro zlepseni pfenosu bioaktivnich molekul do cytoplazmy pomoci en-
dosomu. Zahrnuji virozomy a stimulacni lipozomy, které jsou citlivé na podnéty, vyskytujici
se v zavislosti na faktorech vnéjsiho prostiedi a vyvolavajici dodavku aktivnich latek, bilko-
vin a gend. Stimula¢ni Cinidla zahrnuji pH, svétlo, magnetismus, teplotu a ultrazvukové vl-
ny. Velkd pozornost je vénovana predevsim lipozomiim, které jsou citlivé na pH a funguji
na principu neutralizace povrchového ndboje membrany. Pfi neutralizaci dochazi ke ztraté
naboje fosfolipidli, coz vede ke kolapsu celé membrany. Uplatnuji se predevsim v ptipadech,
kdy pfi velkém mnozstvi patologickych procesi buiiky (napf.nadory, zanéty) dochazi
v postizené oblasti ke sniZzeni pH. Tato zména je vétSinou pomérné mala (okolo 0,4 az 0,8
jednotek), byly vSak navrZeny i lipozomy, které jsou schopny reagovat i na takto nepatrny

rozdil.

Charged lipozomy obsahuji kladné nabité fosfolipidy, které reaguji s opacné nabitymi mak-
romolekulami (DNA, RNA a proteiny) za vzniku kovalentnich vazeb. Pfenos velké anionto-
vé bioaktivni DNA pfes buniku je velmi obtizny, jelikoZ DNA je snadno degradovana cirku-
lujicimi a intracelularnimi deoxyribonukledzami a navzdory tomu musi byt dodavana nepo-
rusend pies buiiku a nukledrni membrany az do jadra. Lipozomy jsou piipraveny z fosfolipi-
di s aminovou hydrofilni hlavovou skupinou. Aminy mohou byt bud’ kvartérni amoniové,

terciarni, sekundarni nebo primarni a lipozomy pfipravené timto zpiisobem se béZné¢ oznacu-


https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Povrchov%C3%BD_n%C3%A1boj_membr%C3%A1ny&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/N%C3%A1dory
https://www.wikiskripta.eu/w/Z%C3%A1n%C4%9Bt
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ji jako kationtové lipozomy, protoze maji pii fyziologickém pH kladny povrchovy néaboj.
Pro moznost piepravy DNA jsou hojné¢ vyuzivany v genovém inzenyrstvi, rovnéz maji po-
tencial pro 1é¢bu rakoviny, srpkovité anémie, cystické fibrozy, hemofilie a jinych genetic-

kych onemocnéni. [37]
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3 STABILITA LIPOZOMALNICH SOUSTAV

Stabilitu lipozomu Ize posuzovat z hlediska fyzikalniho, chemického, a biologického a ko-
loidniho.

3.1 Biologicka stabilita lipozomii

Biologicka stabilita zavisi na ptitomnosti latek schopnych reagovat s lipozomy pfi jejich
aplikaci. Velmi diilezity je zpiisob aplikace do organismu. Je nutné predchazet vhodnymi
prostiedky bakteridlni kontaminaci, nebot’ lipozomalni disperze je vhodnym prosttedim pro

rist mikroorganismu. [62]

3.2 Chemicka stabilita lipozomii

Chemicka stabilita je urCena povahou latky a prostiedi, ve kterém se vyskytuje. Lipidy, stej-
n¢ jako vétSina biomolekul, mohou degradovat oxida¢nimi nebo hydrolytickymi procesy.
Tyto procesy Ize zmirnit nebo jim zcela zabranit dodrzenim urcitych pravidel a podminek pii
tvorbé a skladovani lipozomalnich disperzi (napt. vhodna teplota, pH, pouziti ¢istych suro-
vin a rozpoustédel). Oxidaci jsou vystaveny predevsim hydrofobni fetézce polynenasyce-
nych mastnych kyselin. Nasycené mastné kyseliny mohou byt oxidovany zejména pfi vyso-
kych teplotach. Nasobné vazby jsou cilovym mistem kyslikovych radikala, dochazi k jejich
Stépeni, piipadné k tvorbé cyklickych peroxidl, pokud se setkaji se dvéma sousedicimi
dvojnymi vazbami. Proces oxidace je zvySovan pii expozici svétlu ¢i stopovému mnozstvi
kontaminace kovovymi ionty. Oxidaci Ize tedy ¢aste¢né¢ zabranit omezenim ptisobeni svétla
a kysliku, pouzivanim ¢istych chemikalii a skladovanim za nizké teploty. Pti hydrolyze do-
chdzi k odstépovani molekul reakei s vodou a v molekule fosfolipidii k ni nejcastéji dochazi
v misté esterovych vazeb. Pti reakci vznikaji lysofosfolipidy, kdy dochazi k odstépeni mast-
nych kyselin z hlavni fosfolipidové kostry. Lysofosfolipidy mohou byt dale hydrolyzovany

az na glycerofosfat. Hydrolyza je ovliviiovana zejména faktory jako je teplota a pH. [62,64]

3.3 Fyzikalni stabilita lipozomii

Fyzikalni stabilitu lze chapat jako schopnost, kdy se systém brani procesim vedoucich
ke zménam struktury, rozdéleni ¢astic dle velikosti nebo stupné disperzity. Je dana slozenim

fosfolipidt, velikosti Castic, zeta potencidlem a jinymi faktory a parametry, které ovliviiuji
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interakce lipozomil mezi sebou, s disperznim prosttedim, bunikami, slozkami krevni plazmy
a extracelularnimi strukturami. Vyssi stability je mozné dosdhnout inkorporaci riznych latek
do membrany (napft. cholesterol). Tato stabilita mtize byt ovliviiovana mnoha faktory jako
skupenstvi a slozeni disperzniho prostiedi i disperzniho podilu, nebo koncentraci disperz-
nich castic. Kineticka stabilita je definovana jako stalost soustavy zachovavajici si rozdéleni
koncentrace Castic v gravitacnim poli, agregétni stabilitou se rozumi schopnost systému
zachovavat svilij stupen disperzity. Disperzni soustavy zanikaji pii agregaci disperznich Cas-
tic, kdy dochazi ke shlukovéni Castic ve vétsi celky. Kdyz se k sobé Castice vykonavajici
neustaly tepelny pohyb ptiblizi na dostatecné malou vzdalenost, spoji se v misté¢ dotyku vli-
vem piitazlivych sil. K vytvofenym dvojicim se pfipojuji dalsi ¢astice, az celek ziska potieb-
nou hmotnost, sedimentuje a vznikne dvoufazova soustava. Proces agregace mtize byt ome-

zen vytvofenim ochranné vrstvy na povrchu disperznich ¢astic. [62,63,64]

3.4 Koloidni stabilita lipozomi

Jednou z nejdtlezitéjsich vlastnosti lipozomalnich disperzi je koloidni stabilita. Tato stabilita
je dana interakcemi mezi ¢asticemi, které na sebe plsobi pfitazlivymi 1 odpudivymi silami.
Pokud rostou odpudivé sily mezi Casticemi, stabilita se zvySuje. Existuji dva hlavni zptisoby

stabilizace koloidni disperze. [64]

3.4.1 Stericka stabilizace

Stericka, nékdy zvana polymerova stabilizace je na slozeni vzorku relativné nezévisla a je
stejné u¢innd v poladrnim i nepolarnim prostfedi. Tuto stabilitu zajiStuji latky rozpustné
v disperznim prostiedi, které jsou zaroven schopné dostatecné velké adsorpce na povrchu
lyofobnich ¢astic. Pro sterickou stabilizaci se pouZzivaji povrchové aktivni latky tvofici aso-

ciativni koloidy a n¢které makromolekuly.

Stericky chranéné lipozomy jsou stabilni v biologickém prosttedi, nekoaguluji a ziskavaji
lyofilni povrch. Na svém povrchu mivaji ¢asto navdzané inertni hydrofilni polymery napt.
PEG (polyethylenglykol). Pokud jsou tyto lipozomy pouzity pro lé¢iva, mohou dlouhodobé
cirkulovat v krevnim obéhu. [63,64]
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3.4.2 Elektrostaticka stabilizace

Elektrostaticka stabilizace vyuziva faktu, ze hustota povrchového néboje ¢astic je dost velka
na to, aby odpudivé elektrostatické sily prevazily nad van der Waalsovymi. Stabilizaci zajis-
tuje dvojvrstva tvorici se okolo Castic, jejichz povrch byva elektricky nabity a pritahuje ion-
ty opaéného znaménka. Castice se navenek jevi jako elektricky nabita, protoZe na ni pi po-
hybu ulpiva ¢ast protiiontli difizni vnéjsi vrstvy. VSechny ¢astice téze latky ve stejném dis-
perznim prostiedi maji naboj stejného znaménka. Pfi srdZce Castic se tak mohou uplatnit
odpudive elektrostatické sily, Castice se od sebe opét oddali a diky tomu nedojde k jejich
spojeni. Elektrostaticka stabilita disperzi zavisi na mnoha faktorech. Jeden z nejdulezitéjSich
je pritomnost elektrolytd, jez ovliviiuji iontovou silu a tloustku dvojvrstvy. Diky vétSimu
pridavku elektrolyti mize byt elektricka dvojvrstva stlacena az na pohybové rozhrani, kdy
se Castice pi1 pohybu vici kapalingé za¢nou jevit jako elektricky neutralni a bude dochazet

ke koagulaci. [63,64]

Molekularni interakce mezi zapouzdienou latkou a lipidovou dvojvrstvou hraje dualezitou
roli pifi tvorbé a stabilité¢ lipozoml pii zapouzdiovani. Elektrostatické interakce jsou ob-
zvlast zajimavym pristupem ke zvySeni enkapsulace hydrofilnich I€kii pouZzitim negativné

nebo pozitivné nabitych lipidd k interakci s latkami s opacnym nabojem. [41]

Stericka stabilizace je vyhodnéjsi nez elektrostatickd v mnoha ohledech. Stabilita disperzi
zajistovana pouze elektrickou dvojvrstvou miize byt snadno naruSena i drobnymi zménami
ve slozeni disperzniho prostiedi. Stericky stabilizované disperze jsou k témto zménam, pie-
devsim k pfitomnosti ¢i mnozstvi elektrolytu, pomérné necitlivé, protoze fetézce neiono-
gennich fetézcii se s koncentraci elektrolytu méni jen velmi mélo. Sterickd stabilizace je
ucinnd ve vodném i organickém prosttedi, pfi riznych koncentracich disperzniho podilu.

[65]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem této préce je ptiprava koloidnich disperzi lecitinu s vitaminem C takovym zptisobem,
ktery umozni zapouzdieni vitaminu C ve formé lipozomalnich micel. DalSim cilem je prove-
deni fyzikalné-chemické charakterizace micelarnich disperzi ve smyslu urceni velikosti ¢astic
dispergované faze a jejiho elektrokinetického néboje. Dale budou sledovany zmény téchto
fyzikalnich charakteristik v zavislosti na dob¢ tepelné zatéze s cilem urceni jejich stability

pii zvysenych teplotach skladovani.

Budou pouzity nasledujici metody fyzikalné-chemické charakterizace ptipravenych disperz-

nich systémui:

e Meéfeni reologickych vlastnosti pomoci rotaéniho viskozimetru v konfiguraci va-

lec-vélec.
e Urceni elektrokinetického zeta potencialu dispergovanych micel.
e Urceni velikosti ¢astic dispergovanych micel metodou rozptylu svétla.
e Termické analyza TG DSC lipozomalnich disperzi

e Dle mozZnosti spolupracujiciho pracovist¢ UP Olomouc bude provedena analyza

TEM.

e Ziskan¢ vysledky experimentalnich méfeni budou podrobeny analyze statistické

vyznamnosti jednotlivych dat metodou ANOVA.
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5 MATERIAL A METODY

V ramci této prace bylo vytvoieno a zkoumano 5 riznych vzorkl lipozomalni disperze ob-
sahujicich v rizném poméru vysokomolekularni derivat karboxymethylcelulozy a s6jovy
lecitin jako vhodné médium pro zapouzdieni vitaminu C. VSech pét vzorkl jiz obsahovalo
optimalni koncentraci pro tvorbu micel lipozomi a rozdily mezi nimi se vztahovaly pouze
k ptidavku roztoku 2 hm. % CMC. Vzniklé lipozomalni disperze byly nasledné podrobeny
plsobeni teplot 25 °C, 40 °C, 50 °C a 60 °C po riznou dobu (20 hod a 60 hod) s cilem cha-
rakterizace jejich teplotni stability. Tyto podminky byly voleny tak, aby simulovaly sklado-

vani ptipravku za zvySenych teplot.

Oznaceni vzorkl se skldda ze 2 parametri: obsahu 2 hm. % CMC a teploty skladovani.

Podle ptidavku roztoku 2 hm. % CMC jsou vzorky oznaceny ¢islem od 1 do 5, viz Tab. 2.

Teplota skladovani je oznacena pismeny:

A=25°C,
B =40 °C,
C=50°C
D =60 °C.

Vzorek 1A tedy oznacuje lipozomalni disperzi s pfidavkem 1 ml roztoku 2 hm. % CMC
skladovany pfi teploté 25 °C.

Doba skladovani byla 20 hod (u disperzi skladovanych piti 50 a 60 °C) nebo 60 hod (u dis-
perze skladované pii 40 °C) pti dané konstantni teploté. Doba skladovani disperze pti poko-

jové teploté (25 °C) nebyla sledovana.

Tab. 2 SlozZeni jednotlivych vzorkii v ml.

Objem [ml] Vzorek1 | Vzorek2 | Vzorek3 | Vzorek4 | Vzorek 5
Lecitin + askorbat 9 9 9 9 9
CMC 2 hm. % 1 2 2,5 3 4,5
voda 4 3 2,5 2 0,5
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5.1 Materialy

Jako vhodny materidl pro zapouzdifeni byl zvolen praskovy sojovy lecitin a karboxymethyl-
celuléza. Ob¢ latky byly rozpusStény a homogenizovany v purifikované vodé. Aktivni za-

pouzdienou latkou byla kyselina askorbova.

5.1.1 Sdjovy lecitin

Lipidy pro pouZiti pii ptipravé lipozomové kompozice zahrnuji lipidy vytvarejici micely se
dvéma uhlovodikovymi fetézci a polarni hlavou. Do této tfidy patii fosfolipidy. Fosfolipidy
pouzivané v potravinaiskych aplikacich jsou typicky oznacovany jako lecitiny a ve skutec-
nosti obsahuji komplexni smés rtiznych fosfolipidi (jako je fosfatidylcholin, fosfotidyletha-
nolamin a fosfatidylinositol) a jiné lipidy (jako jsou triglyceridy, glykolipidy nebo steroly).
Fosfolipidy se sklddaji ze dvou nepolarnich mastnych kyselin esterifikovanych na glycerolo-
vy skelet, ktery ma polarni fosfatovou skupinu s hydrofilnim zbytkem pfipojenym napf.
Cholinem, inositolem, ethanolaminem nebo serinem. Dva uhlovodikové fetézce zde obsahuji
typicky mezi 14-22 uhliky a rtizny pocet nenasycenych vazeb. Pro enkapsulaci je vyhodny
relativné nenasyceny fosfolipid s jednou, dvéma nebo tiemi dvojnymi vazbami v uhlovodi-
kovém fetézci. Zvlasté vyhodny je fosfatidylcholin, ktery obsahuje cholin jako hlavni skupi-
nu a kombinuje kyselinu glycerofosfore¢nou s dvéma mastnymi kyselinami, je hlavni sloz-
kou biologickych membran a mize byt extrahovan ze zdroji, jako je vajecny zloutek nebo
sojové boby. Lecitiny pouzivané v potravinaiském prumyslu jsou ziskavany také z miéka,

slunecnice, ryze nebo fepky. [7,47]

5.1.2 Polysacharidy na bazi celulézy

Tyto piirodni polysacharidy maji ekonomické vyhody oproti syntetickym prot&jskim. Spat-
na rozpustnost polysacharidii ve vod¢é vyznamné omezuje jejich aplikace. Takova omezeni
Ize ptekonat riznymi modifikacemi. Karboxymethylceluléza (CMC) je polosynteticky deri-
vat celuldozy majici karboxymethylové skupiny (-CH2-COONa). Tyto karboxymethylové
skupiny jsou navazany na n€které z hydroxylovych skupin na celuléze. CMC je ve vodé
rozpustna a ma rozsahlé uplatnéni ve farmaceutickém a potravinarském pramyslu diky hy-
poalergenni povaze, viskozité a netoxicité. Je to slibny material pro farmaceutické aplikace
diky vynikajicim vlastnostem, jako je rozpustnost, bezpecnost a vybornd chemicka stabilita.

Navic je biokompatibilni a biologicky odbouratelnd. Karboxylové kyseliny pfitomné v CMC
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v disperzich stabilizuji vytvofené nanocastice. Karboxymethylceluldza je aniontovy polysa-
charid, jeho vyroba zahrnuje zpracovani celulézy vodnym hydroxidem sodnym a néslednou
reakci s kyselinou chloroctovou. Je rozpustny ve vod¢ a jeho roztoky vykazuji ne-

Newtonské, pseudoplastické chovani. [48,49]

5.1.3 Hydrogenuhli¢itan draselny

Hydrogenuhli¢itan draselny (KHCO;) je draselna sil kyseliny uhli¢ité, je bezbarvy, bez za-
pachu a mirn€ zasadity, pfi reakci s kyselinou askorbovou vznika za silné¢ endotermni reakce

askorbat draselny.

5.2 Priprava vzorku

1. Rozpusténi Lecitinu ve vodé v definovaném koncentraénim poméru a me-

chanick4 homogenizace s cilem dosazeni hladké smési disperze.

2. Vytvoieni roztoku askorbatu draselného smichanim kyseliny askorbové
s hydrogenuhli¢itanem sodnym a vodou. Po prob&hnuti siln¢ endotermni re-

akce smés vlozena do ultrazvukové 1azn¢€ k homogenizaci.

3. Vzijemné smichani vzniklych smési z predchozich krokii a nasledné pone-

chani ptisobeni ultrazvuku.
4. Ptiprava vodného roztoku karboxymethylceluldzy.

5. Priprava 5 rtznych vzorka disperzi obsahujicich v rizném poméru smés leci-

tinu s askorbatem sodnym, roztok 2 hm.% CMC a vody.

6. Termostatovani vzorki pti definovanych teplotach po dobu 20 nebo 60 hod.


https://cs.wikipedia.org/wiki/Drasl%C3%ADk
https://cs.wikipedia.org/wiki/Vod%C3%ADk
https://cs.wikipedia.org/wiki/Uhl%C3%ADk
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kysl%C3%ADk
https://cs.wikipedia.org/wiki/Hydrogensoli
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_uhli%C4%8Dit%C3%A1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Z%C3%A1sady_(chemie)
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Obr. 6 Priprava vzorkii

5.3 Metody fyzikalné-chemické analyzy

5.3.1 Ur¢eni velikosti ¢astic lipozomt metodou rozptylu svétla.

Rozptyl zatfeni se vyskytuje u soustav s riznymi indexy lomu disperzni faze a disperzniho
prostitedi, v koloidnich disperzich se projevuje jemnym zékalem, opalescenci, jejiz pti¢inou
jsou srovnatelné nebo mensi rozméry disperznich castic s vinovou délkou svételnych paprs-
kt. Rozptyl zafeni vznika jak odrazem a lomem svétla na Casticich, tak i ohybem svétla,
roste s rostouci velikosti koloidnich castic a s klesajici vinovou délkou. Z méteni lze tedy
zjistit informace o velikosti a koncentraci disperznich castic. Pokud se nahradi klasicky
zdroj svétla laserem, dojde v nekterych smérech k vzdjemnému ovliviiovani rozptyleného
zafeni, jeZ ma za nasledek zesileni intenzity zafeni. Jde o tzv. dynamicky rozptyl svétla. Za-
kladem této neinvazivni techniky je méfeni zmény intenzity rozptylené¢ho svétla z laserového
zdroje okolo jeji primérné hodnoty, které souvisi s interferenénim zeslabovanim a zesilova-
nim svétla rozptyleného na pohyblivych €asticich disperzni faze, podléhajicich Brownovu
pohybu. Rychlost téchto zmén je piimo zavisla na pohybu ¢astic, jelikoz ¢im rychleji se ¢as-
tice pohybuji, tim rychleji se intenzita rozptyleného svétla méni. Metodu lze vyuZzit pfi cha-

rakterizaci emulzi, micel, lipozomd, latexti a pigmentt. [50,51]

5.3.1.1 Poudity pFistroj a parametry méieni

Efektivni priimér lipozomalnich ¢astic byl hodnocen dynamickym rozptylem svétla pomoci
ptistroje Zeta Plus, Brookhaven Instruments, USA. M¢teni byla provedena pii 25 °C s in-

dexem lomu 1,330, vlnovou délkou 658 nm a detekénim uhlem 90°. Vzorky lipozomalni
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disperze byly zfedény v poméru 1:10 redestilovanou vodou. Méfeni byla provedena 4krat

pro kazdy vzorek.

5.3.2 Ur¢eni elektrokinetického Zeta potencialu ({-potencial)

Kazda castice rozptylena v disperzi je na svém povrchu obalena elektrickou dvojvrstvou,
kde vnitini oblast, zndma jako Sternova vrstva, obsahuje ionty siln¢ vazané a vnéjsi vrstva
obsahuje ionty vazané slabé&ji. Uvnitt vnéjSi vrstvy existuje pomyslnd hranice oznacovana
Casto jako rovina skluzu, v niz ¢astice s ionty tvofi stabilni jednotku. Tonty uvnitf této hrani-
ce se pohybuji s ¢astici, ionty za touto hranici nikoli. Potencidl na této linii (pomyslné hrani-
ci), se nazyva Zeta potencial a jeho velikost udava stabilitu koloidniho systému. Znaménko
zeta potencialu je opacné nez znaménko iontii vnéjsi vrstvy elektrické dvojvrstvy. Obecné
plati, Ze systém, kde je naméfen zeta potencidl vyssi neZ +30 mV, nebo niz8i nez -30 mV, se
povazuje za stabilni. Hlavnim faktorem ovliviiujicim hodnotu potencidlu je pH. V bodé,
kde kiivka prochazi nulovym zeta potencidlem, se nachézi izoelektricky bod, coZ je oblast,

kde je koloidni systém nejméné stabilni. [52]

5.3.2.1 PouZity p¥istroj a parametry méieni

Zeta potencial byl méfen pomoci pfistroje Zeta Plus, Brookhaven Instruments, USA. Jed-
notlivé vzorky byly nafedény v poméru 1:10 s redestilovanou vodou. PH métfenych vzorkt
bylo 5. Teplota byla udrzovana konstantni pti 25 °C. M¢teni byla pfevedena na hodnoty
zeta potencidlu aplikaci matematického modelu Smoluchowski a jsou uvadény jako pramér
peti cykld opakovani, z nichz kazdy byl pétkrat méfen. Zeta potencial se méii elektroforé-

zou v kapilarni kyvete.

5.3.3 Termicka analyza TG DSC disperzi

Termické metody obecné jsou zaloZeny na sledovani G€inkd dodavaného nebo odebiraného
tepla na vlastnosti vzork. Princip metody diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) spociva
v udrzeni stejné teploty studovaného i srovndvaciho vzorku, které jsou zahtivany soucasné
vedle sebe, cehoZ se dosahuje bud’ dodanim energie do vzorku (pokud v ném probiha endo-

termni dé&j) nebo do referencni latky (ve vzorku probihd exotermni dgj).
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DSC s tepelnym tokem se sklada z:
e métici hlavy s drzakem pro vzorek a srovnavaci latku,
® pece,
e termostatu,
e zdroje plynt a zdroje napéti,
e regulatoru teploty a zdznamového zatizeni-pocitace.

Pro metodu DSC je moZné pouzit vzorky velmi malych hmotnosti (1 az 100 mg), vkladaji
se do keramickych nebo kovovych misek, aby se docililo dokonalého kontaktu s topnym
téliskem a teplotnimi €idly. Oba vzorky, referenéni 1 méteny, jsou umistény zvIast’ na samo-
statnych teplotnich ¢idlech ve spole¢né kalorimetrické cele spojeny tepelnym mostem.
Pti zménach teploty v méfeném vzorku zpisobené endotermnimi nebo exotermnimi déji je
rozdil teplot zaznamenan jako tepelny tok od/do vzorku a je povazovan za umérny rozdilu

teplot. [53]

5.3.3.1 PouZity p¥istroj a parametry méieni

Diferenciacni skenovaci kalorimetrie byla provedena pomoci pfistroje DSC 1 (Mettler —
Toledo, Svycarsko) pii rychlosti zdhfevu 10 °C za minutu. Tepelné chovani bylo zkouméno
zahtivanim/chlazenim vzork v hlinikovych panvickach o objemu 40 pl, v teplotnim rozmezi
-40 az 210 ° C a 25 az -50 °C. Navazka vzorku se ohybovala kolem 16 az 17 mg. Pouzité

vzorky pro analyzu byly vzorky disperze skladované pii 25 °C.

5.3.4 Meéreni reologickych vlastnosti

Reologické chovani tekutin hraje vyznamnou roli v fad¢ technologickych operaci. Znalost
zakladnich reologickych veli€in, viskozity, meze toku a modulii pruznosti je potiebné nejen
k charakterizovani surovin ale i k feSeni mnoha technologickych operaci. Matematickym
vyjadienim tokovych vlastnosti kapalin jsou reologické stavové rovnice, které zpravidla
vyjadiuji vztah mezi deformaénim smykovym (te¢nym, vazkym) napétim t a deformaci ka-

paliny. Jejich grafickou podobou jsou tokové kiivky. [54]
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5.3.4.1 Pouiity pFistroj a parametry méieni

Viskozimetr Haake, Viscotester 6LL/R, ktery byl v nasem ptipad€ pouzit, ma stupné rychlos-
ti v rozsahu od 0,3 do 200 otacek za minutu. K méfeni je mozno pouzit ¢tyfi riizné méticimi
vietena (L1 az L4), ktera jsou volena podle hustoty métené latky. V nasem ptipadé probiha-
lo méfeni v konfiguraci valec-valec. Pouzita vietena i stupné otacek byly voleny podle moz-
nosti detekce. Rotacni viskozimetr pracuje na principu méteni sily, nutné k otaceni rotacni-
ho télesa ve tvaru valce ponotfené¢ho do kapaliny. Téleso je piipevnéno k hiideli otacejici se
definovanou rychlosti. U ne-Newtonskych kapalin lze viskozitni charakteristiku popsat po-

moci tokové kiivky, nebo s pomoci tzv. relativni viskozity.

5.3.5 Analyza TEM

Transmisni elektronové mikroskopy nachazeji vyuziti pii pozorovani a analyze vnitini struk-
tury vzorku, kdy umoziuji zobrazit mikrostrukturu uvnitt materialu v métitku od nékolika
mikronll az po atomové rozliSeni. Pomoci elektronové difrakce dokézi urcit symetrii krysta-
lové miize a pokud je mikroskop vybaven piislusSnymi spektrometry, provést lokaIni analyzu
chemického slozeni. Vzorek musi byt analyzovan v dostatecné tenké vrstvé (10-500 nm),
aby elektrony nebyly vzorkem zcela pohlceny. Elektrony jsou emitovany bud’ Zhavou

wolframovou katodou, nebo autoemisni tryskou. [55]

5.3.5.1 Poudity p¥istroj a parametry méreni

Analyza TEM probéhla ve spolupraci s pracovistém UP Olomouc. Kazdy vzorek byl ziedén
ve zkumavce destilovanou vodou a ponechan 20-30 minut v ultrazvuku k homogenizaci.
Suspenze pak byla nakapana na médénou miizku potazenou uhlikovym filmem a vysuSena
na vzduchu. TEM analyza byla provadéna na pftistroji JEOL JEM 2100 pii akceleracnim
napéti 200 kV.
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6 VYSLEDKY

6.1 Polomér cCastic
Megfeni velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla bylo provedeno 4krat pro kaz-
dy z péti vzorku skladovanych pfi Ctyfech riznych teplotach. Vysledky byly statisticky
zpracovany a vyhodnoceny metodou ANOVA.
Velikost cCastic byla stanovena dynamickym rozptylem svétla (Zeta Plus, Brookhaven In-

struments, USA) po ziredéni v poméru 1:10 redestilovanou vodou. Bylo provedeno 4 méte-

ni pro kazdy z 5 vzorkd lipozomalni disperze.

Tab. 3 Prumérna velikost castic — priumeér d [nm].

d [nm] 1 2 3 4 5
A (25 °C) 330 =30 300 + 30 340 = 40 290 = 10 320 + 30
B (40 °C) 400 + 60 480 % 50 520 + 40 580 = 100 600 = 100
C (50 °C) 460 + 20 710 = 50 940+ 120 | 1540+ 100 | 2580 = 1040
D (60 °C) 610 =110 740+ 180 | 1370680 | 1510+130 | 2210+ 1180

Vzorky lipozomalni disperze uchovavany pii pokojové teploté (vzorky A) mély primeérnou
velikost ¢astic d = (310 = 30) nm (d je pramér Castic) a oproti disperzim skladovanym
pii vyssich teplotach se primérna velikost Castic s vy$sSim obsahem CMC ve vzorku nezvy-
Sovala. Naproti tomu vzorky skladované pii teplotach 40, 50 a 60 °C vykazovaly vyssi
primérnou velikost ¢astic se zvysujici se koncentraci CMC. Nejmensi velikost ¢astic vyka-
zovaly vzorky 2A (d = 300 + 30 nm) a 4A (d =290 + 10). Naopak nejvétsi Castice obsahova-
ly disperze 5C a 5D, vzorky s nejvy$Sim ptidavkem CMC uloZeny pii 50 a 60 °C. Z téchto
lypozomadlni disperze. S rostouci teplotou se mensi micely shlukuji ve vétsi agregaty a dis-

perze se stavd méné stabilni.

Po statistickém vyhodnoceni dat pomoci analyzy rozptylu ANOVA bylo zjisténo, Ze neexis-
tuji statisticky vyznamné rozdily mezi primérnymi velikostmi ¢astic disperzi v zavislosti
na pfidaném mnozstvi CMC u vzorkl skladovanych pii teploté 25 °C, lze tedy fici, Ze veli-
kosti ¢astic jsou si podobné a jejich velikost nezavisi na ptidaném mnoZzstvi CMC. U disper-

zi skladovanych pii 40 °C vsak byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky
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s riznym obsahem CMC, podobné jako u vzorkl skladovanych pti 50 a 60 °C. Analyzou
rozptylu byly také potvrzeny statisticky vyznamné rozdily v pramérné velikosti ¢astic vSech
jednotlivych vzorku lisicich se v pridavku CMC v zavislosti na teploté skladovani. Hypotézy

byly hodnoceny na hladiné vyznamnosti o = 0,05.

Z nize uvedeného obrazku je patrna vysoka stabilita pripravenych micelarnich disperzi
pti teplotach 25 °C, kdy ptidavek polymerniho tenzidu CMC nema vliv na rozmér micel,
ktery je konstantni (rovnobéZzka s osou x). ZvySena teplota disperze vede k jeji destabilizaci,
coZ ma za nasledek vznik vétSich agregatl. Tento narust velikosti ¢astic jako funkce piidav-
ku CMC ma tvar exponencidlni funkce. Nejkompaktngjsi strukturu micel vykazoval ptida-

vek 1 a2 ml CMC.

3000 | o 25°C "
[ O 50°C
E A  60°C //
—~ i O 40°C :
c 2000 A e T
© i ~ A
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1000 | T ' -
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Obr. 7 Zavislost pruméru castic micelarni emulze vitaminu C a lecitinu na pridavku
CMC a na teploteé skladovani disperze. Doba skladovani vzorkii 1,3,4 byla 20 hod, vzo-
rek 2 byl skladovan po dobu 60 hodin pri konstantni teplote
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6.2 Zeta potencial

Elektrokineticky zeta potencidl byl méfen na piistroji Zeta Plus (Brookhaven Instruments,
USA) po ziedéni vzorkti v poméru 1:10 redestilovanou vodou. Byla provedena 4 méfeni

pro kazdy z 5 vzorku lipozomalni disperze a kazdou teplotu skladovani.

Tab. 4 Prumeérna velikost zeta potencialu lipozomalnich disperzi.

¢ [mV] 1 2 3 4 5
A (25°C) 25+2 24+ 1 2441 25+5 27+3
B (40 °C) 212 21+2 2142 20 +3 20 +4
C (50 °C) 20+ 1 20+3 1842 18+ 1 153
D (60 °C) 20+5 -19£3 18 +3 16+ 1 11+4

Vzorky lipozomalni disperze uchovavany pii pokojoveé teploté (vzorky A) mély primérny
zeta potencial { = (—25 = 3) mV, vzorky ulozeny pii 40 °C (vzorky B) { = (=20 = 3) mV,
vzorky skladovany pfi teploté 50 °C (vzorky C) { = (=18 = 3) mV, a vzorky skladovéany
pii 60 °C (vzorky D) { = (—17 £ 5) mV.

vvvvv

Vv

v v

vwr

v zavislosti na teploté skladovani.

Po statistickém vyhodnoceni dat bylo potvrzeno, ze nebyly shledany statisticky vyznamné
rozdily mezi vzorky skladovanymi pii jednotlivych teplotach v zavislosti na pfidaném mnoz-
stvi CMC. Byly ovSem zjistény statisticky vyznamné skutecnosti, Ze vzorky se stejnym pii-
v zavislosti na teploté skladovani. Hypotézy byly hodnoceny na hladiné vyznamnosti

o=0,05.

Z nize uvedeného obrazku je patrny vyssi elektrokineticky zeta potencial pfipravenych lipo-

zomalnich disperzi skladovanych pii teplotach 25 °C, pficemZ nejstabilnéjsi se jevi vzorek
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vwr

je tentyz vzorek skladovany pfi teploté¢ 60 °C. Jelikoz rozdily mezi namétenymi daty zeta
potencialu disperzi jednotlivych teplot nebyly pfili§ rozdilng, jevi se kfivky jen lehce odchy-

lené od vodorovného sméru osy Xx.

-5

-
o

C-potencial (mV)
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Obr. 8 Zavislost {-potencialu micelarni emulze vitaminu C a lecitinu na pri-
davku CMC a na teploté skladovani disperze. Doba skladovani vzorkii 1,3,4
byla 20 hod, vzorek 2 byl skladovan po dobu 60 hodin pri konstantni teplote.

6.3 Reologie

Reologické vlastnosti lipozomalnich disperzi byly méfeny pomoci pfistroje Viskozimetr
Haake, Viscotester 6L/R. Kazdy vzorek byl proméfen jeden krat pii stoupajicim 1 klesajicim
poctu otacek za minutu. Vzorky skladované pii pokojové teploté byly navic proméfeny

dvakrat pro ovéfeni spravnosti vysledkda.

K porovnani tokovych i viskozitnich kiivek byl pouZzit Ostwald-de Waeleho mocninovy mo-

del, jenz definuje vztah mezi smykovym napétim a smykovou (deformacni rychlosti) rovnici:

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

je ovsem n < 1, proto je ziejmé, ze se jedna o latku pseudoplastickou. [54]

Z vysledka disperzi skladované pii 25 °C je patrné, ze hodnoty n klesaji s rostouci koncen-
traci CMC. Tento jev lze pfipisovat tomu, ze niz$i hodnoty n potvrzuji ptitomnost asocia-
tivnich reakci mezi fetézci polymerti. Proto s nartistem hodnoty n na hodnotu 1 by bylo
chovani disperze mnohem vice podobné Newtonovské tekuting. Naopak s vySSim piidav-
kem CMC se index toku snizuje smérem k hodnot¢ nula, coz znaci vysoce pseudoplastickou

disperzi.

Tab. 5 Indexu toku (n) a koeficientu konzistence (k) pro disperzi skladovanou pri 25 °C

k n re
Vzorek 1 0,06 = 0,003 0,88 0,01 0,98
Vzorek 2 1,8 +0,2 0,67 = 0,02 0,97
Vzorek 3 34+04 0,56 £ 0,03 0,96
Vzorek 4 7,2+0,5 0,46 = 0,02 0,96
Vzorek 5 13,0£0,6 0,41 0,01 0,93

Vysledky disperzi po tepelné zatézi ukazuji, ze k nejvétsim zménadm doslo u disperzis 1 a 2

ml ptidavku CMC.

Tab. 6 Indexu toku (n) a koeficientu konzistence (k) pro disperzi skladovanou pri 40 °C.

k n i
Vzorek 1 1,4+0,1 0,46 = 0,02 0,93
Vzorek 2 54+04 0,37 0,02 0,88
Vzorek 3 1,7+0,3 0,69 £+ 0,04 0,97
Vzorek 4 94+0,4 0,46 + 0,01 0,93
Vzorek 5 11,1 £0,5 0,41 £0,01 0,92
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Tab. 7 Indexu toku (n) a koeficientu konzistence (k) pro disperzi skladovanou p7i 50 °C.

k n )7
Vzorek 1 11,1 +£0,6 0,52 +0,01 0,95
Vzorek 2 43+0,4 0,6 £0,02 0,96
Vzorek 3 6,2+1 0,48 +£0,03 0,94
Vzorek 4 10,8 £ 0,8 0,38 0,02 0,91
Vzorek 5 3,3+0,2 0,48 +0,01 0,94

Tab. 8 Indexu toku (n) a koeficientu konzistence (k) pro disperzi skladovanou pri 60 °C

k n re
Vzorek 1 3,7+0,2 0,55 +0,01 0,95
Vzorek 2 3,9+0,4 0,51 +0,02 0,95
Vzorek 3 5,6 +0,3 0,47 +0,01 0,94
Vzorek 4 3,7+0,2 0,51 0,01 0,94
Vzorek 5 8+0,3 0,46 0,01 0,93

Z tabulky namétenych hodnot uvedené pod textem lze vycist, ze chovani lipozomalnich dis-

perzi se vyznacovalo poklesem velké pocatecni zdanlivé viskozity s rostoucim smykovym

napétim. Tento jev se vyskytuje u koncentrovanéjsich lyofilnich koloidl a u n¢kterych mice-

larnich systému s anizometrickymi Casticemi a je vysvétlovan existenci spojitych struktur,

které predstavuji prechod ke spletené siti tvotici gely. Tyto struktury vSak nejsou souvislé

a vlivem tepelného pohybu nové spoje neustdle vznikaji a opét zanikaji. Pseudoplastické

tekutiny pfi sebemensSim napéti teCou, proto tokova kiivka prochazi poc¢atkem, stejné jako

u Newtonskych kapalin. Pokud se smykové napéti zvySuje, struktury se rozbijeji, v disperzi

se snizuje pocet pirechodnych spoji, vznikaji mensi a jednodussi celky, a proto viskozita

systému klesa. Tento typ viskozitniho chovani pfedpokladd, Ze systém ma sklon ke gelaci.

[60]
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Tab. 9 Namerené hodnoty smykového napéti a zdanlivé viskozity na smykové rychlosti

RPM [min”]
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
40 °C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. Kklesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM 7 [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] 1 [Pa.s]
0,6 2,67 445 0,72 1,2
1 1,92 1,92 1,05 1,05 7,39 7,39 1,2 12 3 3
1,5 2,1 14 1,35 0,9 6,63 442 3,66 2,44 3 2 3,6 24
2 2,34 1,17 1.8 0,72 6,6 33 423 2,12 3 1,5 42 2,1
2,5 2,46 0,984 1,92 0,768 7,11 2,84 4,86 1,94 3 12 42 1,68
3 2,73 0,88 2,16 0,72 6,69 22 5,58 1,86 24 0,8 42 14
4 2,81 0,705 2,7 0,675 747 1,867 6,81 1,7 1,8 045 42 1,05
5 3,03 0,606 3 0,6 8,58 1,716 7,83 1,566 3 0,6 6 1,2
6 3,15 0,525 333 0,555 10,11 1,75 8,82 147 3,6 0,6 6 1
10 4,17 0,405 4,17 0,417 13,86 1,389 11,07 1,107 72 0,72 9,6 0,96
12 438 0,362 447 0,383 15,15 1,25 12,12 1,01 7.8 0,65 114 0,95
20 5,28 0,264 5,55 0,278 16,3 0,813 15 0,75 10,2 0,51 16,8 0,84
30 6,39 0,213 6,7 0,223 19,02 0,634 18,09 0,6 15 0,5 252 0,84
50 8,1 0,162 8,16 0,163 2244 0,448 222 0,44 28,8 0,576 318 0,636
60 8,88 0,148 9,09 0,152 24,06 0,401 2385 04 342 0,57 378 0,63
100 114 0,114 11,55 0,1155 45 045 45 045
200 17,1 0,085 17,1 0,085 61,8 0,309 61,8 0,309
vzorek 4 vzorek S
40 °C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM 1 [Pa] N [Pa.s] 1[Pa] N [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1[Pa] 1 [Pa.s]

0,6 3,6 6 72 12 3 5

1 72 72 4.8 4.8 10,2 10,2 6,6 6,6

1,5 138 9,2 6 4 114 7.6 10,2 6,8

2 15 7,5 6 3 15 7,5 12,6 6,3

2,5 138 5,52 72 2,88 174 6,96 138 5,52

3 15,6 52 72 24 18 6 144 438

4 18 45 84 2,1 22,8 5,7 16,8 42

5 192 3,72 10,2 2,04 21,6 432 20,4 4,08

6 19,8 32 12,6 2,1 21,6 3,6 234 39

10 28,2 2,82 19,2 1,92 312 3,12 342 3,42

12 28,8 2,35 228 1,85 27 2,25 36 3

20 36 1.8 372 1,86 354 1,77 39,6 1,98

30 46,8 1,56 50,4 1,68 45 1,5 444 1,48

50 60 1,2 58,8 1,176 57 1,14 49,8 0,996,

60 64,8 1,08 63 1,06 63 1,05 54,6 0,91

100 81 0,81 78 0,78 78,6 0,78 69 0,69)

200 108 0,54 108 0,54 96 0,48 96 0,48

Naméfené hodnoty smykového napéti a zdanlivé viskozity na smykové rychlosti disperze

skladované pii 40 °C jsou uvedeny pro ukazku, dalsi studované disperze a naméfené hodno-

ty jsou piiloZeny na konci préce jako ptiloha III.

Na obrazcich 9 a 10 jsou vykresleny jednotlivé tokové kiivky sledovanych disperzi.
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Obr. 9 Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti (tokova kiivka) micelarni
emulze vitaminu C a lecitinu na pridavku CMC pri teploté disperze 25 a 40 °C.

Legenda: o vzorek 1, o vzorek 2, A vzorek 3, O vzorek 4, & vzorek 5
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Obr. 10 Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti (tokova krivka) micelarni
emulze vitaminu C a lecitinu na pridavku CMC pri teploté disperze 50 a 60 °C.

Legenda: o vzorek 1, o vzorek 2, A vzorek 3, ¢ vzorek 4, o vzorek 5
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6.4 Transmisni elektronova mikroskopie

Obr. 11 TEM analyza vzorku koloidni disperze zapouzdieného C vitaminu

v lipozomdlnim miceldrnim systému.

6.5 Termicka analyza metodou DSC

Tab. 10 Intenzity jednotlivych pikii v zavislosti na mnozstvi CMC skladované pri 25 °C.

DSC piky
Vzorek Ohrevova krivka Chladici krivka

Tm (°C) AH, (J/g) | Tee (°C) | AHge (J/g) | Tc (°C) AH. (J/g)
1 0,358 -4,20749 108,203 -13,7621 -11,345 13,1995
2 0,397 -4,29713 104,937 -14,5659 | -15,395 16,3574
3 0,535 -4,33936 104,702 -15,8162 | -14,331 17,3562
4 0,284 -4,37259 105,114 -16,2056 | -11,799 13,7827
5 -0,187 -4,54263 104,976 -17,1737 | -16,087 15,8087
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Typicky prubéh ohievové a chladici kiivky DSC zaznamu je uveden na Obr. 4. Ziskané
hodnoty jednotlivych teplot a tepel fAzovych prechodl jsou uvedeny v Tabulce 9. Jak je
patrno z Obr. 12 a 13 lze na obou kiivkach zaznamu z DSC méfeni, jak ohievové, tak
i ochlazovaci, rozlisit 3 zékladni formy vody pfitomny ve struktute studovanych koloidnich
disperzi. Jedna se o jeden pik souvisejici s tanim vody, nachazejici se pii teploté -0,2
az 0,5 °C, dalsi pik odpovidad fazovému piechodu l/g, tzn. teplota odpafovani pti teploté
104 az 108 °C a teplota krystalizace vody v oblasti -11 az -16 C. Z naSich méfeni, byla
zjiSténa zajimava skute¢nost, Ze hodnota teploty tani pro vzorky 1 az 4 méla kladnou
hodnotu nad 0 °C, a vzorek ¢. 5 vykazoval zapornou hodnotu. Tuto skuteCnost lze ptipsat
efektu tzv. zamrzajici vazané vody, ktera je charakteristickd vysokym stuptiem vazeb

zejména formou vodikovych mustki. [61]

Mérné teplo tani studovanych liposomalnich disperzi se pohybovalo kolem 4,3 J/g. Vyparné
teplo se pohybovalo kolem hodnoty 15,3 J/g. Uvedené hodnoty jsou relativné vyssi nez
pro Cistou vodu (AHuni = 334 kJ/kg, AHyypame = 2257 kJ/kg), coz lze ptipsat komplexnimu
slozeni vodni disperzni faze a liposomalni dispergované faze slozené z CMC a lecitinu

s vitaminem C.

T T T T
Vzorek 1A

i Endo

Tepelny tok (W/g)
n

A

_15\::\|I||||I||\\\\\\nla\||||
-50 0 50 100 150 200

LN N N N N N L N N B B B BN B

Teplota (°C)

Obr. 12 Termogram zapouzdrené kyseliny askorbové pri za-

hrrevu od -40 do + 210 °C.
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Obr. 13 Termogram zapouzdiené kyseliny askorbové pri chlazeni

od +25 do - 210 °C.

Pro ukazku uvadime termogram disperze s nejmensim piidavkem CMC. Termogramy vSech
¢tyt dalSich disperzich jsou pfiloZzeny v piiloze na konci této prace, jelikoz piky kiivek vSech

disperzi vykazovaly stejny trend a liSily se jen lehce ve velikosti.
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7 DISKUZE

Lipozomalni disperze (LD) s pfidavkem 2 hm.% karboxymethylcelulozy byly pouzity
pro zapouzdreni kyseliny askorbové. Byla stanovena velikost, struktura a stabilita lipozomu
pomoci dynamického rozptylu svétla, zeta potencidlu, a transmisni elektronové mikroskopie
pred 1 po provedeni teplotni zatéze pti 40, 50 a 60 °C. Dale byly zkoumany reologické

vlastnosti pomoci tokovych kiivek a tepelné vlastnosti disperze pomoci DSC.

Stabilita LD byla hodnocena prosttednictvim zmén velikosti Castic v zavislosti na slozeni
a teplot¢é skladovani. Vysledky prokdzaly, Ze oba faktory, jak ptidavek CMC, tak teplota
skladovani mize ovlivnit velikost castic. Agregace lipozomu je fyzikalné chemicky mecha-
nismus, ktery zavisi na pH, tepelné zatézi, vnéjSim zatiZeni a ptitomnosti kationt. [56]
Pro suspenze s velikosti Castic mensi nez 1 mikrometr je obvykle pro udrzeni ¢astic v dis-
perzni fazi podstatny Browntv pohyb. Kviili Brownovu pohybu se budou ¢astice neptetrzité
srazet mezi sebou a nasledkem toho se diky Van der Waalsovym pfitazlivym sildam mohou
shlukovat. To mlze vést k vytvareni sekundarnich ¢astic (vlocek) o mnohem vétsi velikosti.
[58] V této praci bylo zjisténo, ze systém LD s ptidavkem CMC vykazuje nejvyssi stabilitu
pii teploté 25 °C, coz se predpokladalo. Pridavek polymerniho tenzidu CMC zde nema vliv
na rozmeér Castic. Nejkompaktngjsi strukturu micel déale vykazoval piidavek 1 a 2 ml CMC
u vsSech teplot skladovani. Zvysena teplota disperze vSak vede k jeji destabilizaci, coz ma
za nasledek vznik vétSich agregatti, tato skutecnost se projevila zejména u disperzi s vySSim
vany za vysokych teplot (50 a 60 °C), kdy byl soubor naméfenych hodnot priméra ¢astic

ruznorody a kdy ¢éstice dosahovaly velikosti az 3500 nm.

Aby se zabranilo shlukovani ¢astic, je nezbytné poskytnout urcitou zédbranu. Toho lze do-
sdhnout prostorovymi ¢i elektrostatickymi prostfedky adsorbujicimi polymery nebo zavede-
nim ndboje na povrch Castice. Stabilni systém vznikne ve chvili, kdy odpudiva sila prevysi
pfitazlivou silu. Energetickd bariéra vznikajici z odpudivé sily brani ¢asticim ve vzdjemném
pfibliZzeni a tvofeni shlukil, pokud tyto ¢astice nemaji dostate¢nou tepelnou energii pro pre-
konani této bariéry. Velikost této potencidlové bariéry lze vyjadfit velikosti zeta potencialu,
coz je potencial na roviné skluzu mezi ¢astici a sdruzenou dvojvrstvou s obklopujicim roz-
poustédlem a mize byt pouzit jako indikator jejich fyzikalni stability. [58] Vysoké pozitivni

nebo zaporné povrchové naboje vedou k silnym elektrostatickym odpudivym interakcim
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mezi lipozomy. Plo$ny naboj = 30 mV je typicky povazovan za dostate¢ny k zajisténi tvorby
stabilni vodné disperze v dusledku elektrostatické stabilizace lipozomu. [59] Jestlize Castice
maji nizké hodnoty zeta potencialu, pak odpuzovani nebude dostatecné k tomu, aby se za-

branilo shlukovani ¢astic a jejich vysrazeni jako vlocky.

Vysledky zeta potencidlu LD se zapouzdienou kyselinou askorbovou se blizily hranici stabi-
lity - 30 mV pouze v ptipad¢ disperzi, které nepodstoupily teplotni zatéz a byly skladovany
pii 25 °C, nejlépe stabilni se ukdzal vzorek s nejvySsim pridavkem CMC ( = (-27 + 3) mV.
Se zvySujici se teplotou se stabilita snizovala. Pokud dodame tepelnou energii systému, ¢és-
tice zmitané Brownovym pohybem se pohybuji rychleji a mohou lépe piekonat elektrosta-
tickou bariéru a spojit se. Mizeme tedy fict, ze vysoka teplota skladovani ma vyznamny vliv
na snizeni elektrokinetického zeta potencidlu a nasledné vede ke shlukovani ¢astic, které se
od sebe uz dostatecné neodpuzuji. Vznikajici agregaty miizeme pozorovat jako zménu veli-
kosti pozorovanych ¢astic pomoci analyzy rozptylu svétla, ktera byla provedena a potvrdila
tak ziskané vysledky analyzy zeta potencidlu. Vliv pfidavku CMC na vysledny zeta potenci-
al nebyl statisticky potvrzen, je vSak nutno podotknout, ze ptidavky, které byly pouzity, jiz

byly pro dany systém experimentalné zhodnoceny v predeslé praci jako optimalni.

Zajimava byla skutecnost, ze vzorky skladované pii 40 °C byly pii této konstantni teploté
ponechany 3krat tak dlouho, jako vzorky skladované pii 50 a 60 °C, tedy 60 hodin. Vysled-
ky analyzy téchto vzorki ale nevykazovaly zadné enormni zmény oproti predpokladanym
vysledktim. Je ovSem potieba dalSich experimenti, abychom mohli posoudit vliv faktoru

Casu na stabilitu LD skladovanych pfi vyssich teplotach.

Pfi analyze chovani LD s CMC vykreslenim smykového napéti jako funkce smykové rych-
losti byly zjistény dva typy kiivek (linedrni a nelinedrni) v zavislosti na rizné koncentraci
(ptidavku) CMC, coz by mohlo indikovat ptfitomnost dvou typii chovani proudéni. Ptitom-
nost linearniho vztahu mezi smykovym napétim a smykovou rychlosti ukazuje na Newtono-
vo chovani. Tento typ chovani lze vSak konstatovat pouze v piipadé, ze platik=man=1,
coz nebylo pozorovano v zadném ze sledovanych vzorkl. Index toku n se blizil k (n = 1)
pouze v ptipadé LD s nejmensim ptidavkem CMC skladované pii 25 °C, kdy n = 0,88,
v tomto piipad¢ tedy mizeme ocekdvat chovani podobné Newtonskému. Ve vSech ostat-
nich ptipadech byl pozorovan nelinearni vztah, ktery ptedstavuje ne-Newtonské chovani

kapaliny. [54]
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Roztoky CMC stejné jako mnohych jinych polymert s vysokou molekulovou hmotnosti
jako je betalaktoglobulin a xanthan vykazuji pseudoplastické chovani. Trend pseudoplastic-
kého chovani kapaliny podporuje agregace v systému. Proto LD, u kterych vlivem sklado-
vani pti vysoké teploté doslo k tvorbé shluki ¢astic, vykazovala pseudoplastické chovani
nejvice. Tyto systémy obsahuji vysoce zapletené polymery s dlouhymi fetézci, které jsou
nahodné orientované a usporadané tak, aby zaujimaly jejich minimdlni energeticky stav.
Pt nizkych trovnich vnéj$itho namahani systém odolava jakékoliv deformaci, usiluje o za-
chovani své struktury a vykazuje vysokou hodnotu zdanlivé viskozity. Se zvySujici se trovni
smykového napéti postupné strukturdlni jednotky reaguji na pusobici napéti bud’ vyrovna-
nim fetézci ve sméru toku nebo deformovanim a orientaci podél proudovych linii ¢i cestou
rozkladu agregati na primarni ¢astice. VSechny tyto mikrostrukturni zmény usnadiiuji pru-
tok systému, coz se projevi snizenim efektivni viskozity se zvysujici se smykovou rychlosti.

[60]

Pokud jsou fetézce polymert ptilis kratké nebo jejich koncentrace jsou pftili§ nizké, aby vza-
jemné spolupracovaly, chovaji se jako neinteraktivni systémy. Toto chovani je podobné
tepelné zatézi.

Stav vody v polymeru poskytuje cenné informace o absorpcnich, difiznich a permeacnich
vlastnostech hydrofilnich materiali. Mechanické a fyzikalni vlastnosti hydrofilnich materialt
se mohou vyrazné¢ zmeénit po absorpci vody v disledku modifikace polymerni fetézové
struktury. Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) je bézn¢€ pouzivanym nastrojem k pro-
vadéni téchto studii. Kvili chovani fdzového prechodu a molekuldrni pohyblivosti béhem
interakce mezi vodou a molekulami polymeru jsou popsany tii druhy vody: nezamrzajici,
zamrzajici a volna voda. Nezamrzajici voda je zce spojena s polymerni matrici a nevykazu-
je fazovy prechod pomoci kalorimetrické analyzy. Zamrzajici (krystaliza¢ni) voda je frakce
vazand na matrici méné tésné¢ a vykazuje teplotu tani a krystalizace vyrazné odliSnou
od vody jako samostatné kapaliny. Volna voda vykazuje podobnou teplotu tani / krystaliza-
ce jako samostatna voda. Teploty vody v hydrogelu mohou odrazet stav vzajemného piiso-
beni vody a polymeru. Hodnota mérného tepla tani a vyparného tepla studovanych LD byla
relativné vyS8i neZ pro cistou vodu, coZz muizeme piipsat komplexnimu sloZeni vodni
disperzni faze a liposomalni dispergované faze sloZzené¢ z CMC a lecitinu s vitaminem C.

[61]
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ZAVER

Cilem této studie bylo zapouzdtit vitamin C do lipozomalni formy pomoci lecitinu a karbo-
xymethylcelulézy a sledovani fyzikalné-chemickych zmén pii skladovani vzniklé lipozomalni
disperze za zvySenych teplot. Pomoci méteni elektrokinetického zeta potencidlu a rozméru
¢astic bylo zjisténo, ze lipozomalni disperze vykazuje pii pokojové teploté vysokou stabili-
tu. Tato stabilita ovSem rapidné klesa se stoupajici teplotou skladovani, kdy za snizeného
elektrokinetického potencidlu dochazi ke shlukovani ¢astic a tvorbé vétsich agregatii. Nej-
kompaktnéjsi strukturu za zvySenych teplot skladovani vykazovaly disperze s nejmenSim
piidavkem CMC, je vSak tfeba podotknout, Ze vSechny ptidavky CMC se jiz blizily
k optimalni hodnoté potfebné pro udrzeni stability pii skladovani za pokojové teploty. Nej-
niz$i stabilitu pak prokazaly vzorky lipozomalni disperze skladované pii teplotdch 50
a 60 °C s nejvyssim pridavkem CMC. Jelikoz agregace v systému podporuje pseudoplastic-
ké chovani latek, bylo pomoci méteni reologickych vlastnosti prokazano, ze se systém po-

drobeny plisobeni vysokych teplot stdva nestabilnim a ma tendenci ke koagulaci a gelatinaci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CMC  karboxymethylceluloza.

DSC  Diferencia¢ni skenovaci kalorimetrie
LD Lipozomalni disperze

TEM  Transmisni elektronova mikroskopie
V/O/V  Emulze typu voda v oleji ve vodé

GIT Gastrointestinalni trakt
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PRILOHY

P I Tabulka naméfenych hodnot: pramér ¢astic [nm]

Primér ¢astic d [nm]

Vzorek 1|Vzorek 2| Vzorek 3|Vzorek 4|Vzorek 5

25 °C 296,1 346 303 2769 291,7
3555 299.6 344.6 305,3 307,7

3555 291,1 409,3 2921 2943

296,5 2783 309,2 291,6 3733

40 °C 319,1 530,8 556,9 5424 6342
4582 4458 481,3 540,3 522.5

3843 412,8 4732 490,3 750,3

4448 522,6 564.9 759,6 5054

50 °C 476,9 732,8 824,6 16329 43147
439 672,1 830,5 1436,8 21479

4443 7679 1097,6 1443 1563,1

466,1 652,8 1009 1646,5 22749

60 °C 523 1044.6 1873 1568,1 3062
542.6 6543 644.4 1688.9 36749

789,7 6584 2194.5 13789 1104,6

571,7 596,9 760,3 13994 9889

P II Tabulka namétenych hodnot: Zeta potencidl [mV]

Zeta potencial d [mV]

Vzorek 1|Vzorek 2| Vzorek 3|Vzorek 4|Vzorek 5

25 °C -23.42 -26,11 -24,69 -18,14 -30,05
-25,26 -2424 -21,96 -27.96 -30,32

-24,02 -22,74 -24.76 -23.29 -21,78

-29,16 -23,01 -25,77 -29,59 -26,65

40 °C -20,2 -20,2 -21,31 -15,34 -20,62
-20,34 -20,34 -21,95 -22,08 -22,76

-24.41 -24.41 -16,95 -24.,61 -11,93

-17,86 -17,86 -23,11 -19,88 -23,74

50 °C -17,05 -15,86 -15.3 -20,06 -13,17
-20,21 -20,72 -17,06 -16,87 -15,56

-20,05 -21,03 -17,31 -17,59 -12,03

-20,95 -22,65 -20,89 -16,83 -20,16

60 °C -13,72 -15,69 -15,7 -15,39 -17,81
-28,55 -16,53 -13,74 -15,49 -7,12

-17,5 -23,17 -20,28 -17,81 -6,66

-19.46 -19.34 -20,99 -1541 -11,65




P III Tabulka naméfenych hodnot: reologické vlastnosti disperzi

vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
25°C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. Kklesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM 7 [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s]
0,5 0,036 0,072 0,066 0,066
0,6 0,036 0,072 0,066 0,066
1 0,048 0,08 0,09 0,06 12 1,2 24 24 42 42 3,6 3,6
1,5 0,084 0,056 0,132 0,066 24 1,6 3 2 42 2.8 42 2.8
2 0,132 0,066 0,162 0,0648 3 1,2 3,6 1.8 48 24 42 2,1
3 0,192 0,064 0,162 0,054 3 1 3 1 55 1,8 4.8 1,6
4 0,222 0,055 0,192 0,048 3,6 0,75 42 1,05 54 1,35 6 1,5
6 0,306 0,051 0,276 0,046 3,6 0,6 6,6 1,1 6 1 9,6 1,6
10 0444  0,0444 0432 0,432 7.8 0,78 132 1,32 10,2 1,02 16,8 1,62
12 0,558  0,0465 0,528 0,044 84 0,7 16,2 1,35 114 0,92 19,2 1,6
20 0,729  0,0396 0,768  0,0384 114 0,57 20,4 1,02 16,2 0,81 234 1,17
30 1,176 0,0329 1,104  0,0366 18 0,6 252 0,34 234 0,8 264 0,38
50 1,824 0,03648 1,722 0,0347 24 0,48 312 0,624 312 0,624 33 0,66
60 2,142 0,0357 207 00344 30,6 0,5 33 0,55 384 0,63 378 0,61
100 3,366 0,03366 3,366 0,03366 40,8 0,408 42 0,42 48 0,48 45 045
200 60 0,3 60 0,3 61,8 0,309 61,8 0,309
vzorek 4 vzorek 5
25°C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. Kklesajici ot.
RPM 1 [Pa] n [Pa.s] 1t [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s]
0,5 72 144 138 27,6
0,6 54 9 15,6 26
1 6,6 6,6 6,6 6,6 6 6 18 18
1,5 9,6 64 84 5,6 16,2 10,8 19,8 13,2
2 10,8 54 9 45 174 93 204 10,2
3 9,6 32 114 38 228 7,6 228 7.6
4 10,2 2,55 13,8 345 24,6 6,3 24,6 6,15
6 12,6 2,1 19,2 32 28,8 48 252 42
10 18,6 1,86 252 2,52 348 3,54 312 3,12
12 24 2 27 225 36,6 3,05 312 2,6
20 30 1,5 318 1,59 432 2,16 252 1,92
30 36,6 1,22 378 1,26 50,4 1,7 48 1,6
50 45 0,9 438 0,876 64,2 1,28 57 1,14
60 49,2 0,82 48,6 0,81 70,2 1,15 70,2 1,12
100 60,6 0,606 60 0,6 84 0,34 84 0,84
200 798 0,399 79,8 0,399 114 0,57 114 0,57,



vzorek 4 vzorek 5
40 °C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM 7 [Pa] n [Pa.s] 1[Pa] 1 [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1[Pa] 1 [Pa.s]
0,6 3,6 6 72 12 3 5
1 72 72 438 48 10,2 10,2 6,6 6,6
1,5 13,8 9,2 6 4 114 7,6 10,2 6,8
2 15 75 6 3 15 7,5 12,6 6,3
2,5 138 5,52 72 2,38 174 6,96 138 5,52
3 15,6 52 72 24 18 6 144 4.8
4 18 45 84 2,1 22,8 57 16,8 42
5 19,2 3,72 10,2 2,04 21,6 432 204 4,08
6 19.8 32 12,6 2,1 21,6 3,6 234 39
10 28,2 2,82 192 1,92 312 3,12 342 3,42
12 288 235 228 1,35 27 225 36 3
20 36 1,8 372 1,86 354 1,77 39,6 1,98
30 46,8 1,56 504 1,68 45 1,5 444 1,48
50 60 1,2 58,8 1,176 57 1,14 49,8 0,996,
60 64,8 1,08 63 1,06 63 1,05 54,6 091
100 81 0,31 78 0,78 78,6 0,78 69 0,69)
200 108 0,54 108 0,54 96 0,48 96 0,48
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
50 °C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM 7 [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] 1 [Pa.s]
0,6 3,6 6 114 19
1 1,8 1,8 258 258 48 4.8 16,2 16,2 1,20 12 12,6 12,6]
1,5 10,2 6,8 318 21,2 6 4 19,2 12,8 1,80 12 144 9,6
2 114 5,7 348 174 6,6 33 228 114 3,00 1,5 18 9
2,5 18,6 7,44 39 15,6 54 2,16 252 10,08 4,80 1,92 204 8,16]
3 204 6,8 42,6 142 54 1,8 27 9 6,00 2 234 7.8
4 222 5,55 45,6 11,4 6 1,5 30 7,5 7,20 1.8 28,8 72
5 264 5,28 49,8 9,96 7.8 1,56 348 6,34 9,60 1,92 312 6,24
6 30 5 51 8,5 9 1,5 37,8 6,3 11,40 1,9 33 5,5
10 372 3,78 61,8 6,18 144 1,56 444 444 2220 222 378 3,78
12 40,2 335 61,8 5,15 212 1,85 444 38 26,40 225 42 35
20 522 2,61 76,2 3,81 28,8 1,44 51,6 2,67 31,20 1,5 45 2,25
30 64,8 2,16 90 3 36,6 1,24 58,8 2 36,00 1,2 48,6 1,68
50 81 1,62 111 2,22 46,8 0,936 66 0,132 45,00 0,9 58,8 1,176]
60 972 1,62 1152 1,91 52,8 0,38 654 1,11 49,20 0,32 60 1
100 120 1,2 141 1,41 72 0,72 78 0,78 60,00 0,6 66 0,63
200 168 0,34 168 0,34 102 0,51 102 0,51 73,80 0,369 73,8 0,369
vzorek 4 vzorek S
50 °C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM 7 [Pa] n [Pa.s] t[Pa] n [Pa.s] [t [Pa] n [Pa.s] t[Pa] 1 [Pa.s]
0,6
1 6 6 48 48 42 42 3,6 3,6
1,5 114 8 438 32 4.8 32 438 32
2 13,8 6,9 6,6 33 4.8 24 438 2.4
2,5 15 6 6,6 2,64 4.8 1,92 54 2,16
3 16,8 5,6 72 24 42 14 54 1,3
4 16,8 42 84 2,1 4.8 1,2 6 1,5
5 174 348 10,8 2,04 6 1,2 72 144
6 18 3 132 22 6 1 72 1,2
10 24.6 2,46 18,6 1,86 114 1,14 114 144
12 288 24 21 1,75 12 1 12 1
20 342 1,71 24,6 1,23 144 0,72 10,8 0,54
30 45 1,5 318 1,06 18 0,6 12,6 0,42
50 54 1,08 42 0,804 21 042 15 03
60 56,4 0,93 46,8 0,78 24 04 16,8 0,28
100 60,6 0,606 57,6 0,576 30 0,3 24,6 0,246
200 78 0,399 78 0,399 42 021 42 0,21




vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
60°C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM 7 [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s] |t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] n [Pa.s]
0,6
1 42 42 438 48 7,30 7.8 4.8 438
1.5 4.8 32 7.8 52 1,2 0.8 42 2.8 11,40 76 78 52
2 6 3 9,6 48 24 12 48 24 8,40 42 9 45
2,5 6 24 10,2 4,08 3,6 1,44 438 1,92 7,30 3,12 9,6 3,84
3 6 2 10,8 3,6 72 24 54 1.8 8,40 2.8 102 34
4 6,6 1,68 12,6 3,15 7.8 1,95 6,6 1,65 9,60 24 12 3
5 84 1,65 13,8 2,76 9,6 1,92 9 1.8 11,40 2,28 114 2,28
6 9 1.5 144 24 10,8 1.8 9,6 1,6 11,40 1,9 12,6 2,1
10 144 1,44 19,8 1,98 15 1,5 13,8 1,38 16,20 1,62 18 1,8
12 16,2 1,35 19,8 1,65 16,2 1,35 132 1,1 18,00 1.5 19,2 1,6]
20 18,6 093 234 1,17 21,6 1,05 174 0,87 22,80 1,14 21 1,05
30 228 0,76 28,8 0,96 228 0,76 21 0,7 27,60 0,92 252 0,84
50 30 0,6 33 0,66 27 0,528 252 0,504 34,80 0,696 30 0,6)
60 342 0,57 37,8 0,63 294 0,49 324 0,54 38,40 0,63 36 0,6)
100 45,6 0,456 42,6 0,426 39,6 0,396 45 0,45 51,60 0,516 45 045
200 66 0,33 66 0,33 60 0,3 60 0,3 67,80 0,339 67,8 0,339
vzorek 4 vzorek 5
60°C rostouci ot. klesajici ot. rostouci ot. klesajici ot.
RPM T [Pa] n [Pa.s] t[Pa] n [Pa.s] [t [Pa] n [Pa.s] 1 [Pa] 1 [Pa.s]
0,6
1 42 42 42 42 54 54 19,2 19,2
1,5 54 3,6 6 4 7.8 52 24,6 164
2 6 3 72 3,60 10,8 54 28,8 144
2,5 6 24 72 2,88 12,6 5,04 294 11,76
3 54 1.8 78 2,6 13,8 4,6 31,2 104
4 6,6 1,65 9 2,25 15 375 33,6 8,55
5 72 144 9,6 1,92 16,8 3,36 372 744
6 72 1,2 10,8 1.8 18 3 342 5,7
10 114 1,14 144 1,44 234 2,34 40,8 4,08
12 13,2 1,1 15,6 1,3 252 2,1 432 3,6
20 16,8 0,34 174 0,37 30,6 1,53 48,6 243
30 21,6 0,72 21 0,7 39 1,3 54 1,8
50 27 0,54 24 0,48 48 0,96 60 1,2
60 33 0,55 264 044 54,6 0,91 64,8 1,08
100 39 0,39 36,6 0,366 63,6 0,636 69 0,69
200 54 0,27 54 0,27 90 045 90 045




P IV Termogram zapouzdrené kyseliny askorbové vzorku 2A
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Sample 2A (heatingfrom -40 °Cto +210 °C)

1 Temperature (°C)
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P V Termogram zapouzdiené kyseliny askorbové vzorku 3A

Sample 3A (heating from -40 °Cto +210 °C)

Temperature (°C)
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Heat flow (W.g?)
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Sample 3A (cooling from +25 °C to -50 °C)

-20

-10

20

18

16

14

12

10

Heat flow (W.g™)

0 10

Temperature (°C)

20

30



-60

P VI Termogram zapouzdiené kyseliny askorbové vzorku 4A

Sample 4A (heating from -40 °Cto +210 °C)

1 Temperature (°C)
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Heat flow (W.g1)
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Sample 4A (cooling from +25 °C to -50 °C)
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P VII Termogram zapouzdiené kyseliny askorbové vzorku SA

Sample 5A (heating from -40 °C to +210 °C)

1 Temperature (°C)
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Sample 5A (cooling from +25 °C to -50 °C)
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