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ABSTRAKT

Predlozena bakalarska prace je zaméfena na moznosti enkapsulace hydrofilnich vitamind,
konkrétn¢ vitaminu C a B7, znamého pod pojmem biotin. V teoretické ¢asti jsou vitaminy
klasifikovany, s dirazem na vyznam pro lidsky organismus a disledky zptsobené jejich
nedostatkem ¢i nadbytkem. V praktické casti byly pfipraveny nosice na bazi chitosanu
s enkapsulovanymi hydrofilnimi vitaminy, jak ve formé roztoki, tak inkorporované do
matrice biopolymerniho filmu, u nichZ byly nasledné charakterizovany jejich fyzikalné-

chemické vlastnosti, antioxida¢ni aktivita a podminky uvoliiovani do prostiedi.

Klicova slova: antioxidacni aktivita, B7, biotin, chitosan, enkapsulace, hydrofilni,

uvolnovani, vitamin C

ABSTRACT

This bachelor’s thesis was focused on the encapsulation options of hydrophilic vitamins,
specifically on vitamin C and B7, known as biotin. In the theoretical part, the water-soluble
vitamins are classified with an emphasis on their importance for the human organism and
the consequences caused by their deficiency or excess. The practical part is devoted to the
preparation of chitosan-based carriers with encapsulated water-soluble vitamins in the form
of solutions and also incorporated into the biopolymer film matrix. This part also describes
physical-chemical properties of prepared carriers, antioxidant activity and conditions of

release into the environment.

Keywords: antioxidant, B7, biotin, chitosan, encapsulation, hydrophilic, release, vitamin C
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UvVOD

Vitaminy patii mezi zakladni organické mikronutrienty s bioaktivnimi vlastnostmi, které
jsou nezbytné pro zachovani normalnich funkci lidského organismu. Vitaminy se do naSeho
téla dostavaji prostfednictvim piijimané vyzivy, dale napiiklad ve formé riznych tablet ¢i
lIékti, ale mnohé z nich se dnes vyskytuji i v riznych pletovych sérech, ¢ijinych
kosmetickych ptipravcich. Je znamo, Ze tyto latky vykazuji horsi stabilitu a mohou snadno
podléhat degradaci. Z toho diivodu jsou v poslednich letech hledany rtizné moznosti, jak tyto

nevyhody ptekonat a zajistit tak co nejvétsi profit vitamind pro lidsky organismus.

Predlozena prace se zaméiuje na moznosti enkapsulace hydrofilnich vitamind, konkrétné
vitamint C a B7 do chitosanovych nosici, ze kterych by se nasledné mohly uvoliiovat cilené
na urené misto a nasly by uplatnéni pravé ve zminované kosmetice ¢i ve farmacii a
biomedicing. V teoretické ¢asti bakalaiské prace byly klasifikovany a charakterizovany
jednotlivé skupiny ve vodé rozpustnych vitamind. Zaroven byly zminény disledky, které ma
na lidsky organismus jejich nedostatek ¢i nadbytek. Zavér teoretické Casti se vénuje
potencialnim metodam enkapsulace do rtiznych typti nosnych systému, naptiklad na bazi
polymerti, amfifilnich molekul ¢i lipid. Dtraz byl, s ohledem na experimentalni ¢ast prace,

kladen na aktudlni studie vyuzivajici biopolymer chitosan.

Prakticka ¢ast prace se soustfedila na ptipravu nosicli na bazi chitosanu s enkapsulovanymi
hydrofilnimi vitaminy C a B7, které byly ve formé Castic, pfipadn¢ byly vyuZzity pro
inkorporaci do matrice chitosanového filmu. U ¢astic byla nasledn¢ hodnocena fyzikalni
stabilita a antioxida¢ni aktivita. U vzorkl ve formé filmi byla stanovena smacivost, vlhkost,
rozpustnost a propustnost pro vodni pary, coZ jsou parametry kli¢ové pro praktické aplikace.
V neposledni fad¢ byly sledovany podminky uvolfiovani vitamini do modelového prostiedi

fosfatového pufru.
Lze ptedpokladat, Ze pfipravené systémy s hydrofilnimi vitaminy by mohly nalézt uplatnéni
v systémech fizeného uvoliiovani, aplikovatelnych jak v kosmetickych ptipravcich pro péci

o plet’, ¢i vlasy, tak v oblasti biomediciny, naptiklad pro vyrobu materialii na kryti ran.
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. TEORETICKA CAST
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1 VITAMINY OBECNE

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické latky, potfebné pro spravné fungovani naseho
organismu. Tvofi nepostradatelnou, tzv. esencidlni ¢ast nasi vyzivy. Jsou tim padem soucasti
zivin, které naSe télo potfebuje pro spravny chod organismu, ackoliv vSak nejsou zdrojem
energie. Jsou ovSem velice dulezitou slozkou energetické latkové vymeény lidského téla.
Nase télo si vitaminy neumi samo syntetizovat, a pravé z tohoto diivodu je nutné, vitaminy
pfijimat ve stravé. Vyjimkou je vitamin D3, ktery si naSe télo umi vytvafet samo, a to
konkrétn¢ z UV zéfeni vyzafujiciho ze slunce. V naSi kazi se totiz nachazi 7-
dehydrocholesterol, ktery se pravé UV zafenim méni na cholekalciferol, coZ je pouze jiné

pojmenovani pro vitamin D3. Cholekalciferol se nasledné postupné hydroxyluje v jatrech a

v ledvinach na kalcidiol [1, 2, 3, 4].

Pokud ma naSe télo vitamint nedostatek, hovofime o takzvané avitamindze. V opaéném
ptipad¢, jestlize méa nas§ organismus vitamini nadbytek, mluvime o hypervitaminoze. S
hypervitamindzou si nase t¢lo umi chytie poradit a to tak, ze piebytek vitaminu je schopné
vyloucit spolu s moci. V této dob¢ se v bézném vyvazeném jidelnicku vyskytuje vitamint
dostatek, a proto se jiz avitamindzy Ci hypervitamindzy bézné nevyskytuji. V nékterych
piipadech je ale nutné piijem vitamini zvysit. Naptiklad pokud nas organismus trpi néjakym
onemocnénim, v détstvi, pfi t€hotenstvi, ¢i pii kojeni. V téchto piipadech bychom se méli
snazit hladinu vitamina v naSem téle zvysit, aby nas$ organismus mohl zase spravné fungovat

[1,2,3].
1.1 Historie vitaminu

Jiz od pradavnych dob se lidstvo potykalo s nemocemi jako naptiklad beri-beri nebo skorbut,
k jejichz 1éceni byly vyuzivany latky vyvinuté na zdkladé nejriznéjSich pozorovani ¢i
pokusti. Védcem, ktery zkoumal a v kone¢ném disledku jako prvni shrnul pficiny téchto
nemoci, byl polsky chemik Casimir Funk. Roku 1912 dal latkdm nazev ,,vitaminy*‘. Toto
pojmenovani vychazi z latinského slova ,,vita‘‘, ¢imZz mélo byt zdlraznéno, jak moc jsou
tyto slou€eniny duilezité pro lidsky Zivot. Casimir Funk také vyslovil svlij nazor (hypotézu)
o vitaminech: ,, Nemoci typu beri-beri a skorbutu nemaji sviij piivod v infekci nebo intoxikaci,
nybrz v nedostatku urcitych neznamych latek ve vyzive, které jsou nezbytné pro Zivot a puisobi
Jjiz v nesmirné malych koncentracich “". [1, str. 9] Funk také stoji za pojmem ,,avitamindza“‘.
Toto pojmenovani dodnes shrnuje celou fadu syndromi, které jsou disledkem nedostatku

vitamind v stravé. Za objevem a diikladnéj$im zkouménim vitamint ale nestoji pouze jediny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

clovek. Zasluhu zde ma celé tfada dalSich velice diilezitych osobnosti. Jelikoz vitaminy jsou
organické latky, které se v ptirod¢ vyskytuji pouze v malych koncentracich, bylo pro védce
v diivéjsich dobach pomérné naro¢né tyto minoritni pfirodni latky analyzovat a zkoumat.
Bylo tomu tak z diivodu, protoze obor analytické chemie v té dobé nebyl jesté zcela vyvinuty
a tehdejsi techniky ke studiu tak malych koncentraci zatim jesté nestacily. Prvnim
izolovanym vitaminem byl vitamin B1, kterému se jinak fika tiamin. Byl izolovan v Cisté

krystalické formé roku 1926 nizozemskymi chemiky Jansen a Donath z ryzovych slupek [1].

1.2 Rozdéleni vitaminu

Vitaminy lze rozdélit do dvou skupin, a to na zéklad€ jejich rozpustnosti, na vitaminy

hydrofilni, a vitaminy lipofilni (Tabulka 1).

Tabulka 1 Rozdéleni vitaminu

Hydrofilni vitaminy Lipofilni vitaminy

C, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12 A,D,E K

1.2.1 Hydrofilni vitaminy

Hydrofilni vitaminy jsou ve vodé rozpustné. Pravé z tohoto diivodu se vyskytuji napiiklad
v bunécnych tekutinach. Mizeme zde zahrnout vitamin C (kyselina askorbova) a vitaminy
skupiny B. Do skupiny vitaminu B fadime vitamin B1 (tiamin), vitamin B2 (riboflavin),
vitamin B3 (niacin), vitamin B5 (kyselina pantothenovd), vitamin B6 (pyridoxin), B7
(biotin), B9 (kyselina listovd) a vitamin B12 (kobalamin). Jedna se o latky, které ve vyS$im
mnozstvi v organismu nesetrvavaji, tudiz je nutné zajistit jejich kazdodenni pfijem v nasem

jidelnicku [2, 3].

1.2.2 Lipofilni vitaminy

Lipofilni neboli hydrofobni vitaminy jsou slouceniny, které jsou rozpustné v tucich. Proto
se v naSem téle nachazi predevS§im v bun&cnych membranach, jejichz stavebnim prvkem
jsou pravé tuky. Radime sem vitamin A, vitamin D, vitamin E a vitamin K. Na rozdil od
hydrofilnich vitaminu se lipofilni vitaminy v organismu ukladaji, ¢imz miZze v nékterych

ptipadech dojit k vyvolani nezddoucich ucinki [2, 3].
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2 CHARAKTERISTIKA JEDNOTLIVYCH VITAMINU

V této kapitole budou klasifikovany a charakterizovany konkrétni ve vodé rozpustné

vitaminy, které jsou hlavnim tématem piedlozené bakalarské prace.

2.1 Vitamin C (kyselina askorbova)

vvvvvv

vitamint, které nas organismus potiebuje pro zajisténi spravného fungovani.

2.1.1 Historie

Vitamin C ziskal své jméno, diky u€inktim pfi 1€€b€ a prevenci nemoci zvané kurdéje. Nazev
kurdéje pochazi zanglického terminu ,sscurvy‘‘ nebo ze skandindvského slova
,,skjoerberg*‘, resp. ,,skorbjugg‘‘. Jednd se o onemocnéni zplisobené pravé dlouhodobym
nedostatkem vitaminu C ve stravé. Kurdéje se vyskytovaly v riiznych zemich ptevazné
v obdobi 17. az 19. stoleti, coz bylo zptisobeno dusledkem nedostatecného piijmu ovoce a
zeleniny vté dobé. Touto nemoci trpéli zejména namoinici v obdobi, které bylo
pojmenovano jako ,,Age of sail*‘. Problém kurdé&ji vytesil az ptidavek limetkového dzusu
do potravinovych ptidéla ndmotnika, jelikoz pravé citrusy jsou bohatym zdrojem vitaminu

C [5, 6].

2.1.2 Nazvoslovi a struktura

Z chemického hlediska se jedna 2,3-didehydro-l-threohexano-1,4-lacton, coz je témér
planarni pétiClenny kruh s 2 chirdlnimi centry, obsahujici 4 stereoizomery (Obrazek 1).
Kyselina askorbovd miize mit 1 oxidovanou formu, tzv. l-dehydroaskorbovou nebo

dehydroaskorbovou kyselinu (Obrazek 2) [5, 6].

HO CH,OH
° 0 1

4 O
3 2

HO OH

Obrazek 1 Chemicka struktura kyseliny askorbové [6]
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HO OH

O

O O

Obrazek 2 Chemicka struktura kyseliny dehydroaskorbove [6]

2.1.3 Prirodni zdroje

Kyselina askorbova se prirozen¢ vyskytuje v rizném ovoci a zelenin¢. Hojné je obsazena
naptiklad v citrusech, jako je citron, pomeranc nebo jiz zminovana limetka, ale také v kiwi,
Sipcich, ¢erném a cerveném rybizu. Pomérné velké mnozstvi lze také nalézt napiiklad
v razickové kapusté, kveétdku, brokolici nebo ve Spenatu. Kyselina askorbovd muze byt
ziskana 1 z ZivociSnych zdroji, jako jsou zvifeci jatra, ledviny nebo také mozek.

V Tabulkéch 2 a 3 1ze vidét zastoupeni vitaminu C ve vybraném ovoci a zeleniné [5, 6].

Tabulka 2 Mnozstvi vitaminu C ve vybraném ovoci [5]

Zdroj MnoZzstvi vitaminu C [mg/100 g]

kiwi 80 -90
citron 40 - 50

Sipek 250 - 800

cerny rybiz 150 - 200
cerveny rybiz 20-50
ananas 15-25
grapefruit 30-70
jahody 40-170
pomeranc 30-50
tresné 15-30
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Tabulka 3 Mnozstvi vitaminu C ve vybrané zeleniné [5]

Zdroj Mnozstvi vitaminu C [mg/100 g]
ruzickova kapusta 100 —120
kvétak 50-70
brokolice 80-90
Spenat 35-40
pazitka 40 -50
zeli 30-70
dyné 15
redkev 25
chrest 15-30
lilek 15-25

2.1.4 Avitaminéoza

Nedostatek vitaminu C se projevuje jiz diive zminénou nemoci zvanou kurdéje, ktera
propuka pii vyrazném poklesu hladiny vitaminu C pod 300 mg. Toto onemocnéni se
projevuje drobnymi krvacivymi ranami, které se Spatné hoji. Dal§im viditelnym projevem
tohoto onemocnéni mtize byt poskozeni dasni nebo také zubniho lGzka. V dnesni dob¢ neni
dostatek. Tento fakt ale nic neméni na tom, Ze i tak, je prevelice dulezité¢ dbat na dostateCny
piijem vitaminu C ve stravé Ci dopliicich stravy, a to zejména v obdobi nachlazeni ¢i

infek¢nich onemocnéni, dale pak pii rekonvalescenci nebo v téhotenstvi [1, 2].
2.1.5 Hypervitamino6za
Nadbytek vitaminu C mize pfi dlouhodobém uzivani zvysit riziko vzniku urolitidzy neboli

mocovych kament, které se mohou tvofit v ledvinach nebo v mocovém méchyii [2].

2.2 Vitamin B1 (tiamin)

2.2.1 Historie

Vitamin B1, neboli tiamin, byl objeven diky jeho G¢inkiim pfi 1é€bé nemoci zvané beri-beri,
ktera je zptisobena jeho nedostatkem. Tato nemoc byla velice bézna v 19. stoleti v oblastech
Dalného vychodu zavislych na ryzi, kterou ptedci pred konzumaci zbavovali slupky za

pomoci parnich mlynkti. Je znamo, ze pravé slupka je nejbohat$i na vitamin BI.
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vvvvvv

V drivejsich  dobéach, prevazné ve Spojeném kralovstvi, se vitaminu Bl fikalo
aneurin. Dlvodem byl fakt, Ze vitamin ma antiuretické vlastnosti, coz znamena, ze sniZuje

objem vyloucené moci. Dnes se vitaminu fika vitamin B1, n¢kdy téz tiamin [5].

2.2.2 Nazvoslovi a struktura

Chemicky nazev tiaminu je 3-(4‘-amino-2‘-methyl-pyrimidin-5°‘-ylmethyl)-5-(2-
hydroxyethyl)-4-methylthiazolium chlorid hydrochlorid. Struktura tiaminu se sklada ze 2
spojenych cyklickych derivatl uhlovodiki, a to konkrétné z pyrimidinu a thiazolu. Na 5.
uhliku thiazolu je navazany hydroxyethylovy uhlikaty fetézec, ktery se fosforyluje v buiice
(Obrazek 3 a Obrazek 4) [5].

MNH,

EHS,LJTEHE\L 7™

S  CH,CH,OH

Obrazek 3 Chemicka struktura tiamin [5]

Obréazek 4 Cislovani uhlikd struktury tiaminu [5]

2.2.3 Prirodni zdroje

Pfirozenym zdrojem tiaminu jsou ptedevSim rtzné pSenicné klicky, otruby, kukufiéné a
ovesné vlocky. Déle to miiZze byt naptiklad veptfové maso nebo rizné lusténiny. Tiamin se
vyskytuje ale i ve vejcich, a to konkrétné predev§sim ve Zloutku, zatimco v bilku je
koncentrace tohoto vitaminu minimalni. Dal$im vyznamnym zdrojem tiaminu jsou rtizna
seminka a ofechy, jako naptiklad arasidy. U té€chto plodl je ovSem znamo, Ze tepelnou
upravou ztraci velké mnozstvi tiaminu, ktery se vafenim z ofechli uvoliiuje a ni¢i. Tiamin je
také obsaZen, jak jiz bylo zminéno, ve slupkéch ryze. Mechanickym odstrafiovanim slupek,
mletim, je obsah tiaminu vyrazné sniZen, a to konkrétné na mnozstvi 0,02 mg/100 g vafené

ryze. Pokud se ale zrnka ryZe pted loupanim slupek predvafii, vitaminy mohou difundovat
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do endospermu, ¢imz se snizi ztraty velkého mnozstvi tiaminu pfi frézovani ryze, pii kterém

dochazi k 1améni ryzovych zrn [5].

2.2.4 Avitaminoza

Pokud v nasem jidelnicku nebude dostate¢né mnozstvi tiaminu, mize se lidsky organismus
potykat s problémy kardiovaskularniho aparatu. Coz muze byt doprovazeno napiiklad
otokem nebo pocitem svirajiciho se hrudniku. DalSim problémem mohou byt neurologické

potize, jako tfeba poruchy koordinace, psychické problémy nebo svalova bolest a slabost

[1].

2.2.5 Hypervitaminoza
Pii nadmérném piijmu tiaminu miiZze dojit k Zalude¢nim potizim, nepiijemnému poceni ¢i

bolestem hlavy [1].

2.3 Vitamin B2 (riboflavin)

2.3.1 Historie

O vyzkum vitaminu B2, tzv. riboflavinu, se zaslouzili americky biochemik McCollum a
americky chemik Kennedy, ktefi zkoumali praveé t¢innost této slouCeniny proti tzv. pelagie,
tj. onemocnéni, zpusobené nedostatkem riboflavinu. Béhem nasledujicich vyzkumu byly
odhaleny tepelné stabilni a tepeln¢ labilni frakce. V tepelné stabilni frakci byl nalezen
fluoreskujici Zluty ristovy faktor, ktery byl nasledné pojmenovan riboflavin, jehoz
fyziologickou funkci nasledné popsal némecky Iékat a biochemik Warburg a Christian. Tato
frakce obsahovala ale 1 fadu dalSich velmi dilezitych Zivin, jako naptiklad vitamin B3 nebo

vitamin B6 [5].

Prvni syntézu riboflavinu provedl némecky chemik Kuhn a Svycarsky chemik Karrer.
Syntéza flavin-mononukleotidu z riboflavinu, konkrétné¢ zriboflavin-5‘-fosfatu byla
zkoumana $védskym biochemikem Theorellem. Z flavin-mononukleotidu byl nasledné
syntetizovan flavin-adenin-dinukleotid némeckym Iékafem a biochemikem Warburgem a

Christianem [5].

2.3.2 Nazvoslovi a struktura

Chemicky ndzev riboflavinu je 6,7-dimetyl-9-(D-1‘-ribityl)izoalloxazin (Obréazek 5). Jedna

se o zlut¢ zbarvenou latku, pfi jejiz analyze je mozné vyuzit vyznamné fluorescencni
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vlastnosti projevujici se pifi vybuzeni UV zafenim. Riboflavin vykazuje vyznamné
fyziologické funkce a existuje jako koenzym ve dvou formach. Prvnim znich je flavin-
mononukleotid, nékdy oznaovany jako FMN (Obrazek 6). Druhym typem je flavin-adenin-
dinukleotid, ozna¢ovany jako FAD (Obrazek 7) [1, 5].

(|3H4—(CH0H)3— CH,OH
N
G P
CHg rl\lH
NT G
0

Obrazek 5 Chemicka struktura riboflavinu [5]

OH
cn—B—B B cnob—o
0 0 0 T
H H H OH
N
CH, “Nco
|
CHa A _NH
N
0

Obrazek 6 Chemicka struktura flavin-mononukleotidu (FMN) [5]
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HOéH CH Il é
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Obrazek 7 Chemicka struktura flavin-adenin-dinukleotidu (FAD) [5]

2.3.3 Prirodni zdroje

Riboflavin je obsazen naptiklad v mléce, rybach, driibezi, vejcich, syrech, ale nalezneme jej
také v zelening, jako naptiklad v brokolici. Problémem pii zpracovani téchto potravin, mize
byt vystaveni UV zafeni, v jehoz disledku dochdzi ke ztrat€ vitaminu riboflavin. To mtze
byt problém napiiklad pti skladovani mléka, které proto neni pfili§ vhodné uchovévat a

dodéavat v prihlednych obalech. Produkt je tedy tfeba chranit pied svétlem, aby bylo
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zamezeno nezadoucimu Ubytku mnozstvi riboflavinu a zhorSeni chutovych vlastnosti
samotného mléka. Zajimavosti ohledné zdrojl riboflavinu je to, Ze n¢které stfevni bakterie
v lidském organismu jsou schopny riboflavin syntetizovat, avSak neni dokdzano, ze se tato

forma vitaminu B2 umi v nasem téle absorbovat [1, 5].

2.3.4 Avitaminoza

Nedostate¢ny piijem vitaminu B2 u nas v Evropé neni ptili§ bézny. Objevuje se ale naptiklad
v zemich tfetiho svéta, jako jsou oblasti Afriky, Jizni Ameriky nebo Asie. Jednim z
pozorovatelnych projevi, znacicich nedostatek tohoto vitaminu, jsou problémy vyskytujici
se v oblasti o¢i, jako naptiklad ztlusténi vicek, zanét rohovky nebo proriistani cév k rohovce.
Problémy lze pozorovat i v oblastech ust, kde dochazi k zanétlivym staviim sliznice dutiny
ustni. Na kazi se v disledku nedostatku vitaminu B2 miize objevit akné, dermatitida ¢i

seborea. Mozny je také zpomaleny vyvoj mysleni ¢i snizeni dusevni sily [1].

2.3.5 Hypervitamino6za

V piipadé nadmérného piisunu vitaminu B2 doposud nebyly pozorovany zadné negativni

dasledky pro lidské zdravi [7].
2.4 Vitamin B3 (niacin)

2.4.1 Historie

Za objevem niacinu stoji nemoc zvana pelagra, ktera se objevuje pravé v disledku
nedostaceného mnozstvi této latky v piijimané potraveé. Poprvé byla popsana roku 1735
Spanélskym lékafem Casalem. Jednim z moZnych projevii nemoci je vyrdzka kolem krku,
coz je divod pro¢ se ji diive prezdivalo ,,Casalliv ndhrdelnik*‘. Casal nemoc pojmenoval
Span€lskym vyrazem ,,Mal de la Rosa®, ktery lze ptelozit do ¢eského jazyka jako ,,nemoc
raze‘*. S postupem casu doSlo k rozsifeni tohoto onemocnéni do zemi Egypta, Jizni Afriky,
Indie a Spojenych statl. Vyznamnym faktorem, ktery stoji za rozSifenim pelagry i do
ostatnich zemi svéta, byla zvySena produkce kukufice, kterd se stala jednou z hlavnich
surovin kazdodenniho jidelnicku mistnich obyvatel. OvSem jelikoZ kukufice neni zdrojem
vyuzitelné formy vitaminu B3, zejména chudsi lidé zacali trpét jeho nedostatkem. Vliv
nedostatecného mnozstvi niacinu na rozvoj onemocnéni pelagra byl prokdzan v roce 1937

12, 5].
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2.4.2 Nazvoslovi a struktura

Niacin, vitamin B3, se také nékdy objevuje pod ndzvem kyselina nikotinova. Z chemického
hlediska se jedna o 3-pyridinkarboxylovou kyselinu (Obrazek 8). Zajimavy je jeho amid,
nikotinamid, chemicky 3-pyridinkarboxyamid (Obrazek 9), ktery je dilezitou soucasti velmi
podstatnych ~ koenzymti  nikotinamidadenindinukleotidu ~ (zkratkou @ NAD) a
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (zkratkou NADP) [3, 5].

i
= C_
NN

N

OH

Obrazek 8 Chemicka struktura niacinu [5]

Obrazek 9 Chemicka struktura nikotinamidu [5]

2.4.3 Prirodni zdroje

Nejvyznamnéj$im zdrojem jsou kvasnice, s obsahem niacinu 12,3 mg/100 g, dale hovézi,
kuteci, vepiové nebo kruti maso (obsah az 9,6 mg/100 g). Nalezneme jej také v rybach,
naptiklad v tunakovi, ktery obsahuje 10,1 az 10,5 mg/100 g niacinu. V mensim mnozstvi se
vyskytuje 1 v ovoci a zelenin€. Jako piiklad lze uvést chiest (1,08 mg/100 g) nebo brambory
(1,4 mg/100 g). Z ovoce muzeme zminit napiiklad jablka (0,9 mg/100 g) nebo banany (0,7
mg/100 g) [6].

2.4.4 Avitaminoza

Nedostatek pfijmu vitaminu niacinu zpiisobuje jiZ zminénou nemoc zvanou pelagra, které se
nékdy prezdiva nemoc tii D, jelikoZ ji doprovazi charakteristické pfiznaky zacinajici na
pismeno ,,d*‘, a to dermatitida, diarrhea a demence. NejcastéjSim znakem, ktery lze pfi
onemocnéni pozorovat, jsou viditelné zmény na klzi. Dochazi ke zménam na Castech
pokozky, kterd je nejvice vystavovana slune¢nimu zafeni nebo otéru, jako je krk, oblicej a
ruce. Jako disledek se objevuji zanétliva onemocnéni kiiZe, hyperpigmentace, kdy vznikaji

na pokoZce tmavé skvrny, Castd je také hyperkeratdza, coz je ztluSténi rohové vrstvy kize.
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Tento priznak 1ze vidét na Obrazku 10. Déle mize dojit k poruse nervového systému, co ma
za nasledek deprese, tizkosti, bolesti hlavy a zavraté. Problém muiize vyustit az do stadia
demence. Dal$i potize jsou spojeny s poruchami travici soustavy, jelikoz zminéné
onemocnéni miize byt doprovazeno silnymi prijmy, vedoucimi k podvyzivé a snizené
imunoschopnosti jedince. Nyni se jiz pelagra vyskytuje spiSe v zemich 3. svéta, kde lidé

nemaji dostatek kvalitnich potravin, které obsahuji vSechny pottebné ziviny [1, 5, 6, 8].

Obrazek 10 Projev

onemocnéni pelagra

[6]

2.4.5 Hypervitamino6za

Nadmérnym pifijmem niacinu mtize dochazet k rozsifeni cév, znamému jako vazodilatace,

ktera se projevuje zarudlymi flicky na kiizi, zaroven pak pocitem svédéni ¢i brnéni [6].
2.5 Vitamin B5 (kyselina pantotenova)

2.5.1 Historie

Vyzkum kyseliny pantotenové sahd do zacatku 20. stoleti, kdy se védci pokouseli zjistit
informace o faktoru, ktery podporoval rlst n€kterych mikroorganismi, predevSim vSak
kvasinek. Jednim z dalSich pozitivnich ucinkli tohoto faktoru bylo zjisténi, Ze plisobi
obrannou formou proti dermatitidé u kurat. Tento faktor byl obsaZen ve filtratu jaterniho
extraktu a pfezdivalo se mu Filtrate Factor. V roce 1939 byl uspés$né izolovan a pojmenovan

jako kyselina pantotenova, n€kdy téz vitamin B5 [1].
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2.5.2 Nazvoslovi a struktura

Nazev kyseliny pantotenové byl odvozen z feckého vyrazu ,,pantos‘‘, coz lze do ¢eského
jazyka prelozit jako ,,vSudyptitomny*‘. Divodem je vyskyt tohoto vitaminu téméf ve vSech
potravinach. Z chemického hlediska se jednd o D-(+)-a,y-dihydroxy-B-dimetyl-butyryl-3'-
alanin (Obrazek 11). Zajimavé je, ze pokud by byl ’-alanin nahrazen jinou aminokyselinou,
doslo by k deaktivaci molekuly. Pantotenova kyselina je vyznamnou soucasti koenzymu A
(Obrazek 12), ktery ma schopnost prenaset acylové skupiny [1, 5].

OH O

COOH
WN/\/
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Obrazek 11 Chemicka struktura kyseliny pantotenoveé [5]
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Obrazek 12 Chemicka struktura koenzymu A obsahujici pantotenovou kyselinu [5]

2.5.3 Prirodni zdroje

Jak jiz bylo zminéno, kyselina pantotenova se vyskytuje skoro ve vSech potravinach, a to jak
zivocisSného, tak rostlinného piivodu. Pfedev§im se nachazi ve vepfovém a hovézim
mase, jatrech, ledvinach, ale i ve vaje¢ném zloutku, syrech, kvasnicich, lusténinach nebo
napiiklad v houbach. Ve veptovych jatrech jeji koncentrace dosahuje az 5900 — 7300 ng/100
g. Oproti tomu naptiklad v syrech, je jeji obsah podstatné nizsi, a to 350 az 960 pg/100 g
[1].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2.5.4 Avitaminoza

Nedostatek kyseliny pantotenové je z vyse uvedené¢ho diivodu ojedinély, 1ze jej vyjimecné
sledovat u podvyzivenych jedinct, kteti trpi nedostatkem piijmu potravy. U téchto lidi byla
pozorovana slabost, Unava, vyCerpani a silné¢ bolesti spojené s palenim nohou (ozn.

,»syndrom paleni nohou‘‘) [1].

2.5.5 Hypervitaminoza

Pti nadmérnych davkach vitaminu zatim nebyly popsany Z4dné nepfiznivé Gc€inky na lidsky

organismus [1].
2.6 Vitamin B6 (pyridoxin)

2.6.1 Historie

Za objevem vitaminu B6 stoji mad’arsky lékat Paul Gyorgy. V historii byl tento vitamin
soucasti 1é¢iva Thalidomid, jehoZ ucelem bylo snizit nevolnost u t€hotnych Zen. Po nékolika
letech se ovSem zjistilo, Ze 1é¢ivo ma negativni G¢inky na plod matky, jelikoz dochazelo k
samovolnym potratim. U narozenych déti se objevovaly vrozené vady, novorozenci méli

casto deformované koncetiny a potykali se 1 s o¢nimi ¢i srdeCnimi problémy [9, 10].

2.6.2 Nazvoslovi a struktura

Vitamin B6 je z chemického hlediska 3-hydroxy-4,5-hydroxymethyl-2-methyl pyridin. Tato
slouc¢enina byla nejdiiv pojmenovavana jako pyridoxin, avsak pozd¢ji bylo zjiSténo, ze
existuji derivaty vitaminu B6, které se oznacuji jako ,,pyridoxinové triada®. Do této skupiny
1ze zatadit alkohol pyridoxin (PN), aldehyd pyridoxal (PL) a pyridoxamin (PM). Chemickou

strukturu téchto latek mizeme vidét na Obrazku 13 [1, 2, 5, 6].

CHO CHoNH, CH,OH
0 CHQOH -0 CHEOH o) CHQOH
HaC N :
3 H+ HHC ﬁ+ H3C E_F

Obrazek 13 Chemicka struktura latek: pyridoxal (vlevo),

pyridoxamin (uprostted), pyridoxin (vpravo) [5]
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2.6.3 Prirodni zdroje

Vitamin B6 se hojné vyskytuje v kufecim, hovézim, jehnécim a vepfovém mase. Velké
mnozstvi vitaminu se nachdzi i v pSenici, ktera obsahuje 1,30 mg/100 g. Dtlezitym zdrojem
jsou také rizné ofisky, jako naptriklad mandle, pekanové nebo vlasské ofechy. Najdeme jej

ale 1 v zelening, jako tfeba ve Spenatu, bramborach, hrasku nebo v mrkvi [6].

2.6.4 Avitaminoza

Nedostatek vitaminu B6 v téle se projevuje neobvyklymi zménami na kiizi. K problémim
dochazi predevs§im v oblasti nosu a ust, kde se vyskytuje seboreicka dermatitida. V oblasti
ust se mizeme setkat s neptijemnymi zanéty. DalSim dalezitym ukazatelem avitamindzy je

zesileni neuromuskularni drazdivosti, coz miize vést az ke vzniku kieci [1, 2, 3].

2.6.5 Hypervitaminoza

Pti nadmérnych davkach vitaminu B6 dochazi k porucham senzorickych receptorti, mezi néz

lze zaradit napiiklad nerv ¢ichovy a zrakovy [1].
2.7 Vitamin B7 (biotin; vitamin H)

2.7.1 Historie

Vyzkum biotinu souvisel piedev§im se studiemi slouc¢eniny avidinu, na kterou se biotin vaze
ve vajecném bilku. Tato sloucenina totiz zptisobovala vazné dermatologické problémy v
podobé seboreické dermatitidy provazené alopecii, tj. vypadavanim chlupi a vlast. Poprvé

byl biotin izolovan v letech 1940 az 1942 [1, 5, 6].

2.7.2 Nazvoslovi a struktura

Vitamin B7, jinak zndmy jako biotin, ¢i vitamin H, je také nékdy oznacovan ,,vitamin
krasy*‘, jelikoZ podporuje zdravy vzhled vlasii a nehti. Nazev biotin byl odvozen z feckého
pojmu ,,bios‘‘, coz v prekladu znamena zit. Chemickym nazvem je to (+)-cis-2-(4-
karboxybutyl)-3,4-(2-0x0-3,4-imidazolidino)thiofan (Obrazek 14). Jedna se o slouceninu,
ktera ma celkem 8 stereoizomert, avSak pouze jeden z nich (d-biotin) vykazuje biologickou

aktivitu [1, 6].
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o)
(II)
HII\I/ SNH
|
HC —— CH
HG CH—(CHy)y— C”
2 = 2/4=
\S/ \OH

Obrazek 14 Chemicka struktura biotinu [5]

2.7.3 Prirodni zdroje

Biotin se hojn€ vyskytuje v matefi kaSicce, mléku, jatrech, kvasnicich a ve vejcich,
konkrétné ve vaje¢ném Zloutku. Biotin se zde miiZe navazat na obsaZené bilkoviny nebo se
vyskytuje ve volné formé. Konkrétné velké mnoZstvi biotinu, a to az 100 ng/100 g, se
nachazi napiiklad v telecich ledvinach. Velké zastoupenti je ale i v hovézich jatrech, a to 94

az 100 pg/100 g [1, 6].

2.7.4 Avitaminoza

Nedostatek biotinu se projevuje naptiklad potencialnim poskozenim nekterych nervi, dalSim
projevem avitamindzy miize byt nariist mnozstvi kyseliny 3-hydroxy isovalerové v moci [1,

3].

2.7.5 Hypervitamino6za

Nezadouci ucinky pii nadmérném piijmu biotinu nejsou znamy [1].
2.8 Vitamin B9 (kyselina listova)

2.8.1 Historie

Kyselina listova byla objevena ve 40. letech 20. stoleti, kdy byla izolovana z listli $penatu,
jakozto faktor velice dllezity pro spravny rist bakterie mlééného kvaSeni Lactobacillus
casei. Tento faktor byl studovan z diivodu predpokladu 1écby anémie megaloblastického
typu, jelikoZ bylo zjiSténo, Ze tuto chorobu Ize 1é¢it za pomoci kvasnic. Divodem byl obsah,
do té doby nezndmé antianemické latky, kterd je schopna zvySovat krvetvorbu, a tak
pfispivat k 1écbé megaloblastické anémie. Tato latka byla pozdéji pojmenovéana jako nyni

dobfe znama kyselina listova [1, 5, 11].
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2.8.2 Nazvoslovi a struktura

Vitamin B9 je zchemického hlediska N-(2-amino-4-hydroxy-6-pteridylmetyl)-p-
aminobenzoylglutamova kyselina. Jeho struktura se skladd z paraaminobenzoové kyseliny,
pteridinového kruhu a kyseliny glutamové, kterd se vaze na karboxylovou skupinu kyseliny
paraaminobenzoové (Obrazek 15). Dulezitym pojmem, spojovanym s timto vitaminem, je
oznaceni pro souhrn derivati kyseliny listové. Kyselina listova se 1i$i od folatd vyssi
biologickou ucinnosti a tim, Ze obsahuje pouze 1 zbytek kyseliny glutamové, zatimco folaty

obsahuji ve své molekule az 6 zbytkl kyseliny glutamové [1, 5].

H
H.N.__N.__O
NRE
N1
~ 5NH o GOOH o
HNE ; & 10 [ I
\/)\EH{—N C—N—CH—CH,— CHs~CY ¢o0n
H H |
HN—CH
I
1
CH,
I
C—OH
I
0

Obrazek 15 Chemicka struktura kyseliny listoveé [5]

2.8.3 Prirodni zdroje

Kyselinu listovou mtiZzeme piijimat napiiklad ze zelené zeleniny, jako je brokolice, chiest,
kvétak nebo Spenat. Nejveétsi zastoupeni vitaminu B9 se nachédzi v chiestu, ktery obsahuje
89 az 142 ng/100 g, dale ve Spenatu s obsahem 48 az 115 pg/100 g. Kyselina listova je
obsazena také v ovoci, avSak zde se vyskytuje ve vyrazné nizsi mife. Najdeme ji v tfeSnich,
jahodéch, ¢i pomerancich. Dal§im vyznamnym zdrojem jsou jatra. Napiiklad takova veptfova
jatra obsahuji 221 pg/100 g nebo jatra hovézi s obsahem vitaminu 290 az 294 pg/100 g [1,
5].

2.8.4 Avitaminoza

Mozné problémy spojené s nedostatenym piijmem kyseliny listové jsou pomeérné casté,
vzhledem k tomu, Ze se v bézné stravé vyskytuje v relativné malém mnoZzstvi. Problémy
souviseji s poruchami tvorby krve, dal§im negativnim dopadem na lidsky organismus mohou

byt poruchy zazivaciho traktu nebo zanéty dutiny ustni [1].
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2.8.5 Hypervitaminoza

Nadmérny ptijem kyseliny listové ma pozitivni dopad, jelikoz se tak snizuje zvySené riziko

karcinomu plic [1].
2.9 Vitamin B12 (kobalamin)

2.9.1 Historie

Vyzkum kobalaminu souvisi se studiemi zdvazného onemocnéni pernicidézni anémie, které
souvisi se snizovanim poctu erytrocyti. Bylo prokdzano, Ze tato choroba se da 1écCit za
pomoci podavani syrovych jater. Tato dieta umoznovala novotvorbu erytrocytt, ¢imz
piispivala k uzdraveni nemocnych pacienti. Zodpoveédnou aktivni latkou, obsaZenou

v jatrech, byl pravé kobalamin [1, 12].
2.9.2 Nazvoslovi a struktura

systému hemoglobinu. Kobalamin obsahuje porfyrinovy skelet, v jehoz stfedu se nachazi

atom kobaltu (Obrazek 16) [1, 5].

R, 0

—CHz;—C—NH,

Ry

—H,C—CH,—C—NH,

Obrazek 16 Chemicka struktura kobalaminu [5]
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2.9.3 Prirodni zdroje

Jak jiz bylo zminéno vyse, kobalamin se nachédzi predevSim v jatrech. Dalsim dilezitym
zdrojem je rybi maso, ledviny, vejce, mléko nebo syry. Jelikoz se vitamin nachdzi v mnoha
zivocisnych produktech, mohou mit s jeho pfijmem problém vegetariani. Zajimavym

zdrojem je prvni matetské mléko, tzv. kolostrum [1, 6].

2.9.4 Avitaminoza

Pti nedostatecném ptijmu kobalaminu dochéazi v organismu k poskozeni souvisejicim se
stavbou a zranim erytrocytl. Tomuto stavu se odborné tik4 perniciézni anémie, pii niz l1ze
pozorovat zmény na kizi, kdy kiize a sliznice ziskavaji ,,nezdravou* bledou barvu. DalSim
moznym projevem mohou byt zavraté a celkova tinava. Problémy s nedostateCnym piijmem

nastavaji u striktnich vegetariant, kdy je ptijem kobalaminu minimalni [1, 2, 3].

2.9.5 Hypervitaminoza

Nadmérna konzumace kobalaminu muze vést k autoimunitnimu onemocnéni kize, tzv.

psoriaze [1].
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3 ENKAPSULACE VITAMINU

3.1 Proces enkapsulace

Enkapsulace je velice dulezity technologicky proces, ktery se vyuziva v tadé rtznych
oblasti, jako je kosmeticky, farmaceuticky, ¢i potravindisky primysl. Béhem
enkapsula¢niho procesu dochdzi k zapouzdieni aktivni latky do pouzdra (téZ kapsle, matrice,
obal), které zde slouzi jako ochrana vii¢i vnéjsimu prostiedi. Pro latku, kterd se nachazi
uvnitf pouzdra, existuje spoustu riznych pojmenovani, mezi které¢ fadime naptiklad napln,

jadro nebo interni faze. Strukturu enkapsulované Castice Ize vidét na Obrazku 17 [13, 14].

Obal

Jadro

Aktivni latky

Obrazek 17 Struktura enkapsulované castice

Z morfologického hlediska 1ze enkapsulované systémy rozdélit na 4 typy (Obrazek 18).
V ptipad¢ rezervoaru (A) je aktivni latka potazena polymerem, ktery zde slouzi jako jakési
ochranné pouzdro. Ve druhém piipadé dvojvrstvého systému (B) jde o velmi podobny
princip, avSak namisto jedné vrstvy jsou zde vrstvy dvé. V systému matrix (C) jde bud’ o
rozpus$téni G¢inné latky v polymerni siti, nebo o rovnomeérné dispergovani aktivni latky do
nosného systému. V piipadé polynuklearniho systému (D), systém obsahuje opét jadro
s t¢innou latkou a ochranny obal, avSak na rozdil od ptedchozich typti je zde jadro rozdéleno

na vice ¢asti [15].
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A) B) D)

Obrazek 18 Morfologie enkapsulovanych systému A) rezervoar,

B) dvojvrstva, C) matrix, D) polynuklearni [upraveno dle 13]

Propustnost a celkovy charakter ochranného pouzdra ¢i matrix je zasadni pro fyzikalni
stabilitu a odolnost u¢innych latek v nosném systému, jejich rozpustnost i podminky

nasledného uvolinovani [13].

3.2 Soucasny stav problematiky enkapsulace hydrofilnich vitamini do

polymernich nosica

Proces enkapsulace hydrofilnich vitamint je v dnesni dob¢ hojné vyuzivan v nejriiznéjsich
odvétvich primyslu. A to zejména z diivodu zvySeni stability dané aktivni latky a ochrany
proti degradaci zptisobené interakci s vnéjSim prostfedim. Ve farmacii jde hlavné o snahu
fizeného uvoliovani vitaminu na ur¢ené misto. V potravinaiském primyslu je cilem zlepsit
zpracovani aktivni latky organismem, zvysit jeji absorpci a nasledné ji efektivnéji vyuzit. Je
znamo, ze vitamin C ma tendenci v potravinach chemicky degradovat, ¢imz dochézi ke
snizeni jeho biologické aktivity. Vychodiskem tohoto problému, muize byt pravé jeho

enkapsulace [16].

Dle aktudlnich studii lze hydrofilni vitaminy enkapsulovat do nosi¢ii na bazi polymerd,
lipiddi a amfifilnich struktur. Co se tyk4 polymerl, ty mohou byt ve formé nanovléken,
kapsuli a inkluzni komplexti. Ptiprava téchto systémul probiha riiznymi procesy, mezi které
fadime napfiklad jednoduché michani, elektrospinning, suSeni mrazem, suSeni

rozprasovanim nebo iontovou gelaci [16].

Chitosan patii mezi bioaktivni polymery a lze jej vyrobit deacetylaci polysacharidu chitinu.
Chitosan je tvotfen jednotkami d-glukosaminu a N-acetyl-d-glukosaminu, spojenymi 3-1,4
glykosidickymi vazbami (Obrazek 19). Diky svym jedineCnym vlastnostem se chitosan
nachdazi v zebticku diilezitosti hned vedle polysacharidu celulozy. V soucasnosti se jedna o

druhy nejvyuzivangj$i polysacharid. Mezi jeho vyznamné vlastnosti tadime jeho
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biokompatibilitu, biologickou odbouratelnost a to, ze neni vyznamné toxicky. Diky témto
atributim se s jeho vyuzitim setkame v oblastech farmacie, kosmetiky ¢i potravinaistvi.
Napftiklad ve studii Ishihary a kol. [17] byl vyuzit chitosanovy hydrogel jako ucinna latka

pro rychlejsi zaceleni a nasledné lepsi hojeni ran [17].

Z divodu obsahu volnych aminokyselin nese kladny naboj, diky ¢emuz mize interagovat
se zaporn¢ nabitymi povrchy. Chitosan se v dneSni dobé vyuziva k pfipravé rGznych
nosnych systémil pro fizené uvoliovani aktivnich latek, pfedevsim l1éciv v oblasti farmacie

[18].

OH
NH,
\\0 0 OH
OH 0] J N~
NH,
OH
— - N

Obrazek 19 Chemicka struktura chitosanu [19]

Chitosanové nosi¢e mohou byt ve formé lyofilizata, elektrostaticky zvlaknénych membran,
filmu, castic, nebo také poréznich scaffoldl, které 1ze vyuzit v oblasti vyvoje biomaterialt

pro tkanové inzenyrstvi [20].

To lze sledovat naptiklad ve studii Ishihara a kol. [17], kde chitosanovy hydrogel nasel
vyuziti jako ucinna latka pro hojeni ran. V ramci jeho testovani na mysich bylo zjisténo, ze
hydrogel ma vyznamny vliv na uzavieni a ndsledn€ zrychlené zhojeni ran. Diky tomu studie
uvadi chitosanovy hydrogel jako vhodné chirurgické feseni pro naléhavé zastaveni krvaceni

ran. Lze ho tedy vyuZit jako tzv. tkanové lepidlo [17].

Vyznamnou skupinou ve vodé rozpustnych vitamini ptedstavuji zastupci skupiny B.
Mikrocastice na bazi alginatu a chitosanu byly vyuZity pro enkapsulaci vitaminu B2 a B-
karotenu ve studii [21] za Ucelem zvySeni jejich biologické dostupnosti. Bylo zjisténo, ze
vy$$i rychlost uvoliovani aktivnich latek nastala v pfipad¢ jednovrstvych gelovych
mikrokuli¢ek, na rozdil od vicevrstvych, kde bylo uvoliiovani zpozdéné. Koncentrace
alginatu a mnoZstvi vrstev nosice tedy vyrazné ovlivnily mechanické vlastnosti, velikost

pfipravenych ¢astic a nasledné tedy i kinetiku uvoliiovani [21].
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Studie Duchi a kol. [22] se zabyvala pfipravou novych mikrokapsli WS Biotin na bazi
polyvinylpyrrolidonu s cilem zlepsit rozpustnost tohoto vitaminu ve vodném prostfedi a
nasledn¢ zvysit jeho ucinnost a vyuzitelnost, naptiklad v kosmetickych ptipravcich.
Vysledky studie potvrdily 20krat vyssi rozpustnost pfipraveného WS Biotinu, na rozdil od
volného biotinu. Zaroven byla potvrzena u¢innost WS Biotinu pro zpevnéni a podporu rastu

vlast a jeho prokazateln¢ dobry ucinek na pokozku [22].

Kromé aplikace vitaminu B7 piimo jako aktivni latky, byva biotin Casto vyuzivan pro
modifikaci nosné matrice. Jako ptiklad 1ze uvést studii Lu Zhu a spol. [23], zabyvajici se
modifikaci konjugatu na bazi oligochitosanu-F127 pravé biotinem, za ucelem enkapsulace
polyfenolu honokiolu do micel. Diky biotinu byla zvySena absorpce tohoto

chemoterapeutika do nddorovych bunék.

Enkapsulace vitaminu B12 prostfednictvim komplexni koacervace pseni¢ného proteinu a
pektinu byla studovéna autory Akbari a kol. [24], za ticelem ochrany proti zpracovatelskym
a okolnim vliviim v potravinaiskych procesech. Vysledky prokézaly vyznamny vliv pH na

enkapsulac¢ni a¢innost.

Co se tyka vitaminu C, bylo zjisténo, Ze v piipad¢ enkapsulace do Castic chitosanu vykazuje
zvysenou biologickou dostupnost, coz znamena, ze je v téle 1épe absorbovatelny a nasledné
efektivnéji vyuzitelny. Dle aktudlnich studii je také dokazano, Ze tyto Castice vykazuji po
enkapsulaci zvySenou stabilitu béhem skladovani, a v prostfedi zaludecnich $tav se

vyznacuji prodlouzenou dobou uvoliiovani [16].

Potencial systéml na bazi modifikované nanokrystalické celulézy a chitosanu pro
enkapsulaci vitaminu C byl studovan v praci Baeka a kol. [25], kdy byla zji§téna vysoka
enkapsulaéni ucinnosti (90 %) a pozvolné uvoliovani aktivni latky (béhem vice jak 14 dni).
Bylo také prokazano, Ze stabilita vitaminu C v systému je zavisla na pH, svétle a mnozstvi
kysliku v prostiedi. Stabilita vitaminu zde byla zvySena za pomoci fosforylovanych
celul6zovych nanokrystalli, coZ lze nasledné vyuzit v potravinafstvi, pfi dlouhodobém

skladovani vitaminu C [25].

Autofti Alishahi a kol. [26] vyvinuli chitosanové nanocéstice s enkapsulovanym vitaminem
C pro prichod gastrointestinalnim traktem za Gi¢elem zvySeni imunitniho systému pstruha
duhového. Vytvotené chitosanové nanocastice byly kulovitého tvaru s velikosti 185 nm.

Castice vykazovaly kladny naboj a in vivo fizené uvoliovani vitaminu C do 48 hodin.
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Enkapsulace vitaminu C do dvojvrstvé struktury na bazi zein/chitosanu byla studovéana
autory Dong a kol. [27] Vysledné sférické ¢astice o primérné velikosti od 700 do 1000 nm
vykazovaly, na rozdil od castic tvofenych pouze jednou vrstvou chitosanu, zpomalené a

kontrolované uvoliiovani do prostfedi simulované zalude¢ni tekutiny.
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L PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

e Priprava nosi¢li na bazi chitosanu s enkapsulovanymi hydrofilnimi vitaminy ve

formé Castic, jak samotnych, tak inkorporovanych do matrice biopolymerniho filmu.
e Charakterizace fyzikalné-chemickych vlastnosti pfipravenych nosica.
e Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pfipravenych nosicu.

e Zhodnoceni vlivu enkapsulace na podminky uvoliiovani hydrofilnich vitamind do

prostiedi.
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5 MATERIALY A ZARIZENI

5.1 Pouzité chemikalie
= Vitamin C — Penta
= Vitamin H — Biotin na nosi¢i — Dr. Hoffmann
= Chitosan — Sigma-Aldrich, nizka molekulova hmotnost
=  Sodium tripolyfosfat — Acros Organics, 85 % pure
= Glycerin — PENTA Chemicals
= Kyselina octova — IPL — Petr Lukes, Uhersky Brod

= Ethanol

5.2 Pouzité zarizeni

=  Magnetické michadlo MR Hei-Standard

= Analytické vahy Sartorius Basic

= SuSarna Memmert

= pH metr Heidolph MR 1000

= Zetasizer Malvern Nano series

= UV-VIS spektrofotometr Jasco V-750

= Texturometr AMETEK test TECTRA a.s.

= Analyzator kontaktniho thlu Theta Biolin Scientific
= Digitalni mikrometr (pfesnost 0,001 mm, rozsah 25 mm)
= Centrifuga Hettich

= Exsikdtor CSN SIMAX

= Testovaci kelimky pro stanoveni propustnosti pary
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6 METODIKA

6.1 Priprava roztoki

6.1.1 Priprava zasobniho roztoku chitosanu

V prvnim kroku bylo odpipetovano vypocitané mnoZzstvi kyseliny octové (0,95 ml) do 100
ml odmérné banky a dopln€no po rysku destilovanou vodou tak, aby vysledna koncentrace
¢inila 1 obj. %. Dale byl ptfipraven roztok chitosanu (CH) o koncentraci 0,2 hm. %, a to
navazenim vypocitaného mnozstvi na analytickych vahéch s ptesnosti na 0,0001 g, které

bylo nésledné rozpusténo ve 100 ml ptipraveného roztoku kyseliny octoveé.

6.1.2 Priprava roztokiu vitamini C a B7

Na analytickych vahach bylo navazeno vypocitané mnozstvi vitaminu C, resp. B7 s pfesnosti
na 0,0001 g arozpusténo v 10 ml destilované vody za pomoci magnetického michadla (1000
otacek/min, teplota 25+1 °C). Nasledn¢ byla smés pievedena do 10 ml odmérné baiky a
doplnéna destilovanou vodou po rysku, tak aby vysledna koncentrace roztoki byla 10

mg/ml.

6.1.3 Priprava roztoku sodium tripolyfosfatu

Vypocitané mnozstvi sodium tripolyfosfatu (STPP) bylo navazeno (analytické vahy
s ptesnosti na 0,0001 g) do kadinky a nésledné rozpusténo v 10 ml destilované vody za
pomoci magnetického michadla (1000 otd¢ek/min, 25+1 °C). Smés byla poté pievedena do
10 ml odmérné baiky a doplnéna destilovanou vodou po rysku, tak aby vysledna

koncentrace roztoku byla 1 mg/ml.

6.2 Priprava Castic

Do kadinky bylo odpipetovano 17 ml pfipraveného zasobniho roztoku chitosanu (0,2 hm.
%) a postupné po jednotlivych kapkach za pomoci pipety byly ptidany 2 ml roztoku vitaminu
(C nebo B7) o koncentraci 10 mg/ml. Tato smés byla michdna 30 minut pfi laboratorni
teploté pii 1000 otacek/min. Poté byl postupné po jednotlivych kapkach za pomoci pipety
pfidan 1 ml roztoku STPP a smés byla nasledné opét michdna (30 minut, 1000 otacek/min,
25+1 °C). Vysledna koncentrace roztokli vitaminti byla 1 mg/ml (Obrazek 20). Podobnym

zpusobem byly ptipraveny i prazdné ¢astice chitosanu bez vitaminu. Opét bylo napipetovano
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do kadinky 10 ml zasobniho roztoku chitosanu (0,2 hm. %) a nasledn¢ postupné ptrikapavan
1 ml roztoku STPP za pomoci pipety po jednotlivych kapkach. Poté byla smés michdna na
magnetického michadle (30 minut, 1000 otacek/min, 25+1 °C).

Obrazek 20 Vzorky vitaminu C

(vlevo) a B7 (vpravo)

6.3 Meéreni pH

Po kalibraci pfistroje byla elektroda pH metru ponoifena do pfipravenych vzorkl a odectena

hodnota pH (25+1 °C).

6.4 Meéreni velikosti Castic a zeta potencialu

Velikost ¢astic a zeta potencidl vzorkidl byly méfeny na pfistroji Zetasizer Malvern. Pro
méteni velikosti ¢astic byl vzorek nafedén pomoci destilované vody, dvakrat prefiltrované
ptes stiikackovy mikrofiltr s pory o velikosti 1,2 pum. Pro stanoveni zeta potencidlu bylo
pouzito fedéni 500krat pomoci destilované vody, dvakrat prefiltrované pies stiikackovy
mikrofiltr s pory o velikosti 1,2 um. Pro méfeni zeta potencialu byly pouzity plastové kyvety
DTS1070 a pro méteni velikosti ¢astic nasledné pouzity klasické plastové kyvety o priméru
1 cm. Pro méteni velikosti ¢astic bylo pouzito zfedéni 0,5 ml vitaminu C, popi. B7 do 1 ml
vody. Nasledné pro stanoveni zeta potencidlu bylo pouzité zfedéni 6 pl vitaminu C, popf.
B7 do 3 ml vody. VSechny vzorky byly prométfeny ihned po ptiprave, a nasledné po 45 dnech

skladovéani na tmavém misté pii 4 °C.
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6.5 Stanoveni antioxidacni aktivity

Vzorek o objemu 200 pl byl smichan s 2 ml 0,1 mM ethanolického roztoku DPPH. Sm¢s
byla ponechédna 30 minut ve tmé pii teploté 251 °C. V dalsSim kroku byla zméfena
absorbance na spektrofotometru pfi vinové délce 517 nm proti ethanolu. Dle Rovnice 1 byl

nasledné vypocitan procentualni tibytek absorbance:

%A — Aplank —Avzorek . 100 (1)
Aplank

Kde %4 je ubytek absorbance [%]
Abpiank je absorbance 0,1 mM ethanolického roztoku DPPH

Avzorek j€ absorbance vzorku

6.6 Priprava filmi

Pro ptipravu filma bylo navazeno 2,5 g nizkomolekularniho chitosanu do kadinky, k némuz
byl pfiddn 1%ni roztok kyseliny octové. Smés se poté nechala michat na magnetickém
michadle (24 hodin, 1000 ota¢ek/min, teplota 25+1 °C). Po dané dob¢ byla smés prevedena
do 250 ml do odmérné banky a doplnéna roztokem kyseliny octové po rysku (vysledna
koncentrace byla 10 mg/ml). V dal$i fazi bylo smichano 10 ml roztoku chitosanu o
koncentraci 10 mg/ml (CH) a 1 ml roztoku ¢astic s enkapsulovanym vitaminem C, resp. B7,
piipravenych v Kapitole 6.2. Dale byl ke smési pfidan glycerol, jako plastifikator, a to
v riizném mnozstvi (0,01; 0,05; 0,1 g) (oznaceni vzorki je patrné z Tabulky 4). Smés byla
homogenizovana po dobu 5 minut pfi 1000 otacek/min. Nasledné byly pfipravené aktivni
roztoky odlity na Petriho misky, které byly vloZzeny do susarny na dobu 24 hodin pfi teploté
35 °C.

Tabulka 4 SloZzeni roztokl pro ptfipravu filmi

Objem [ml] Hmotnost [g]
Oznaceni vzorku CH C B7 oL
(10 mg/ml) | (1 mg/ml) (1 mg/ml)
CH/C/GL 0 az 0,1 10 10 - 0az0,1
CH/B7/GL 0 az 0,1 10 - 10 0az0,1




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

6.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity filmu

Z ptipravenych filma byly nastfihany ctverecky o rozmérech 1x1 cm, které byly nasledné
zvézeny na analytickych vahach s presnosti 0,0001 g. Ctvere¢ky byly poté vlozeny do
pfedem popsanych sklenénych vialek, do nichz byly pfidany 2 ml 0,1 mM DPPH. Posléze
byly vzorky inkubovany ve tmé pfi laboratorni teploté (25+1 °C) nebo pfi teploté 70 °C po
dobu 30 minut a nasledné prométeny na UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 517 nm

proti ethanolu. K vypoctu ubytku absorbance byl vyuzit vySe uvedeny vzorec (viz Rovnice

1.
6.8 Test uvolnovani aktivni latky

6.8.1 Stanoveni kalibracni pfimky

Byl pfipraven zasobni roztok vitaminu C o koncentraci 1 mg/ml, a to navaZenim
vypocitaného mnozstvi vitaminu C (s piesnosti 0,0001 g) do kadinky, rozpusSténim
v destilované vod¢ a naslednym prevedenim do 25 ml odmérné baiiky, kde byl doplnén po
rysku destilovanou vodou.

Na spektrofotometru byla stanovena maximalni vinova délka (289 nm), pti niz byly nasledné
prométeny jednotlivé kalibracni roztoky o koncentracich od 0,01 do 0,7 mg/ml, které byly
piipraveny ze zasobniho roztoku dle zfed’'ovaci rovnice (viz Rovnice 2). Z naméfenych

hodnot absorbanci byla nasledné sestrojena kalibracni piimka.

Vi.,=V,.¢, (2)
Kde ¢ koncentrace zasobniho roztoku [mg/ml]
Vi objem zasobniho roztoku [1]
c2 koncentrace pracovniho roztoku [mg/ml]
V> objem pracovniho roztoku [1]

6.8.2 Test uvoliiovani

V prvni fazi byl pfipraven fosfatovy pufr, a to navazenim 8 g chloridu sodného, 0,2 g
chloridu  draselného, 1,44 g hydrogenfosforenanu sodného a 0,245 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného. Tyto chemikalie byly nésledné rozpustény v 1 1

destilované vody. Posléze bylo zméieno pH, které bylo tfeba upravit na hodnotu 7,4 £ 0,1.
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Z ptipravenych vzorki filml byly vystfizeny CtvereCky o rozmérech 2x2 cm, které byly
nasledné zvéazeny s presnosti na 0,0001 g a umistény do sklenénych reagencnich lahvi

(Obrazek 21).

Obrazek 21 Vzorky filmu piipravené pro test uvolilovani

Poté bylo ke vzorkiim ptidano 20 ml piipraveného pufru a lahve byly umistény na tiepacku
s nastavenou rychlosti 160 otdc¢ek/min (251 °C). Dale byly v definovanych c¢asovych
intervalech (0,5 h; 1 h; 2 h; 3 h; 4 h; 5 h; 8 h az 241 h) odebirany vzorky o objemu 2 ml do
mikrozkumavek Eppendorf a soucasné byly pfidany vzdy 2 ml cCerstvého pufru. U
odebranych vzorkd byla proméfena absorbance na UV-VIS spektrofotometru pii fixni

vlnové délce 289 nm.

6.9 Stanoveni vlhkosti filmu

Do pfedem vysuSenych vazenek byly vloZeny vzorky filmt (¢tvereky o rozmérech 2x2 cm),
které byly suSeny pii teploté¢ 105 °C do konstantni hmotnosti. Z pocatecnich a vyslednych

hmotnosti byla vypocitana vlhkost film (viz Rovnice 3).
0 _ MO_Mf .
V(%) = (%5L) 100 3)

Kde My je pocatecni hmotnost vzorku [g]

My je vyslednd hmotnost vzorku [g]
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6.10 Stanoveni propustnosti filmi pro vodni pary

Pro stanoveni propustnosti vzorki pro vodni pary byl vyuzit postup dle normy Standard Test

Method for Water Vapor Transmission of Materials: ASTM E96-95 [28].

Z pripravenych vzork@ film s enkapsulovanymi vitaminy byla vystfizena kolecka o
praméru 36 mm. Do testovacich kelimkia (Obrazek 22) bylo nalito 20 ml destilované vody a
mezi t€snéni ve vrchni ¢asti byl upevnén kruhovy vzorek filmu. Takto pfipravené testovaci
kelimky byly nésledné zvazeny a vlozeny do exsikatoru pfi definované relativni vlhkosti a
teploté (Obrazek 23). V danych casovych intervalech byly vzorky vazeny s pfesnosti na
0,0001 g a zména hmotnosti v zavislosti na Case byla nasledné¢ vyuzita pro vypocet
propustnosti pro vodni pary. Pro vypocet propustnosti byly nasledn¢ vyuzity Rovnice 4 a

Rovnice 5.

WVT = % (4)

WVP — wvT — wvT
4p S (R1—R2)

)

Kde WVT je rychlost prenosu vodni pary [g-h™'-m™2]
WVP propustnost pro vodni pary [g-h™'-m™]
k je ztrata hmotnosti v ¢ase [g-h™!]
A je plocha vzorku [m?]
A p je rozdil tlaku vodni pary [Pa]
S je tlak nasycené vodni pary [Pa]
R; je vlhkost v testovacim kelimku [%]
R; je vlhkost prosttedi [%]

Obrazek 22 Testovaci kelimek se vzorkem

filmu s vitaminem C
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Obrazek 23 Exsikator s testovacim

kelimkem se vzorkem

6.11 Stanoveni rozpustnosti filmi ve vodé

V této Casti tlohy byly pouzity vysuSené vzorky filmu, které byly v predchozi uloze
stanoveni vlhkosti filmil vysuSeny do konstantni hmotnosti. Tyto vzorky byly vlozeny do
Erlenmayerovych ban¢k s 20 ml destilované vody. Takto pfipravené vzorky byly nasledné
vloZeny na tfepacku pii rychlosti 150 otacek/min po dobu 24 hodin (Obrazek 24). Po 24
hodinach byly vzorky usuSeny v suSarné pii 105 °C do konstantni hmotnosti, ktera byla

zaznamenana. Pro vypocet rozpustnosti byla nasledn€ pouzita Rovnice 6.

Mi_Mf

S (%) = (-2£)- 100 (6)

1

Kde M,...po¢atecni hmotnost vzorku ptfed vlozenim na tfepacku [g]

Mjy...hmotnost vzorku po tfepani a vysuSeni [g]
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Obrazek 24 Test rozpustnosti

6.12 Tahové zkousky

Z piipravenych filma byly nastiihany prouzky o velikosti 1x6 cm, u nichz byla zmé&fena
tloustka pomoci digitalniho mikrometru (ptesnost 0,001 mm, rozsah 25 mm). Tyto prouzky
byly nésledn¢ vlozeny do celisti pfistroje Texturometr, na kterém byla poté za pomoci
softwaru NexygenPlus vyhodnocena tahova sila [MPa] a prodlouzeni pfi pfetrzeni [%].

Kazdy vzorek byl zméten nejméné trikrat.

6.13 Méreni smacivosti filmu

Sméacivost pfipravenych vzorkid byla hodnocena metodou pfisedlé kapky pomoci
analyzatoru kontaktniho uhlu Theta. Z filml byly vystfizeny obdélnicky, na néz byla
nanesena kapka destilované vody (3 pl). Pomoci softwaru OneAttension byl vyhodnocen
kontaktni thel, ktery byl hodnocen z 5. az 6. vtefiny métfeni. Vysledné hodnoty byly

primérem ze tif méteni.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Charakteristika castic

7.1.1 Méreni velikosti ¢astic a zeta potencial

Velikost a naboj Castic vypovidaji o fyzikalni stabilité¢ disperznich soustav. Pokud ¢astice
koloidniho roztoku nesou vyznamné kladny, ¢i zaporny naboj, budou mezi nimi ptsobit silné
odpudivé elektrostatické sily a 1ze pfedpokladat, Ze ¢astice nebudou mit tendenci se k sobé
piiblizovat, a tim padem ani tvofit nezddouci aglomeraty. Méfenim zeta potencialu lze tedy
ziskat informace o potencidlni elektrostatické stabilité¢ pfipravené disperze. Velikost zeta
potencialu vyrazné ovlivituje naptiklad pH méfeného roztoku, pficemz se zvySujicim se pH
vétSinou dochézi k posunu kladného naboje na zaporny. V ptipad€ hodnoty pH, ve kterém
je zeta potencidl nulovy, se jednd o takzvany izoelektricky bod. V tomto bod¢ je elektricka
dvojvrstva v podstaté neutralizovana a v roztoku lze ocekdvat flokulaci ¢i aglomeraci

koloidnich castic [29, 30].

Vysledky méteni velikosti ¢astic s enkapsulovanymi vitaminy z piistroje Zetasizer jsou
shrnuty na Obrazku 25. Ze ziskanych dat je patrné, ze Castice s vitaminem C dosahuji
velikosti necelych 180 nm, zatimco vzorek s vitaminem B7 vykazoval ¢astice vétsi (pres 200
nm), coz muze byt disledkem odlisSnych molekularnich hmotnosti a struktur danych
vitaminl (Obrazek 1 a Obrazek 14). Pfeméienim castic po 45 dnech byl prokdzan pokles
velikosti u vitaminu C (0 22 %), zatimco v piipadé vzorkl s biotinem doslo ke zvétSeni Castic
asi o 11 %. Castice chitosanu s enkapsulovanym vitaminem C o velikosti 240 nm byly
ziskany autory studie Dong a kol. [27]. Odchylky od naSich vysledkii mohly byt zpiisobeny

modifikaci metody, kdy autofi zminéné studie vyuzili navic ultracentrifugaci a lyofilizaci.

Soucasné s méfenim velikosti ¢astic byly vyhodnoceny i hodnoty indexu polydisperzity
(PDI), ktery je definovan jako pomér hmotnostni a ¢iselné primérné molekulové hmotnosti
My a My a indikuje trovenl uniformity velikosti ¢astic [27]. Z naméfenych hodnot PDI
(Obrazek 25), 1ze usoudit, Ze index polydisperzity se pohyboval v rozmezi 0,3 aZ 0,4 a po

nasledném preméfeni (po 45 dnech) se jeho hodnota zvysila jen nepatrné.

Dle studie Desai a kol. [18] bylo prokazéano, Ze na velikost ¢éstic a zeta potencidl mé zasadni

vliv molekulova hmotnost chitosanu. Autofi studie zjistili, Ze se zvysujici se molekulovou
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hmotnosti chitosanu rostla i velikost mikrokuli¢ek TPP-chitosanu s enkapsulovanym

vitaminem C [18].

300 0,50
M velikost ihned velikost po 45 dnech
@ PDI ihned PDI po 45 dnech 0,45
250 ®
I 0,40
200 0,35
€
= 0,30
2
=) -
;3@ 150 0,25 7
p I o
o
>, 0,20
o
> 100
0,15
0,10
50
0,05
0 0,00

Obrazek 25 Namétené hodnoty velikosti ¢astic
Na Obrazku 26 lze vidét, ze naboj ptipravenych castic dosahoval kladnych hodnot (+31 az
+32 mV), bez ohledu na typ vitaminu vyuzitého k enkapsulaci. Lze tedy potvrdit prioritni
vyznam nosné matrice, chitosanu, ktery v kyselém prostiedi (kyselina octovd) bézné
vykazuje kladny naboj. Jelikoz ptipravené ¢astice vykazovaly hodnoty zeta potencialu vyssi,
nez je hranice pro elektrostatickou stabilitu systému (£30 mV), lze konstatovat, Ze néboj
bude dostate¢ny k prevenci piipadného shlukovani a tvorbé agregati. Primérni vyznam
nosné matrice byl prokdzan i ve studii Hamadou a kol. [31], v niZ byly charakterizovany
nanolipozomy na bazi moiskych fosfolipidi s enkapsulovanym vitaminem C. Hodnoty zeta
potencialu ptipravenych ¢astic byly srovnatelné (v rozsahu od -38 az -34 mV, bez vyraznych
zmén mezi jednotlivymi formulacemi, liSicimi se pomérem pouZitého fosfolipidu a vitaminu
[31]. Ve studii [32] autofi Aresta a kol. charakterizovali nanocastice chitosanu
s enkapsulovanymi vitaminy C a E pfipravené pomoci metody iontové gelace s vyuZitim
sitovaciho ¢inidla sulfobutylether-B-cyklodextrinu pro nésledné vyuziti v potravinaiském
pramyslu. Hodnoty zeta potencidlu pro chitosanové nanocastice se pohybovaly v rozmezi

od +16 mV do +27 mV, v zavislosti na konkrétnim typu vitaminu [32].
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V souvislosti s nabojem ¢astic je tfeba zminit, ze pH pfipravenych roztok bylo u obou
systémil mirné kysel¢, konkrétné 3,5 pro vzorek vitaminu C a 3,6 ¢astice s vitaminem B7.
Pokud by castice mély byt aplikovany do produktd urcenych pro kontakt s pokozkou,
napiiklad v kosmetickych ptipravcich, bylo by vhodné pH navysit na hodnoty pH pokozky

v rozmezi 4,5 az 5,5.

Po dobé skladovani (45 dni) byl sledovan pokles zeta potencialu na hodnoty okolo + 20 mV,
coz miuize souviset se zmeénou velikosti ¢astic a vzajemného usporadani nosi¢e a aktivni
latky. Ve studii [31] se autofi zabyvali potencialem nosicti na bazi lipozomt pro enkapsulaci
vitaminu C. V rdmci stabilitni studie byl hodnocen zeta potencial Castic po urcité dobé
skladovani, konkrétné po 49 dnech pfi teploté¢ 4 °C. Podobné jako v nasi studii doslo
k poklesu hodnot zeta potencialu, a to v nekterych piipadech dokonce az 0 20 mV. [31].

40

M zeta potencidl ihned
35

zeta potencial po 45 dnech
30
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Obrazek 26 Nameétené hodnoty zeta potencialu
V Tabulce 5 Ize vidét namétené hodnoty z pfistroje Zetasizer pro prazdné chitosanové
Castice. Je patrné, Ze v porovnani se vzorky s obsahem vitaminii byly vSechny sledované
parametry vyssi. Velikost ¢astic €inila 464,50 nm a index polydisperzity 0,56. Samotné
chitosanové ¢astice vykazovaly 1 vyssi zeta potencial, konkrétné 44,60 + 1,99 mV.

Tabulka 5 Namétené hodnoty velikosti ¢astic, PDI a zeta potencidlu pro
prazdné castice

Vzorek Velikost castic PDI [-] Zeta potencial

CH/STTP 464,50 £ 0,07 0,56 £ 0,07 44,60 + 1,99
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7.1.2 Antioxidaéni aktivita éastic

Antioxida¢ni aktivita pfipravenych ¢astic byla hodnocena na zakladé¢ barevné zmény
testovanych roztokt po dané dobé¢ inkubace 30 minut s roztokem DPPH. Na Obrazku 27 Ize
vidét vzhled roztoktl po inkubaci. V obou piipadech doslo k zesvétleni barvy roztoki, ovsem
u vzorku s obsahem vitaminu C byla zména mnohem vyraznéjsi, az na svétle zluté zbarveni.

Tento fakt se také projevil v naméfenych hodnotach ubytku absorbance (Tabulka 6).

Obrazek 27 Vzorek vitaminu

B7 (vlevo) a vitaminu C
(vpravo) po 30 minutach

inkubace

Tabulka 6 Procentualni ubytek absorbance

Vzorek I'betek absorbance [%]
C 81,68 £ 0,00
B7 46,34 £ 0,01

Z vysledkil je patrné, ze oba systémy vykazuji antioxidacni aktivitu, pficemz v piipadé
vitaminu C byla hodnota skoro dvakrat vyssi (82 %), v porovnani se vzorkem s biotinem (46
%). Ve studii Liu a kol. [33] byla sledovana antioxida¢ni aktivita lipozomi obsahujici
vitamin C a B-karoten. Zatimco v piipadé castic s obsahem vitaminu C byla antioxida¢ni
aktivita 38,08 %, pro P-karoten byla stanovena hodnota niZsi, konkrétné¢ 18,34 %. Pro
srovnani byly také hodnoceny vzorky obsahujici obé aktivni latky, které vykazovaly
antioxidacni aktivitu 41,37 %. Vitamin C zde jednozna¢né prokdzal vétsi vliv na vysledné
antioxida¢ni u€inky. V dalsi studii Hamadou a kol. [31] byly pfipraveny nanolipozomy na
bazi motskych fosfolipidii s enkapsulovanym vitaminem C. Vysledna antioxida¢ni aktivita
castic se pohybovala v rozmezi od zhruba 60 do 80 %, v zavislosti na konkrétnim sloZzeni

dané formulace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

7.2 Charakteristika filmu

Zaucelem zhodnoceni dal§ich moznosti enkapsulace hydrofilnich vitamint byly pfipravené
aktivni nosice s antioxidanty inkorporovany do matrice na bazi chitosanu, z niz byly

nasledné pfipraveny pevné vzorky filmu.

Jak je patrné z Obrazku 28, film s biotinem byl svétly pouze sjemnym naZzloutlym

nadechem, zatimco vzorek s ptidavkem nosice s enkapsulovanym vitaminem C byl tmavsi.

Obrazek 28 Film CH/B7 (vlevo), CH/C (vpravo)

7.2.1 Antioxidaéni aktivita filmu

Hodnoceni antioxidac¢ni aktivity piipravenych filma probéhlo na zéklad¢ sledovani aktivity
vychytavani volnych radikalit DPPH. To bylo monitorovano na zéklad€ ubytku absorbance

vzorku za pomoci spektrofotometrie [34].

Na nasledujicim Obrazku 29 lze vidét vysledky méfeni Ubytkll absorbanci jak vzorki
chitosanového filmu bez aktivni latky, tak filmt s enkapsulovanymi vitaminy. Podobné jako
v piipadé castic byla vyssi antioxida¢ni aktivita (a to o vice jak 40 %) zaznamenana u filma
s obsahem vitaminu C. Lze si také v§imnout, Ze filmy, které byly inkubovany ve tmé pfi
laboratorni teploté 25 °C, mély antioxidacni aktivitu skoro dvakrat vySsi nez ty, které byly
inkubovany pii 70 °C. Co se tyka kontrolniho chitosanového filmu, vykazoval vzorek
inkubovany pfi niz$i teploté srovnatelnou aktivitu jako film s obsahem biotinu, zatimco pfi
vyssi teploté byla zjiSt€éna antioxidacni aktivita chitosanového filmu v porovnani
s vitaminem B dokonce vy38i. To mohlo byt zplisobeno naptiklad degradaci vitaminu B7 pfi
vyssi teplote.

Ve studii [34] autofi zjistili, Ze enkapsulaci vitaminu C a E do nosi¢e na bazi sdjového
proteinu a pektinu doslo k vyraznému zvySeni antioxida¢ni aktivity. Lze predpokladat, Ze se

jedna o disledek faktu, Ze antioxidanty pfitomné ve vitaminu C mohou reagovat spolu s 05,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

HOO™ a OH™. Touto reakci by nésledné¢ vznikala semi dehydroaskorbova kyselina. Déle

7oorwe

také autofi predpokladaji synergicky uc¢inek kombinace vitaminu C a E [34].
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Obrazek 29 Antioxidacéni aktivita filma

7.2.2 Test uvoliiovani aktivnich latek

V prvni fad¢ byla sestrojena kalibra¢ni pfimka (Obrazek 30), z jejiZ rovnice (y = 1,7904x +

0,0909) byly nasledné vypocitany koncentrace uvolnéného vitaminu C ze vzorki filmd.
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Obrazek 30 Kalibraéni ptimka vitaminu C
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V ramci studie uvolilovani antioxidantu z polymerni matrice byl proveden test jak na filmu
pfipraveném inkorporaci nosice s enkapsulovanym vitaminem C, tak na vzorku vyrobeném
pouhym smichanim roztoku polymeru a vitaminu, ktery byl také nazloutly, ale méné

homogenni (viz Obrazek 31).

Obrazek 31 Srovnani vzorka filma s vitaminem C:

enkapsulovanym (vlevo) a neenkapsulovanym (vpravo)

Na nésledujicim Obrazku 32, Ize vidét vzorky filml po testu uvoliiovani, pfi¢emz je ziejmé,
ze vzorky s enkapsulovanym vitaminem C mély po provedeném testu stale intenzivnéjsi
zlutou barvu, v porovnani se vzorky, pfipravenymi bez ptedchozi enkapsulace, které byly

vyrazné svétlejsi.

Obrazek 32 Vzorky filmi po testu uvoliiovani:

enkapsulovany vitamin C (vlevo), neenkapsulovany

vitamin C (vpravo)

Na Obrazku 33 Ize vidét zavislost kumulativni koncentrace vitaminu na ¢ase. Obé kiivky
vykazovaly podobny trend, s razantnéjSim uvolnénim v prvnich zhruba 8 hodinach (strma
cast kiivky). Poté nasledovalo zpomaleni rychlosti uvolnéni, do ustaleni po cca 150 hodinach

testovani. Na konci testu bylo v ptfipadé¢ neenkapsulovaného vitaminu uvolnéno vétsi
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mnozstvi, a to konkrétn¢ 4,11 mg/ml (odpovidajici 41 %). V ptipadé enkapsulované¢ho
vitaminu bylo uvolnéné mnozstvi o néco nizsi, konkrétn¢ 3,24 mg/ml (odpovidajici 33 %).
Je ovSem zcela ziejmé, ze systém obsahujici nosice s enkapsulovanym vitaminem prokazal
niz§i detekovand mnozstvi aktivni latky, coz je v souladu snasim teoretickym
predpokladem, kdy enkapsulace ptispiva k pozvolnéjsimu pribéhu procesu uvoliiovani do

prostiedi.

Ve studii [35] se autofi Azevedo zabyvali ptipravou a charakterizaci alginat/chitosanovych
castic s enkapsulovanym vitaminem B2 metodou ionotropni gelace. Studium kinetiky
uvolnéni, provadéné za riznych podminek (pH a teplota), prokazalo, ze pfipraveny systém
je stabilni po dobu 5 mésicti a miize slouzit pro dlouhodobé uvoliiovani v potravinaiském

prumyslu.

Podminky uvoliiovéani vitaminu C z chitosanovych nanocastic byly zkoumdany 1 ve studii
Alishahi a kol. [36]. Jako médium zde byly pouzity roztoky HCI (0,1 M) a PBS, jako vhodné
roztoky pro simulaci prostiedi zaludku (1,1 M HCI) a stfev (PBS). Pro vyhodnoceni
mnozstvi uvolnéného vitaminu byla vyuzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie.
Vysledky studie potvrdily, ze rychlejsi uvolnovani aktivni latky bylo zaznamenéano pii
pouziti média PBS, kdy bylo na konci uvolnéno vice jak 75 % vitaminu, zatimco v ptipadé

média HCI (0,1 M), bylo uvolnéné detekované mnozstvi témeét o polovinu mensi.
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Obrazek 33 Zavislost kumulativniho mnozstvi uvolnéného vitaminu C na ¢ase
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7.2.3 Vlhkost, rozpustnost a propustnost filmu

Vlhkost, rozpustnost i bariérové vlastnosti polymernich filmt maji zdsadni vyznam pro dalsi
praktické aplikace, zejména pokud ma dany material pfijit do kontaktu s lidskou pokozkou,
jako je to v ptipad€ obvazli na hojeni ran, nebo i riznych kosmetickych masek. Na Obrazcich
34 az 36 jsou shrnuty vysledky méfeni vlhkosti, rozpustnosti ve vod¢ a bariérovych
vlastnosti filmt. Obsah vlhkosti kontrolniho chitosanového filmu ¢inil 23 %. Z Obrazku 34
je ziejmé, ze po enkapsulaci vitamind doslo k nartstu hodnot, a to 0 48 % (vitamin C) a 44

% (vitamin B7).
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Obrézek 34 Vlhkost filma
Na Obrazku 35, 1ze vidét zpracované hodnoty rozpustnosti filml ve vodé. Je jednoznacné,
7e nejvyssi rozpustnosti ve vodeé (téme 40 %) dosahl film s obsahem vitaminu B7. Naopak

nejmensi rozpustnost (18 %) byla zaznamenana u vzorku s obsahem vitaminu C.
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Obrazek 35 Rozpustnost filmt ve vodé
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Propustnost pro vodni pary (viz Obrazek 36) byla nejniz§i u vzorku samotného
chitosanového filmu shodnotou 0,0176 g-h'-m™2. Inkorporaci enkapsulovanych
hydrofilnich vitamini doSlo ke zvySeni propustnosti, kdy nejvy$si hodnoty byly
zaznamenany u vzorku s obsahem vitaminu C (0,0186 g-h™'-m2).

0,019

0,0185

0,018

0,0175

0,017

0,0165

Propustnost pro vodni pary [g-h”*-1-m~-2]

0,016
CH C B7

Obrazek 36 Propustnost filma pro vodni pary
Na zakladé vysledkt méteni vlhkosti, rozpustnosti a propustnosti pro vodni pary lze potvrdit,
ze enkapsulace hydrofilnich vitamini méla vliv na nartst vSech parametr, coz lze,

vzhledem k podstaté aktivnich latek, o¢ekavat.

Afonso a kol. [37] studovali chitosanové filmy modifikované prostfednictvim rtznych
ptirodnich antioxidantl a vitaminu C s potencidlem vyuziti pro piipravu kosmetickych
masek na plet’ pisobicich proti zndmkam starnuti pleti. Pro chitosanovy film byl stanoven
obsah vlhkosti 20,36 %, coZ je srovnatelny vysledek, jako v naSem ptipadé (23,22 %). Co
se tyké4 propustnosti pro vodni pary, doslo, podobné jako u naSich vzorkd, k nartistu tohoto

parametru po inkorporaci aktivnich latek.

7.2.4 Tahové zkousky

Mechanické vlastnosti filma jsou velmi dulezité pro praktické aplikace, jelikoz udévaji
odolnost materidlu vii¢i deformaci vyvolané ptisobenim vnéjsich sil, a tedy i trvanlivost. Pfi
tahovych zkouskach Ize vyhodnotit maximalni zatiZeni materialu, které odold vyvolanému
napéti. Za €elem zhodnoceni mechanickych vlastnosti naSich vzorki byly otestovany filmy
bez a s obsahem rtzného mnozstvi glycerolu (0,01 g, 0,05 g a 0,1 g) jako potencialniho

plastifikatoru (Obrazek 37 az 39).
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Jak lze vidét z ptilozenych obrazki, vzorky byly v porovnani s formulaci bez obsahu

o 4

experimentu byly pfipraveny i filmy s 0,2 g glycerolu, které ale jiz byly velmi tazné lepivé,

coz znemoznilo provedeni mechanickych zkousek, proto nebyly do dalSich testd zatazeny.

Obrazek 37 Film CH/B7/GL 0,01 (vlevo); CH/C/GL 0,01
(vpravo)

(vpravo)

Obrézek 39 Film CH/B7/GL 0,1 (vlevo), CH/C/GL 0,1
(vpravo)
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Dulezitou roli zde hraje i tloustka filmu, kterd je ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou
napiiklad fyzikalné-chemické vlastnosti filmotvorného roztoku (velikost Castic, hustota,
povrchové napéti) [30, 38]. Z Tabulky 7 je patrné, ze hodnoty tloustky se pohybovaly
v rozmezi od 0,016 (pro samotny chitosanovy film) do 0,041 mm pro vzorek chitosanu s 0,1
g glycerolu bez enkapsulovaného vitaminu. Je také patrné, ze tloustka se zvySovala s
rostoucim pridavkem glycerolu. Podobné ve studii [29], s doSlo po inkorporaci vitaminu
(konkrétné tokoferol acetdtu) do chitosanového filmu ke zvySeni naméfené hodnoty

tloustky, a to o zhruba 40 % [29].

Tabulka 7 Naméfené tloustky filmi v mm

GL CH C B7

0 0,016 = 0,003 0,017 £ 0,001 0,017 £0,001
0,01 0,033 +£ 0,001 0,018 + 0,003 0,017 £0,000
0,05 0,036 + 0,002 0,019 0,001 0,018 £0,001
0,1 0,041 £ 0,001 0,029 + 0,001 0,026 £+ 0,004

Vysledky méfeni pevnosti v tahu jednotlivych filma lze vidét na Obrazku 40. Nejvyssi
pevnost (témét 80 MPa) byla zaznamenana u filmu s vitaminem B7 s obsahem glycerolu
0,05 g. Na druhou stanu nejnizsi pevnost 7,49 MPa byla naméfena u vzorku s obsahem
vitaminu C a glycerolu 0,1 g. Krom¢ filma s obsahem biotinu, Ize z vysledki pozorovat

sniZujici se pevnost v tahu se zvysujici se koncentraci glycerolu. Tento trend Ize, vzhledem

k plastifikacnim u¢inim glycerolu, ocekavat.
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Obrazek 40 Namétené hodnoty pevnosti v tahu filma
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Z Obrazku 41 je ziejmé, Ze nejvyssich hodnot prodlouzeni pti pietrzeni bylo dosazeno u
filma s obsahem 0,1 g glycerolu, coz bylo mozné ocekavat, jelikoz vyssi mnozstvi glycerolu
zajistilo filmu vétsi pruznost a elasti¢nost. Nejvyssi prodlouzeni pii pretrzeni (65 %)
vykazoval film s obsahem vitaminu B7 a glycerolu 0,1 g. Naopak nejniz$i miru elasticity (4
%) vykazoval film s obsahem vitaminu C a glycerolu 0,1 g. Z vysledk je patrné, Ze ptidavek
glycerolu mél rozdilny vliv na jednotlivé vzorky. Zatimco v piipadé kontrolniho
chitosanového filmu a vzorku s biotinem doslo pfidavkem 0,1 g glycerolu ke znaénému
zvySeni elasticity, tak u filmt s obsahem vitaminu C se tento trend nepotvrdil, a prave

naopak zde doslo ke sniZeni elasticity.

Pokud bychom se zaméfili na vliv konkrétniho vitaminu na elasticitu filmu ve srovnani s
kontrolnim chitosanovym filmem, Ize potvrdit vys$i narist hodnot v pfipad¢ biotinu.
Vyjimkou je vzorek CH/B7/GL 0,05, kde byla namétena nizs§i hodnota (necelych 11 %)
oproti CH/GL 0,05 (15 %), coz je v souladu s vysledky pevnosti v tahu (Obrazek 40).
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Obrazek 41 Nameétené hodnoty prodlouzeni pii pretrZeni filma
V ramci studie Su-il Park a Yanyun Zhao [29], ktera se zabyvala inkorporaci vitaminu E ¢i
minerali do chitosanovych filmt, byla stanovena jak pevnost filmu, tak prodlouZeni pfi
pretrzeni. Hodnoty pevnosti klesaly se zvySujici se koncentraci vitaminu z 8 MPa (pro
kontrolni chitosanovy film) az na 3,6 MPa. Prodlouzeni pfi pietrzeni se naopak po
enkapsulaci mirné zvysilo (z 81 % na 92 %), v zavislosti na konkrétni formulaci. Dlivodem

muze byt plastifikacni u€inek nékterych malych molekul, které pak snizuji kohezni sily ve
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struktufe filmu. Srovndnim téchto hodnot s vysledky nasi prace Ize konstatovat, ze nase
vzorky byly vyznamné pevnéjsi (s nejvyssi naméfenou hodnotou az 80 MPa pro film

s obsahem vitaminu B7.

7.2.5 Meéreni kontaktniho ahlu

Smacivost materidlu je dlezitym parametrem, souvisejicim s ptipadnou hydrofilitou, resp.
hydrofobicitou povrchu. Tyto vlastnosti indikuji nasledné chovani materidlu v riznych
prostfedich, ¢i v kontaktu s dal§imi latkami. Na Obrazku 42 lze vidét vysledky méfeni
smacivosti vybranych vzorka filmu, a to bez a s obsahem 0,05 g glycerolu. Na prvni pohled
je patrné, ze ptidavek glycerolu zptsobil vyznamné sniZzeni kontaktniho uhlu, tj. zvySeni
smacivosti, pficemz nejvyraznéjsi pokles (o vice jak 60 %) byl zaznamenan v ptipadé vzorku
s obsahem vitaminu C. Ze ziskanych vysledkii 1ze usuzovat, Ze vzorky bez glycerolu
vykazuji hrani¢ni hodnoty smacivosti, zatimco ptidany glycerol zptisobil posun do oblasti

vy&§i hydrofility, kdy kontaktni thly byly mensi nez 90 °.
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Obrazek 42 Namétené hodnoty kontaktnich uhld
Ziskané vysledky jsou doloZeny fotografiemi kapek potizenych prostiednictvim analyzatoru
kontaktniho tthlu Theta (Obrazky 43 az 45). Je znamo, Ze pokud se kapka destilované vody
na povrchu filmu spis rozestie (0 < 90), jedna se o dobrou smacivost povrchu a povrch filmu
je hydrofilni. Druhou variantou je, ze se na vzorku vytvoii kapka (6 > 90), kterd nema
tendenci se roztékat. V tomto piipad¢ se jedna o horsi smacivost a film ma hydrofobni
povahu. Je patrné, ze samotny chitosanovy film je hife smdacen, v porovnani

s modifikovanymi vzorky, jelikoz kapka destilované vody na povrchu vzorku drzi sviyj tvar
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a nema tendenci se na testovaném povrchu rozprostirat. Z fotografii je také zfejmy vliv
glycerolu na vétsi rozestfeni kapky na povrchu filmu, a tedy zvyseni hydrofility. V rdmci
studie [39] byl stanoven kontaktni thel samotného chitosanového filmu 96,20 °. V naSem
ptipadé byla hodnota kontrolniho chitosanového filmu jesté o néco vyssi To mohlo byt
filmu. Ve studii Jiang a kol. [40] byl pro film vyrobeny z 1,5%niho roztoku chitosanu
stanoven uhel smaceni 61 °. Hodnota thlu sméaéeni mize byt ovlivnéna fadou faktorti, kromé
zminéné koncentrace polymerniho roztoku 1 molekulovou hmotnosti polymeru pouzitého

pro ptipravu filmotvorného roztoku.

Obrazek 43 Kapka na vzorku filmu CH (vlevo), CH/GL 0,05 (vpravo)

Obrézek 44 Kapka na vzorku filmu CH/C (vlevo), CH/C/GL 0,05 (vpravo)
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Obrazek 45 Kapka na vzorku filmu CH/B7 (vlevo), CH/B7/GL 0,05 (vpravo)
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ZAVER
Cilem predlozené bakalatské prace bylo overit moznosti enkapsulace hydrofilnich vitamind

C a B7 do nosi¢li na bazi chitosanu. Tyto ¢astice byly pfipraveny ve formé roztokl a

nasledné byly také inkorporovany do matrice biopolymerniho filmu.

Castice byly charakterizovany prostfednictvim stanoveni priméré velikosti, indexu
polydisperzity a zeta potencialu. VéEtsi ¢astice (213 nm) byly prokazany u roztokl s obsahem
vitaminu B7. Stanovené pH roztokl obou vitaminti bylo mirné kyselé¢ (3,5) a na zaklad¢
hodnot zeta potencialu (okolo +30 mV) Ize usuzovat, ze se jedna o elektrostaticky stabilni
systém s dostateCnym nabojem k prevenci agregace ¢astic. U obou systému byla prokdzana
antioxidacni aktivita s konkrétnim ubytkem absorbance 82 % u vzorku s obsahem vitaminu

C a 46 % u ¢astic s obsahem biotinu.

Ptipravené Castice s enkapsulovanymi vitaminy byly nasledné inkorporovany do
chitosanovych filmi. Podobné¢, jako v ptipad¢ ¢astic, byla vyssi antioxida¢ni aktivita zjiSténa
u film@ s enkapsulovanym vitaminem C (66 %), zatimco ¢astice s biotinem prokazaly ubytek
absorbance okolo 38 %. Ubytek absorbance u vzorkd filmi byl zméfen také po inkubaci pfi
vyssi teplote 70 °C, kdy byl stanoveny antioxidacni ucinek nizs§i. V testu uvolilovani
aktivnich latek byl potvrzen piedpoklad pozvolnéjsiho uvoliiovani ze systému s obsahem
enkapsulované formy vitaminu C. Konkrétné se na konci testu po 240 hodinach uvolnilo 32
% aktivni latky, zatimco v pfipadé neenkapsulovan¢ho vitaminu C bylo nejvyssi

zaznamenané mnozstvi na konci testu 41 %.

Dalsimi sledovanymi vlastnostmi filmii byly vlhkost, rozpustnost a propustnost, pficemz
vysledky odhalily celkem ocekavany ndrGst vSech sledovanych parametri vlivem
enkapsulace hydrofilnich vitamint. Nejvyssi hodnoty vlhkosti byly zaznamenéany u filmu
s obsahem vitaminu C, a to konkrétné 44 %. Tento vzorek byl také nejvice propustny pro

vodni pary.

Vzorky filmi byly také charakterizovany z hlediska mechanickych vlastnosti. Pro tyto c¢ely
byly pfipraveny i formulace s riiznym obsahem glycerolu, jako potencialniho plastifika¢niho
¢inidla. Tahové zkousky prokazaly nejvyssi pevnost v tahu (téméf 80 MPa) chitosanového
filmu s vitaminem B7 a pfidavkem glycerolu 0,05 g. M¢éfenim prodlouzeni filmd pfi
pietrzeni byl potvrzen narlst elasticity se zvySujicim se mnoZstvim glycerolu. Maximalni
hodnota, konkrétné 65 %, byla namétena u chitosanového filmu s obsahem vitaminu B7 a

ptidavkem glycerolu 0,1 g.
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Nakonec byl stanoven kontaktni thel pro destilovanou vodu, za ti¢elem ovéfeni hydrofility,
respektive hydrofobicity filml. Vzorky bez obsahu glycerolu vykazovaly pomérné vysoky
uhel smaceni, okolo 100°. Na druhou stranu, s pfidavkem 0,05 g glycerolu se kontaktni thel

zmensil az na 31°, v ptipadé filmu s vitaminem C, a doslo tak ke zvySeni smacivosti.

Zavérem lze fict, Ze se nadm podafilo pfipravit a charakterizovat nosi¢e s obsahem
hydrofilnich vitamind. Diky jejich enkapsulaci do chitosanovych castic bylo dosazeno
pomalejSiho a postupného uvoliiovani do prostiedi. Potencidlni vyuziti by tyto systémy
mohly nalézt v oblasti vyvoje biomateriald, aplikovanych naptiklad pro rychlejsi a snazsi
hojeni ran, pfipadné jako slozka kosmetickych ptipravklt pro zpomaleni projevi starnuti

pokozky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
B7 Vitamin B7, Biotin

C Vitamin C

CH  Chitosan

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

FAD Flavin-adenin-dinukleotid

FMN Flavin-mononukleotid

GL  Glycerol

M,  Ciselny pramér molekulové hmotnosti
Mw  Hmotnostni priimér molekulové hmotnosti
NAD Nikotinamidadenindinukleotid

NADP Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NC  Neenkapsulovany vitamin C

PDI  Index polydisperzity

STTP Sodium Tripolyfosfat
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