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Abstrakt

Piedlozena bakalaiska prace se zabyva piipravou vhodné chranéné formy vitamint k aplikaci
do potravin a dopliki stravy. Teoretickd ¢ast je nejprve zaméfena na charakteristiku vitamint
ajejich dalezitost v lidském organismu. Jsou zde také shrnuty rizné metody stanoveni vitamind
rozpustnych ve vodé a problematika enkapsulace do liposomti. Posledni kapitoly se vénuji
funk¢énim potravinam a doplnkim stravy dostupnym na ¢eském trhu.

V ramci experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace metody stanoveni vitaminl. Byly
charakterizovany pfipravené liposomy z hlediska jejich velikosti, stability a enkapsulacni
ucinnosti. Byla sledovéna také dlouhodoba stabilita a enkapsulac¢ni ucinnost pfipravenych
Castic v obdobi 14 dnt. VSechny pfipravené liposomy byly v téchto ohledech shledany za
dostatecné stabilni. Déle byly provedeny experimenty modelového traveni, kterym byly
podrobeny roztoky vitamint, liposomy a lyofilizované liposomy. V prubéhu traveni doslo
k degradaci nechranénych forem vitamint. Pfipravené liposomy a lyofilizované ¢astice
vykazovaly postupné uvoliovani aktivnich latek do travicich stav. Byla provedena také analyza
funkénich potravin a potravinovych doplilkkii na zdkladé obsahu vitamini deklarovanych
vyrobcem. Na zavér byly z dosazenych vysledkli vytvoreny aplikace chranéné formy vitamind
do potravin a doplnk stravy.
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Abstract

The thesis is focused on preparation of protected form of vitamins for aplication to food and
diatery supplemets. The theoretical part characterizes vitamins and describes their role in
human organism. Furthermore, this chapter summarizes different methods of determination
vitamins soluble in water and encapsulation of substances into liposomes. The last sections are
focused on functional foods and dietary supplements.

In experimental part, an optimalization of determination method was made. Selected vitamins
were encapsulated into liposomes. Size, stability, encapsulation efficiency, long-term stability
and long-term encapsulation efficiency after two weeks was determined there. All prepared
liposomes were found to be stable enough. Furthermore, the vitamin solutions, liposomes and
lyophilized particles were analyzed during the process of model digestion. The active forms of
vitamins were degraded during the model digestion of vitamin solutions. Vitamins were
gradually released from the liposomes and lyophilized particles into the digestive juice. The
analysis of content declared by producer was executed for functional foods and dietary
supplements. Finally, applications of protected form of vitamins into the food and dietary
supplements were created.
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1 UvVOoD

V dnesni uspéchané dob¢ se Casto 1é¢i piiznaky nemoci namisto jejich pficin. Velké fadé chorob
by se vSak lidé mohli vyvarovat, kdyby jejich strava byla vyvazena a obsahovala vSechny
potiebné prvky. Absence zivotné dulezitych slozek, které si lidsky organismus neumi sam
obstarat, miize vyvolat urit¢ nemoci. Mezi takovéto latky patii vitaminy, které museji byt
piijimany v pfirozené strave. Prestoze jsou tyto slozky nepostradatelné pro spravnou funkci
organismu, mnozstvi doporuc¢ené denni davky se pohybuje v fadech pg. Jedna se o velice citlivé
latky, které mohou byt lehce degradovany nespravnym skladovanim nebo upravou b&hem
piipravy pokrmu. Jejich velka ¢ast patii mezi antioxidanty, které se vyznacuji ptisobenim proti
volnym kyslikovym radikalim, které pro nas mohou byt toxické.

Ve spolecnosti se ovSem vyskytuji jedinci, ktefi naptiklad ze zdravotnich ¢i jinych divoda
nemohou pfijimat celou skalu dulezitych latek. Napiiklad vitamin Bi2 je obsazen pievazné
v zivo¢isnych potravinach, a to je problém pro vegetariany a vegany, ktefi tuto slozku ve svych
jidelni¢cich nemaji. Aby ale byla zajisténa spravna funkce organismu je mozné v téchto
ptipadech uzivat dopliiky stravy. Proto byvaji vyrobky urCeny pro vegetariany obohaceny o
vitamin B12 nebo D. Na trhu jsou bézné dostupné produkty urc¢ené détem i dospélym. Je vSak
tieba brat v potaz, ze vitaminové dopliiky jsou tvofeny ze synteticky pfipravovanych Zivin,
které se svym sloZenim nikdy nebudou rovnat latkdm obsazenym Vv redlnych potravinach.

Cilem této prace je pfipravit dopliky stravy a funkéni potraviny obohacené o tyto lehce
degradovatelné slozky. V ramci ptipravy stabilngjsi formy vitaminl jsou vyuzity liposomy a
metody lyofilizace, coz vede k ochrané vitamint pied nepfiznivymi vlivy okoli.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vitaminy a jejich biologicka funkce

Vitaminy jsou organické slouCeniny, které si nase télo nedokaze vytvofit (kromé
vitamin D a B3), a proto mu museji byt dodavany. Maji fadu dulezitych funkci, kterymi
zabezpecuji spravny chod organismu. Pfi predstave, ze nase télo funguje jako spalovaci motor,
by se vitaminy daly chépat jako zapalovaci svicka. Mezi jejich vyznamné vlastnosti patii
katalyticky 0cinek pfi latkovych pfeménach nebo antioxida¢ni ptisobeni. Antioxidanty jsou
latky, které chrani télo ptred volnymi radikaly, které by mohly vyvolat nekontrolovatelnou
oxidaci a poskodit tak rozmnozovani bun¢k. Radikaly vznikaji jako vedlejsi nezadouci produkt
metabolismu v disledku stresovych situaci, pylovym nebo toxickym znecisténim vzduchu,
koufenim, alkoholem, pfirozenymi pochody spojenymi se stdrnutim nebo i vyCerpavajici
télesnou praci. Slouceniny, ze kterych se vitaminy tvofi, se nazyvaji provitaminy [1] [2]. Latky
patfici mezi vitaminy se li$i v zavislosti na organismu. Vypovida o tom naptiklad kyselina
askorbova, ktera je esencialni pouze pro ¢loveka, primaty a morce [2].

Chemické struktury vitamind jsou velice riznorodé, proto se neda fict, ze by v tomto ohledu
mezi nimi byla néjaké spojitost. Lze je ovSem klasifikovat podle prostiedi, ve kterém jsou
rozpustné tedy na lipofilni a hydrofilni [2].

Pii nedostateném piijmu vitamind muze dojit K hypovitaminéze nebo k avitamindze.
Hypovitamindza je chapana jako ¢aste¢ny nedostatek vitaminu. Avitamindza predstavuje jejich
absolutni nedostatek. Takovéto stavy se projevuji poruchami funkci organismu a mohou vést
az k zavaznym onemocnénim. Mezi nejcastéj$i ptiCiny patii nedostateny piijem vitaminu
Vv potravé. K hypovitamindze muze také dojit v disledku poSkozené resorpce zazivaciho traktu.
Utinky vitamin® snizuji antivitaminy, které ptisobi proti jejich zakladnim funkcim. Piiznaky,
které jsou vyvolany pfitomnosti téchto antinutri¢nich faktort, jsou velice podobné tém, kterymi
trpime pii nedostateéném piijmu danych esencialnich latek [3].

Vitaminy jsou velice citlivé na fyzikalni i chemické vlivy. Vyznacuji se tim, ze zadny z nich
neni v potravé kompletn¢ stabilni. Faktory, které ovliviiuji jejich stabilitu, se 1i8i v zavislosti na
druhu vitaminu. Mezi nejdulezitéjsi faktory patii teplota, kyslik, pH, svétlo a vlhkost.
K poskozeni muze dojit ptirozené béhem skladovani ovoce a zeleniny. Ke ztratdm biologické
funkce dochazi asto pii zpracovani potravin, piedev§im jedna-li se o tepelnou tipravu. Faktory
ovlivilyjici stabilitu jsou stejné jak pro vitaminy, které se v potravinach vyskytuji pfirozen¢, tak
pro vitaminy, které jsou do potravin pfidany uméle. Ovlivnit miiZzeme formu, ve které latky do
jidla pfidavame. Napftiklad estery vitaminu E jsou vice stabilni neZ jeho tokoferolova forma.
Zaroven lze vyuzit enkapsulaci, ktera dané slozky chrani pted jejich poskozenim [4].

Na konci 19. stoleti byly mezi zékladni prvky vyzivy zahrnuty pouze sacharidy, tuky,
bilkoviny a mineraly. Za ptivodce onemocnéni byly tenkrat pokladany infekéni organismy nebo
toxiny, které byly t€émito organismy produkovany. Vyzkumy dokazaly identifikovat organismy,
které byly zodpovédné za malarii, tuberkuldzu, choleru a malomocenstvi, ale pivodci nemoci
jako kurdgje, beriberi nebo kiivice byli stale zahadou. Gerrit Grijns a Christiaan Eijkman jako
prvni zaznamenali u kufat vyskyt obdobné nemoci beriberi. Spole¢né tedy dospéli k zavéru, ze
nemoc je zpisobena nedostatkem duilleZité slozky ve stravé. Tyto védecké piispévky byly ovsem
Sirsi vetejnosti piehlizeny pravdépodobné z toho divodu, Ze byly publikovany v holandstinég.
V roce 1906 Frederick Gowland Hopkins zformuloval dnes znamou ,,vitaminovou teorii, kde
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tvrdil, Ze zadny Clovék nebo zvife nemiize zit na smeési Cistych proteinti, tukd a sacharida.
V roce 1912 Hopkins dokazal, Ze mladé krysy, které byly krmeny bazalni davkou bilkovin,
skrobu, titinového cukru, sadla a minerald, nerostly spravné. Po ptidani malého mnozstvi
mléka, uz ale m¢ly rist normalni. Nezndmé faktory, které byly obsazeny v mléce, se zde
vyskytovaly v neuvéfitelné malém mnozstvi a byly Hopkinsem oznaceny jako doplikové
faktory. V roce 1912 navrhl Casmir Funk novy termin a to ,,vitaminy* [5].

2.1.1 Vitaminy rozpustné Vv tucich

Do této skupiny patii latky nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné v tucich a olejich. Mezi vitaminy
rozpustné v tucich se fadi A, D, E a K. Vitaminy A, K a E jsou terpeny a vitamin D je steroid.
Ukladaji se v jatrech a tukovych tkanich. Z tohoto diivodu mize mit nékolikanasobné
prekroceni doporucené denni davky itoxické ucinky. V takovém piipadé¢ se hovoii o
hypervitaminoze [6] [7].

2.1.1.1 Vitamin A

Je pokladan za prvni objeveny vitamin znamy také pod jménem retinol. Z potravy je ziskavan
pifimo nebo jako provitamin B-karoten, ze kterého pak ve stievech plsobenim hydrolyzy
vznikaji dvé molekuly retinolu. Nejvice je obsazen v rybim tuku, vnitinostech, masle, syrech a
v mléce. Provitaminy se vyskytuji pfevazné v rostlinnych materialech, ale jsou obsazeny také
v materialech Zivoc¢isnych. Najdeme je tieba v mrkvi, paprice, raj¢atech, Spenatu, merunikach
a broskvich [1] [2] [8].

Je nepostradatelny pro diferenciaci a rtist pohlavnich bunék a pro vyvoj plodu. Podili se také
na syntéze bilkovin, nukleovych kyselin a lipoproteint. Slouc¢enina 11-cis-retinal je soucasti
o¢niho purpuru a umoziuje adaptaci vidéni za Sera. Pii nedostate¢ném piijmu vitaminu dochazi
ke ztraté vidéni za tmy. Dlouhodoby nedostatek mutize vést az k tplnému oslepnuti [2] [8].

Hypervitamin6za se projevuje Zloutnutim kiiZe, ztratou vlasl, Supinatici se kizi, bolestmi
hlavy, poruchami zraku, zvracenim a prijmy. Pti pfedavkovani déti dochazi k uzavieni epifyzy,
coz vede k zastaveni ristu [2] [8].

Obrazek 1: Chemicka struktura vitaminu A

2.1.1.2 Vitamin D
Jedna se o skupinu steroidnich latek, mezi které patti ergokalciferol — D2 a cholekalciferol — Da.
Je obsazen v jatrech, rybim tuku, vaje¢nych Zloutcich, kokosovém masle a houbach. Lidské télo
je schopno samo syntetizovat vitamin D zjeho provitaminu ergosterolu a
homeostazy vapniku a fosforu v téle [1] [2] [8].

Nedostatek vede K rachitidé rostoucich organismi, lamavosti kosti, porucham chrupu a
snizené obranyschopnosti. Se zvySujicim se vékem se snizuje schopnost syntézy vitaminu D ze
svétla a dochazi tak k degradaci kosti [2] [8].
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K ptfedavkovani nemize dojit pfiliSnym pobytem na slunci, ale vysokym pfijmem z potravy
nebo z vyzivovych doplikid. Hypervitaminézu doprovazi zvraceni, bolesti hlavy, zmatenost,
kiece a ziznivost. ZvySené mnozstvi vitaminu D v téle vede k zvysené absorpci vapniku, coz
mize mit za nasledek poruSeni organu [1] [2] [8].

Obrazek 2: Chemicka struktura vitaminu D [9]
CH,

CH,

H,C
CH,
| CH,

HO

Obrazek 3: Chemicka struktura vitaminu D3 [9]

2.1.1.3 Vitamin E

Do této skupiny patii tokoferoly a tokotrienoly. V téle jsou skladovany vV jatrech, svalech,
varlatech, déloze, krvi a nadledvinach. Jde o dulezité pfirodni antioxidanty, které jsou obsazeny
v rostlinnych lipidech. Tokoferoly najdeme v rostlinnych olejich, kukufici, hrasku, obilnych
vyrobcich a v jadrech ofechi. Z zivocisnych produktt jsou na vitamin E nejbohatsi vejce, jatra,
veprové a krali¢i maso [1] [2] [8].

Tento vitamin snizuje srazlivost krve a riziko infarktu, podili se na proliferaci bunék hladké
svaloviny a brani oxidaci LDL cholesterolu. Dale posiluje ¢innost pohlavnich organt a
ptredchazi pfed¢asnym potratim a t€zkym porodium [2] [8].

Pii nedostatku dochazi k poruchdm nervi, svalt a kapilarni permeability. U déti se mlze
objevit anémie. Hypovitamin6za se projevuje stafeckymi skvrnami na rukou, Spatnym hojenim
ran, ochablou a suchou kiizi, snadnou tvorbou modfin, mastnymi vlasy, pocitem mravencent,
neplodnosti, inavou a snizenou vykonnosti [1] [2] [8].
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Tokoferol

Obrazek 4: Chemicka struktura tokoferoli [10]

Tokotrienol

Obrazek 5: Chemicka struktura tokotrienold [10]

2.1.1.4 Vitamin K

Jde o dvojici latek — Ky (fylochinon) a K> (menachinon). Vitamin K> je produkovan stievnimi
bakteriemi. Je obsazen v listové zeleniné jako je Spenat, zeli, kvétak, brokolice, razickova
kapusta, brukev, hlavkovy saldt a také v luSténinach. Z zivocisnych produktli je obsaZen
V jatrech, vejcich, mase a mlé¢nych vyrobceich [1] [2] [8].

Je skladovén Vv jatrech. Ucastni se aktivace protrombinu na trombin a na dalsich procesech
srazeni krve. V disledku hypovitamin6zy dochdzi k snizené srazlivosti krve, ¢astému krvaceni
z nosu, snizeni kostni denzity a tedy k vétsi nachylnosti ke zlomeninam. Jedna se o netoxické
latky, které mohou velmi vyjime¢né vyvolat alergické kozni reakce [1] [2] [8].

0

Obrazek 6: Chemicka struktura vitaminu Ki [11]
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Obrazek 7: Chemicka struktura vitaminu K [11]

2.1.2 Vitaminy rozpustné ve vodé

Do této skupiny patii vitamin C a komplexy vitaminu B. Tyto latky nemaji kromé typu
rozpoustédla moc spoleéného. Pii hypovitamindze muze dojit k rozvinuti t€Zkych nemoci, jako
je beriberi, seborea, fotofobie, kurdéje, pelagra a dalsi. ProtoZe se jedna o ve vodé rozpustné
slouéeniny, je jejich piebytek vylucovan moci a K hypervitaminéze tak dochazi jen velmi
vzacné. T¢lo si nevytvaii jejich zasoby, a proto musi byt neustale dopliovany. Do komplexu
vitaminu B patfi: vitamin B, vitamin B2, niacin, kyselina pantothenova, vitamin Be, biotin,
vitamin B1 a kyselina listova [2] [5].

2.1.2.1 Vitamin B;- tiamin

Piivodné byl oznacovan nazvem aneurin. Jednalo se o prvni vitamin B, ktery byl objeven.
Poprvé byl izolovan v krystalické formé v roce 1926. Mezi jeho nejvyznamnéjsi formu patii
tiamindifosfat. Jeho chemicky vzorec je 3-(4-amino-2-methylpyrimidyl-5-methyl)-4-methyl-5-
(B-hydroxyethyl)thiazolium chlorid [12].

Nachazi se v zivoci$nych i rostlinnych potravinach. V rostlinnych slozkach jej mizeme nalézt
voln¢€ a v ZivociSnych ve formé tiamindifosfatu. Nékteré mikroorganismy maji schopnost
biosyntézy tiaminu, a proto se vyskytuje tfeba Vv pivovarskych kvasnicich, lusSténinach,
vajecném Zzloutku, arasidech, vepfovém masu a masnych vyrobcich (Sunka, parky) [2].

V organismu je pfitomen ve dvou formach: tiamindifosfat (TDP) a tiamintrifosfatu (TTP).
TDP se podili na klicovych reakcich energetického metabolismu b&hem procesu uvoliiovani
energie ze substratu. Jako koenzym ma vyznamnou roli v citratovém cyklu, metabolismu
sacharidii a metabolismu rozvétvenych aminokyselin. Zabraniuje také ristu krevniho tlaku,
ktery je zpusobeny nikotinem. TTP se projevuje pii aktivaci chloridovych iont ve svalech a
nervech [2].

Nedostatek vitaminu miize mit za nasledek poruchy kardiovaskularniho systému. Dochazi
srde¢ni zastavu. Ovliviiuje také nervovy systém a jeho nedostatek tak mize mit negativni vliv
na dusevni stav jedince [8]. Tato onemocnéni se projevuji sviranim na hrudniku, tachykardii,
zménami EKG a snizenim krevniho tlaku, palenim na chodidlech, bolestmi, kie¢emi a
paralyzou, poruchami koordinace, pocity napéti, depresemi, podrazdénosti a strachem [2].

Avitamindza zplsobuje nemoc beriberi, pro kterou je typické snizeni neurologickych funkci,
ubytek kosterniho svalstva, slabost srde¢nich svalt a edém [2].

Vykazuje velmi nizkou toxicitu, ale mize se vyskytnout pii stonasobném piekroceni denni
davky. Pii dlouhodobém zvySeném piijmu se mohou objevit poruchy zalude¢ni funkce, otoky,
opary, bolesti hlavy, poceni, tachykardie a kozni alergie [1] [2].
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Obrazek 8: Chemicka struktura vitaminu tiaminu [13]

2.1.2.2 Vitamin B, - riboflavin

Byva oznacovan také jako laktoflavin. Jeho chemicky vzorec je 6,7-dimethyl-9-(D-1°-ribityl)-
isoloxazin [12]. Poprvé byl objeven vroce 1879, kdy byla pti mikroskopickém rozboru
objevena fluoreskujici Zlutozelena latka. Identifikovan byl ale az vroce 1933 Paulem
Gyorgyem [8].

Je zatazen do skupiny flavini a je tvoten heterocyklickym isoalloxzinovym jadrem, které je
ptipojeno na alkohol ribitol. Jak jiz bylo fe¢eno, jedna se o fluoreskujici latku, ktera je ovsem
rozkladana svétlem. Jeho nejbéznéjsi formy jsou flavinmononukleotid (FMN)
a flavinadenindinukleotid (FAD) znamé téz jako flavoproteiny [2] [14].

Voln¢ se nachdzi v sitnici, syrovatce a moc¢i. Mnohem castéji se vyskytuje vazany ve forme
FMN a FAD v drozdi a v obilnych kliccich. Je ptfitomen také v jatrech, ledvinach, masu,
vejcich, cerealiich, mléce a v nékterych houbach [2].

Podili se na pienosu atomi vodiku v oXidativnich procesech uvniti buiiky, na metabolismu
bilkovin, tukl a sacharidi a také na vytvareni energie skrz ATP. Pfevodem kratkovinnych
paprskii na zlutozelené umoznuje vidéni za Sera. Hraje také roli pfi oxida¢nich pochodech a
metabolismu aminokyselin v rohovce a o¢ni ¢occe [2] [15].

Hypovitamindza se projevuje poruchami ustni sliznice a sliznice pohlavnich orgéand, dale také
citlivosti na svétlo, ztlusténim vicek, zanétu dutiny ustni, dermatitidou, seboreou a akné. Mtize
vést k neurologickym porucham jako neuropatie, paleni chodidel a parestezii na dolnich
vykonnosti. Jeho nedostatek ovSsem nevyvolava fatalni nasledky [2] [15].

Vitamin nevykazuje zadné znamky toxicity [1].

HO OH
CHs3
HO
HO N CH3
N—
o= Y=
N
H "o

Obrazek 9: Chemicka struktura vitaminu B> [16]
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2.1.2.3 Vitamin Be— pyridoxin

V minulosti byval uvadén pod nazvem adermin a poprvé byl izolovan v roce 1934. Pojem
vitamin B6 oznacuje tfi fyziologicky uc¢inné formy a to pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin.
Chemické nazvy téchto latek jsou 3-hydroxy-4,5-dihydroxymethyl-2-methylpyridin,
3-hydroxy-4-formyl-5-hydroxymethyl-2-methylpyridin, a  3-hydroxy-4-aminomethyl-5-
hydroxymethyl-2-methylpyridin [12].

Je obsazen v Zivoci$nych i v rostlinnych materialech jako jsou drozdi, vnitinosti, vepfové a
driibezi maso, pSeni¢né klicky, cerealie, celozrnné produkty, sdéjové boby, brambory, zeli,
kukufice, mrkev, zelen¢ fazolky a hrach. V malém mnozstvi ho Ize nalézt také
V pasterizovaném mléce [2].

Pyridoxalfosfat spole¢né s pyridoxaminfosfatem hraji vyznamnou roli jako koenzymy
V metabolismu aminokyselin, homocysteinu, pii syntéze biogennich amind a pifi preméné
tryptofanu na niacin. Jsou také nezbytné pro Sté€peni glykogenu a podili se na syntéze
hemoglobinu, biosyntéze porfyrinu a na riznych funkcich imunitniho a nervového
systému [2] [14].

Nedostatek vitaminu miize byt zptisoben nevyvazenou dietou, poruchami zazivaciho traktu a
metabolickymi poruchami nebo dlouhodobym alkoholismem. Hypovitamindza se projevuje
seboreou v oblasti nosu, o¢i a rtil, zanéty v tstech a na rtech, anémii, ktera se po podani zeleza
nelepsi, nespavosti, piecitlivélosti a tvorbou mocovych kamena [1] [2].

Pti vyrazném piekro¢eni doporuené¢ denni davky pyridoxinu dochdzi k poruchdm
senzorickych nervu [1].

Obrazek 11: Chemicka struktura pyridoxalu [18]

15



Obrazek 12: Chemicka struktura pyridoxaminu [19]

2.1.2.4 Vitamin B2 — kyanokobalamin

Patii do skupiny latek nazyvajici se korinoidy [2]. Ma komplexni kruhovou strukturu, do které
je zapojen kobaltovy ion [14]. Jeho velmi slozita struktura je obdobna hemovému systému.
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii kyanokobalamin. Poprvé byl v krystalické podobé
izolovan v roce 1948 [2].

Nachazi se pouze v zivo¢isné potravé jako jsou jatra, maso, vejce, mléko a syr. V rostlinné
potravé je obsazen pouze stopove. Vegetariani a vegani proto musi dbat na doplnéni této latky
skrz vitaminové dopliiky [2] [15].

Na rozdil od piedchozich vitamint B je kyanokobalamin navazan na transkobalamin | a
skladovan v jatrech. Pro spravné vstiebavani je dulezita pritomnost specifického glykoproteinu,
na ktery se vitamin Bi1> v ileu navaze [14]. V organismu je pfeménovan na aktivni formy
koenzymu adenosylkobalaminu a koenzymu methylkobalaminu. Methylkobalamin se podili na
transmetalaci béhem syntézy methioninu a homocysteinu a na metabolismu mastnych kyselin
a aminokyselin. Je vyznamny pro spravny riist bakterii, zvifat i lidi. Ugastni se na transportnich
a zasobnich procesech kyseliny listové [2] [14].

Vzhledem k moznosti tvotfeni zasob neni hypovitamindza piili§ Casta a projevuje se tak az po
nékolika letech. K pfiznakiim patii porucha tvorby bunék kostni dfen€, anémie, bledost kiize a
sliznic, zanéty jazyka, unava, Spatnd pohyblivost a zavraté. Dale mohou také nastat
neurologické potize, degenerace michy, pocit jehlickovitého pichani v rukou a chodidlech,
zmatenost, ztrata pohybovych reflext, halucinace a psychoza [2] [15].

Kyanokobalamin nejevi znamky toxicity. Ve vyjimeénych piipadech mize dojit k alergickym
reakcim a vzniku akné. Pfi mnohonasobném piekroceni denni davky mlize mit negativni dopad
na lupénku [2].
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Obrazek 13: Chemicka struktura vitaminu Bi, [20]

2.1.2.5 Kyselina listova

Je znama také pod nazvem folacin. Poprvé byla izolovana v roce 1941 z listd Spenatu. Jeji
chemicky vzorec je N-(2-amino-4hydroxy-6-pteridylmethyl)-p-aminobenzoylglutamova
kyselina. Molekula je sloZena z pteridinového kruhu a kyseliny paraaminobenzoové, kde je na
karboxylové skupiné navazéana kyselina glutamova. Latky od ni odvozené se fadi do skupiny
folatd, ale nemaji tak vysokou biologickou aktivitu jako kyselina listova [2] [12] [14].

V potravé se vyskytuje ve formé pteroyl-monoglutamatu a pteroyl-polyglutamatu. Je obsazena
V zelening, ovoci, mléce, mase a v jatrech. Jedna se o termolabilni latku, ktera je rozkladana
svétlem a podléha oxidaci [1] [2].

Je nepostradatelna pii tvorbé enzymii ucastnicich se syntézy purinu a pyrimidinu a regenerace
methioninu. Podili se také na tvorbé Cervenych krvinek a na syntéze histidinu, cholinu a
serinu [1] [2].

V dusledku upravy potravy, muze dojit ke ztraté jeji biologické aktivity. Deficit se projevuje
anémii, poruchami ristu, zanéty dutiny ustni, nemocemi traviciho traktu, slabosti a unavou.
Nedostatek také zpisobuje zvySenou hladinu homocysteinu v krevni plazmé, coz vede k
aterosklerdze. Hypovitamindza béhem prvnich tydni téhotenstvi mtze zaptiCinit deformaci
plodu [2] [15].

Nejedna se o toxickou latku, ale pfi vyrazném piekroCeni denni ddvky se mohou objevit
alergické kozni reakce, dychaci potiZe, nechutenstvi a zvraceni [2].
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Obrazek 14: Chemicka struktura kyseliny listové [21]

2.1.2.6 Niacin

Je znam téz jako vitamin P-P nebo vitamin Bz a poprvé byl identifikovan v roce 1937. Pod
pojmem niacin se skryva kyselina nikotinova a nikotinamid. Ob¢ latky maji stejnou biologickou
aktivitu. Jejich chemické vzorce jsou 3-pyridinkarboxylova kyselina a 3-pyridinkarboxylamid
[2] [12].

Je obsazen v kvasnicich, mase, vnitfnostech, kavé a v obalovych vrstvach zrna a klicku.
V rostlinné potravé je obsazena kyselina nikotinova a v zivocis§né potravé je obsazen jeji
amid [1] [2].

Niacin muze byt syntetizovan z aminokyseliny tryptofanu. Biochemicky aktivni se vyskytuje
ve formé nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADP). Utastni se oxidaéné-redukénich reakci jako donor, nebo akceptor elektronu. Obg
aktivované formy se podili na syntéze a odbouravani cukrd, mastnych kyselin a aminokyselin.
Piisobi jako koenzymy hydrogendaz. NAD se ucastni také na reparacich béhem replikace
DNA [2] [15].

Protoze je lidsky organismus schopny syntetizovat niacin z tryptofanu, je hypovitaminoza
neobvykla. Muze k ni dojit béhem velmi nevyvazené diety, kdy neni ptijiman ani tryptofan ani
niacin. Projevuje se dermatitidou, prijmem, zménami na Ustni a gastrointestinalni sliznici,
depresivni psychozou, bolestmi hlavy, Unavou a zmatenosti az demenci. Mize dojit také
k snizeni sekrece kyseliny solné v zaludku. Dostatek této kyseliny je jeden z ptedpokladu
spravného vstiebavani vitaminu Biz. Avitamindza niacinu zpusobuje pelagru [2] [8].

Nadmérmné davky se projevuji kopiivkou, zEervenanim obliceje, zavrati, zvracenim, pocity
horka a zanéty zalude¢ni sliznice. Extrémné vysoky ptijem muze poskodit jatra, zpsobit dnu
a viedovou chorobu gastroduodenu [1] [2].

O

/’ OH

|

N

Obrazek 15: Chemicka struktura kyseliny nikotinové [22]
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Obrazek 16: Chemicka struktura nikotinamidu [23]

2.1.2.7 Kyselina pantotenovi

Poprvé byla izolovana v roce 1939. Je slozena z B-alaninu a kyseliny pantoové. Jeji chemicky
vzorec je D-(+)-a,y-dihydroxy-B,B-dimethylbutyryl-B-alanin. V organismu se vyskytuje jako
soucast koenzymu A. Savci nejsou schopni tuto latku sami syntetizovat, ale mohou ji pienaset
do molekuly koenzymu A. Jedna se o opticky aktivni latku, ale biologicky aktivni je pouze jeji
D(+) forma [2] [14] [15].

Je obsaZena pievazné v zivocisnych potravinach, ale v malém mnozstvi ji mizeme nalézt i
Vv rostlinnych. Jejim zdrojem jsou lusténiny, jatra, ledviny, maso, ryby, kvasnice, syry, vajecny
zloutek, ryze, houby, cerealni produkty a zelenina se zelenymi listy [1] [2].

Je nepostradatelna pro spravny rist a reprodukci. Podili se na metabolismu aminokyselin, tukti
a sacharidu. Pti degradaci tukti ma specialni funkci, kdy acetylkoenzym A aktivuje mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem. Snizuje ukladani LDL cholesterolu. Zabraniuje infekci sliznice,
ucastni se na regeneraci ktize pfi hojeni ran a na epitelizaci. Podili se také na riistu a pigmentaci
vlasu [2] [12].

Deficit miZze byt vyvolan poddanim kyseliny methylpantotenové, kterd plisobi protichidné.
Dochazi pak k porucham funkce nadledvin, ztraté¢ koordinace, degeneraci nervovych vlaken,
poskozeni kuze, vlasti a nehtd, porucham reprodukce, hypoglykémii, zastavé rastu, ztraté
hmotnosti, odumirani jaternich buné€k a snizeni imunity. Jedna-li se o podvyzivené jedince,
projevuje se také vycerpanost, inava, slabost, nespavost, deprese a paleni nohou [1] [2] [14].

Jde o netoxickou latku, ktera nevyvolava nepfiznivé syndromy ani pii vysokém piekroceni
denni davky [1].

Obrazek 17: Chemicka struktura kyseliny pantotenové [24]
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2.1.2.8 Biotin

Poprvé byl izolovan v letech 1940-1942. Byl zkouman pro jeho schopnost blokovat toxicky
ucinek avidinu, ktery je obsazen v syrovém bilku. Biologicky aktivni je pouze jeden z jeho
osmi stereoizomeru a to D-biotin. Je produkovan stfevnimi bakteriemi. Mize byt nazyvan také
jako vitamin H. Jedna se o derivat imidazolu a jeho chemicky nazev je (+)-Cis-2-(4-
karboxybutyl)-3,4-(2-ox0-3,4-imidazolidino)thiofan [1] [2] [14].

V potravinach se vyskytuje voln¢ nebo vazan na bilkoviny naptiklad ve formé biocytinu. Je
obsazen v zivocCiSnych i rostlinnych materidlech, a to v mase, jatrech, mléce, syru, vejcich,
¢okolade, jahodach, lusténinach, arasidech, suseném hrachu a kvétaku [1] [2].

Funguje jako koenzym enzymu ucastnicich se karboxylacnich reakci. Podili se také na
glukoneogenezi, syntéze a prodluzovani mastnych kyselin, metabolismu aminokyselin a
propionové kyseliny [2] [14].

Vézana forma biotinu je uvoliiovana pomoci enzymu biotiniddzy. Pfi blokovani avidinu se na
jednu jeho molekulu navazou téi molekuly biotinu. Avidin je obsazen napiiklad v syrovém
vaje¢ném bilku, a proto pfi ¢asté konzumaci syrovych vajec mize dojit k deficitu biotinu [14].

Hypovitaminéza se projevuje slabosti, anorexii, nauzeou, zvracenim, mentalni retardaci,
kieCemi a koznimi 1ézemi. Nedostatek muze byt zapti¢inén genetickou poruchou. Zpusobuje
seboreickou dermatitidu, ztratu vlast a Leinerovu nemoc. Snizend hodnota biotinu u t€hotnych
zen muze zapii¢init malformaci plodu [1] [2].

Nevykazuje zadné projevy toxicity ani pii velkém piekro¢eni doporucené denni davky [1].
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Obrazek 18: Chemicka struktura biotinu [25]

2.1.2.9 Vitamin C

Je znam také jako kyselina askorbova. Lidé, primati a morcata v disledku mutace genetického
kodu L-gulonolaktonoxidéazy ztratili schopnost tento vitamin syntetizovat. Jedna se o oxidacné-
reduk¢ni systém, pro ktery je typicky reverzibilni pfenos dvou elektronti. Chemicky nazev je
y-lakton kyseliny 2-keto-L-(-)-gulonové [2] [12] [14].

Je obsaZen ve vSech Zivych organismech (piedevsim v zelenin€ a ovoci, zejména citrusech).
Pii skladovani, vareni a dalSich potravinaiskych tipravach snadno dojde K jeho poniceni. Hojné
je obsazen také v bramborach a kienu [1] [2].

Pisobi jako redukéni ¢inidlo a kofaktor nebo kosubstrat enzymii. ZvySuje absorpci Zeleza a
podili se na biosyntéze kolagenu, karnitinu a katecholaminii. Hraje také dulezitou roli béhem
amidace peptidd a pii metabolismu tyrosinu, cholesterolu a steroidi. Jedna se o vyznamny
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aktivitu fagocytd, jejichZ membrany chrani pied oxidaci [2] [14].

Pti dlouhodobém nedostatku mtize u déti zptusobit Moeller-Barlowu chorobu a u dospélych
kurdéje. Déle se projevuje poruchami pojivovych tkéani, Spatnym hojenim ran, omezenim
syntézy kolagenu, Unavou, letargii, depresemi, hypochondrii, zménami nalad, oslabenim
imunity a zpomalenim rekonvalescence [2] [14].

Pfi vysSim piijmu dochézi ke snizeni jeho absorpce, a proto neni za normalnich podminek

hypervitamindza bézna. Pii extrémné velkém prekroceni denni davky (10—20 g) mize zpusobit
nespavost a tvorbu ledvinovych kament [1] [2].
OH

!

HO

Obrazek 19: Chemicka struktura vitaminu C [26]

2.2 Enkapsulace

Enkapsulace je proces, ktery umoziiuje zapouzdieni bioaktivni slozky tak, aby byla plné
zachovana jeji funkénost a nedoslo k chemické degradaci. Ta mtze byt zpisobena oxidaci nebo
hydrolyzou. Bioaktivni sloZky jsou oznacovany jako jadro nebo vypli a patiéi mezi né lipidy,
vitaminy, peptidy, mastné kyseliny, antioxidanty, mineraly a také zivé bunky jako naptiklad
probiotika. Enkapsula¢ni latka muze byt nazyvana jako obalovy material, schranka, kapsule,
nosi¢ovy material, matrix nebo vngj$i faze. Po zapouzdfeni uvoliluji obalové latky za
specifickych podminek kontrolované davky aktivni slozky. Ta je chranéna po celou dobu
traveni, skladovani a transportu, dokud nedorazi na pozadované misto. Metoda je vyuZivana ve
farmaceutickém 1 potravinatském primyslu, kde je vyzadovano zatazeni funkcni slozky do
jidla. Velka c¢ast biologicky aktivnich latek v jidle podléhéd rychlé inaktivaci. Zapouzdieni
takovychto sloZek napomaha snizZeni jejich degrada¢niho procesu, diky cemuz jsou latky plné
funkéni. Vhodny obal by mélo byt mozné bez obtizi zaclenit do jidla, mé&l by byt
biodegradabilni a bez vyrazné chuti a textury. Zaroven je také dalezité, aby doslo k uvolnéni
latky ve spravném tseku traviciho traktu. Enkapsulaci Ize také vyuzit k upravé fyzikalnich
vlastnosti za G¢elem snaz§i manipulace, napoméahani oddéleni slozek ve smési, které by spolu
jinak reagovali a poskytnuti optimdlni koncentrace a rovnomérné disperze aktivni latky.
K enkapsulaci lze vyuzit nasledujicich metod: sprejové chlazeni, sprejové suseni, extruze,
emulgace, vyuziti liposomi, koacervace, inkluze. Enkapsulovand latka nejcastéji vyskytuje
Vv kapalné formé, proto je vétSina technik zaloZena na suSeni [27] [28] [29].
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2.2.1 Vyuziti liposomu

Liposomy obsahuji vodnou fazi, ktera je obklopena fosfolipidovou membranou. Jsou-li
fosfolipidy dispergovany ve vodném prostiedi, liposomy se spontanné zformuji. Mohou
obsahovat jak latky rozpustné ve vode¢, tak i latky rozpustné v tucich. Tuto metodu nelze vyuzit,
pokud je slozka rozpustna ve vodé i v tucich zaroven. Technika mize byt pouzita napiiklad
pii enkapsulaci vitaminu C. Mezi zpisoby pfipravy liposomu patii odpafovani na tenké vrstve,
odpafovani na reverzni fazi, vyuziti ultrazvuku nebo stfidavé zmrazovani
a rozmrazovani [29] [30].

Aktivni latka

Obrazek 20: Struktura liposomu [31]

2.3 Metody stanoveni vitamint

Vitaminy jsou velice citlivé latky, u kterych mlze snadno dojit k degradaci. Ta je zpiisobena
tepelnou Upravou pfi vateni, jejich rozpusténim ve vodé, plisobenim svétla nebo oxidaci. Proto
musi byt béhem analyzy vénovana pozornost jak skladovani vzorkt, tak i technikdm jejich
predupravy [4].

Ke stanoveni vitamind je vyuZivdna velkd fada procesli, mezi které patifi metody
chromatograficke, elektroforetické, mikrobiologické, a dalsi. Extrakce a €isténi vzorku jsou
velice dulezité kroky predupravy. Umoziuji nam izolovat vybrané latky, coz mize vyznamné
zlepsit analyticky vykon [32].

2.3.1 Spektrofotometrické stanoveni

Pti interakci hmoty a zafeni dochazi k vyméné energie, coZ je zapii¢inéno schopnosti atomt a

molekul ménit svlij energeticky stav. Podle poctu energetickych hladin absorbuje kazda

molekula urcité frekvence elektromagnetického zafeni. Absorpcni spektrum méfi mnozstvi

absorbovaného svétla v zavislosti na vlnové délce. Absorbance A piedstavuje mnoZstvi

absorbovaného zéteni dané vinové délky a je popsana pomoci Lambert-Beerova zakona:
A=¢-c-l (1)

kde ¢ (mol-dm™) piedstavuje koncentraci dané latky ve vzorku, | (cm) je délka absorbujiciho

prostiedi a e (dm3mol*-cm™) je molarni absorpéni koeficient. Absorbance je zavisla na viech

latkach obsazenych ve vzorku [33].
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Pokud je latce dodana energie a dochazi k jeji excitaci, tak po uré¢ité dobé piechazi na svij
nizsi nebo zékladni energeticky stav. Béhem tohoto ptfechodu se dana latka musi zbavit ptijaté
energie, a to bud’ ve form¢ elektromagnetického zatfeni, tepla nebo obojiho. Emisni spektrum
vyjadiuje zavislost emitovaného zatfeni na vinové délce. Pokud latka po excitaci nejprve ztraci
cast své energie ve forme tepla a teprve poté dochazi k emisi zafeni, jedna se o fluorescenci. To

Pomoci detektort spektrofotometrickych piistrojti je energie zafeni prevedena na métitelnou
formu, ¢imz ziskavame analyzovany signal [33].

2.3.2 Chromatografické stanoveni (GC, LC, HPLC)

Pii této metodé dochazi k rozdéleni sloZzek smési mezi mobilni a stacionarni fazi. V okamziku,
kdy se mobilni faze pohybuje prostorem a unasi s sebou vzorek, se stacionarni faze systémem
nijak nepohybuje, ale zadrzuje na sobé jednotlivé slozky. Komponenty vzorku s nejvyssi
afinitou ke stacionarni fazi jsou zdrzeny mnohem déle nez komponenty s afinitou nizsi.
Separace slozek smési je zpusobena pravé jejich rozdilnou rychlosti prichodu
chromatografickym systémem. Distribuce slozky X mezi mobilni fazi je popséna distribu¢ni
konstantou Kp:

Xls
Ko =5t ()

kde [X]s je koncentrace slozky X ve stacionarni fazi a [X]m je koncentrace slozky X ve fazi
mobilni [34].

Chromatografické metody rozdélujeme podle skupenstvi pouzité mobilni faze. Jedna se o
plynovou (GC) a kapalinovou chromatografii (LC). Specialni pfipad je superkriticka fluidni
chromatografie (SFC), kdy dochazi k pouziti pary pii nadkritické teploté a tlaku jako mobilni
faze [34].

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je moderni forma kapalinové
chromatografie, ktera dokaze ve smési rozlisit velké mnozstvi podobnych analyti. Vysledny
chromatogram ndm poskytuje jak kvalitativni 1 kvantitativni informaci. Systém se sklada ze
zasobniku rozpoustédla, Cerpadla, injektoru vzorku, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho
systému. Rozpoustédlo je Cerpadlem dodavano za vysokého tlaku a pfi konstantni rychlosti. Na
mobilni fazi je injektorem vstfikovan analyt, ktery je dale unaSen na kolonu, kde probiha
separace latek. Kazda slozka ve smési ma pii danych podminkach sviy vlastni eluéni Cas
(chvile, ve které se objevi signal). V detekéni cele je registrovan ¢as a mnoZstvi latek
eluovanych z kolony. Detektor zaznamenava zménu sloZzeni mobilni faze a ptevadi tuto
informaci na signal méfitelny pocitatem. V praxi jsou vyuzity refraktometrické, UV/VIS,
elektrochemické nebo fluorescencni detektory [35] [36].

2.3.3 Elektroforetické stanoveni

Jedna se o metodu, ktera je vyuzivana, pokud je k dispozici pouze malé mnozstvi vzorku. Jde
o vysoce ucinny rychly a nenaro¢ny proces, pii kterém se ¢astice rozdéluji podle své velikosti
a naboje [37].
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Elektroforeticky systém obsahuje dvé elektrody — kazdou s opacnym nabojem (katoda,
anoda), které jsou piipojeny k elektrolytu. K separaci dochazi v dusledku odli$né rychlosti
Castic (V), ktera je zavisla na mobilité ¢astic (m) a intenzité pole (E):

v=mE 3)

Mobilita je veli¢ina charakterizovana teplotou béhem probihajici separace a vlastnostmi ¢astic
jako je jejich velikost, tvar a naboj. Elektroforetické podminky jsou popsany pomoci proudu,
napéti a vykonu a jsou zavislé na iontové sile, pH, viskozité, velikosti port a dalSich faktorech
popisujici médium, ve kterém se pohybuji ¢astice [37].

2.3.4 Mikrobiologické stanoveni

Tato technika je pouzivana pro detekci vitamint skupiny B. Tyto latky (s vyjimkou vitaminu
Be) lze stanovit pomoci bakterii mlécného kvaseni. Stanoveni je provedeno meéfenim
vyprodukované mlécné kyseliny po 72 hodinach, nebo méfenim rlstu organismu
(turbidimetrickd metoda). VSe je zalozeno na podmince nepostradatelnosti daného vitaminu pro
mnozeni organismu [38].

Také je mozno pouzit metodu zalozenou na méfeni 1*CO,, ktery je generovan jako produkt
metabolismu. Timto zpisobem lze stanovit vitamin B1, Bs a B12, niacin, kyselinu pantotenovou
a biotin [38].

2.3.5 Titraéni stanoveni

Vyuziva se kurfeni mnozstvi vitamini C v potravinach. Trijodid reaguje s kyselinou
askorbovou za vzniku kyseliny dehydroaksorbové. Je-li ve vzorku ptitomen vitamin C, pfeméni
se trijodid na jodidovy ion. Ve chvili, kdy je veskery vitamin oxidovan, reaguje volny jod a
trijodid se Skrobem, ktery je pouzit jako indikator, za vzniku modro-¢erného zbarveni [39].

2.3.6 Elektrochemické stanoveni

Voltarimetrie a polarografie jsou elektrochemické metody, které vyuzivaji k analyze méfeni
proudu protékajiciho ¢lankem Vv zavislosti na potencialu pracovni elektrody. Pokud v roztoku
nejsou pritomny latky, které by se mohly redukovat ¢i oxidovat, dochazi k zpolarizovani
pracovni elektrody a k zastaveni prutoku proudu. Naopak ptitomnost téchto latek zpuisobuje
depolarizaci a prutoku proudu. Dle velikosti anodického ¢i katodického proudu Ize urcit
koncentraci analytu ve vzorku. Elektrochemické ¢lanky se sklddaji z polarizovatelné pracovni
elektrody a nepolarizovatelné pracovni elektrody. Pfi vyuziti kapajici rtutové elektrody se jedna
0 polarografii [40] [41].

2.4 Fortifikované potraviny

Fortifikace je proces pfidani zivin do potravin, které je pied tim neobsahovaly, nebo jich
obsahovaly velice malo. Existuje spousta latek, které si naSe t€lo neumi vyrobit, ale jsou potieba
pro kvalitni zivot. Takovéto latky je nutné pfijimat v potrave, ale lidska strava bohuzel ne vzdy
obsahuje vSechny dulezité slozky. Proto vznikaji fortifikovana jidla umoznujici snizit rizika
vyskytu chorob, ke kterym dochazi v dusledku nedostatku mikrozivin [42].

Fortifikované potraviny patii do skupiny tzv. funk¢nich potravin. Jedna se o potraviny
obsahujici latky s pozitivnim vlivem na zdravi a celkovou vyrovnanost spotiebitele. Slozky
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mohou byt pfidavany, odebirany a upravovany tak, aby pfi pravidelné konzumaci poskytovaly
zdravotni vyhody [43].

Rozvojové zemé cCasto disponuji tadou programi zabyvajici se obohacenim Siroce
konzumovanych zakladnich potravin, mezi které patii naptiklad obilna mouka, cukr, sil nebo
sojova omacka. Tato dlouhodobé strategie je povazovana za nakladové nejefektivnéjsi.
Fortifikace je bézna také ve vyspélych zemich, kde byva Casto cilend na jidla, ktera konzumuji
populacni skupiny nejvice ohrozeny nedostatkem mikrozivin. Mezi tyto potraviny patii
kojenecka vyziva, snidafové cereélie nebo cokoladové napoje [44].

Aby byla fortifikacni strategie co nejefektivnéjsi, musi se nejprve identifikovat, kterych zivin
je v populaci nedostatek. Poté je tieba zvolit nejvhodnéjsi metodu fortifikace v zavislosti na
stravovacich navycich daného obyvatelstva. Podle Organizace vyzivy a zeméd¢lstvi (FAO) by
m¢ély potravinové prostiedky spliiovat 4 hlavni rysy:

a) spotieba daného prostfedku musi byt bézna pro velkou ¢ast populace, zahrnujici také
nejzranitelnéjsi skupiny

b) spotieba potravin musi byt pravidelna a musi obsahovat konstantni mnozstvi Zivin

C) potraviny musi byt zpracovavany centralné

d) musi dochézet ke snadnému a nizkonakladovému pfidavani vyzivné smési [45].

Fortifikované potraviny mohou také nahradit jina jidla, ktera dany jedinec kvuli dieté nebo
jinym zdravotnim divodim neni schopen pfirozen¢ pfijimat. V mnohych zemich je drahé
maslo nahrazeno levnéjsi variantou margarinem. Ten ovSem pfirozené neobsahuje vitamin A,
ktery je do n¢&j pridavan [42].

Pti ptipravé obohacenych jidel se musi davat pozor na to, aby vysledek nem¢l neptiznivou
chut’, vzhled a aby nedoslo k snizeni jeho stability. P¥idavky ur¢itych mineralt (zelezo, zinek)
mohou vést k degradaci vitamini, které by jinak byly ptitomny [42]. Mouka piedstavuje snadny
prostiedek k fortifikaci, protoze ziviny vyskytujici se V praskové form& do ni mohou byt
jednoduse vmichany [45].

2.4.1 Historie fortifikace

Fortifikace nepiedstavuje Zddnou novou metodu obohacovani stravy. Uz ve stifedovéku matky
nechavaly pfes noc v jablcich zapichnuté hiebiky. Poté co je vytahly, podavaly jablka
S pfidanym obsahem Zeleza svym nemocnym nebo apatickym dceram. Jsou dostupné také
zaznamy, Ze pil vyrobé tradi¢nich mexickych tortill byla kukufice nejdfive namocena ve
vapenné vodé. Spetka pomletého vapence byla piidana i do hotového jidla, ¢imz doslo k jeho
obohaceni o vapnik. Prvni navrh o fortifikaci potraviny byl zaznamenan v roce 1831. Navrh se
snazil zajistit pfidani jodu ke kuchynské soli, coz mélo mit za ucinek sniZzeni vyskytu
onemocnéni zvané struma. Oficialni pfidani jodu k soli bylo poprvé provedeno v roce 1900 ve
Svycarsku. Béhem druhé svétové valky schvélilo Spojené kralovstvi piedpisy, které natizovaly
piidani tiaminu, niacinu a Zeleza do vesSkeré mouky, ktera se pouzivala k vateni a peceni [42].
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2.4.2 Metoda food-to-food fortifikace

Tato metoda vyuZiva lokalni zdroj mikroZivin k obohaceni jiné potraviny. Casto byva problém
najit dostupny zdroj Zivin, ktery by zaroven nepiiznivé neovliviioval senzorické vlastnosti
vysledného obohaceného produktu. Proto je nejvhodnéjsi pouzivat potravinaiské prostiedky,
které jsou centralné zpracovavané a docilit tak podpory potravinaiského primyslu. V Nigérii je
ogi (fermentované obilné tésto vyrobené pievazné z kukufice) fortifikovano prachem z ovoce
baobabu [45].

2.4.3 Fortifikace kyselinou listovou

Roku 1998 vyzval americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, aby producenti chleba, cerealii,
mouky, kukufice, téstovin, ryze a dalSich cerealnich produkta ptidavali do svych vyrobku
kyselinu listovou. Cerealie, které patii v USA mezi hlavni slozku snidang, jsou zaroven
vyznamnym zdrojem kyseliny listové. Program byl navrzen tak, aby se pfijem zvysil na
hodnotu zhruba 100 pg/den, ve skuteCnosti ale doslo ke zvySeni davky az na
hodnotu 190 pg/den. V roce 1998 pozadovala fortifikaci cerealii, pSeni¢né mouky, téstovin a
kukufi¢né mouky také Kanada. Mezi zemé, ktera sva jidla obohacuji o kyselinu listovou patfi
také Kostarika, Chile a Jihoafricka republika [46].

2.4.4 Fortifikace vitaminem B12

Obecné neni vitamin B, pfitomen v rostlinné stravé. Proto jsou na trhu dostupné cerealie pro
vegetariany, které jSou o n¢j obohaceny. Mimo cerealie mize byt tato latka ptidavana také do
raznych vyzivovych produkti z kvasnic [46].

2.4.5 Fortifikace tiaminem, riboflavinem, niacinem a vitaminem Be

Komplexy vitaminu B jsou velice dulezit¢ pro energeticky metabolismus. Podileji se na
dekarboxylaci, transaminaci, acylaci, oxidaci a redukci substrati. Obohacovani Zivin 0
komplexy vitaminu B je efektivni pro zékladni potraviny a kofeni, mezi které patii pSeni¢na
mouka, rybi omacka a ryze [46].

2.4.6 Fortifikace vitaminem C

Vitamin C je hojné zastoupen v potravinach zivocisného a rostlinného ptivodu. Je ale velice
citlivy a pasobenim svétla, kysliku a tepla miize byt lehce degradovan. Pti Spatném vareni nebo
skladovani tak mize dojit ke znacnym ztratdm. Vitaminem C byvaji obohaceny ovocné §tavy,
zelé, bonbony, mléko a détska vyziva [46].

2.5 Dopliiky stravy
Dopliky stravy jsou produkty, které obsahuji jednu nebo vice z néasledujicich latek: vitaminy,
mineraly, byliny, aminokyseliny, nebo jakoukoliv jinou latku slouzici k doplnéni stravy
spotiebitele za Ucelem ptiznivého ovlivnéni jeho zdravotniho stavu. Spadaji do specialni
kategorie potravin a nejsou tedy povazovany za léky. Mély by byt uzivany pouze oralné, a proto
jsou dostupné ve formée kapsli, tablet, tekutin, praskd, granuli a pastilek [47].

Vétsina takovychto vyzivovych doplitku obsahuje synteticky pfipravované ziviny. Zatimco Se
pfirodni Ziviny vyskytuji volné v potravinach, ty syntetické jsou uméle vyrabéné chemické
izolaty. I pfesto Ze maji syntetické a ptirodni latky shodnou chemickou strukturu, panuji mezi

26



nimi znacné rozdily. V piirodé se Zziviny nevyskytuji vizolované podob¢, vétSinou jsou
pritomny v podobé komplexu s jinymi prospéSnymi slozkami, jako jsou vitaminy,
aminokyseliny, antioxidanty, mineraly apod. Synteticky pfipravované vitaminy maji vétSinou
krystalickou strukturu, ale v pifirod¢ tomu tak neni. Rozdilnda muize byt také jejich
fyziochemicka forma. VsSechny tyto aspekty ovliviiuji vstiebavani a vyuzivani téchto latek
v lidském téle [48].

Na trhu je dostupné velké mnozstvi rtiznych vitaminovych doplik stravy, které rozhodné
nemaji nouzi o odbyt. Patii mezi n€ naptiklad multivitaminové produkty, které ve svém slozeni
mohou obsahovat smési riznych vitamind Casto i ve spojeni s mineralnimi latkami. Studie
ovSem dokazuji, ze v ramci prevence pied chronickymi chorobami (jako naptiklad rakovina
nebo kardiovaskularni nemoci) nepotiebuji zdravi jedinci s vyvaZenou stravou piijimat dalsi
vitaminové dopliiky. Pokud ovSem uzivatel trpi urcitou chorobou, muze ke své 1écbé tyto
produkty potiebovat. Vitaminové dopliiky stravy mohou mit piiznivy vliv naptiklad
Vv t¢hotenstvi. Doplnéni folatd podstatné snizuje riziko defektu neurdlni trubice a doplnéni
zeleza snizuje u matek riziko anémie a naslednych komplikaci. Slepa vira ve vitaminové
dopliikky miize byt v lidech zakotfenéna hned z n¢kolika diivodl. Prvni vychazi z historickych
zkuSenosti, kdy vitaminy zna¢né blahodarné ovlivnily prevenci pied kurdéjemi, pelagrou a
ktivici v obdobi, kdy lidé trpéli nevyvazenu stravou a jejich nedostateCnym piijmem. DalSim
divodem, mohou byt naptiklad klamavé reklamy, které ¢asto uvadi sice pravdivé ale necelé
informace [49], [50], [51].

Jedné-li se o zdravého jedince, je lidské télo stvoifeno k tomu, aby bylo schopné cerpat
potfebné Ziviny z piirozené stravy. Na rozdil od syntetickych dopliikii, které obsahuji izolaty
urcitych zivin, obsahuje pfirozena strava komplexy zdravi prospé$nych latek, které jsou nasim
télem Iépe vstiebavany a vyuzivany. Syntetizované dopliiky stravy ov§em maji ve zdravotnictvi
vyznamnou roli, kdy mohou pomoci lidem, kteti trpi zazivacimi problémy, jsou na specifické
dieté, kterd jim neumoziuje piijimat vSechny dilezité Ziviny skrz potravu nebo maji jiné
zdravotni specifikace [48], [49], [52].
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2.6 Fortifikované potraviny a dopliiky stravy dostupné na ¢eském trhu
V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny dostupné fortifikované potraviny a dopliiky stravy,
které byly vyhledany v ramci prizkumu trhu:

Tabulka 1: Fortifikované potraviny dostupné na ¢eském trhu [53], [54], [55], [56], [57]

kaSe s cokoladovou ptichuti

Nazev produktu Vyrobce ObsaZené vitaminy
Vitamin D, Tiamin (By),
Riboflavin (B>), Niacin,
Chocapic Nestlé Pyridoxin (Be) Kyselina
listova, Kyselina
pantotenova
Delicious Vegan Riboflavin (Bo),
Protein — krémovy rostlinny Nutrend .
., Kyanokobalamin (B12)
proteinovy shake
Vitamin E, Kyselina
pantotenova, Pyridoxin (Bs),
Active Crispy jahoda Inkospor Riboflavin (B>),
Tiamin (B1),
Kyanokobalamin (B12)
Ovocna kaSi¢ka s cerealiemi Vitamin €, Niacin,
. Sunar Vitamin E, Tiamin (B1)
mix ovoce . . .
Vitamin Bs, Kyselina listova
Vitamin C, Vitamin A,
Vitamin E, Vitamin K,
Vitamin D, Tiamin (B1),
Proteinova KetoMix Riboflavin (B2), Niacin,

Kyselina pantotenova (Bs),
Pyridoxin (Be),
Kyanokobalamin (B12),
Kyselina listova
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Tabulka 2: Vitaminové dopliiky dostupné na ¢eském trhu [58], [59], [60], [61], [62]

Nazev produktu

Vyrobce

ObsaZené vitaminy

Mart’anci Gummy s
echinaceou

Walmark Stada Group

Vitamin C, Niacin, Kyselina
listova,
Kyanokobalamin (B12),
Biotin, Vitamin D3, Vitamin
E, Vitamin K

Vibovit Farma a Dino zelé

Teva

Vitamin C, Niacin, Kyselina
listova,
Kyanokobalamin (B12),
Biotin, Vitamin D, Vitamin
E, Vitamin K, Vitamin A

Centrum Silver 50+
pro Zeny

GlaxoSmithKline

Vitamin K, Vitamin D,
Tiamin (B1),
Riboflavin (B2), Pyridoxin
(Bs), Kyanokobalamin (B12),
Kyselina listova, Kyselina
pantotenova

Lipozomadlni détsky
multivitamin

Bornature

Vitamin C, Vitamin A,
Vitamin E, Vitamin K,
Vitamin D, Vitamin D3,
Tiamin (By),
Riboflavin (B>), Niacin,
Kyselina pantotenova (Bs),
Pyridoxin (Be), Biotin (B7),
Kyselina listova,
Kyanokobalamin (B12)

Alpha Men Multivitamin

MyProtein

Vitamin C, Vitamin A,
Vitamin E, Vitamin K,
Vitamin D, Tiamin (B1),
Riboflavin (B>), Niacin,
Kyselina pantotenova (Bs),
Pyridoxin (Be), Biotin (B7),
Kyanokobalamin (B12),
Kyselina listova
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3 CILE PRACE

Cilem prace je ptiprava a charakterizace funk¢nich potravin a modernich doplikt stravy s
obsahem vybranych vitaminii. V ramci této prace byly plnény nasledujici ukoly:

1. Zpracovani reSerSe na dané téma.

2. Optimalizace metod pro stanoveni vybranych vitamin a aktivnich latek.

3. Pfiprava a charakterizace funkcnich potravin a doplnkt stravy s obsahem vybranych

vitaming.
4. Vyhodnoceni vysledki a diskuse.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomicky
Analytické vahy, Ohaus (USA)
Analytické vahy, Boeco (GE)
Automatické pipety, Discovery (DE)
Centrifuga — U-32 R, Boeco (GE)
Centrifuga — MiniSpin ® plus, Eppendorf (GE)
HPLC — UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems, Thermo Fisher Scientific (USA)
Koloidni DLS analyzator — ZetaSizer Nano ZS, Malvern (UK)
Kolona — Kinetex Polar C18, Phenomenex (USA)
Lyofilizator — Freeze dry system / freezone ® 4,5, Labconco (USA)
pH metr — pH 50 VioLab benchtop, XS Instruments (IT)
Piedvazky — CS200, Ohaus (USA)
Temperovana tfepacka — Heidolph Inkubator 1000 (GE)
Ultrazvukovy homogenizator — Bandelin Sonoplus HS3200, Sonorex Technik (DE)
Vortex — Fixed speed vortex mixer, Ohaus (USA)

4.2 Pouzité chemikalie
Cholesterol — smés 5-Cholesten-33-olu a 3p-Hydroxy-5-cholestenu, Sigma Aldrich (DE)
Acetonitril, Carl Roth (SRN)
Bile salts — smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma Aldrich (DE)
Celulaza — smés enzymd, Sigma Aldrich (DE)
Dihydrogenfosfore¢nan disodny, Serva (SRN)
Hemicelul4za z Kropidlaku €erného, Sigma Aldrich (DE)
Hydrogenfosre¢nan sodny p.a., Lachema (CR)
Hydroxid sodny, Lach:Ner (CR)
Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Lach:Ner (CR)
Kyselina listova > 97%, Sigma Aldrich (DE)
Kyselina nikotinova 99,5%, Sigma Aldrich (DE)
Kyselina sirova 96%, Penta (CR)
L-askorbova kyselina > 99%, Sigma Aldrich (DE)
L-a-Fosfatidylcholin ze soje, Sigma Aldrich (DE)
Octan sodny p.a., Penta (CR)
Pankreatin z veprové slinivky, Sigma Aldrich (DE)
Pepsin z veptové zaludeéni sliznice, Sigma Aldrich (DE)
Pyridoxin > 98%, Sigma Aldrich (DE)
Riboflavin z Eremothecium ashbyii > 98%, Sigma Aldrich (DE)
Tiamin hydrochlorid > 99%, Sigma Aldrich (DE)
Vitamin B12 > 98,5%, Sigma Aldrich (DE)
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4.3 Pouzité funkéni potraviny a dopliiky stravy

4.3.1 Nestlé CINI MINIS ®

Tabulka 3: Charakteristika produktu cini minis

Vitaminy a mineralni latky | Obsah v 1 porci (30 g)
Vit. D 0,93 nug
Vit. B1 0,59 mg
Niacin 4,20 mg
Vit. Bs 0,43 mg
Kyselina listova 53,8 ug
Kyselina pantothenova 1,92 mg
Vépnik 321,00 mg
Zelezo 2,19 mg

4.3.2 ManaPowder™ | Origin

Tabulka 4: Charakteristika produktu ManaPowder™

Vitaminy a mineralni latky | Obsah v 1 porci (86 )
Vit. A 160 pg
Vit. B1 0,3 mg
Vit. B> 0,3 mg
Niacin 4 mg
Vit. Bs 0,31 mg
Biotin 11 ug
Kyselina listova 80 ng
Kyselina pantothenova 2,1 mg
Vit. By, 2,2 ug
Vit. C 20 mg
Vit. D 1,3 ug
Vit. E 4 mg
Vit. K 15 pg
Draslik 700 mg
Jod 36 pug
Hoi¢ik 75 mg
Viépnik 200 mg
Zinek 2,8 mg




4.3.3 Generica ® B-komplex forte

Tabulka 5: Charakterizace produktu B-komplex

Vitaminy Obsah v 1 tableté
Vit. By 10 mg
Vit. B, 10 mg
Niacin 50 mg
Vit. Bs 10 mg
Vit. B1» 10 ug
Biotin 0,5 mg
Kyselina listova 1,0 mg
Kyselina pantothenova 50 mg

4.4 Priprava kalibracnich roztoki

Bylo navazeno 10 mg jednotlivych standardt vitamint C, Bi, Bz, B3, Be, Bg a B12. Poté byly
navazky kvantitativné pievedeny do 10ml odmérné banky a doplnény destilovanou vodou
s vyjimkou vitaminu By, ktery byl doplnén 50 mM octanem sodnym. Takto ptipravené roztoky
byly natedény do vhodné koncentracni fady.

4.5 Nastaveni parametri HPLC p¥i stanoveni vybranych vitamini
V ramci metody identifikace vybranych vitamind byly parametry vysokoucinného
kapalinového chromatografu nastaveny podle tabulky 6.

4.6 Priprava liposomii

V 50ml kadince bylo smichano 10 mg cholesterolu, 90 mg lecitinu, 10 mg standardu vitaminu,
a 10 ml destilované vody. Kadinka byla umisténa do Petriho misky, ktera byla naplnéna
studenou vodou. Smés byla nasledné michana ty¢ovym ultrazvukem po dobu 1 minuty. Vzdy
po 15 s byl proces michani pierusen, aby nedoslo k intenzivnimu zahtati vzorku.

4.7 Charakterizace pripravenych liposomi

Po ptipraveni liposomu byla okamzité stanovena jejich enkapsulac¢ni u¢innost, stabilita ¢astic a
velikost Castic. Byla sledovana také dlouhodoba stabilita liposomt pii skladovani po dobu
dvou tydnu pfi teploté 8 °C.

4.7.1 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

Pripraveny roztok liposomut byl centrifugovan 60 minut pii 14 000 ot/min. Poté byl odebran
1 ml supernatantu, ve kterém byla stanovena koncentrace daného vitaminu. Stanoveni
koncentrace bylo provedeno nastiiknutim vzorku na HPLC. Enkapsula¢ni Gi¢innost byla uréena
Z rozdilu koncentrace vitaminu v roztoku pied a po enkapsulaci.
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Tabulka 6: Parametry nastaveni HPLC

Objem nastiiku: 0,1 ml
Typ eluce: Gradientova
Cas Slozeni
_ 100:0
3 min. , o
octan sodny:acetonitril
. 90:10
6 min. , I
octan sodny:acetonitril
12 min 30:70
Slozeni MF: ' octan sodny:acetonitril
15 min. 30i70 _
octan sodny:acetonitril
16 min. 109:0 .
octan sodny:acetonitril
. 100:
20 min. 09 0 gy
octan sodny:acetonitril
Pritok MF: 1 ml/min
Teplota termostatu: 35°C
Celkovy ¢as analyzy: 20 min.
Nazev a typ kolony: Kinetex ® 2.6 um Polar C18 100 A (150 x 4,6 mm)
Detektor: spektrofotometricky s UV-VIS detekci
Detekce: 267 nm

4.7.2 Stanoveni velikosti a distribuce liposomi
K urceni velikosti vzniklych ¢astic byl vyuzivan dynamicky rozptyl svétla (DLS). Podstata
méfeni je zalozena na principu Brownova pohybu, ktery zavisi na velikosti ¢astic. Tato metoda
umoziuje urcit distribuce velikosti nanocastic v roztoku. Liposomové ¢astice byly studovany
na koloidnim analyzatoru Malvern Zetasizer Nano ZS, s jehoz pomoci byly zméfeny nasledujici
hodnoty: index polydisperzity, primérna velikost Castic a zeta potencial.
K analyze byly pouZity 3 riizné pfipravené vzorky:
a) Dané liposomy byly 1000x ziedény destilovanou vodou.
b) 1 ml danych liposomu byl centrifugovan 60 minut pii 14 000 ot/min. Poté byl odebran
supernatant a usazené liposomy byly rozsuspendovany v 1 ml destilované vody.
c) 1ml danych liposomi byl centrifugovan 5 minut pii 14 000 ot/min. Nasledné byl slit
supernatant, ktery byl dale centrifugovan 60 minut pti 14 000 ot/min. Supernatant byl poté
odebran a zcentrifugované liposomy, byly rozsuspendovany v 1 ml destilované vody.

34



4.7.3 Stanoveni stability liposomi

Stabilita ¢astic byla stanovena na zakladg velikosti zeta potencialu (zkracené ZP). Castice, které
vykazuji vysoce pozitivni nebo negativni ZP, maji tendence se navzajem odpuzovat. Naopak u
&astic s nizkou hodnotou ZP dochazi ke shlukovani. Castice s hodnotou ZP niZsi nez -30 mV
nebo vyssi nez +30 mV jsou povazovany za vysoce stabilni. K méfeni ZP byl vyuzit pfistroj
Malvern Zetasizer Nano ZS a dip cela. Analyzované vzorky byly pfipraveny podle bodi a) a b)
uvedenych v piedeslé kapitole 4.7.2.

4.7.4 Sledovani dlouhodobé stability ¢astic

Ptipravené liposomy, byly uchovavany ve vodném prostfedi po dobu 14 dni pfi teploté 8 °C.
Po této dobé byl opét zméien ZP. Nasledujici kroky byly shodné s postupem uvedenym
v kapitole 4.7.3.

4.7.5 Sledovani dlouhodobé enkapsula¢ni Gcinnosti

Ptipravené liposomy, byly uchovavany ve vodném prostfedi po dobu 14 dni pfi teploté 8 °C.
Po této dobé byla zméfena jejich enkapsulacni ucinnost. 1 ml danych liposoma byl
centrifugovan 60 minut pii 14 000 ot/min. Nasledn¢ byla zméfena koncentrace vitaminu
V supernatantu pomoci metody HPLC.

4.8 Priprava lyofilizovanych liposomii

Vitaminy C, B1, Bs, B a Bi» byly vyuzity k pfipravé roztoku liposomt podle postupu
uvedeného v kapitole 4.4. Poté byly piipravené liposomy centrifugovany po dobu 60 minut pii
14 000 ot/min. Po této dobé¢ byl odlit supernatant a sto¢ené liposomy byly umistény do mrazaku
s teplotou -80 °C. Nasledujici den byly zmrazené liposomy vlozeny do lyofilizatoru, kde byly
zbaveny veskeré vody. Lyofilizace probihala pfi teploté -50 °C az -52 °C a pii tlaku 98 - 102 Pa.

4.9 Modelové traveni

Tomuto experimentu byly podrobeny roztoky liposomt pfipravené podle kapitoly 4.4,
lyofilizované liposomy pfipravené¢ podle kapitoly 4.6 a roztoky vitamini S koncentraci
1 mg/ml. Byly pfipraveny 3 fyziologické stavy: zalude¢ni, pankreaticka a zlu¢ova. Ptipravené
vzorky byly nejprve smichany se zaludeéni $tavou v poméru 1:1 za vzniku smési A, ktera byla
ponechdna na temperované tfepacce pii 37 °C po dobu 30 minut. Smés B byla pfipravena
smichanim pankreatické a zlu¢ové §tavy v poméru 1:1. Nasledné byla smichana smés A se
smési B v poméru 1:1. Takto pfipraveny roztok travicich §tav a vzorku byl ponechan na
temperované tfepacce po dobu 2 hodin pfi 37 °C. 1 ml vzorku smési A byl odebran v ¢ase 0 min
a 30 min. 1 ml vzorku smési A:B byl odebran v ¢ase 0 h, 1 h a 2 h. Odebrané vzorky stav
s obsahem liposomu byly nejprve centrifugovany po dobu 60 minut pti 14 000 ot/min. Nakonec
byly veskeré vzorky piefiltrovany ptes nylonové filtry a analyzovany pomoci HPLC.

4.9.1 Zalude¢ni §t'ava
0,25 g pepsinu bylo doplnéno na 100 ml v odmérné bance destilovanou vodou. Poté bylo
ptidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové. Hodnota pH roztoku byla upravena na 0,9.
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4.9.2 Pankreaticka $t’ava

0,25 g pankreatinu a 1,5 g hydrogenuhli¢itanu sodného bylo doplnéno na 100 ml v odmérné
barice destilovanou vodou. Hodnota pH roztoku byla upravena na 8,9.

4.9.3 Zludova §tava

0,4 g ZluCovych soli bylo doplnéno na 100 ml v odmérné bance fosfatovym pufrem. Hodnota
pH roztoku byla upravena na 8.

4.10 Charakterizace funkénich potravin
K charakterizaci vybranych produkti bylo potieba nejprve upravit jednotlivé vzorky.

Ke kyselé hydrolyze bylo pouzito 5 g produktu mana nebo cini minis. Produkty byly rozdrceny
a smichany s 45 ml 0,05 M H,SO4. Tato smés byla ponechana v ultrazvukové lazni po dobu
60 minut.

K enzymatické hydrolyze bylo pouzito 12,59 produktu mana nebo cini minis, 200 mg
hemicelulazy, 200 pl celulazy a 50 ml destilované vody. Smés byla ponechana na temperované
tiepacce pii 37 °C po dobu 24 hodin. Poté byl odebran 1 ml smési, ktery byl 60 minut
centrifugovan pii 14 000 ot/min. Odebrany vzorek byl piefiltrovan pies nylonovy filtr a
analyzovan pomoci HPLC.

1 g produktu mana byl smichan s 10 ml destilované vody. Roztok byl ponechan 60 minut na
temperované ttepacce pii 37 °C. Po této dobé byl odebran 1 ml vzorku, ktery byl 60 minut
centrifugovan pii 14 000 ot/min. Odebrany vzorek byl nasledné zfiltrovan ptes nylonovy filtr a
analyzovan pomoci HPLC.

4.11 Charakterizace vitaminovych dopliku stravy

4 tablety produktu B-komplex (s vahou jedné tablety 0,685 g) byly rozdrceny a smichany
s 50 ml destilované vody. Dale byla smés ponechana na temperované tiepacce pii 37 °C po
dobu 60 minut. Po této dobé byl odebran 1 ml vzorku, ktery byl 60 minut centrifugovan pfi
14 000 ot/min. Supernatant byl zfiltrovan ptes nylonovy filtr a analyzovan pomoci HPLC.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalatska prace se zabyva studiem vybranych vitamint rozpustnych ve vode¢. V praktické
casti byly pfipraveny liposomy a lyofilizované liposomy vybranych vitamint, které byly
nasledné podrobeny testu modelového traveni. Cilem bylo navrhnout produkt s postupnym
uvoliiovanim V travici soustavé. Poté byly charakterizovany vybrané fortifikované potraviny a
dopliky stravy. Na zavér byly navrhnuty realné potraviny a potravinové dopliiky s obsahem
pfidanych vitamind.

5.1 Optimalizace metody HPLC pro vybrané vitaminy

V ramci optimalizace metody stanoveni vitamind, byly ménény parametry HPLC, mezi které
patii sloZzeni mobilni faze, typ eluce a pratok mobilni faze (zkracen¢ MF). Smés vybranych
vitaminl byla analyzovana pomoci 6 riznych metod nastaveni HPLC. Na obrazku 21 je
znazornén chromatogram analyzované smési vitamind S vyuzitim 1. metody. Pro tuto metodu
byla nastavena izokratickd eluce s octanem sodnym jakozto mobilni fazi s pritokem
0,5 ml/min.
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Obrazek 21: Analyza smési vybranych vitaminu 1. metodou
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Z uvedeného chromatogramu jsou patrné nedostatky, které tento zptisob nastaveni vykazoval.
U vitaminii Bg a B1 nedoslo k dostatecnému oddéleni pikti a u vitaminu C byla zaznamenana
hodnota signdlu pfili$ nizkd. Z téchto divodu bylo nutné pokraovat v optimalizaci metody.
Pro nasledujici nastaveni parametri doslo ke zvyseni pratoku MF na 0,8 ml/min. To m¢lo za
nasledek zvySeni intenzity signalu vitaminu C a rozdéleni piki Bg a B, ale doslo ke splyvani
pikti Bs & Bg. Chromatogram s témito parametry je zobrazen na obrazku 22.
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Obrazek 22: Analyza smési vybranych vitamint 2. metodou

Doslo tedy ke zméné sloZeni MF na smés octanu sodného a acetonitrilu v poméru 95:5. V tomto
piipadé€ se zlepsilo rozdé€leni jednotlivych pikd, ale také se zvysil Sum signalu. Chromatogram
S témito parametry je uveden na obrazku 23.
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Obrazek 23: Analyza smési vybranych vitamint 3. metodou

Izokraticka eluce byla nahrazena gradientovou. Na zac¢atku byla MF tvofena pouze octanem
sodnym s nabéhem acetonitrilu do 12. minuty v poméru octan sodny:acetonitril 30:70. Byla
zménéna také hodnota pritoku MF na 1 ml/min. Doslo k dobrému rozdéleni pikid i k snizeni
hodnoty Sumu. Problém ale nastal u vitaminu Bs, ktery vykazoval zdvojeni signalu.
Chromatogram zaznamenaného signalu je uveden na obrazku 24.
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Obrazek 24: Analyza smési vybranych vitaminti 4. metodou

Doslo tedy ke zméné parametri gradientové eluce. Acetonitril byl ptidavan k MF od 3. do
12. minuty v poméru octan sodny:acetonitril 30:70. Nejlepsi zaznam signalu ale poskytovala 6.
metoda jejiz nastaveni je uvedeno v tabulce 6. Tato metoda byla nadale vyuzivana k analyze
dalsich vzorkl. Chromatogramy analyzované smési s vyuzitim 5. a 6. metody nastaveni jsou
zobrazeny na nasledujicich obrazcich.
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Obrazek 25: Analyza smési vybranych vitaminti 5. metodou
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Obrazek 26: Analyza smési vybranych vitamint 6. metodou



5.2 Stanoveni koncentrace vitaminii ve vzorcich

Pfi parametrech 6. metody byly proméfeny koncentraéni fady kalibra¢nich roztokt vitaminu,
které byly pfipraveny podle postupu uvedené¢ho v kapitole 4.4. Z rovnic linearni regrese
kalibra¢nich zéavislosti byly dopoc¢itany nezndmé koncentrace vitaminii ve vzorcich. Na obrazku
27 je uveden graf kalibracni zavislosti vitaminu Bs.
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Obrazek 27: Kalibra¢ni zavislost vitaminu By
Rovnice linearni regrese jednotlivych vitaminu jsou zobrazeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Rovnice linearni regrese vitamint

Vitamin | Rovnice linedrni regrese
C y =15348,184x (4)
B1 y = 644,721x (5)
B2 y = 1579,294x (6)
Bs y = 452,341x (7)
Be y = 598,852x (8)
Bo y =1,663,267x  (9)
B2 y = 378,364x (10)

5.3 Charakterizace pripravenych liposomi

Piiprava liposomu se fidila postupem uvedenym v kapitole 4.6. Celkové bylo pfipraveno
6 riznych druhii liposomt, které byly nadale charakterizovany metodami uvedenymi
v kapitole 4.7.

5.3.1 Stanoveni velikosti ¢astic

Ptipravené liposomy byly zpracovany podle kapitoly 4.7.2. Pro kazdy vzorek byly zméteny tii
hodnoty, ze kterych byla vypocitana primémad hodnota vcetné smérodatné odchylky.
V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny pramérné hodnoty velikosti ¢astic a polydisperzity.
Zaznamenané vysledky pfehlednéji zobrazuje graf uvedeny na obrazku 28.
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Tabulka 8: Velikost ¢astic a index polydisperzity liposomt pfipravenych ziedénim

Vzorek Velikost [nm] Pdl
Prazdné liposomy| 220,73+17,64 | 0,464 +0,011
Vit. C 303,57 £ 37,62 | 0,604 + 0,056
Vit. By 215,63 +£25,74 | 0,471+0,107
Vit. Bs 241,93 +68,85 | 0,434 +0,048
Vit. Bg 356,83 +104,96| 0,559 + 0,062
Vit. B1» 317,47 + 68,45 | 0,487 + 0,055

Tabulka 9: Velikost ¢astic a index polydisperzity liposomu piipravenych centrifugaci 60 min

Vzorek Velikost [nm] Pdl
Prazdné liposomy | 203,50 + 3,18 | 0,239 + 0,025
Vit. C 214,03+ 3,52 | 0,299 + 0,029
Vit. By 207,13+3,33 | 0,251 £ 0,020
Vit. Bs 201,30+4,21 | 0,280 + 0,031
Vit. Bg 212,47 +4,63 | 0,344 £ 0,024
Vit. B1o 190,67 + 7,76 | 0,311+ 0,034

Tabulka 10: Velikost ¢astic a index polydisperzity liposomu pfipravenych centrifugaci 5 min a 60 min

\zorek Velikost [nm] Pdl [-]
Prazdné liposomy | 170,40+2,89 | 0,179+ 0,018
Vit. C 187,17 +2,86 | 0,215+ 0,009
Vit. Bs 184,07 +£5,94 | 0,214 + 0,012
Vit. Be 164,17 +4,43 | 0,164 + 0,006
Vit. Bg 167,53 +4,93 | 0,189 + 0,003
Vit. B1o 168,80 +4,99 | 0,180 + 0,006
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Obrazek 28: Primérna velikost pfipravenych liposomu

Velikost ¢astic se pohybovala v rozmezi 164,17-356,83 nm. Nejvétsi velikost liposomu
(356,83 nm) byla detekovana u tisickrat zfedéného vzorku se zapouzdienym vitaminem Bo. Lze
fict, ze tisickrat zfedéné vzorky vykazovaly primémné nejvétsi velikosti ¢astic. To bylo
pravdépodobné zplisobeno agregaci Castic, protoze nedoslo k jejich rozsuspendovani pomoci
pfistroje vortex. Nejmensi velikost liposomi (164,17 + 4,43 nm) byla zaznamenana u vzorku
vitaminu Be, ktery byl centrifugovan 5 min a 60 min. Pravé takto ptipravené vzorky vykazovaly
pramérné nejnizsi velikosti ¢astic, a to z toho divodu Ze pfi prvni Smin centrifugaci doslo
K odstranéni nejvétsich ¢astic z roztoku. U vzorkll pfipravenych centrifugaci se index
polydisperzity drzel pod hodnotou 0,4. Naopak u vzorkd pfipravenych zfedénim byla tato
hodnota ptekrocena. Prekroceni hodnoty 0,4 Pdl znaci, Ze se prestava jednat o systém
s uniformnimi ¢asticemi. Nejen z tohoto divodu bylo v nasledujicich experimentech pracovano
S ¢asticemi pfipravenymi centrifugaci 60 min. Na obrazku 29 je znazornéna zavislost rozptylu
svétla na velikosti a distribuci ¢astic.
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Obrazek 29: Zavislost rozptylu svétla na velikosti a distribuci ¢astic vitaminu Bz pfipraveného
centrifugaci 60 min

5.3.2 Sledovani stability liposomi

V ramci experimentdlni ¢asti byla méfena stabilita ¢astic pomoci ZP. Vzorky liposomt byly
k analyze piipraveny dvéma postupy uvedenymi v kapitole 4.7.3. Pro kazdy vzorek byly
naméfeny a zprumérovany tfi hodnoty. Dlouhodoba stabilita liposomi byla sledovana po
14 dnech skladovani pii podminkach uvedenych v kapitole 4.7.3. Dosazené vysledky
absolutnich hodnot ZP liposomi po piipravé a po 14 dnech jsou uvedeny v tabulce 11.

Pfi prvnim méfeni byly vzorky piipravené ziedénim primérné stabilngjsi nez vzorky
ptipravené centrifugaci 60 min. Méteni vzorkl pfipravenych zfedénim ukazalo, ze nejvétsi
stabilitu (-39,43 = 0,12 mV) vykazovaly liposomy s obsahem vitaminu Be. Pfi méfeni vzorku
ptipravenych centrifugaci 60 min se hodnoty ZP pohybovaly okolo |30] mV. Liposomy lze
povazovat za dostateéné stabilni i pfesto, ze se hodnoty ZP nékolikrat dostaly pod hranici
|30| mV. Nejvyssi stabilitu (-34,07 + 0,74 mV) takto pfipravenych vzorkt mély liposomy
S obsahem vitaminu B;.

Z vysledka stability liposomt po 14 dnech je patrné, Ze zatimco u vzorkl pfipravenych
ziedénim doslo ke snizeni hodnot ZP, tak u vzorkt pfipravenych centrifugaci 60 min doslo
k jejich zvyseni. Z toho lze usoudit, Ze metoda piipravy vzorku k analyze ovlivnila méfenou
stabilitu. Nejvyssi stabilitu (-26,17 + 0,90 mV) u vzorku pfipravenych ziedénim mély liposomy
s obsahem vitaminu Bi. U pfipravy centrifugaci 60 min vykazovaly nejvyssi stabilitu
(-46,87 = 0,38 mV) liposomy s obsahem vitaminu Bi».

45



Tabulka 11: Absolutni hodnoty ZP ptipravenych liposomu

Vzorek Pfiprava zfedénim Pfiprava zfedénim po 14 dnech
|ZP| [mV] |ZP| [mV]
Prazdné 37,70 + 0,29 26,43+ 0,74
Vit. C 37,37 +0,84 24,17 £ 0,97
Vit. Bs 38,13 + 0,66 26,17 + 0,90
Vit. Bs 39,43+0,12 24,90 + 0,96
Vit. Bg 37,40+ 1,16 20,70 + 4,46
Vit. B1» 39,23+ 0,77 22,33 +0,31
Ptiprava centrifugaci 60 min | Ptiprava centrifugaci 60 min po 14 dnech
Vzorek
2P| [mV] 2P| [mV]
Prazdné 19,50 + 4,66 33,80 +0,70
Vit. C 30,80 + 1,58 36,50 + 0,57
Vit. By 34,07+ 0,74 35,13+ 0,37
Vit. Be 28,70 £ 0,51 46,57 £1,79
Vit. Bo 29,97 + 0,66 24,80+ 0,71
Vit. B12 28,27 + 0,69 46,87 + 0,38
Prazdné 19,50 + 4,66 33,80+ 0,70

Na zakladé dosazenych vysledki v této i piedeslé kapitole byla ptiprava centrifugaci 60 min
vyhodnocena jakozto idealni metoda ke zpracovani pfipravenych liposomi pii stanoveni
enkapsula¢ni ucinnosti €1 k nasledujicimu zpracovani odebranych vzorki modelového traveni.

Pro ptehledné&jsi zobrazeni byly z dosaZenych absolutnich hodnot ZP sestrojeny nasledujici

grafy:
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Obrazek 30: Absolutni hodnota ZP liposomi pfipravenymi ziedénim
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Obrazek 31: Absolutni hodnota ZP liposomi piipravenymi metodou centrifugaci 60 min

5.3.3 Stanoveni prumérné enkapsulac¢ni ucinnosti liposomi

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.6 byly ptipraveny liposomy vitamind. Takto pfipravené
Castice byly umistény do centrifugy, kde byly ponechany po dobu 60 minut pti 14 000 ot/min.
Nasledné byla v supernatantu uréena koncentrace vitamint. Z rozdilu koncentraci vitamint
pted a po enkapsulaci byla vyhodnocena jejich enkapsula¢ni u¢innost (zkracené EU). Hodnoty
koncentraci vitaminti véetné jejich smérodatnych odchylek supernatantu a jejich enkapsula¢ni
ucinnosti jsou uvedeny v tabulce 12 a v grafu na obrazku 32.

Tabulka 12: Hodnoty koncentrace v supernatantu a enkapsulaéni u¢innost

Vvzorek: ¢ [mg/ml] EU [%]
Vit. C 0,088 + 0,003 91,20
Vit. By 0,698 + 0,046 30,20
Vit. Bs 0,449 + 0,036 55,09
Vit. Bg 0,122 + 0,007 87,85
Vit. Bi> | 0,467 + 0,008 93,25
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Obrazek 32: Graf enkapsulacni u¢innosti
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Nejvyssi prumérnou enkapsulacni ucinnost vykazovaly liposomy s obsahem vitaminu C
(91,20 %). Naopak nejnizsi enkapsula¢ni uc¢innost mély liposomy vitaminu By (30,20 %).

5.3.4 Sledovani dlouhodobé enkapsula¢ni uéinnosti

Sledovani dlouhodobé enkapsulac¢ni u¢innosti se fidilo postupem uvedenym v kapitole 4.7.5.
Vzorky byly analyzovany po 7 a 14 dnech od jejich ptipravy. Po tuto dobu byly skladovany ve
vodném prostiedi pti teploté 8 °C. EU byla sledovéna z hlediska uvolnéného mnozstvi vitaminu
do vodného prostiedi. Veskeré vzorky byly méteny dvakrat a z téchto méteni byla vypocitana
prumérna hodnota. V tabulce 13 jsou uvedeny koncentrace vitamind v roztoku vcetné jejich
smérodatnych odchylek a procentualni zistatek vitamint v liposomech. Pro lepsi piehlednost
byl vytvofen také graf, ktery je zobrazen na obrazku 33.

Tabulka 13: Sledovani dlouhodobé EU

okamzité stanoveni stanoveni po tydnu stanoveni po 14 dnech
Vzorek Cuit. zUstatek Cuit. zUstatek Cuit. zlstatek

[mg/ml] [%6] [mg/ml] [%6] [mg/ml] [%6]
Vit. C | 0,095 + 0,0023 90,54 0,081+ 0,0034 91,89 | 0,041 =+0,0020 95,86
Vit. B: | 0,631+ 0,0089 36,91 0,640 + 0,0151 36,01 | 0,669 = 0,0283 33,06
Vit. Bs | 0,406 + 0,0005 59,38 0,441 +0,0011 55,91 | 0,449 +0,0002 55,11
Vit. Bs | 0,109 + 0,0005 89,12 0,092 + 0,0072 90,84 | 0,110+ 0,0007 89,04
Vit. Bz | 0,436 + 0,0147 56,40 0,445+ 0,0013 55,47 | 0,448 =0,0026 55,17

48



100,00 -

80,00

60,00

40,00

20,00

“I II “ II

Vit.C Vit. B1 Vit. B6 Vit. B9 Vit. B12

0,00

Obrazek 33: Graf dlouhodobé enkapsulacni ti¢innosti

Na datech 1ze vidét, ze postupem casu doslo ke snizeni koncentrace vitaminu C v roztoku. Tato
skuteénost je zplisobena tim, ze ani po 14 dnech nedoslo k uvolnéni vitaminu z liposomu.
Mnozstvi vitaminu C, které nebylo zapouzdieno, bylo postupem ¢asu degradovano, a tudiz
nebylo vibec detekovano. Stejna situace nastala také u liposomt vitaminu Bg pfi méfeni EU po
7 dnech. V tomto ptipad¢ ale doslo po 14 dnech k uvolnéni vitaminu do roztoku, ¢imz se snizila
jeho EU. Za nejstabilngjsi ¢astice 1ze povazovat liposomy s vitaminem C, které po 14 dnech
dosahovaly EU minimaln€ 90 %. Nejmén¢ stabilni ¢astice byly liposomy s vitaminem Bs, kdy
se EU po 14 dnech snizila o necela 4 %. Vsechny ¢astice zkoumané v ¢asovém obdobi 14 dnt
lze povazovat za stabilni. Bylo by vhodné posoudit dlouhodobou stabilitu i po del$im naptiklad
tii meésicnim obdobi.

5.4 Modelové traveni

Roztoky neenkapsulovanych, enkapsulovanych a lyofilizovanych vitaminti byly podrobeny
priuchodu travici soustavou podle postupu uvedeného v kapitole 4.9. Pfi urceni Casu traveni
bylo vychazeno z ptedpokladu, Ze nami ptipravené liposomy a lyofilizované liposomy budou
aplikovany Kk potravinam s vysokym obsahem polysacharidi. Proto bylo postupovano podle
experimentu, kde byly traveny obdobné matrice [63]. Nejprve byly modelovému traveni
podrobeny Cisté roztoky vitamind bez jakékoliv ochrany. Dosazené vysledky jsou uvedeny
v tabulce 14.
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Tabulka 14: Koncentrace neobalenych vitamint v pribéhu traveni

¢as a misto odbéru
zaludek | zaludek | stfevo | stfevo | stievo Procentualni mnoZstvi
t=0h [ t=05h|[t=0h | t=1h | t=2h | degradovaného vitaminu
Vzorek | Crivoan C1 C2 Cs Ca Cs [%]
[mg/ml] | [mg/ml] | [mg/mI] |[mg/ml]|[mg/mI]| [mg/ml]
Vit.C | 1,092 0,080 0,076 0,102 | 0,097 0,093 91,48
Vit. B:1 | 1,260 1,012 0,730 0,941 | 0,935 0,929 26,26
Vit. Bs | 1,540 0,614 0,619 0,667 | 0,675 0,666 57,01
Vit. By | 0,881 0,024 0,012 0,437 | 0,391 0,396 55,06
Vit. B2 | 1,512 0,732 0,545 0,685 | 0,693 0,599 60,38

Dle o¢ekavani doslo v pribéhu experimentu ke snizeni zaznamenané koncentrace V travicich
stavach. To je zplisobeno degradaci nechranénych vitaminti béhem traveni. Ve vysledcich je
predev§im u vitaminu Bg patrny prudky narust koncentrace pifi ptechodu z zalude¢nich do
stievnich §tav. To bylo pravdépodobné zplsobeno vykrystalizovanim vitaminu z roztoku
zaludecnich §tav a vzniku heterogenniho roztoku. Pii smichani zaludecnich a stfevnich $tav
doslo opét k rozpusténi latky, a tak i k narustu koncentrace v analyzovaném vzorku. Nejvetsi
degradované mnozstvi vykazoval vitamin C, jehoZ koncentrace se sniZila az 0 91,4 %. Nejméné
degradovanou latkou byl vitamin Bi, jehoz mnozstvi se oproti pivodni koncentraci snizilo
0 26,26 %. Na obrazku 34 je zobrazen graf procentudlniho mnozstvi degradovanych vitamin.
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Obrazek 34: Graf degradovaného mnozstvi jednotlivych vitamind

Na grafu lze vidét, ze u vétSiny vitaminu doslo k degradaci okolo 50 % jejich aktivnich forem.
Z tohoto diivodu je potieba dané slozky béhem prichodu travici soustavou ochranit. Proto byly
vybrané vitaminy enkapsulovany do liposoml a nasledné i lyofilizovany. Zaznamenané
koncentrace vitamini enkapsulovanych do liposomt v pribéhu modelového traveni jsou
uvedeny v tabulce 15.

50



Tabulka 15: Koncentrace vitamint enkapsulovanych do liposomutl v pribéhu traveni

¢as a misto odbéru
zaludek | zaludek | stievo | stievo | stfevo | Procentualni mnozstvi
t=0h | t=05h | t=0h | t=1h | t=2h uvolnéného vitaminu
Vzorek | Ceivodni C1 C2 Cs Cs Cs [%]
[mg/ml] [ [mg/ml]| [mg/ml] |[mg/ml]|[mg/ml] | [mg/ml]
Vit.C | 5,460 | 0,005 0,005 0,002 | 0,001 | 0,001 0,02
Vit.B: | 1,260 | 0,240 | 0,244 | 0,293 | 0,298 | 0,291 23,11
Vit. Bs | 4,127 | 0,069 0,067 0,087 | 0,087 | 0,088 2,12
Vit. Be | 2,642 | 0,005 | 0,011 1,046 | 1,182 | 1,183 44,79
Vit. Bi, | 4,032 | 0,097 0,060 0,094 | 0,107 | 0,101 2,50

Na obrazku 35 je zobrazen graf srovnavajici procentualni mnozstvi uvolnénych vitaminu na

zacatku a na konci traveni.
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Obrazek 35: Procentudlni mnozstvi uvolnénych vitaminu z liposomt v Zaludku v ¢ase 0 h a ve stfeve
vase2 h

Podle ptedpokladu doslo v pritbéhu traveni k uvolnéni vitamint z liposomt, ¢imz se zvysila
jejich koncentrace v travicich stavach. U vitaminu Bg bylo uvolnéno az 44,79 %. Naproti tomu
u vitaminu C byla zaznamenana koncentrace velice nizkd. To bylo pravdépodobné zplisobeno
rychlou degradaci aktivni formy vitaminu v roztoku.

Experimentu modelového traveni byly podrobeny také lyofilizované liposomy s obsahem
vitamind, které byly piipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.8. Dosazené vysledky
jsou zobrazeny v tabulce 16.
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Tabulka 16: Koncentrace vitamint lyofilizovanych liposomt v pribéhu traveni

¢as a misto odbéru

zaludek | zaludek stfevo stfevo stfevo L L

t=0h t=05h t=0h t=1h t=2h Procentudlni mnoZstvi

— o C; . . . uvolnénéh;) vitaminu
Vzorek | rngmi| [mg/mi]| [mg/mi] | [mg/imi]| [mg/mi]| [mg/mi] %]
Vit. C 5,460 0,005 0,005 0,002 0,001 0,001 0,02
Vit. B: 1,260 0,326 0,252 0,270 0,271 0,276 21,88
Vit. Be 2,580 0,041 0,039 0,044 0,042 0,045 1,76
Vit. By 3,521 0,006 0,009 1,292 1,008 1,200 34,07
Vit. B 2,520 0,034 0,034 0,041 0,055 0,041 1,61

Na obrazku 36 mizeme vidét graf zobrazujici mnozstvi uvolnénych vitamint z lyofilizovanych

liposomt.
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Obrazek 36: Procentudlni mnozstvi uvolnénych vitaminu z lyofilizovanych liposomt v zaludku v
case 0 h a ve stfevé v ¢ase 2 h

U vitaminu Bi1 lze pozorovat snizeni koncentrace v prub&hu traveni. To bylo zpisobeno

uvolnénim vitaminu pouze na zacatku traveni a jeho naslednou degradaci. Nejvice bylo
uvolnéno vitaminu Bg a to 34,07 % z ptivodni koncentrace latky obsazené v lyofilizovanych

liposomech. Stejné jako v predeslém piipadé byla zaznamenana koncentrace vitaminu C pfilis

nizka. Tentokrat byla degradace vitaminu pravdépodobné zpisobena také vlivem piili§ nizké
teploty pii procesu lyofilizace liposom1.
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5.5 Charakterizace funkénich potravin a dopliikii stravy s obsahem pridanych
vitamint

K tomuto experimentu byly vyuzity funk¢ni potraviny a dopliky stravy uvedené v kapitole 4.3.
Vybrané potraviny byly zpracovavany podle postupu v kapitole 4.10. U kyselé hydrolyzy
nebyla ziskana prikazna data. Proto byla zkouSena hydrolyza enzymaticka. V tomto piipad¢
doslo k detekovani vitaminti deklarovanych vyrobcem. Vzhledem ke komplexnosti matrice
vzorku, kterd obsahovala mimo jiné i aminokyseliny a sacharidy, nebylo mozné piesné
kvantifikovat identifikované vitaminy. Z vysledka je patrné, ze zvoleny jednoduchy postup
extrakce nebyl dostacujici pro separaci téchto latek a je nutné jej optimalizovat.

Byla provedena také charakterizace dopliku stravy uvedenych v kapitole 4.3. Seznam
vitamind, které se podafilo detekovat, je uveden v tabulce 17. Pii provedené analyze byly ve
vyrobku identifikovany 3 vitaminy z 9. U ostatnich vitaminli doslo k pfekryvani absorp¢nich
spekter, coz znemoznilo jejich identifikaci.

Tabulka 17: Analyza vitaminovych dopliikt stravy

Obsah vitaminu e
, , Detekce vitamind
deklarovanych vyrobcem

Vit. By

Vit. B,

Vit. B3

Vit. Be

Vit. B2

Biotin

Kyselina listova

X | X | X | X |NIX NN

Kyselina pantotenova

5.6 Aplikace chranéné formy vitamina do potravin a dopliki stravy

Z informaci uvedenych v teoretické ¢asti vyplyva, ze mezi potraviny vhodné k obohaceni se
fadi napiiklad snidafiové ceredlie. Jedna se o jidlo, které tvofi b&éZnou soucast jidelnicku
dospélych i déti. Cerealie se sice vyrabéji z obilnych zrn, kterd obsahuji vitaminy, ale v pribéhu
zpracovani dochazi k jejich degradaci. To proto Ze se vitaminy vyskytuji pfevazné v kli¢cich a
obalu obilnych zrn, kterd jsou odstranovana z divodu zlepSeni struktury vysledného
produktu [64].

Némi pfipravena lyofilizovana podoba vitaminti by tak mohla byt pfidavana k cereédliim ve
zvlastnim obalu chranici je pred oxidaci a svétlem.

Vitaminy enkapsulované do liposomt lze vyuzit k ptipravé alginatovo-agarovych ¢astic ve
form¢ gumového medvidka. Obdobna aplikace probiotik do zminénych ¢astic byla uvedena
v diplomové praci Ing. Hany Mal¢ikové [65].

Lyofilizovana forma enkapsulovanych vitamini mize byt aplikovana v ramci doplnku stravy
do celul6zové kapsle.

53



6 ZAVER

Tato bakalatska prace byla zaméfena na optimalizaci metody stanoveni vitaminti pomoci HPLC
a na pripravu chranéné formy téchto latek. Cilem prace bylo pfipravit formu chranénych
vitaminQ S postupnym uvolfiovanim b&hem traveni ve stfevech.

Teoreticka Cast priblizuje charakteristiku jednotlivych vitaminti, metody enkapsulace a
moznosti jejich stanoveni. Zvlastni kapitoly jsou vénovany také funkénim potravinam a
modernim doplikim stravy, ve kterych jsou srovnavany syntetické a ptirodni vitaminy. Je zde
uveden také screening ¢eského trhu funkénich potravin a potravinovych doplikd.

Prvni Kkapitoly experimentalni ¢asti se zabyvaji optimalizaci vhodné metody ke stanoveni
jednotlivych vitamind. K analyze byly vybrany standardy vitamint C, B1, B2, B3, Be, Bg a B1o.
Ze ziskanych kalibracnich zavislosti byly vypocitdny neznamé koncentrace vitamini ve
vzorcich.

Dale byly vitaminy C, B1, Bs, Bg a B12 enkapsulovany do liposomt. U pfipravenych Céstic
byla stanovena jejich velikost, stabilita, dlouhodoba stabilita, primérna enkapsula¢ni uc¢innost
a dlouhodoba enkapsula¢ni ucinnost. Velikost liposomi se prumérné pohybovala v rozmezi
od 160 do 350 nm. Stabilita byla méfena pomoci zeta potencialu. Analyzované vzorky byly
piipraveny bud’to 1000x zifedénim nebo centrifugaci 60 min. Stabilita vzorkt pfipravenymi
centrifugaci 60 min postupem ¢asu vzrostla, coz bylo ziejmé zplsobeno stabilizaci struktury
liposomt béhem procesu piipravy vzorkll. Okamzitd stabilita ¢astic dosahovala primérné
hodnot |30] mV alze je tedy povazovat za dostate¢né stabilni. Kromé vitaminu B1 s EU 30,20 %
se hodnoty pohybovaly nad hranici 50 %. Nejlepsi okamzitou EU (91,20 %) m¢él vitamin C.
V prib¢hu 14 dni se EU u vétsiny latek snizovala, ale kromé vitaminu B Se jeji hodnoty stale
drzely nad 50 %.

Poté¢ byly provedeny experimenty modelového traveni, kterému byly podrobeny roztoky
vitamint, liposomy a lyofilizované liposomy. Pfi traveni nechrdnénych vitamint doSlo podle
o¢ekavani k jejich degradaci. Nejvyssi hodnoty degradace dosahl vitamin C a to az 91,48 %.
Béhem traveni liposoml bylo sledovano postupné uvolnovani latek do travicich §tav.
Liposomy s obsahem vitaminu C, Be a B12 uvolnily pouze velmi malé mnozstvi téchto latek.
To svédci o faktu, ze téméf neporusené liposomy by se dostaly az do tlustého stfeva. Naopak
vitamin Bg vykazoval uvolnéni az 44,79 % svého enkapsulovaného mnozstvi. Obdobnych
vysledkd dosahovaly také lyofilizované liposomy. Ani u této formy nedoslo k uvolnéni vétsiho
mnozstvi vitaminl C, Bs a B12. U téchto latek by byla vhodné optimalizace metody ptipravy
liposoml a lyofilizovanych liposomi, aby béhem traveni bylo uvolnéno vétsi mnoZstvi a
nedoslo k degradaci vitaminti béhem procesu lyofilizace. Nejvétsi uvolnéné mnozstvi
(34,07 %) z pavodni navazky bylo zaznamenano u vitaminu Bo.

Vybrané funkéni potraviny a doplilky stravy byly vystaveny analyze, pii které doslo
k identifikaci vitaminu deklarovanych vyrobcem. Nepodafilo se ovSem kvantifikovat mnozstvi
stanovenych vitamint. Pfi analyze dopliku stravy byly rozpoznany 3 vitaminy z 9. Proto by
byla potieba optimalizovat metodu extrakce vitaminii z redlnych vzork.

Na zavér byla vypracovéana kapitola, navrhujici aplikace nami pfipravené chranéné formy
vitaminil do potravin a potravinovych doplnkd.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP
DLS
DNA
EU
EKG
FAD
FAO
FMN
GS
HPLC
LDL
LC
MF
NAD
NADP
Pdl
SFC
TDP
TTP
UV-VIS
ZP

adenosintrifosfat
dynamicky rozptyl svétla
deoxyribonukleova kyselina
Enkapsula¢ni uc¢innost
elektrokardiogram
flavinadenindinukleotid
Food and Agriculture Organization
flavinmononukleotid
plynova chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
lipoprotein s nizkou hustotou
kapalinova chromatografie
mobilni faze
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
index polydisperzity
superkriticka kapalinova chromatografie
tiamindifosfat
tiamintrifosfat
ultrafialovo-viditelna
zeta potencial
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Chromatogram zastoupeni vitaminli v potravinovych dopliicich
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