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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva moznosti vyuziti pfirodnich polymert jako nosnych
struktur aktivnich latek ve formé hydrogelt. Piipravené hydrogelové tablety byly
zkoumany k vyuziti ve vyzivé ¢loveéka jako doplnky stravy. Byly pfiprevny receptury a
technologie na vyrobu matric s aktivnimi latkami, které byly dale testovany. K popisu
vlastnosti pfipravenych hydrogeli jsme vyuzili metod suSeni a lyofilizace, na porovnani
desorpce ptipravenych receptur. Metodou HPLC jsme zkoumali vyuzitelnost vitaminu C

Z nosn¢ struktury. Byla méfena i antioxidacni aktivita vybranych hydrogelovych receptur.

Kli¢ova slova: hydrogel, doplnky stravy, antioxida¢ni aktivita, G¢inna latka, HPLC, DPPH

ABSTRACT

This thesis deals with a possibility of using natural polymers in hydrogels forms as
supporting structures for active substances. Prepared hydrogel tablets were investigated for
a possible use in human nutrition as food supplements. Recipes and technologies were
prepared to produce matrices with active substances that were tested. To describe
properties of the prepared hydrogels we used the methods of drying and lyophilization in
order to compare desorption of the prepared recipes. By the aid of HPLC method we
investigated the usability of vitamin C from the supporting structure. Antioxidant activity

of selected hydrogel recipes was also meausured.

Keywords: hydrogel, dietary supplements, antioxidant activity, active substance, HPLC,
DPPH
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UvVOD

Hydrogel je gelova forma latky, ktera do sebe dokaze navazat velké mnozstvi vody, kdy je
jeji obsah az 99 % celkové smési. Ke gelovaténi jsou velmi vhodnymi materialy ptirodni
polymery, kdy n¢které samy 0 sobé dovedou do své struktury navédzat vodu. Vyvojem

technologii jsou hydrogely materidlem s velkym potencidlem.

Hydrogelové formy jsou v dnesni dobé zkoumény v Iékaistvi jako matrice pro pienos
aktivnich latek do organismu. Existuje spousta vyzkumnych praci na studium
hydrogelovych materiali vyuzivanych jako krycich materidli na hojeni poskozené kiize
nebo jinych druht tkéni. Tyto materidly jsou preferovany z hlediska snadnych technologii
ptipravy, velké vyuzitelnosti aktivnich latek z nosné struktury a jsou zaloZeny na ptirodni
bazi, cemuz je v soucasné dob¢ kladen vyznamny duraz. Jejich vyuziti se najde i v jinych

odvétvich, naptiklad v potravinafstvi, kosmetice nebo zeméd¢lstvi.

Vyjmenovana odvétvi se zabyvaji hydrogely z divodu jejich specifickych vlastnosti, mezi

které patii elasticita, pevnost, biokompatibilita, vaznost vody a biodegradibilita.

Gelova forma je vyznamnym pokrokem i ve vyzivé ¢lovéka. Uinnost potravinovych doplitkii
ovliviiuji dva velmi vyznamné faktory: postupné uvoliovani aktivni latky a vyuzitelnost zZivin.
Polymerni sitovana struktura napomahd témto dvéma funkcim, z tohoto diivodu ma G¢innéjsi
vliv na podavani ucinnych latek, vitamint, mineralti a dalSich vyznamnych latek potiebnych
pro organismus ¢lovéka. Biodegradibilita a biokompatibilita pfirodnich materiald v neposledni
fadé optimalizuje vyuzitelnost zivin uloZzenych v podobé gelu tak, aby se maximalizovaly
jejich fyziologické tucinky. Vyuzitelnost zivin v potravinovych doplicich je zéasadni i
Z hlediska ekonomické stranky, kdy je vyhodné vstfebavat do organismu postupné vSechny

aktivni latky z hydrogelové matrice.

Predlozena prace se zabyva hydrogely, kter¢é se mohou vyuzit jako moderni forma
potravinovych suplementt. Technologie pfipravy a slozeni smési ovliviiuje samotné vlastnosti
ptipravenych hydrogeli, proto jsme se pii zkoumani pfipravenych smési zaméfili, jak na

zpusob sit'ovani, tak na slozeni recpetur piipravenych potencionalnich doplnka stravy.

Cilem této prace bylo pfipravit hydrogelovy dopln€k stravy o vhodné konzistenci, slozeni a

dalsich vyse specifickych vlastnosti.
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1 Dopliiky stravy

Podle zdkona o potravinach jsou dopliky stravy potraviny, jejichz ucelem je dopliovat
béznou stravu a které jsou koncentrovanymi zdroji vitaminti a minerdlnich latek nebo
dalsich latek s nutri¢nim nebo fyziologickym u¢inkem, obsazenych v potraviné samostatné

nebo v kombinaci, ur¢ené k pfimé spotieb¢ v malych odméfenych mnozstvich. [1]

Podle smérnice EP a R ¢. 2002/46/ES jsou dopliikky stravy potraviny, jejichz ucelem je
doplilovat béznou stravu a které jsou koncentrovanymi zdroji Zivin nebo jinych latek s
vyzivovym nebo fyziologickym t¢inkem, samostatné nebo v kombinaci, jsou uvadény na
trh ve form¢ davek, a to ve form¢ tobolek, pastilek, tablet, pilulek a v jinych podobnych
formach, dale ve formé sypké, jako kapalina v ampulich, v lahvickach s kapatkem a v
jinych podobnych formach kapalnych nebo sypkych vyrobkti uréenych k ptijmu v malych

odmétenych mnozstvich. [2]

V dopliicich stravy by méla byt povolena pouze pfitomnost vitaminii a minerdlnich latek,
které se obvykle nachazeji ve stravé a jsou konzumovany jako jeji soucast; to vSak
neznamena, ze je jejich pritomnost nezbytnd. M¢lo by se zamezit moznym sporim, pokud
jde o identitu téchto Zivin, a je tedy vhodné vytvofit pozitivni seznam téchto vitamind a

mineralnich latek. [2]

Dopliiky stravy se uvadi do obéhu pouze balené. Obvykle jsou upraveny do formy kapsli ¢i
tobolek, pastilek, tablet, drazé, sa¢kl s praskem, ampulek s tekutinou, kapek nebo jinych
jednoduchych forem tekutin a praSkd ur€enych pro pfijem v malych odmétfenych
mnozstvich. [1]

Hranice mezi dopliky stravy a nékterymi jinymi kategoriemi produktd je velmi uzka a
kategorizaci konkrétniho ptipravku je tfeba provadét ptipad od piipadu. [1]

Pti stiidani ro¢nich obdobi, chiipkovych epidemiich, vykyvech teplot nebo stresu dochazi
ke zvySené spotieb€ vitamint a jinych dilezitych latek. V téchto situacich nejsme schopni
dopliiovat plnohodnotné vSechny latky jen z potravy, proto je vhodné vyuzivat doplika
stravy. [3]

1.1 Druhy dopliki stravy

Délit dopliiky stravy miizeme z riiznych hledisek. Pro tuto praci jsme vybrali déleni dle

jejich moznosti vyuziti neboli specifického ptisobeni. [4]
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1.1.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které mohou reagovat s volnymi radikaly autooxidacniho rétezce,
hlavné s peroxylovymi radikaly. Pfi reakci se vytvoii hydroperoxid nebo jiny neradikalovy
lipidovy produkt. Antioxidant piejde do formy volného radikalu, ktery vSak byva dosti
staly, takze neni schopen pokracovat v autooxidacni reakci. Antioxidanty maji tedy za tikol
zpomalit autooxida¢ni reakci nebo v idealnim piipadé ji zastavit. [4]

Nejcastéji se jako antioxidanty vyuzivaji fenolové derivaty se dvéma hydroxyskupinami
v ortho- nebo para-poloze. U¢inngjsi jsou ty se skupinami substituovanymi v ortho-poloze
a ptirodniho ptivodu. Zvyseni ucinnosti antioxidantl je diky substituci benzenového jadra
dvéma alkylovymi skupinami. Pfirodni antioxidanty se vyskytuji v pfirodnich tucich a

olejich, nejéastéji jsou to tokoferoly. [4]
Méné se vyuzivaji latky s dusikatym heterocyklem, které jsou vice toxické. [4]

Antioxidanty chrani zrak, lze potlacit pribéh senilni degenerace ocni Cocky, kterda ve
vy$§im veku vede obvykle ke slepoté, uzivanim vitamini C, E, B-karotenu a zinku.
Antioxidanty omezuji vznik Sedého zakalu a snizuji riziko dal$ich onemocnéni o¢i. Proto
se doporucuje osobam starSim 55 let, aby si chranily zrak uzivanim téchto antioxidanti.
Dle vyzkumt se u lidi uzivajicich smési antioxidantd se zinkem riziko onemocnéni snizilo
az 0 30 %. Nejlepsi ucinky byly ziskany u smési 500 mg vitaminu C, 400 mg vitaminu E,
15 mg B-karotenu a 80 mg zinku. [5, 6]

Pozitivni vliv maji i pfi onemocnéni srdce. Vitamin E pomdhé zabranit oxidaci LDL v
tepnach. Oxidace LDL je podnét pro onemocnéni srdce a mozkové mrtvice. Antioxidanty
mohou pomoci i prevenci a 1é¢bu ur€itych typt vysokého krevniho tlaku. P¥i onemocnéni
Alzheimerovou chorobo sniZzuji oxidac¢ni poskozeni mozkovych bunék. Antioxidanty tedy
mohou zpomalit mentalni zhorSeni u Alzheimerovy choroby. Antioxidanty jsou dulezité i

pii ochran¢ imunitniho systému. [6]

1.1.2 Dopliky pro zdravi kosti a kloubi

.....

Jejich aktivnimi slozkami jsou mineralni latky, vitaminy, antioxidanty, glukosamin,

vytazky ze zivocisnych chrupavek nebo Zelatina. [3]
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Nejcastéjsi poruchou kosterniho skeletu ve svété je osteopordza. U Zen je naptiklad
osteopordza tésné spojena s poklesem hladiny estrogenu, ktery doprovazi menopauzu. [4]

Pii prevenci a 1écb¢ osteopordzy je dulezity vhodny pfijem zivin a latek. Vyzivové
komponenty, které jsou relativné bezpecné a hospodarné, obsahuji faktory, tykajici se
metabolismu kosti, které mohou ovlivnit jak tvorbu kosti, tak i kostni resorpci. Aktudlni
nutricni doporuceni pro prevenci osteopordzy jsou zalozeny na optimalizaci piijmu

vapniku a vitaminu D. [7]

Dal$imi vhodnymi suplementy jsou vyrobky obsahujici Zelatinu, coz je denaturovana
forma kolagenu, jez je stavebni slozkou pojivovych tkani. Vyzkumy prokazuji pozitivni

dopad kolagenovych hydrolyzatu na 1é¢bu osteoporozy. [7]

1.1.3 Probiotika

Nejcastéji se probiotika vyskytuji v mléénych vyrobcich. Definice pojmu ,,probiotika®
zdaraziuje, ze jsou to zivé mikroorganismy a musi byt prezentované v dostatecné vysokém
mnozstvi v okamziku spotfeby, s cilem zajistit jejich kladny ucinek na zdravi. Probioticky
produkt by mél obsahovat minimaln¢ 106 KTJ/g zivotaschopnych bunék po celou dobu
skladovatelnosti. Probiotika ozivujici ¢innost télesné stievni mikroflory, mohou hrat
uspésnou roli v prevenci prijmu, které¢ se nékdy dostavuji jako vedlejsi ucinek 1écby
antibiotiky. Jako probiotické bakterie s protiprijmovym ucinkem byl uspé$né testovan
kmen Saccharomyces boulardi (z kvasnic), Enterococcus a Lactobacillus acidophilus ze
zakysanych mlécnych vyrobkl. Ukazalo se, Ze pravé bakterie z pfirodnich zakysanych
mlécnych vyrobkli doplnéné probiotickym dopliikem stravy piisobi pfi prevenci

prijmovych onemocnéni nejucinngji. [5, 9]

1.1.4 Dopliiky stravy na hubnuti

Do skupiny téchto produkti se tadi dopliiky podporujici hubnuti (kontrolu télesné
hmotnosti) nebo latky tzv. diety na hubnuti, coz jsou vyzivové smési nahrazujici hotova

jidla. Tteti podskupinou jsou jesté spalovace tuku. [3]

Od 1. 10. 2003 jsou dopliiky stravy nazyvané ,,diety* oSetieny legislativou a schvaleny
volné k prodeji. Aby nedochazelo k avitamindze nebo nedostatku minerald v danych

dietach, jsou ve smérnici udany minimalni hodnoty jednotlivych latek. [3]
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1.1.5 Dopliiky sportovni vyZivy

Pro sportovce pilné trénujici jsou vyzivové dopliky jako podpora pfi tréninku, coz
umoziuje konzistentnéjsi a intenzivnéjsi trénink tim, ze podporuje regeneraci mezi
tréninky, snizuje vypadky z divodu nemoci ¢i Grazu a zvySuji vykonnost. Prizkumy
ukazuji, ze uzivani doplnkl je rozsifeny u sportovcli a sportovkyn, ale pouzivaji se i
nekteré produkty piimo z vyzkumnych zakladen a nékteré mohou byt dokonce pro

sportovce Skodlivé. [21]

Nékteré¢ dopliikky maji vlastnost a nabizi moznost zvySeni vykonu; mezi n¢ patii napiiklad

kreatin, kofein nebo hydrogenuhlicitany. [21]

Ve sportu je uzivana uzite¢na pyramida doplnkt stravy, podle které si sportovei dopliuji
mezery ve vyzivovém programu. Hlavnim problémem u sportovct jsou nedostatky piijmu
nékterych slozek pfimo z potravy, jako napiiklad nedostateny pifijem vitaminu E,
vitaminu C, bilkovin na rust svalové hmoty nebo mineralni latky. Sportovni potravinové
dopliiky s vysokym obsahem aminokyselin a bilkovin jsou nejcastéji v praskovych
formach, které obsahuji pfisady s vyznamnymi nutricnimi hodnotami jako je mléko, sojové

a vaje¢né bilkoviny. [3, 11]

Mineralni latky se nejcastéji dodavany ve formé iontovych napoji. V tomto ptipadé ve
vod¢ rozpusténé latky maji dvoji u€inek. Dodani mineralnich latek a vody. U sportovct je
napiiklad potvrzeno, Ze ubytek télesné vody o 2 % celkové télesné hmotnosti uZ znamena
méfitelny pokles sportovniho vykonu. Dle vyzkumi Ize pfi tréninku ignorovat ztraty pouze
1 % a pit az po ném, ale uz pfti ztrat¢ 4 % vody v tézkém terénu nebo a zavodech se
nepodaii ani cilenym doplnénim tekutin ihned po namaze obnovit rovnovéahu tekutin v téle

dfive nez za 6-8 hodin. [3]

Dalsi skupinou latek jsou takzvané podplrné prostfedky ve sportu, uzivané pii fitness a
wellness aktivitdch. S touto skupinou latek musi sportovci zachdzet velmi opatrné, nebot’
Antidopingovéa komise Ceského olympijského vyboru sestavila seznam zakazanych latek,

které jsou povazovany za doping. [3]

1.1.6 Enzymy

Zakladni slozka enzymu je jednoducha ¢i slozen bilkovina s katalytickou aktivitou, na néz
se velmi Casto vdzou dals§i pfidatné molekuly zndmé jako kofaktory nebo prostetické

skupiny, které se podili na katalyze. Enzymy urcuji povahu i rychlost chemickych reakci a
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fidi vétsinu biochemickych procesi v téle vSech zivych organismi vcetné clovéka.
Enzymu je obrovské mnozstvi a je mozné je klasifikovat do Sesti zakladnich skupin:

oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, izomerazy a ligazy. [17]

Enzymy v syrové potravé nebo doplitkové enzymové preparaty natravi piijimané ziviny, a
tim snizi spotfebu télnich tradvicich enzymi. Teplota pouzivana pii vafeni bezpecné
vSechny enzymy v potravé znici a tak si ¢lov€k musi vystacit se svymi vlastnimi. Organy
produkujici enzymy se zvétsi a enzymovy potencidl téla se vyuziva pouze na enzymy
travicich, misto aby se Setfil na produkci enzyma metabolickych, které jsou potfebné na
spravnou funkci dal$ich organii a enzymu ptisobicich na onemocnéni. [18]

4

1.2 Vybrané ucinné latky v doplicich stravy

1.2.1 Chlorella

Chlorella patii mezi zelené tfasy. Jako dopln€k stravy je nejvyuzivangjsi druh Chlorella
vulgaris, ktera se také vyskytuje u vyroby barviv, 1é¢iv, krmiv, akvakultur a v kosmetice.
Tato fasa je dobrym zdrojem latek, jako jsou bilkoviny, sacharidy, pigmenty, vitaminy a

mineralni latky. [10]

Konzumace latek s obsahem fasy Chlorella ma kladny dopad na zdravi, ve spojeni
s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi, jako prevence proti vzniku aterosklerdzy a snizovani
krevniho tlaku. Vyzkumy prokazuji i protirakovinné uéinky, vliv na stimulaci kolagenu pro

lepsi vlastnosti pleti. [10]

Z hlediska vyZivy je pozitivni hlavné skladba mineralnich latek. Naptiklad, kation draselny
je dulezity pro lidskou vyzivu; je spojen s intracelularni rovnovéhou tekutin,
metabolismem sacharidi. Mezi dal§i mineralni latky, které obsahuje, patii hoicik nebo

zinek. Z vitaminu obsahuje tato fasa vitaminy A, E a C nebo skupiny B. [10]

1.2.2 Mumio

Mumio bohuzel zatim postrada systematickou klinickou studii. Probihaji vS§ak mnoha
studia na riizné vlastnosti této latky. Studia se zamétuji na stimulaci imunity, antioxidacni
ucinky, vliv na kosterni aparat a prevence osteopordzy, kdy mumio napomaha k ukladani
vapniku. Vliv na skladbu kosti je zptisoben pfitomnosti stroncia a zinku v mumiu. Obsah

fulvinové kyseliny v této latce je pfedmétem pro vyzkum v oblasti 1écby Zaludecnich,
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sttevnich onemocnéni a baktericidnich ucinka. Fulvinova kyselina ma prokazan ucinek na
bakterie typu coli, diftérie, tyfu, ale také na Staphylococcus aureus. [15]
Mumio je tradiéni medicina zejména v oblasti Ruska, pohoii Altaj, Mongolska, Iranu
Kazachstanu a Kyrgystanu. Piipravky z mumia byly Gspésné pouzity pii prevenci a léCeni
infek¢nich onemocnéni a maji stimulujici a antialergickou aktivitu. [37]
Byly i vytvofeny léCivé hydrogely, které obsahuji mumio, ale v oblasti aplikace na

nerovové poruchy. [39]

1.2.3 Vitamin C

Vitamin C se dle chemického ndzvoslovi nazyva kyselina L-askorbova. Patii mezi zna¢né
kyselé latky, diky endiolovému systému v konjugaci s karbonylovou skupinou. Vitamin C
patii mezi hydrofilni vitaminy a za pfitomnosti té¢Zkych kovi podléh4 snadno oxidaci za
vzniku Kkyseliny L-dehydroaskorbové. Vratna oxidace, Cili oxidaéné-redukéni reverziblini
systém, ma dtlezitou roli v biochemickych procesech lidského téla, kdy pienasi vodik a

elektrony z vychoziho substratu az na molekularni kyslik. [17]

Vitamin se se také UcCastni syntézy kolagenu jako kofaktor hydroxylace pii konverzi
prolinu na hydroxyprolin. Extracelularni vitamin C pusobi jako ochrana LDL cholesterolu

proti oxidaci. Dale redukuje zelezné ionty z potravy. [17]

V lidském metabolismu je potfeba vitaminu C znacnd, ale diky genové mutaci L-
gulonolaktonoxidasy si neni €loveék, primat a morce tento vitamin samo syntetizovat.
Dodavani vitaminu C je tedy pro lidsky organismus nezbytny. Nedostatky piijmu se
projevuji onemocnénim zvanym kurdéje nebo téz skorbut, kdy dochéazi ke krvacivosti,
uvolnovani zubtli, snadné lamavosti kosti, Spatnému hojeni ran. Avitaminosa také muze
zpiisobit deprese, zmény nalad nebo hypochondrii, protoZe se vitamin C zasahuje i do

biosyntézy katecholaminti. [17]

Vitamin C se nejvice vyskytuje v Cerném rybizu, kiwi, zelené paprice, kopru, Sipku nebo
citrusovych plodech. U kutéka dochazi ke snizeni absorpce, takze denni doporucend davka

(DDD) je 150 mg na den, b&zna DDD je v CR pro dospé&lého jedince 75 mg.den™. [17]

1.2.4 Vitamin A

Utinnou formou vitaminu A jsou retinol a retinal. Retinol ve své molekule obsahuje -

jononovy kruh a pét konjugovanych dvojnych vazeb, z nichz ¢tyzi v postrannim fetézci
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mohouo vytvaret ptislusné cis a trans izomery. Z téchto izomeri jsou fyziologicky aktivni
retinol a neoretinol. V potravinach je doprovazen fadou analogii a metabolitd liSicich se
strukturou jonového cyklu nebo postranniho fetézce. NejvyznaméjSim provitaminem je -
karoten. Ten je v potravinidch Casto doprovazen a- karotenem, y-karotenem nebo f-
kryptoxanthinem. Retinol sev organismu ucastni latkové pfemény na nékolika riznych
mistech. Uplatituje se hlavné v biochemii zrakového vjemu a pii biosyntéze bilkovin,
potazmo diferenciaci bunék. Esenciadlnim kofaktorem enzymi regulujicich metabolismus
vitaminu A je zinek. Doporucena denni davka je 0,4 - 0,6 mg u déti, u dospélych pak 0,8 -

1,0 mg. [4]

Absorpce provitaminil neni vzdy kvantitativni, velmi zavisi na slozeni potravy a zptisobu
pfipravy pokrm, zejména v pfitomnosti tukli. Vyznamnymi zdroji vitaminu jsou mlééné
vyrobky, jatra, $penat, mrkev, rajéata, rybi tuk. V ptipadé nedostatku se projevuji poruchy
vidéni (Seroslepost), také inhibici ristu a deformacemi kosti a reprodukénich organd.
Predavkovani ma za nasledek zvySeni jaterni rezervy vitaminu az projevy
hypervitaminosy. Mohou se projevovat rizné projevy intoxikace vcetné strumigenicity.
Antivitaminem vitaminu A jsou lipoxygenasy. Provitaminy A vykazuji protirakovinové
ucinky, nebot jsou soucasti kontrolonich mechanismt likvidujicich volné radikély.
Pouziva se k fortifikaci potravin vitaminem A. Hlavné se pridava do olejii, margarind,

masla, mléka a mouky. [4]

1.25 Vitamin E

Mezi vitaminy E fadime latky, které se fadi do skupiny tokoferoli. Latky jsou odvozeny od
tokolu (2-metyl-2(4°,8",12"-trimetyltridecyl)-6-hydroxychromanu) a tokotrienolu (2-metyl-
2-(4,87,12" -trimetyldecyl- 3°,7",11 -trienyl)-6-hydroxychromanu). [4]

Lisi se mezi sebou po¢tem a polohou metylovych skupin. Zakladni latkou je a-tokoferol (5,
7, 8-trimetyltokol). Jednotlivé tokoferoly nemaji stejnou biologickou uc¢innost. Nejucingji

je a-tokoferol. U¢innost klesa v potadi o> > y > §-tokoferol. [4]

Tokoferoly se uc€astni oxidacné-redukénich procesli, respiraénim procesli, ochrana
vitaminu A pfed oxidaci, a ochrana esencialnich mastnych kyselin. Spolu s 3-karotenem a
koenzymem Q chrani strukturu a integritu plasmolemy a membran vnitrobunéénych
organel. Tokoferoly jsou transportovany krvi asociované s lipidovou fazi lipoproteinovych

¢astic LDL. Tokoferoly jsou dobie rozpustné v tucich a lipofilnich rozpoustédlech. Jejich
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citlivost stoupa s poc¢tem metylovych skupin v molekule tokolu, soucasné vsak klesa jejich

antioxida¢ni uc¢innost. [4]

Doporuceny denni piijem je 14 — 19 mg. Potiebu vitaminu pokryvaji predevSim rostlinné

lipidy, hlavné oleje, maso, vnitinosti, ovoce a zelenina, obiloviny. [4]

1.2.6 Koenzym Qg

Koenzymy nebo-li ubichinony se vyskytuji jak v potravinach rostlinného tak i zivo¢isného

puvodu. Jsou doprovazeny casto lipofilnimi slou¢eninami, jako vitamin E nebo vitaminK.

CHs

H30C
CHs

H3OC

0

Obrazek 1 Chemicka struktura Koenzymu Q1o [48]

Americti védci zjistili, ze vyssi davky koenzymu Qo zpomaluji nastup projevii obavané
Parkinsonovy nemoci, jako jsou sniZzena hybnost, tfes rukou a nohou a pferusovana fec.
Podle magazinu Archives of Neurology lze tyto symptomy sniZit podavanim koenzymu
Qi aZ o 44%. Prokéazala to jedna americkd studie provedend na 80 pacientech s
Parkinsonovou nemoci. Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno u postizenych, ktefi denné
uzivali 1200 mg koenzymu Q9. Mechanismus piisobeni Q1o u Parkinsonovy choroby neni
zatim jeSté zcela prozkoumén, ale zda se, Ze jeho léCivy ucinek souvisi s podporou

metabolismu nervovych bunék, v jejichz mitochondriich se tvofi dostatek energie. [4]

Cesky odborny &asopis Stoma Tip zase piinesl hodnoceni zkusenosti ¢eskych stomatologii
s koenzymem Q10 z poslednich nékolika let. Odbornici konstatuji, Ze u pacientl s
chorobnymi zménami parodontu a sliznice ust bylo po 1écebné kufe s Q10 prokazano
znacné oziveni metabolismu postizenych tkéni (tzv. trofiky), Gtlum zénétlivych procest
povzbuzenim vlastni imunity a potlaceni Skodlivych mikroorganismi ve prospéch uzZitecné
ustni mikroflory. U vSech vékovych kategorii pacientii s gingivitidou, parodontitidou a
aftozni stomatitidou bylo pii uzivani koenzymu Q10 zaznamenano markantni zlepSeni

proti vychozimu stavu. SoubéZné s parodontologickou péci a zlepSenim hygienickych
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navykl pacienta (dikladné cisténi kartdckem a zubni niti, popf. mezizubnim kartaCkem)
doslo k rychlému zpomaleni patologickych procesi. Nejzajimavéjsi je, ze u starSich
pacientl a jedinct s vyraznéji poskozenym parodontem bylo patrné nejvetsi zlepSeni oproti

vewr

vychozimu stavu. Cim je tedy onemocnéni zavésného aparatu (parodontu) zavaznéjsi, tim
viditeln€jsi je efekt koenzymu QI10. Na 3. sympoziu mezindrodni védecké asociace
International Coenzyme Q10 Associationv Londyné bylo pfedneseno nékolik zdvaznych

sdéleni, ktera ukazuji na stale se rozsifujici 1écebné moznosti koenzymu Q10. [3]

Fibromyalgie je nemoc, kterou trpi zejména zeny stfedniho véku, jsou pro ni typické
bolesti kosterniho svalstva, zvySend unava a deprese. Podle vyzkumu se jako lécebnd
terapie osvéd¢ilo podavani smési koenzymu Q10 (200 mg) a vytazku z listi ginkgo biloba
(200 mg). Tato smés byla testovana po dobu 84 dni na fibromyalgickych osobéch a védci
zkoumali, jak se po uzivani této smé&si (v porovnani s placebem) zvysila kvalita jejich
zivota. Zjistili, Zze ke zlepSeni doSlo u 64 % pacientd, coz je velmi povzbudivy nalez

zejména proto, ze tradi¢ni 1éCebné postupy u této choroby zatim selhavaji. [3]

Koenzym Q10 a migrény. Lécba dlouhodobych migrén s nespecifickymi ptic¢inami byva
neziidka pro lékate tvrdym ofiSkem. Zdé se vSak, Ze u osob, které trpi témito obtizemi déle
jeden rok, dobfe zabira suplementace koenzymem Q10 v denni davce 150 mg po dobu
nejméné 3 mesict. Dvé tretiny z 31 testovanych osob pocitily diky tomuto zptsobu 1é¢eni
ulevu, spocivajici v poklesu symptomt migrén o celych 50 %. I kdyZ dalsi vyzkumy jesté
pokracuji, uz nyni se zda, Ze lékati mohou doporucovat zvysené davky Q10 jako jednu z

moznosti 1é¢by obavanych migrén. [3]

1.2.7 Nenasycené mastné kyseliny

Nenasycené mastné kyseliny jsou latky velmi reaktivni s kyslikem a na vzduchu velmi
rychle Zluknou. Cim vice je dvojnych vazeb, tim rychleji dochazi k hydrogenaci a dle po¢u
dvojnych vazeb se také nenasycené mastné kyseliny dé€li na mononenasycené (MUFA) a
polynenasycené¢ (PUFA). Tabulka jedna zobrazuje béZzné nenasycené mastné kyselin a

jejich vyskyt. [25]
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Tabulka 1 Vybrané nenasycené mastné kyseliny a jejich vyskyt [25]
Pocet | Pocet

uhliku v |dvojnych] Potravinové zdroje mastné
Mastna kyselina | Fetézci | vazeb kyseliny

Olejova 18 1 arasidy, sezam, olivy, maslo,

kakaové maslo, kesu, avokado

Linolova 18 2 sline¢nice, kukufice, soja, arasidy,
losos, tunak

Linolenova 18 3 soja, fepka, maslo, sezam

Arachidinova 20 4 zivoCisné tuky, arasidy

Eikosapentaeneova 20 5 rybi tuk

Erukova 22 1 fepkovy a hot¢i¢ny olej

Dv¢ z polynenasycenych Kyselin nemohou byt syntetizovany lidskym télem. Jsou
esencialni a méli by tedy byt poskytovany v pozadované vysSi v nasi stravé. Jsou to
kyselina linolova patfici mezi omega-6 mastné kyseliny a kyselina linolenova omega-3
mastna Kyselina. Omega-3 a omega-6 mastné kyseliny maji ve spravném poméru vliv na

snizovani hladiny cholesterolu v krvi. [25]

Existuje bezpocet praci o tom, jak tyto kyseliny obsazené¢ v rybim tuku chrani pied
kardiovaskularnimi onemocnénimi. Nyni védci ve Svédsku zjistili, Ze tyto latky poskytuji
dobrou prevenci proti rakovin¢ prostaty. Byla publikovana studie na 6 272 muzich, ktefi
byli sledovani v priibéhu 30 let. Ti, ktefi nejedli ryby viibec nebo je jedli jen pfileZitostné,
trpéli rakovinou prostaty 3krat Castéji nez ti, kteti jedli ryby pravidelné, a to zejména ryby
s vy$§im obsahem mastnych kyselin omega-3, jako jsou sardinky, makrely a sledi. Jiz
prostaté. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) postihuje rakovina prostaty 21

muzt na kazdych 100 000 jedinct, a to nejvice v USA a severozapadni Evropé. [3]

1.2.8 Zinek

Zinek je nezbytnou sloZzkou enzymd, které se ucastni mnoha metabolickych procest, jako

syntézy sacharidi, lipidi a proteinti. Ugastni se i jako nezbytna soudast kofaktoru na tvorbd
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enzymu dismutazy, ktery se podili na ochrané¢ proti oxida¢nim procesim a snizuje

zavaznost silnych prijmu. [14]

Uplatiiuje se pii udrzovani stale acidobazické rovnovahy krve a udrzovani stalé hladiny
vitaminu E. Tlumi zvétSovani prostaty, stimuluje Cinnost rozmnozovaciho systému. Ma
dosud ne zcela jasné objasnénou funkci v centralnim nervovém systému a pouziva se pfi
1é¢b¢ schizofrenie. Je nutny pii torb¢ DNA. Potfebnd denni davka je stanovena na 12-

15mg denné pro dospélého ¢loveka. [13]

Déti s nizkou porodni véahou Ize chréanit zinkem. Kdyz maminky uzivaji béhem té¢hotenstvi
zinek, mohou vyrazn¢ snizit rizika infekci u novorozenct. Pii vyzkumu byly méfeny
vysledky, kdy doslo k porovnavani s podavanim placeba. Ve srovnani s placebem bylo ve
skupin€ déti s nizkou porodni vahou, jejichz matky uzivaly pted porodem 30 mg zinku
denng, o 32 % méné& prijmovych onemocnéni, o 74 % mén¢ onemocnéni uplavici a o 61 %

mén¢ onemocnéni impetigem (svédivou puchyinatou vyrazkou). [3]

1.2.9 Xylitol

Xylitol je latka, kterd je vyuzivana jako umélé sladidlo. Chemicky se fadi mezi
polyalkoholy. Vyskytuje se ve velmi nizkém mnozstvi v ovoci a zelening, ale v komerénim
méfitku je vyrabén chemickymi nebo biotechnologickymi procesy. Jedna se o funkcni
sladidlo, protoze ma prebiotické ucinky, které mohou snizit hladinu glukézy v krvi,
triglyceridi a hladinu cholesterolu. Vyuzivd se 1 v zubnim Iékafstvi. Jeho pozitivni
vlastnosti jsou, Ze dokaze v prevenci proti zubnimu kazu proniknout do bakterialni buiiky,
ktera je deformovana a nésledn€ uhyne. Dale xylitol pozitivné ptsobi na zubni sklovinu,

kdy remineralizuje v mistech jejiho odvapnéni. [27, 48]

1.3 Formy dopliiki stravy

Jednotlivé dopliky lze rozdélit, z hlediska v jaké formé se pfijimaji (tzv. 1ékova forma).
Tyto formy se lisi v rlizné vstiebatelnosti neboli biologické vyuZitelnosti. Tyto vyrazy ndm
vyjadiuji, jaky podil aktivni latky ptestoupil do télniho ob&hu (systémové cirkulace),
popiipad¢ jaky podil se vyloucil. Je- li biologicka vyuzitelnost 1, coz je idedlni, ziejme
prestoupilo do té¢lniho obcéhu celych 100 % ucinné latky a nic se nevyloucilo.

Vstiebatelnost zavisi na technologii vyroby. Dopliiky stravy s lepsi vstiebatelnosti maji

vvvvvvvvvv
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Vstiebatelné jsou narocné pripravené retardované tablety, kapsle nebo granule, které Ize
zkontrolovat nardstem aktivnich latek v krevni plazmé. Velky duraz na biologickou

vsttebatelnost se klade u bioaktivnich piipravka a vitaminovych sirupt. [4]
Dle faze v jaké se suplement nachazi, délime Iékové formy:
1) Pevné — drazé, granulat, prasek, kapsle, pastilka, tableta, Zvykaci platek

2) Tekutiny — aerosol, gel, kapky, tobolka roztok, sirup, sprej, olej [4]

1.3.1 Retardované formy

Retardovana forma (se zpozdénym vylu¢ovanim) se aplikuje napiiklad pro dopliiky stravy,
které obsahuji vitamin C, kdy tento zpusob davkovani optimalné¢ vyuziva resorp¢ni
kapacity tenkého stfeva, ktera je az 12 hodin. To znamena postupné vylu¢ovani mensich

davek aktivni latky po delsi ¢asovy usek. [3]

Vyroba téchto forem se provadi tak, Ze se slozka aktivnich latek (napf. vitamini nebo
minerali) fluidné postiikuje vrstvou zelatiny rostlinného ptvodu, aby se vytvofily
uniformni kulicky. Ty se ususi a kazda zvlast se Setrn¢ ulozi do mikrozapouzdiené formy
(mikropeleta), ktera je obalena lékopisné definovanym celulosovym nebo akrylatovym
potahem o rizné tlouStce. Po poziti je obal postupné rozpustén zalude¢nimi Stdvami, coz
vytvari unikatni ,retard efekt, postupné uvoliiovani u€innych latek do tenkého stieva,

které tyto latky vstiebava. [3]

1.3.2 Matricové tablety

Matricové tablety jsou jednoduché 1€kové formy, které, na rozdil od ndsobnych forem,
neobsahuji Castice. Tableta funguje jako jeden celek (systém) a jeji vlastnosti zéavisi
predevsim na vlastnostech nosné pomocné latky a vlastnostech 1é€ivé latky, které mohou
byt do jist¢ miry upraveny dal$imi vhodnymi aditivy tak, aby pfipravek spliioval
pozadované farmakologické vlastnosti a stabilitu. Podle charakteru nosice (vehikula) se
rozliSuji polymerni nerozpustné, lipofilni, hydrofilni gelové, popf. smiSené matricové

tablety. [5]

1.3.2.1 Polymerni nerozpustné matrice

Tyto matrice jsou tvoreny lé¢ivou latkou dispergovanou v nerozpustnych polymerech,

napt. polyakrylatech, etylcelulose, polyvinylchloridu, polyetylenu, polystyrenu nebo
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nékterych kopolymerech. Vyrabéji se jednoduchymi technologiemi pifimého lisovani

prasku nebo lisovani zrnénych praskd (granulatil). Casto obsahuji i jiné pomocné latky. [2]

Nosny polymer tvofi pevnou porovitou strukturu — skelet; proto se tento typ matric Casto
oznacuje jako skeletové tablety. Behem expozice v gastrointestinalnim traktu (GIT) se tvar
tablety neméni, 1éciva latka se pomalu rozpousti a difunduje ve formé roztoku z vylisku do
okolniho prostiedi, kde se absorbuje. Lécivo se tedy uvoliiuje rychle z povrchu tablety,
umoznuje tim dosazeni terapeutické koncentrace l1éCiva v plazmée, poté se v zavislosti na
draze, kterou musi roztok 1éciva urazit z vnitini Casti skeletu, uvoliiovani zpomaluje tak,
aby se vyrovnal koncentrac¢ni deficit vznikly rozkladem a eliminaci 1é¢iva. Protoze se
1é¢iva latka uvolnuje po rozpusténi vodou vyplnénymi kanalky, ovliviiuje uvoliovani
léCiva z matrice predevSim jeji porovitost. Rychlost uvolfiovani zvySuje rostouci
rozpustnost 1é¢iva ve vode, jeho vyssi koncentrace nebo ptidani dalSich hydrofilnich
excipientl. Pomalej$iho uvoliiovani léCiva se dosdhne naopak pfidanim hydrofobnich

latek, které snizuji smacivost matrice a vypliuji nékteré jeji pory. [5]

1.3.2.2 Lipofilni matrice

Lipofilni matrice z voskll a tukd se vyrdb&ji technologii sprejového chlazeni,
termoplastickou granulaci nebo piimym lisovanim praskové smési nosice a léCiva.
Zékladnimi nosnymi latkami jsou mastné kyseliny, mastné alkoholy a jejich estery, napf.
stearylalkohol, cetylalkohol, glycerolmonostearat, glyceroldibehenat, karnaubsky nebo
montanglykolovy vosk. Léciva latka se ztéchto matric uvolfiuje erozi — postupnym
zmenSovanim tablety na zakladé hydrolyzy a rozpousténi tukli a voskli vlivem pisobeni
enzymi a zmény pH v GIT. Povrchova eroze lipofilnich matric, a tim i rychlost uvoliiovani
1é¢iva zavisi na vlastnostech a koncentraci nosné pomocné latky a na dalSich ptfidanychch
excipientech. Ty mohou mit jak hydrofilni, tak lipofilni charakter a dolad’uji disolu¢ni

profil 1é¢ivé latky na pozadované optimum. [5]

1.3.2.3 Hydprofilni gelové matrice

Zékladem hydrofilnich gelovych matric jsou bobtnajici hydrofilni polymery typu
celulosovych derivati (hydroxypropylmetylcelulosa,sodna sl karboxymetylcelulosy,
hydroxypropylcelulosa, hydroxyetylcelulosa, metylcelulosa), karbomerd, povidonu a

dalsich nosnych pomocnych latek (kyselina alginova, Zelatina, ptirodni gumy). [5]
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Hydrofilni matrice jsou dynamické systémy, u kterych pfi styku s vodnym prostiedim
probihaji procesy zvlhéeni, hydratace a rozpousténi polymeru. Po zvlh¢eni polymeru se
uvolni pocateéni davka rozpusténého léCiva z povrchu matrice s naslednym navozenim
jeho terapeutické koncentrace v krevni plazmé¢. Soucasné za¢ne polymer hydratovat a
vytvaret gelovou vrstvu na povrchu vylisku. Tvorba gelové bariéry na zaklad¢ hydratace je
prvnim zakladnim krokem k dosaZeni fizeného uvoliiovani 1éCiva. Ochranna vrstva gelu
umoziuje vode kontinualné pronikat do tablety, pomalu, zvolna, bez toho, aby se tableta
rozpadla. Rozpoustédlo zvysi pohyblivost polymernich fetézctu a jejich rozvolnéni umozni
vznik nabobtnalého gelu. Pivodni gelova vrstva se postupné rozpousti, nahrazuje ji vrstva
nova, kterda musi byt dostatecné pevnd, aby zpomalovala difuzi a dale prodluzovala
uvolnovani 1é¢iva. Konzistenci povrchového gelu podmiiiuje viskozita, koncentrace
polymeru a jeho chemické struktura. Uvoliiovani 1é¢ivé latky z téchto systému se déje v
zavislosti na rozpustnosti 1é¢iva ve vodném prostiedi difuzi (pfevazuje u 1éciv dobie
rozpustnych), erozi (pievazuje u 1éc¢iv Spatné rozpustnych) nebo kombinaci obou dé&ju
podle rozpustnosti léCiva a relaxace polymerovych fetézch. Primér wvylisku neni
konstantni, ale v pribéhu liberace 1é¢iva se méni. Zpocatku se primér tablety zvySuje
nabobtnanim polymeru hydratace a vznik gelu se posouvaji smérem do suchého jadra

matrice a velikost tablety se postupné zmensuje, az vylisek zanikne. [5]

Rychlost uvolovani léciva 1ze ovlivnit cetnymi formulaénimi a procesnimi faktory,
z nichz nejdilezitéjsi jsou rychlost hydratace polymeru, jeho viskozita a koncentrace,
rozpustnost 1é¢ivé latky a vlastnosti dalSich pfidanych pomocnych latek. Hydrofilni gelové
matrice ziskaly Siroké uplatnéni mezi matricovymi systémy zejména pro jednoduchost
vyroby, malou finan¢ni naro¢nost technologie a rozumnou cenu pomocnych latek. K jejich
dal$im nespornym vyhodam patii moznost pouziti pro $patné rozpustna lé¢iva. Nevyhodou
matricovych tablet obecné je fakt, Ze rychlost uvoliiovani 1é€iva se postupné sniZuje. Je to
dano zmenSujicim se povrchem tablety u hydrofilnich, resp. lipofilnich matric a
prodluzujici se vzdalenosti difuze roztoku 1é¢iva u polymernich nerozpustnych matric.
Nékteré zvefejnéné veédecké prace feSily uvedeny nedostatek upravou geometrie tablet
nebo pouzitim specidlnich nosi¢li malo rozpustnych v kyselém prostiedi (Zaludek) a

rozpustnéjsich v neutralnim a zasaditém prostiedi (stfevni trakt). [5]

Pro ustni podani je mozné vlozeni 1é¢ivé latky do hydrogelové matrice, kdy se nejvice

vyuziva pridani antibiotik, analgetik a protizanétlivych latek. [52]
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Jako nosné struktury hydrogelovych 1éCiv se vyuzivaji gely vytvofené z Kkyseliny
polyakrylové. Tyto gely snadno bobtnaji, kdy se ve smési vyuzivaji aktivni latky rozpustné
ve vod¢ nebo lihu. Mezi dalsi syntetick¢ gelové matrice patii polyethylenglykolové
heydrogely, kdy Ize vyuzit rizné molekulové hmotnosti pti tvorbé matrice, coz ma vliv na

viskozitu gelu. [49, 50].
Byly i pfipraveny hydrogelové smési, které Ize doporucit jako obvazové materidly pro

[éCeni popalenin nebo jinych vad kize stejné jako nastroje pro transdermalni dodavku

aktivnich latek. [45]
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2 Hydrogelové formy dopliiki stravy

Hydrogely jsou trojrozmérné sité vazici do své struktury vodu. Strukturu tvofi rizné druhy
polymert, liSici se tvarem, velikosti, formou. VVaznost vody neboli hydrofilita je zplisobena
pritomnosti raznych chemickych skupin jako jsou karboxylové, hydroxylové, sulfonové,

nebo amidové. Tyto skupiny jsou zabudovany v polymerni siti tvorici hydrogel. [21]

Hydrogelové zéklady jsou tvofeny hydrofilnim rozpoustédlem, nejcastéji vodou s piisadou
dalsich vehikul (glycerol, etanol, propylenglykol) a gelotvornou latkou, kterou muize byt
Skrob, derivaty celulézy nebo jiné pfirodni a syntetické latky. Jsou snadno kontaminovany

bakteriemi, kvasinkami a plisnémi, a proto se k nim ptidava antimikrobni latka. [20]

Z duvodu jejich vynikajici schopnosti absorbovat vodu se hydrogely podobaji ptirodnim
zivym tkanim lépe nez jakékoliv jiné tiidy syntetickych polymernich materiali. DalSimi
pozitivnimi vlastnostmi je schopnost bobtnani, propustnosti latek a podstoupit strukturalni

zmény v reakci na ruzné fyzikalni, chemické a biologické podnéty. [33]

Tabulka 2 Riizné podnéty pouzivané pro spousténi uvolnéni léciva z hydrogelu [33]

Podné ty Mechanismus
nebo zmény

pH zmény pH zplisobuji bobtnani a uvolilovani aktivnich latek

iontova sila |zmény koncentrace iontlh pomahaji k bobtnani a uvoliiovani
latek

chemické tvorba nabitych komplexti zptisobuje bobtnani a uvoliovani
podnéty latek

enzymové |enzymové latky napomahaji k bobtnani a uvollovani lé€iv
substraty
magnetick€ |magnetické pole tvoti v gelu pory a pii nasledném bobtnani
dochazi k uvoliiovani aktivnich latek

elektrické zmény v rozlozeni ndboje uvoliyji aktivni latky

teplotni zmeény v interakcich polymer-polymer a polymer-voda
zpusobuji bobtnani a uvolnéni latek

ultrazvuk narust teploty zpusobuje uvolnéni aktivnich latek
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Vzhledem k jejich vysokému obsahu vody, biokompatibilité a pruzné konzistenci, podobné
jako maji ptirodni tkang, se hydrogely pouzivaji v klinické a experimentalni medicing pro
sirokou skalu aplikaci, vCetn¢ tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciné (chirurgické
stehy, umélé organy, méekké tkané€, protézy, mékké kontaktni Cocky), membrany pro
biosenzory, mobilni znehybnéni, separaci biomolekul nebo bunék (hemodialyza
membrany), bariérové materidly, které reguluji biologické srusty, a také systémy podéavani
1éku. [35]

Moderni systémy podavani 1€kt nabizeji potencialni vyhody tim, ze poskytuji jak
kinetickou kontrolu, ¢imz zachovavaji uroven 1é¢iv v terapeuticky pozadovaném rozsahu a
zvlastni kontrolu ze strany cilené aplikace, kterd umoziiuje sniZzeni systémovych

nezadoucich ucinka. [35]

2.1 Klasifikace hydrogela

2.1.1 Klasifikace dle ptivodu

Je to déleni nejjednodussi a déli se na pfirodni, polosyntetické a syntetické, které se dale
déli na rizné podskupiny dle hlavni slozky, ze které je gel vyroben. Ptirodni jsou vyrobeny
z latek jako proteiny, kolagen, Zelatina, polysacharidy, Skrob, alginat nebo agarosa.

Syntetické hydrogely se ptipavuji chemickou polymeraci uméle vyrobenych latek. [20,21]

2.1.2 Klasifikace v zavislosti na konfiguraci

Toto déleni zavisi na fyzikélni struktufe a chemickém slozeni, kdy se fadi hydrogely do

nasledujicich kategorii:
a) amorfni
b) semikrystalické, komplexni smés amorfni a krystalické faze

c) krystalické [21]

2.1.3 Kilasifikace dle zpiisobu p¥ipravy

a) homopolymery, které jsou slozeny pouze z jednoho druhu monomeru, jez je zakladni

strukturou polymeru.
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b) kopolymery, skladajici se ze dvou nebo vice ruznych druhti monomert s alespon
jednou hydrofilni slozkou, uspotfddané v ndhodné, skupinové nebo stiidavé konfiguraci

podél fetézce polymerni sité

€) multipolymery jsou strukturou skladajici se ze dvou nezavisle zesiténych syntetickych
nebo pfirodni polymert vytvérejicich sit, kde jedna slozka je kopolymer situjici a

druha slozka kopolymer nesit'ujici. [21]

2.1.4 Kilasifikace dle elektrického naboje

Na zaklad¢ pritomnost nebo neptitomnost elektrického naboje na zesiténém fetézci se déli

hydrogely do ¢tyt skupin:

(a) neiontové (neutralni)

(b) iontové (obsahuji aniontové i kationtové naboje)

(c) amfoterni elektrolyty (amfolytické) obsahujici jak kyselé tak i bazické skupiny

(d) Zwitteriontové (polybetaines) obsahujici jak aniontové a kationtové skupiny v kazdé
struktute opakujici se jednotky. [21]

Hydrogely zejména urcené pro pouziti pfi podavani 1€kl a biomedicinské ucely, musi mit
pfijatelnou biologickou rozlozitelnost a biokompatibilitu. Z hlediska rozlozitelnosti se déli

hydrogely jesté na biodegradabilni a nebiodegradabilni. [21]

2.1.5 Klasifikace dle zptasobu sit’ovani

2.15.1 Fyzikalni sit’ovani

Fyzikalni zesiténi polymernich fetézci muze byt dosazeno s pouzitim riznych vlivi
prostfedi (pH, teplota, iontova sila) nebo rGznych fyzikalné-chemickych interakcei
(hydrofobni interakce, vodikové mustky, stereokomplexace, nebo pomoci

supramolekularni chemie). [8]

2.1.5.2 Chemické sit’ovani

Fyzikdln¢ sitované hydrogely maji vlastnosti zavislé na chemické struktufe a nékdy
dochazi in vivo Kk fedéni hydrogelti. Naproti tomu, chemicky neboli kovalentné zesitované

jsou chranény pied fedénim hydrogelové matrice a Sifeni polymeru od mista vpichu. Dle
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skupin molekul se vy uzivaji pre-reaktivni polymery, jako nizkomolekularni polymery

nebo konjugované polymery. [8]

2.1.5.3 Optimalizace sitovani in situ

Mira in situ sitovani se odviji od jejich chemické kinetiky z reakce sitovani. Snadné $ifeni
polymernich prekurzorG pres castecné viskozni roztok gelu ovliviiuje koncentrace
polymert pouzivanych pro ptipravu hydrogelu. Pti riznych aplikacich se vyuzivaji rizné
stupn¢ Zelatinace. Hustota zesiténi v hydrogelech také ovliviiuje rychlost Sifeni aktivni
latky. Vyssi hustota zesiténi ma za nasledek tvorbu mensi velikosti ok, ¢imz se snizuje
rychlost uvolniovani zachycenych aktivnich latek. Nicméné, vysoky stupen chemické
modifikace ovlivituje fyzikalni vlastnosti zakladniho hydrogelu coz mé vliv na

mechanickou pevnost gelu. [8]
2.2 Nosné struktury hydrogelovych matric

2.2.1 p-glukany

Polysacharidy nazyvané B-glukany se nachédzeji v zanedbatelném mnozstvi v bunéénych
sténach dvoudéloznych rostlin nebo ve vétsim mnozstvi v bunéénych sténach nekterych
obilovin. B-glukany s glukosovymi jednotkami vazanymi v hlavnim fetézci vazbami
(1—3) a s postranimi fetézci pfipojenymi vazbami (1—6), produkuje jako strukturni a
zasobni polysacharidy mnozstvi kvasinek, plisni i vysSich hub. VétSina B-(1—3)-glukant
je izolovana z hub stopkovytrusych nebo vieckatych. [4]
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Obrazek 2 Chemicka struktura B-glukanu[4]

Nejvyznamngjsi vlastnosti B-(1—3)-glukani je jejich schopnost posilovat imunitni systém

a inhibovat rist nadort. Aktivita zavisi na molekulové hmotnosti, Cetnosti v€tveni a
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konformaci molekul nejvyssi antinadorovou ucinnost vykazuji B-D-glukany se stupném
vétveni 0,20-0,33 a vyssi relativni molekulovou hmotnosti (100-200 kDa). Nékteré B-D-
glukany, napiiklad schizofyllan (Basidiomycetes, extracelularni polysacharid) a lentinan
(Oomycetes, strukturni polysacharid bunéénych stén) ziskavané ze stopkovytrusych hub se
pouzivaji v klinické medicin¢ jako imunoterapeutickd cinidla pii 1é¢bé nadorovych

onemocnéni, ¢asto v kombinaci s radioterapii. [12]

2.2.2 Agar

Agary se ziskavaji extrakci horkou vodou (teplota vyssi nez je bod tani agarového gelu)
z Cervenych moiskych tas (Rhodophyceae), u kterych agar tvoii intracelularni gelovou
matrici, ktera méa obdobnou funkci jako celulosa u vysSich rostlin. Extrakce probiha
v alklickém, neutralnim nebo kyselém prostiedi, kdy v alkalickém prostiedi dochazi
k ¢astecné hydrolyze sulfatovych skupin a vznikaji agary s modifikovanymi vlastnostmi.

Vymrazenim extraktt vznikaji gely, které se susi. [4]
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Obrazek 3 Molekuldrni struktura agaru [52]

Stavebnimi jednotkami téchto linearnich polysacharidi jsou B-D-galaktopyranosa a 3,6-
anhydro-o-L-galaktopyranosa spojené sttidavé vazbou (1—3) a (1—4). Zakladni neutralni
polysacharid je dosud nazyva agarosa, jehoz zakladni stavebni podjednotkou je disacharid
agarobiosa. Kyselé frakce se diive nazyvaly agaropektin. Podle novéjsich studii tvoii az 18

% celkovych cukrti u nékterych agari xylopyranosa, substituovana na hlavni fetézec. [4]

Zelatinace a taveni agaru a jeho frakci jsou zaloZeny pouze na tvorbé vodikovych mustka

(fyzikalni gely), a tak je gelace reverzibilni. [51]

Mezi vlastnosti agarQ patii rozpustnost ve vodé pfi teploté 85°C a vyssi, kdy po ochlazeni

vvvvvv

rozmezi 0,5-2,0 %. Pfechody stavu sol do gelu a opacné dochazi pii rtiznych teplotach.
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Teplota tani gelu je vySsi nez teplota, pfi niz gel vznikd. Dal$im déjem, kterému podléhaji
gely je synerze, projevujici se pii starnuti geld. Tvorba gelu z agaru nevyzaduje pritomnost
neutralizujicich kationtd, protoZe agary patii mezi malo kyselé polysacharidy. Vyuziti
agaru pii vyrob¢ potravin je tedy pii tvorbé termoreverzibilnich geli a vyuzivd se
vlastnosti agaru vazat vodu. Pouziti je tedy do pekatskych vyrobku, pfi tvorbé dzemi a
zelé, cukrarskych vyrobkd, mléénych vyrobki, masovych, rybich a dribezich vyrobku a
napoju. [4]

2.2.3 Alginaty

Alginaty jsou soli kyseliny alginové a ziskavaji se z hnédych fas ¢eledi Phaeophyceae.
Jsou to pfirozené se vyskytujici aniontové linedrni (nerozvétvené) polysacharidy, jejichz
kopolymer je B-D- mannuronova kyselina (M) spojena glykosidovou vazbou (1—4) s a-L-
guluronovou kyselinou (G). V fetézci se stiidaji rizné dlouhé tseky obsahujici pouze
molekuly M s useky tvofenymi vyhradné molekulami G a se smiSenymi tUseky G-M.
Zastoupeni a stfidani obou komponent je velice variabilni, zavisi predev§sim na ptivodu

alginatu. [4,24]

Rozpustnost alginatu je ovlivilovana hodnotou pH, iontovou silo a druhem iontd. Soli s
alkalickymi kovy, amonnymi ionty, soli aminti a hofe¢naté soli jsou rozpustné, vapenaté
soli jsou nerozpustné. V kyselych roztocich se srdzi alginova kyselina. Pfi pomalém

okyselovani se misto srazeniny tvoii gel. [4]

Vyznamnou vlastnosti alginatu je tvorba termostabilnich gelt a filmt, které se snadno tvofi
pfidavkem vépenatych iontil k disperznimu alginatu sodnému. Na vazbé€ iontii vapniku se
nepodileji pouze elektrostatické sily, ale dochéazi 1 k chelataci. Vazebnymi zoénami jsou
sekvence G tusekil obsahujici alespon ¢tyfi jednotky guluronové kyseliny. Vytvafi se tak
struktura zvana krabice na vejce. V zavislosti na obsahu guluronové kyseliny vznikaji gely

ryznych vlastnosti. [4]
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Obrdzek 4 Chemicka struktura alginatu se sodnymi ionty [4]

Alginaty se pouzivaji v koncentraci 0,25-0,5 % jako zahustovadla, stabilizatory a
emulgatory pro zlepSeni konzistence napt. peciva, omacek, dresingl, zmrzlin, ovocnych
dzusii a mnoha dal$ich potravin. Gelotvornych vlastnosti se vyuziva k vyrobé ovocnych a
dezertnich zelé, pudingi a rekonstituovaného ovoce pfipraveného z ovocné diené.

S vysokoesterifikovanymi pektiny vznikaji termoreverzibilni gely. [4]

2.2.4 Zelatina

Zelatina se ziskava z zivoCiSné pojivové tkané kolagenu. Kolagen i Zelatina maji podobné
chemické slozeni a Zelatina vznikne denaturaci kolagenu. Denaturace se provadi zdhfevem

kolagenu na teplotu pfiblizné 90°C, kdy dojde k hydrolyze zahtivané smési. [30,31]

Vlastnosti zelatiny jsou biodegradovatelnost, je nedrazdiva nekarcinogenni, netoxicka a
termoreversibilni. Diky chemické struktuie, kdy postranni fetézce obsahuji velké mnozstvi
funk¢nich skupin, je velkd variabilita v moZnostech rizné ménit zakladni vlastnosti Zelatiny.
RozliSujeme zakladni dva typy, Zelatina typu A a typu B, které se lisi funkénimi skupinami a
rozdilny izoelektrickym bodem. Tyto dva typy se daji lehce kombinovat. Zivodisny a lidsky
kolagen jsou si svou strukturou velmi podobny, takze je pro ¢lovéka Zelatina biokompatibilni.
[30,31]

Zelatina se pouziva k vyrobé hydrogeli na hojeni ran. Pro tuto vyrobu ma né&kolik vyhod.
Zelatina je bioresorbovatelna, antigenni za fyziologickych podminek a zachovava své
fyzikalné-chemické vlastnosti, které mohou byt snadno modifikovany. To také poskytuje
okamzitou hemostazu a pomdahé ptedchdzet riznym deformitdm, které jsou spojeny s
béznym hojenim ran. Dal$imi pozitivnimi biologickymi reakcemi jsou usnadniujici adheze

bunék a proliferace. Na druhé strané, hlavnimi nevyhodami Zelatiny, pokud se pouziva pro
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kryti ran, jsou spojeny s jejimi Spatnymi mechanickymi vlastnostmi a nizkou tepelnou

stabilitou. [29]

2.3 Vyuziti hydrogelovych forem v dopliicich stravy

Jednou z 1ékovych forem pro fizené uvoliiovani 1é¢iva jsou zesitované linearni polymery.
Obecné plati, Ze mnozstvi uvoliovani aktivni latky z linedrni polymerni matrice je nepiimo
umérné jeji viskozité. Méné rozpustné zesiténé polymerni fetézce nejdiive bobtnaji a az
nasledn¢ ve vodném prosttedi in vivo se rozkladaji. Hydrofilni polymery se rozpoustéji

nékolik hodin. [8]

2.3.1 Hydrogely pri lécbé obezity

V primyslovych zemich jsou obezita a nadvdha druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti. V
pripadech, kdy selhdvaji bézné dietni rezimy nebo télesny pohyb, nepostacuje k vyraznému

ubytku na vaze, vyuzivaji se tzv. Zalude¢ni plnidla. [19]

V poslednim desetileti byla v€novana pozornost hydrogelim na celul6zové bazi jako
vhodnym plnidlim, diky svym bobtnajicim vlastnostem, biologické roztazitelnosti a
biokompatibilité. Hydrogel bobtnajici v zaludku dodava pocit nasyceni a neni tedy nutné

vyuzivat naptiklad chirurgickych zakroku. [19]

2.3.2 Hydrogely jako injeké¢ni tekutiny

Hydrogely slozené s chytosanu se pouzivaji jako nosné struktury pro ptenos u¢innych
latek. Tvorba chytosanovych geld neni naro¢na a diky schopnosti postupného uvoliiovani
latky jsou vhodnym nosi¢em. Velkd pozornost je upiena na chytosany/glycerol-fostat
Testuji se jako pfenosné formy pro insulin, ktery je rozpustén ve vodné fazi gelu. Pii
rozpousténi hydrogelu a uvolfiovani insulinu nedochazi k poruseni struktury insulinu, tudiz

se dostava do tkani ve formée, v jaké byl do gelu rozpustén. [22]

U lé€by Parkinsonovy choroby dochazi k mnoha vedlejsim uCinkiim diky podavani
béznych Ustnich 1ékovych forem. Dochdzi u nich k rychlému odbourdvani ucinnych latek,
coz mize vyvolavat v téle nevhodné Gi¢inky. Resenim tohoto problému jsou hydrogely na
bazi vlakniny Psyllium. Diky schopnosti postupného uvolnovani u¢inné latky je vhodnym

nosnym médiem. [23]
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2.3.3 Ukazka hydrogelovych dopliikii stravy

Hydrogelovych vyrobkii pro vyzivu Clovéka je jiz dnes Siroka Skala. Jako ukdzku

nekterych druhii jsem vybral nékolik vyrobka.

Technologie ptipravy vyrobky od firmy Agel je zalozena na pfimichéni vody do guarové a
xantanové gumy, kdy se vytvoii nutriéni vlakna, ktera dalS$im vstiebanim vody vytvareji
gelovou strukturu. Ta neustale expanduje a postupné se Vni zafne utvafet nespocéetné
mnozstvi pouzder. Ty potom slouzi jako nosice aktivnich prvka do téla. VSechny Gc¢inné
slozky (minerdly, vitaminy, aminokyseliny) prochazeji procesem hydratace, ktery jim

umoziuje zustat ve své piirozené, suspendované (rozlozené) forme. [13]

Obrazek 5 Ukazka hydrogelovych produktii [25]

Dal8imi dopliky jsou rizné suplementy, vyuZzivané pii fitness cviceni. U téchto vyrobk je
napiiklad napsano, Ze neni nutné je zapijet vodou, nehrozi negativni efekt predavkovani
jednoduchymi cukry, riziko tvorby zubniho kazu, v zaludku nezptisobi hromadéni tekutin,
takZe nezpiisobi zaludecni potize jako to Casto je v pfipadé¢ pouziti ,sirupi® nebo

konzervovanych tekutin. [34]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 Priprava hydrogelovych dopliikii stravy

3.1 Pouzité pristroje a pomiicky

Magneticka michacka s ohifevem a regulaci teploty (MAG HS 7), magneticka michadelka,

reagen¢ni lahve s uzavérem a kadinky riznych velikosti, flow box (spole¢nosti BDK Luft-

und Reinraumtechnik GmbH), Petriho misky, plastové formy na vylévani vzorka, sklenéna

ty¢inka, susarna (Memmert, Némecko), stficka, pipeta a jiné bézné laboratorni sklo.

Obrazek 6 Magneticka michacka MAG HS 7

3.2 Pouzité materialy

B—glukan - extrakt z hlivy ustfi¢né - spole¢nost Pleuran s. r. 0., Slovenska republika
Agar 05039 — spole¢nost Fluka, Svycarsko

Alginat sodny — spoleénost Fluka, Svycarsko

CaCl, - spole¢nost Fluka, Svycarsko

Mumio - spole¢nost Monenzyme Co, Ltd, Mongolsko

Chlorella kessleri (ChK) — Akademie véd Ceské republiky, Botanicky ustav v
Tteboni, Ceské republika

Kyselina askorbova - Ing. Petr Svec - PENTA s.1.0.
Vitamin Bg - Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0.
Xylitol — spole¢nost Iswari, Ceska republika

ZnCl, - Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0.
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e ZnSO; - Ing. Petr Svec - PENTA s.1.0.

e Vitamin E — Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0.
e P —karoten - Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0.
e Destilovana voda

Na vyrobu hydrogeli bylo jako nosnych struktur vyuzito B-glukanu, agaru a alginatu
sodného. V teoretické cCasti byly popsany ucinné latky, které byly vyuzity v nami
pripravenych hydrogelech. Jako uc¢inné latky, které vytvaieji pozitivni dopad na vyzivu
¢lovéka, byly pouzity mumio, chlorella, vitaminy B6, C a E, B-karoten a zinek. Na redukci

kyselosti byl do smési pridan xylitol

3.2.1 Jednotlivé receptury pripravenych vzorki

Experimentalné¢ byly vytvofeny receptury hydrogelovych doplikt stravy. Polymerni

matrice a dalsi aktivni latky byly pouzity v poméru dle nasledujici tabulky 3.

Tabulka 3 Slozeni jednotlivych receptur pripravenych hydrogelii

Recetupra 10
' Recetupra|Recetupra| Recetupra| Recetupra | Recetupra | Recetupra Recelupra 7 | Recetupra 8| Recetupra 8 (Nor;né
Latka 1 2 3 4 5 6
struktura)

B-glukan 2,29 2,039 2,039 29 4,1g 29 19,69 7,39 19,59 29
Agar 0,49 0,59 0,59 X X X receptury 10 |receptury 10|receptury 10 1g
i]frr:;t X X X 1g 2119 1lg X X X X
Mumio X X 29 X X X X X 0,1131
Chlorella 49 49 X 69 69 49 X X X X
Xylitol 49 69 69 69 69 749 X X X X
:fsfoerll:)noavé 4g 4g 4g 69 4g 4g 011249 | 1,0698g X x
Vitamin E 39 39 39 X X X X X X X
Vitamin Bg X 0,039 X 0,045g | 0,0459 | 0,045¢ X X X X
B-karoten X 0,12 g 0,12 g 0,18 g 0,18 g 0,18 g X X X X
ZnCl, X X X X X 0,29 X X X X
Zn SOy X X X X 0,159 X X X X X
H,O 70 ml 75 ml 78,8 ml 85 ml 100 ml 70 ml X X X 100ml

U receptur, kdy bylo vyuZito agaru jako Zelirujici latky, byly pouZzity rizné poméry -
glukanu s agarem. Aktivni latky byly nejprve namichany v mnozstvi jednotlivych dennich
doporucenych davek kazdé latky. Abychom vsSak mohli testovat vliv technologie na
specifické vlastnosti hydrogelll, byly receptury upraveny a pfipraveny gely vhodné pro

pfipravené testy.
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3.3 Priprava hydrogeli

Vyse uvedené vzorky hydrogelovych tablet byly pfipraveny smichdnim komponent dle

jednotlivych receptur.

Ve vSech vzorcich je obsazen B-glukan, jehoz zgelovaténi bylo dosazeno 24 hodinovym
michanim pfed pfidanim dalSich slozek. Do reagen¢ni lahve s 20 ml vody bylo ptfidano
uréené mnozstvi B-glukanu dle receptury. Bylo vloZzeno magnetické michadélko a
reagencni lahev byla umisténa na magnetickou tepeln¢ vyhfivanou michacku. Po 24

hodinach byly pfidavany a vmichavany dalsi jednotlivé slozky smési.

3.3.1 Hydrogely obsahujici agar

Pted pfidavanim ucinnych latek byl do vodni suspenze B-glukanu pfidan agar. Reagencni
lahev s témito latkami byla vlozena do vodni lazné a za stalého michani zahfivana na
teplotu varu této smési. Agar je latka, kterd se pfi teploté varu ve vodé rozpusti a potom pfti
zchlazeni pod cca 37-40°C ma Zelirujici schopnosti a vytvafi gel. Pfed zgelovaténim smési,
byla reagenc¢ni lahev vyjmuta z vodni 1azné a jeji obsah zchlazen na 50°C. Béhem chlazeni
smési byly navazeny aktivni latky jednotlivych hydrogelovych tablet a po dosazeni 50°C
pfimichavany do smési, diive nez zgelovati. Jednotlivé komponenty byly vmichavany za
teploty 50-40°C. Po dukladném promichani smési byla takto piipravena hydrogelova smés
vlévana do jednotlivych plastovych lékovych forem. Kazda forma byla rozdélena na vice
komor, kdy do kazdé komory bylo vlévano 5 ml z pfipravené celkové smési. Po naplnéni

vSech forem byly vzorky vlozZeny do lednicky a zchlazeny.

3.3.2 Hydrogely obsahujici alginat sodny

Tak jako v ptipad¢é hydrogelovych tablet s agarem tak i s algindtem sodnym byla nejprve
pripravena vodni gelova suspenze B-glukanu a do ni poté vmichdvany alginat sodny a
ucinné latky. Alginat sodny se vSak nemusi pro ucely gelovaténi zahtivat na vyssi teploty.
Alginat sodny reaguje za pokojové teploty s volnymi ionty Ca?*, se kterymi tvofi
sitovanou strukturu. Alginat byl tedy vmichavan do smési B-glukanu s vodou za pokojové
teploty a bylo pifidano malé mnozstvi 0,83 % Ca Cl,. Po vytvofeni smési o vhodné
viskozité¢ byly opét navazeny jednotlivé u¢inné latky a vmichany do smési. Zde byly
jednotlivé komponenty vmichdvany za pokojové teploty. Po diikladném promichani smési

byla takto ptfipravend hydrogelova smés vlévana do jednotlivych piipravenych forem, kdy
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opét jednotlivé komurky obsahovaly 5 ml smési. Po naplnéni vSech forem byly vzorky

ulozeny do ledni¢ky pro ztuhnuti.

3.3.3 Hodnoceni

Byly pfipraveny hydrogelové tablety rtznych receptur, kdy bylo vyuzito Zzelirujicich
schopnosti agaru, alginatu sodného a B-glukanu. Po pouziti sitovaciho ¢inidla zacali
jednotlivé smési tvotit nosnou gelovou strukturu, do které byly vmiseny G¢inné latky, které

vypliuji do jednotlivé péry vytvorené sité.

Obrazek T Ukdzka pripravenych hydrogelovych smesi

Pro agarové tablety jsme museli smés zahtivat, aby doslo k rozpusténi a naslednému
zgelovaténi pti zchlazeni, u alginatu sodného se pouziva k zesit'ovani pridavek vapenatych

iontl, kdy dojde ke zmé&nam struktury a vytvoii se sit’ s centralnim atomem vapniku.

U receptury 6 vSak nastal problém se sitovanim struktury. Do smési byl pfidan zinek ve
formé ZnCl,. Pti suSeni hydrogelovych tablet jsme zjistili navdzani malého mnozstvi vody
do smési. lonty ZnCl, narusili pevnou strukturu sité¢, kdy nam nebyla do sité navazana
voda. Zinek byl poté pfidan do smési ve formé¢ ZnSO,. Tato receptura byla podrobena

lyofilizaci a zjiSténo navazani vét§itho mnozstvi vody do smési.

Testovali jsme také vhodny pomér nosné struktury B-glukanu s agarem. Zhodnotili jsme
nejvhodnéjsi pomér 2 dily B-glukanu a 1 dil agaru. Tento pomér vytvofil pozadovanou
hustotu hydrogelu. Takto pouzité sloZeni bylo vyuZzito uz v praci JaroSové na tvorbu
dentalnich hydrogelu [36].

Ptipravené tablety po vlévani a ponechdni pii pokojové teploté zacali houstnout, po
nasledném zchlazeni v lednicce vytvorili pozadovany tvar hydrogelové struktury. Po

zchlazeni vytvotili tedy nosné struktury vhodné mechanické vlastnosti. Problémem byly
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vsak u¢inné latky. Mumio a Chlorella nam pfi vmichavani do receptury tvofili malé
shluky, které by se mohli pfenést do nevhodné struktury, a zaroven by nedoslo k jejich
rovnomérnému promichani. Z tohoto divodu byly mumio i Chlorella pfedem rozmichany
v malém mnozstvi vody a poté pfidany do smeési. Tato smés byla opét fadné€ promichana.
Do hydrogelu bylo vyzkouseno i vmichani ve vodé nerozpustného vitaminu E. Tato latka
vSak vyvstavala na povrchu tablet a vytvofila mazlavy povrch, nepfijemného slizovitého

vzhledu. Z dalSich receptur byl tedy vitamin E vyfazen.

V jednotlivych recepturach byl ménén i pomér kyseliny askorbové a xylitolu. Xylitol jako

sladidlo redukoval kyselou chut’ tvoienou kyselinou askorbovou.

Byly vytvoteny hydrogely o vhodnych mechanickych vlastnostech, vzhledu a pfijatelné

chuti. U takto ptipravenych struktur byly nasledn¢ testovany dalsi vlastnosti.
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4 Stanoveni skuteéného mnozstvi vitaminu C v nosné strukture

B-glukanu s agarem pomoci HPLC

4.1 Pouzita metoda

Na stanoveni mnozstvi kyseliny askorbové byla pouzita metoda HPLC, coz je
chromatografickda metoda zalozena na rozdilné distribuci latek ve smési mezi dvéma
riznymi fazemi: mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou), kdy je jako mobilni
faze pouzita kapalina. U metody HPLC je mobilni faze ptivadéna do systému pomoci

Cerpadla za vysokého tlaku. [38]

HPLC je zaloZena na separaci analytd na zdklad€ jejich distribuce mezi stacionarni a
mobilni fazi. Stacionarni faze je zakotvena v chromatografické koloné. Béhem separace
dochazi k mnoha typtim interakci. Uplatiiuji se interakce analytd s mobilni fazi, interakce
mobilni faze se stacionarni fazi a sorpce analytli na stacionarni fazi. Separované zony
analytli vychazeji z kolony a jsou zaznamenavany pfi priichodu detektorem, kdy je signal
pfeveden do formy chromatografického zéznamu. Tento zaznam je nazyvan
chromatogram. Graficky zaznam je charakteristicky kfivkami gausovského typu, které se

nazyvaji piky (elu¢ni kiivky). [38]

Méfenou veli¢inou byla absorbance v zavislosti odezvy detektoru na case. Poté bylo
z chromatogramu odec¢tena plocha piku. Kvantitativni analyza se provedla na principu

odecteni vysledku z kalibracni kiivky.

Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena na standart kyseliny askorbové, tak aby zasobni roztok
mél vyslednou koncentraci 100 pg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku byla pfipravena
kalibra¢ni fada a proméfena za stejnych podminek jako jednotlivé vzorky. Kalibra¢ni

kiivka byla sestrojena pomoci zavislosti plochy piku na koncentraci standardu.

4.2 Pouzité pristroje a pomicky
e Bé&zné laboratorni pomicky a sklo — kadinky, zkumavky, vialky s uzadvérem a jiné
e Analytické vahy (Adam, AFA — 210 — LC, Schoeller instruments)
e Ttepacka s temperovanou vodni 1azni (Memmert, Némecko)

e Mikrofiltry — nylon 13 mm x 0,45 pm
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e HPLC UV/VIS Dionex UltiMate 3000 (obrazek 8)
- Kolona — Dionex Acclaim C8 5um 2,1x150 mm
- Mobilni faze — Smés Metanol, H3PO,4, H,0 v poméru 99:0,5,0,5 (Lach-ner, CR)
- Pratok — 0,8 ml/min
- Detektor — DAD
- Vlnova délka — 254 nm

- Doba méfeni vzorku — 10 min

Obrazek 8 HPLC Dionex - UltiMate 3000 Standard

4.3 Priprava vzorki

Na stanoveni skuteéného mnozstvi vitaminu C v pfipravenych nosnych strukturach byly
pripraveny receptury z nosné struktury B-glukanu a agaru. Do pfipravené nosné struktury
byla vmichana kyselina askorbova. Vzorky byly pfipraveny ze dvou vysSe uvedenych

receptur a to z receptury €. 8 a 9.

Byla ptipravena zasobni smés nosné struktury o receptuie, 100 ml H,O, 2 g B-glukanu a 1g
agaru. Ztakto pfipravené smeési bylo odebrano mnozstvi 19,4554 ¢, do n¢hoz byla
vmichana kyselina askorbova o hmotnosti 0,1124 g. Vysledny hmotnostni podil kyseliny
askorbové byl tedy 0,58 %. Tyto vorky jsou v tabulkdch a hodnocenich oznaceny
BGAGI11, BGAGI12, BGAG21, BGAG22. Jako druhy vzor byla pouZita stejnd zasobni
smes S vyssi koncentraci kyseliny askorbové a to s vyslednym hmotnostnim podilem 12,7

% kyseliny askorbové. Oznaceni téchto vzorkli je BGAG31, BGAG32, BGAG4I,
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BGAG42. Po navézeni jednotlivych vzorkl byl pfepocitan predpokladany obsah kyseliny
askorbové na jednotky pg/ml, které nam udava metoda HPLC. Zkazdé jednotlivé

receptury byly pfipraveny 2 vzorky.

Po zvézeni na analytickych vahach s piesnosti na 0,0001 g byla navazka vzorku smichana
s extrak¢ni smési, ktera byla pfipravena smichanim 79,2 ml metanolu, 0,4 ml H,O a 0,4 ml
HsPO,4. Extrakéni smés je pripravovana ve stejném poméru vyjmenovanych latek jako
mobilni faze HPLC. Pfipravena navazka jednotlivych receptur byla s extrak¢éni smési 10
minut promichavana a protfepavana pro dostateCny vyluh aktivni latky. Po uplynuti této

doby byly pfipraveny jednotlivé vzorky na mefeni HPLC.

Kazdy jednotlivy vzorek byl proméien dvakrat. U receptury, kdy byl hmotnostni podil 12,7
% jsme museli dany vzorek ziedit v poméru 1:19 s extrakéni smési, nebot’” hodnoty
koncentrace kyseliny askorbové nekolidovaly s hodnotami ptipravené kalibraéni kiivky.
Hodnoty naméfenych vzorkli byly vysoké a naméfené piky jsme nemohli zahrnout do

vysledkd.

4.4 Vysledky méreni

Byla naméfeny hodnoty pro dva riizné ptidavky kyseliny askorbové do pripravené nosné
struktury. S chromatogramu byly odecteny velikosti piku a pomoci jejich integrace
pfevedeny programem na naméfené mnozstvi kyseliny podle pfedem namétené kalibra¢ni
kiivky. Kalibratni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy na piku (mAU.min™) na

koncentraci kyseliny askorbové.

a0 Wit C Exfternal UV _ VIS 1
mAL i o
120 -
m -
80
40 - -
2] A
0 = e—————————— - —_— — ——————— ——y
(8] 2 40 80 80 100 12

Obrazek 9 Pripravena kalibracni krivka kyseliny askorbové
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Tabulka 4 uvadi navazky vzorki a vypocitané predpokladané mnozstvi kyseliny askorbové

v ug/ml. Piedpokladané mnozstvi bylo vypocitano z hmotnostniho poméru dané receptury.

Tabulka 4 Navazky vzorku pro stanoveni kyseliny askorbové v hydrogelu

Navazka Predpokladany obsah kyseliny
Vzorek ,
[g] askorbové ve vzorku [ug/ml]
111.1

BGAG11 0.1917 9
BGAG12
BGAG21 130.56

0.2251
BGAG22
BGAG31 0.1086 34.48
BGAG32 )
BGAGA41 31.40
BGAG42 0.0989

Naméfené hodnoty kyseliny askorbové v ptfipravenych vzorcich bylo porovnano

s ptedpokladanym mnozstvim kyseliny askorbové pomoci vztahu:

m
%=—"*100 Q)
m
p
My...... vysledné mnozstvi kyseliny askorbové (primérnd hodnota ze dvou

nastfikil jednoho vzorku)
Mp...... pfedpokladané mnozstvi kyseliny askorbové

% .oo.... procentudlni podil kyseliny askorbové ve vzorku

Tabulka 5 Skutecné mnozstvi kyseliny askorbové v pripravenych vzorcich

Viorek Predpokladany obsah kyseliny | Skuteény obsah kysleiny Procentualni
askorbové ve vzorku [ug/ml] |askorbové ve vzorku [ug/ml] vytéznost [%]
BGAG11 111.19 99.68 89.47
BGAG12 99.29
BGAG21 130.56 108.77 83.09
BGAG22 108.19
BGAG31 34.48 78.27 223.68
BGAG32 75.98
BGAG41 31.40 25.37 79.01
BGAG42 24.26
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4.5 Hodnoceni a diskuze

Byla pouzita metoda HPLC ke stanoveni skutecného mnozstvi vitaminu C nami
pfipravenych receptur. Vitamin C je tepelné Ilabilni latka, proto byl hodnocen

technologicky vliv na vimichavané mnozstvi kyseliny askorbové.

Z hodnoceni vysledkli byly vyfazeny vzorky BGAG31 a BGAG32 nebot’ jako vysledné
mnozstvi kyseliny askorbové vyslo dvojnasobné mnozstvi, nez jaké bylo do vzorku
vmichano. Tato rozdilnd hodnota je pravdépodobné zptsobena Spatnym fedénim vzorku,
které mohlo zpUsobit tuto velmi odlehlou a nepravdépodobnou hodnotu. Redéni vzorku
bylo provedeno 1:19 dilim extrakéni smési. Pfi prvnim méfeni ndm chromatogram
ukazoval piky, které neodpovidali pikim zjist€énym pii méfeni kalibracni kiivky a byly
nevhodné pro dalsi zpracovani chromatogramu. Redénim prosli i vzorky BGAG41 a
BGAG42. Hodnoty pro toto fedéni vSak odpovidaji realnym hodnotam, které zahrnujeme

do hodnoceni.

Pomoci metody HPLC byl zjistén vliv technologie na vysledné mnozstvi vmichané
kyseliny askorbové u ptipravenych hydrogelovych receptur. V porovnani s navazenym
mnozstvim se pohybuji vysledné hodnoty kyseliny askorbové snizeny od 10-21 %. Tyto
ztraty mohou byt zptisobeny jak nedostatecnym vmichavanim latky do matrice vzorku, tak
vlivem teploty nosné struktury pfi vmichdvani kyseliny askorbové. Kyselina askorbova

byla vmichana pfi teploté blizké 50°C, pied tuhnutim nosné struktury.

U receptury €. 9, kdy hmotnostni podil kyseliny askorbové byl 0,58 % celkové hmotnosti
receptury, byly zjistény rozdilné vysledné hodnoty pro dvé rizné navazky stejné receptury.
Do hydrogelové nosné struktury B-glukanu s agarem byla vmichana kyselina askorbova
v praskové form¢, kdy nosna struktura pomalu tuhla. Pravdépodobné tedy dochazelo
k nedostatecnému rozpousténi a nerovnomérnému rozmichavani kyseliny askorbové do
struktury. Tato vada by mohla byt odstranéna vmichavanim rozpusténé formy kyseliny

askorbové v pozadované koncentraci.

Znami ptipravené nosné struktury bylo dosazeno vyextrahovani 89,47 % a 83,09 %
vmichaného mnozstvi kyseliny askorbové. Tato hodnota nejen poukazuje na vliv
technologie, ale také milize poukazovat na vlastnost nosn¢ struktury, jeji schopnost vazat
kyselinu askorbovou. Ztraty vmichaného mnozstvi kyseliny askorbové mohou byt i
zplisobeny navazanim do vazané vody hydrogelové matrice, kterd zlstava v dané struktuie

zabudovana 1 po rozpusténi.
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Pro srovnéni jsme vybrali spektrofotometrické stanoveni kyseliny askorbové v tabletach
Celaskonu. Touto problematikou se zabyva prace Moravcové [35], ve které bylo stanoveno
mnozstvi vitaminu C v tabletach. V tabletach bylo naméfeno 224,849+0,0304 mg kyseliny
askorbové. Garantovano je 250 mg daného vitaminu. VytéZnost téchto tablet je tedy
89,9%. U tablet pripravenych v této praci, bylo dosazeno vyextrahovani nizSiho
procentualniho mnozstvi, nez maji tablety Celaskonu. Hodnota u jednoho vzorku

hydrogelové tablety se blizila i hodnot¢ naméfené v praci Moravcové [35].
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5 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci DPPH

Metoda DPPH je zalozena na reakci DPPH, ktery je charakterizovan jako stabilni volny
radikél, s volnym elektronem vodiku. Pokud dojde ke smichani DPPH se zkoumanou
latkou, ktera mize darovat atom vodiku, vede tato reakce ke vzniku redukované formy

DPPH a odbarveni fialové barvy. [32]

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Obrazek 10 Chemicky vzorec DPPH radikadlu a jeho redukované formy [39]

K vyjadreni antioxidacni aktivity se vyuzivaji zplsoby: rychlost oxida¢ni inhibice, vyuziti
referenéniho standardu nebo procento pouzitého cinidla. Jako referen¢niho standardu je

vyuzivano kyseliny askorbové nebo troloxu. [40]

Inhibici radikalu lze vypocitat vztahem

1 (96) = e = Pamme 115 @)
lanc
kde:
I........ inhibice radikalu DPPH v %,
Ablanc -+ ... absorbance ziskana pfi slepém pokusu,

Asapmple . . ...absorbance analyzovaného vzorku [34]

5.1 Pouzité pristroje

Bézné laboratorni vybaveni:
e Analytické vahy (Adam, AFA-210 LC)
e Tmavé vialky

e Kadinky, ndlevky, odmérné baiiky, pipety a jiné
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e Mikropipety (Biohit Proline 1 — 100 pl, 100 — 1000 pl)
e Nalevky

e Spektrofotometr Libra S6 (Biochrom)

Obrazek 11 Mikropipeta 100 — 71000 ul

Na méfeni absorbance byl vyuzit Biochrom Libra S6 spektrofotomer. Na tomto pfistroji je
mozné méfit absorbanci, propustnost, pomér absorbance a dalsi vlastnosti. Tento moderni
typ spektrofotometru umoziuje rychlé zméteni absorpéniho spektra v Sirokém rozsahu
vlnovych délek. Jako zdroj svétla slouzi halogenova lampa s wolframovym vlaknem, ktera
vydava svétlo v celé §iii viditelného spektra. Toto bilé svétlo je kolimovano, dopada kolmo
na vzorek, a po prichodu vzorkem je ohybem na optické miizce rozlozeno na
monochromatické paprsky. Tyto dopadaji na soustavu fotodiod, které méfi intenzitu
jednotlivych paprskt. Piistroj tedy neobsahuje Zadné pohyblivé ¢asti, a umoznuje
prakticky simultanni méteni absorbance pro rizné hodnoty vinovych délek. méfeni bylo

provedeno pii vinové délce 515 nm.

Obrazek 12 Biochrom Libra S6 spektrofotometr
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5.2 Priprava vzorki

Pro tuto metodu byly vybrany receptury ¢. 7, 9 a 10 z divodu, ze tyto receptury maji
hodnotu antioxida¢ni aktivity jednoduSe priikaznou na tuto metodu. Byla proméfena i
antioxida¢ni aktivita roztoku mumia. Vzorek byl pfipraven pouze pro tuto analyzu,

smichanim 0,1022g mumia s 10ml H,O.

Dalsi nami piipravené receptury obsahuji velké mnozstvi aktivnich latek. Pi1 zkouSkach
vhodnosti této metody ukazovaly tyto receptury barevné zmény z fialové na zlutou uz pii
vkapnuti vzorku do smési s DPPH. Tyto receptury by bylo nutné velmi naiedit a vysledky
by byly nepriikazné. Byly tedy namichany smési, které ndm prokézali miru antioxida¢nich
vlastnosti nosné struktury a piisobeni nékterych antioxidacnich latek mezi sebou.

Vzorky byly pfipraveny navazenim pfiblizné 1 g receptury do 20 ml extrakéni smési.
Extrakéni smés byla vytvofena smichanim H,O s metanolem v poméru 70:30 do 1000 ml

odmérné banky. Vzorek s extrakéni smési byl vlozen na tiepacku, kde byl promichavan 1

hodinu pfi teploté 1azné 40°C. Po vyextrahovani aktivnich latek byly vzorky prefiltrovany.

Béhem filtrace byl pfipraven zdsobni roztok DPPH navazenim 0,12 g do 50 ml odmérné
banky. Z tohoto zasobniho roztoku byl dale ptipraven pracovni roztok, kdy bylo odebrano
5 ml zasobniho roztoku, které¢ bylo smichano s 22,5 ml ¢istého metanolu. Tento pracovni
roztok byl vloZen na hodinu do tmy a zmétena jeho absorbance pfi vinové délce 515 nm.

Tato hodnota je uZivana jako blanc a zapisuje se Ay.

Po filtraci extrahovanych vzorkl, bylo z filtratu odebrdno 210ul a smichéno se 4 ml
pracovniho roztoku. Kazd4 zkumavka byla f4dn€ oznacena a také vloZena na 1 hodinu do

tmy. Po hodinové reakci byla promé&fena absorbance takto pfipravenych vzorkd.
Oznaceni jednotlivych vzorki:

BGAG — nosna struktura, receptura 10

BAKA — nosna struktura s kyselinou askorbovou, receptura 7

BAM — nosna struktura s mumiem, receptura 9

M — vodny roztok mumia
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5.3 Postup méreni

1. Byl zapnut spektrofotometr ernym tlacitkem v pravém dolnim rohu ovladaciho panelu
na spektrofotometru. Poté bylo vyc¢kano asi 1 minutu, dokud neskonéila sebediagnostika
pfistroje. (Dokud je pfistroj zaneprazdnén diagnostikou ¢i méfenim, naskakuje postupné

posledni fadek u spodniho okraje displeje.)

2. Stiskem tlacitka F2 doslo k pifechodu na ivodni obrazovku, kterd nabizi na vybér:
* Repeat last operation
* Make a measurement
* Set up instrument

Kdykoli béhem méfeni se 1ze na tuto obrazovku vratit stiskem tlacitka F2.

3. Bylo zvoleno ,,Make a measurement* a na dalsi obrazovce zvoleno Scan. Poté tlacitkem

F1 zvoleno jako vystup absorbanci (Abs).

4. Do drzaku napravo od displeje byla vlozena kyveta naplnéna metanolem, ktery byl
pouzit jako referencni vzorek. Poté stisknutim modrého tlacitka ozna¢eného ,,0A/100%T*
bylo spusténo méfeni absorbance referencniho vzorku, které bylo automaticky ulozeno do

paméti.

5. Poté byl vyjmut referen¢ni vzorek a vlozena kyveta naplnéna pracovnim roztokem
DPPH. Poté stisknutim zeleného tlacitka bylo spuSténo métfeni Absorbance a néasledné

odectena naméfend hodnota, ktera se zapiSe jako hodnota Apjanc znacena ve vzorci Ag.

6. Nasledné byly vkladany postupné kyvety naplnéné piipravenymi vzorky. Odecteny
postupné hodnoty jako Asample, které jsou ve vzorci znaCeny Aj.

7. Poté byly postupné naméfené hodnoty dosazeny do rovnice a vypocitdm Ubytek
absorbance, ktery je pfimo imérny antioxidacni aktivité.

8. Poté byly vypocitané hodnoty absorpcniho Ubytku piepocitany pomoci piipravené
kalibra¢ni kifivky. Ktera byla prométena na riizné koncentrace kyseliny askorbové.

9. Ptiprava kalibrac¢ni kiivky. Pro pfipravu sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro metodu DPPH

byla jako standard pouzita kyselina askorbova, kdy byla proméfena kalibracni kiivka

koncentraci 0, 50, 100, 150, 200 mg.l'1 kyseliny askorbové a sestrojen graf. Z toho grafu
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byla, vypocitana rovnice kalibra¢ni kiivky a z ni poté vypocitdno mnozstvi antioxidacnich

latek.

5.4 Vysledky méreni

5.4.1 Hodnoty naméiené pro kalibra¢ni kiivku

Byly namétfeny hodnoty ubytkii absorbance pro pfipravené koncentrace kyseliny

askorbové. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6 Namérené hodnoty na sestrojent kalibracni kiivky

c[mg.l"

0 50 100

150

200

Ubytek Abs [%]

0| 16.25767| 35.37832

51.02249

69.52965

Po sestrojeni grafu jsme odcetli rovnici grafu y= 0,3476x — 0,3272
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Obrazek 13 Kalibracni kiiivka kyseliny askorbové

5.4.2 Hodnoty namérené absorbance pripravenych vzorki

Podle vySe uvedeného postupu méteni byl zméten antioxidacni bytek vybranych vzork.

Hodnoty absorbance byly méfeny na pfistroji Biochrom Libra S6 pfi vinové délce 515 nm.

Pro vypocet ubytku absorbance ze vztahu (2) byla naméfena hodnota Ay pro pracovni

roztok DPPH s hodnotou absorbance 1,192+0,0012.

Vypoctené hodnoty ubytku absorbance byly dosazeny do rovnice kalibracni kiivky a

vypoctena antioxidacni aktivita pfipravenych vzorki. Do vypoctu byla zahrnuta i navazka
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a mnozstvi pouzitého extracniho ¢inidla. Naméfené a vypoctené hodnoty jsou uvedeny

v Tabulce 7.
Tabulka 7 Stanovné hodnoty antioxidacni aktivity
Vzorek |Naviika (g) | Metanol (mi) Abs Ubytek Abs (%) Antioxidaéni aktivita  |@ Antioxidaéni aktivita
(mg.I™") (mg.I™")

20 1.137 4.61 0.281

BGAG 20 1.136 4.70 0.286
1.0083 20 1.136 4.70 0.286 0.285 +0.002

20 1.004 15.77 0.917

BAM 20 1.009 15.35 0.893
1.0561 20 1.011 15.18 0.884 0.898 £ 0.0.014

20 0.833 30.12 1.734

BAKA 20 0.833 30.12 1.734
1.0960 20 0.832 30.20 1.739 1.736 + 0.002

iml 20 1.113 6.63 0.396

M vodného 20 1.111 6.80 0.406
roztoku 20 1.113 6.63 0.396 0.399 + 0.005

5.5 Vyhodnoceni vysledkt

Pomoci naméfenych hodnot Ize zhodnotit miru antioxidacéni kapacity piipravenych
receptur. Kyselina askorbova je znama jako vitamin C s antioxida¢nimi t¢inky, proto byla
zvolena do nosné struktury jako aktivni latka. Byla proméfena také receptura s mumiem

pro zjisténi jeho vlivu na antioxidaéni aktivitu v recepturach.

Byla naméfena antioxidac¢ni aktivita vybranych vzorkl. Nejvyssi antioxidacni aktivitu mél
vzorek obsahujici kyselinu askorbovou 1,736+0,005 mg.l'l, nejmensi poté samotna nosna
struktura obsahujici B-glukan a agar 0,285+0,002 mg.I™". Pii mé&feni antioxida¢ni aktivity
byla potvrzena i aktivita nosné struktury, ktera je hlavné zptisobena ptitomnosti -glukanu,
je tedy mozné povazovat B-glukan jak za nosnou matrici, tak i za ucinnou latku.
Antioxidacni aktivita u latky mumio nebyla prepokldddna, byla ov§em naméfena. Byla
zméfena hodnota samotného extraktu 0,399+0,005 rn,g.l'1 tak i hodnotu mumia
pimichaného do nosné struktury 0,898+0,014 mg.I"". P¥i porovnani antioxidaéni aktivity
samotné nosné struktury, extraktu mumia a nosné struktury spolenéné s mumiem
dohromady byla namétfena hodnota u nosné struktury smichané s mumiem vétsi neZ soucet
samotnych komponent. Tak jako v pfipadé metody HPLC je pficinou téchto vysledkovych
rozdili nerovnomérné rozmichévani aktivnich latek ve smési. Vzorky byly pfipraveny
odliSnou technologii nez vysSe uvadéné receptury. Aktivni latky jsou vmichavany v susené
formé¢, a tudiz mize dochéazet k nedokonalému rozprostieni aktivnich latek do celé nosné

struktury. Rovnomérné rozprostfeni aktivnich latek také mulze byt zpiisobeno riiznou
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velikosti pord v dané matrici, a tedy i mnozstvi rozpusténych latek v dané smési. Nosna
struktura je v dalsi casti této prace podrobena skenovaci elektronové mikroskopii, ktera
mize vyvratit nebo potvrdit tyto zavéry. Resenim nerovnomérmého rozpusténi hydrofilnich
aktivnich latek, také mtze byt vmichavani latek jiz predem rozpusténych ve vodé. Tedy

vmichavani ve formé vodného roztoku.
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6 Studium desorpce vybranych vzorki

Desorpce je proces, pii kterém dochazi k odpoutavani navazanych molekul ze systému. U
ptipravenych hydrogeli jsme pomoci suSeni pozorovali hmotnostni ztraty vody a v ni

rozpusténych latek.

6.1 Postup méreni

Pro zkoumani vlastnosti jednotlivych hydrogeld pti procesu suseni byly vybrany receptury
1,3 a 6. Receptury 1 a 3 s agarem jsou sit'ovany fyzikalné pomoci tepelného zahievu, kdy
kazda z nich ma jiné slozeni aktivnich latek. Receptura 6 s alginatem sodnym je sitovana
chemicky. Z kazdé receptury byly odebrany 3 vzorky, které byly nejprve zvazeny pied
procesem suseni a poté vazeny v ruznych casovych intervalech pii konstantni teploté
suSeni 30°C. VSechny vzorky byly véazeny ve formickach, do kterych byly piedem
vlévany, aby bylo zamezeno ztratdm vzorku. Casové intervaly byly riizné, méfeni
probihalo od desaté minuty suseni do ¢asu 1305 minut od poc¢atku suseni. Intervaly méteni

byly desetiminutové, dvacetiminutové, Ctyficetiminutové, dle velikosti zmény hmotnosti.

6.2 Pouzité pristroje

K tomuto méteni byly pouzity analytické vahy (Adam, AFA-210 LC), kdy vzorky byly
vazeny na 4 desetinnd mista a su$drna (Memmert, Némecko). Namé&fené hodnoty byly

zpracovany v programu Microsoft Excel.

6.3 Vysledky susSeni

Prub¢h suseni byl dle naméfenych hodnot zaznamenan do grafu do grafu. Poté byly

porovnany naméfené hodnoty na pocatku a na konci méteni. Dle vztahu:

D (%) = mo”: ™ «100 3)

0

kde:
D (%)....... procentudlni mnoZstvi desorbované vody
Mo....... hmotnost vzorku pted susenim

mi....... hmotnost vzorku na konci suSeni
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Pro recepturu 1 byly naméteny hodnoty, které byly zaneseny do grafu. Prubéh suseni byl

pro vSechny vzorky dané smési stejny viz. Obrazek 13.

Receptura 1
3.5
\
3 \
25 1N\
[e] >
1.5
1 T T T T T T |
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Obrazek 14 Graf suseni hydrogelu namichaného dle receptury 1

Hodnoty namétené pted a po suseni receptury 1 jsou uvedeny v Tabulce 8

Tabulka 8 Procentudlni ztraty vody z receptury 1 suSenim

Cislovzorku | Mo (@) | M (9) | My (9) |D (%) @ D (%)
1 3.2690 1.1274 2.1416| 65.51239
2 3.2998 1.1952 2.1046| 63.77962] 64.8746 +0.7778
3 3.2762 1.1358 2.1404| 65.33179

Pro recepturu 3 byly naméteny hodnoty, které byly zaneseny do grafu. Priibéh suseni byl

pro vSechny vzorky dané smési podobny s mirnymi odchylkami dvou méfeni viz. Obrazek
14.

Receptura 3

3.5

\
25 \
[e] 5 \
e \

[min]

Obrazek 15 Graf suSeni hydrogelu namichaného dle receptury 3

Hodnoty namétené pted a po suseni receptury 3 jsou uvedeny v Tabulce 9.
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Tabulka 9 Procentualni ztraty vody z receptury 3 susenim

Cislovzorku| my (@) | mu (@) | My (9) | D (%) @ D (%)
1 3.2383 1.2315 2.0068( 61.97079
2 3.1827 1.1704 2.0123| 63.22619| 61,5559 +1,5609
3 3.1370 1.2714 1.8656| 59.47083

Pro recepturu 6 byly naméfeny hodnoty, které byly zaneseny do grafu. Prib¢h suSeni byl

pro vSechny vzorky dané smési téméf totozny viz. Obrazek 15.

Receptura 6
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Obrazek 16 Graf suseni hydrogelu namichaného dle receptury 6

Hodnoty naméfené pied a po suSeni receptury 6 jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10 Procentudlni ztraty vody z receptury 6 susenim

Cislovzorku | My (9) | M (9) | My (9) |D (%) @ D (%)
1 9.2810 5.7190 3.5620| 38.37948
2 9.3701 5.6885 3.6816| 39.29094] 38.8027 +£0.3749
3 8.8064 5.3950 3.4114| 38.73774

6.4 Hodnoceni

Metodou suSeni byl porovnan vliv fyzikdlniho a chemického sitovani na mnozstvi
absorbované vody do hydrogelu. Cast vody v receptufe ziistane jako voda volna, ktera je

umisténa v porech jednotlivych struktur, ¢ast vody se navaze do nosné struktury hydorgelu.

Receptury 1 a 3 jsou hydrogely fyzikaln¢ sitované, lisici se skladbou aktivnich latek a bylo

u nich dosazeno hodnoty desorpce 61 — 65 %. Desorpce vody je ovlivnéna skladbou a
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koncentraci zelirujici latky. Vliv na desorpci vody ma i slozeni a koncentrace aktivnich

latek.

Receptura 6 je hydrogel s chemickym sitovanim a hodnota desorpce u tohoto vzorku byla
ptiblizn¢ 39%. Niz8§i hodnota desorpce nez je u piedeSlych zkoumanych vzorkil, je

zpusobena jinou formou sitovani a i velikosti navazky.

Vysledky suseni ndm ukazuji, Ze chemicky sitované hydorgely obsahuji mén¢ vody, coz
zpusobuji husté iontové vazby. Tyto vazby tvoii ucelenéjsi strukturu a mensi pory. U
receptury 6 vSak byl jiz vySe zminovany problém s pfidavkem zinku ve formé¢ ZnCl,.
Meéfeni susenim, nam prokdzalo Spatnou tvorbu sit¢ a nedostatecné navazani vody do

struktury. Do dalsi receptury byl tedy vmichavan zinek ve formé ZnSOs;.

Touto metodou nebylo dosazeno konstantni hmotnosti vzorku, coz by bylo mozné vyiesit a
delsi dobou suseni, pfipadné zvysSenim teploty suSeni. Zménou postupu by bylo mozné
deaktivovat tepelné labilni aktivni latky hydorgelu. Z téchto divodt byla zvolena metoda

suseni lyofilizaci.

6.5 Lyofilizace vybranych receptur

Setrné&j$i metodou sudeni je lyofilizace, ktera nam desorbuje vodu ze vzorku pomoci
sublimace zmrzlé vody pfi nizkém tlaku a teploté. Toto ma pozitivni vliv i na stabilitu

aktivnich latek ve smési.

Obrazek 17 Ukdzka riiznych druhu lyofilizatoru

U této metody byl zvolen podobny postup jako pii suSeni. Vzorky byly zvazeny pied

susenim v lyofilizatoru a po vysusSeni. Vzorky byly vaZzeny samostatné bez formicek, ve
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kterych byly predtim zgelovatény. Po zvazeni byly vzorky pfedem pfedmrazeny v mrazaku
na -18°C. Vzorky byly suseny po dobu 48 hodin, kdy teplota vzorku doséhla hodnoty -
26°C a teplota okoli vzorku byla -51°C. Pouzity ptistroj byl ALPHA Freeze-Dryer 1-4
LSC (Christ, Germany).

K lyofilizaci byly vybrany vzorky receptur 1, 3 a 6 pro porovnani s vysledky suseni. Jako
dalsi recepturu pro méfeni byl zvolen vzorek receptury 5, aby bylo mozné pozorovat vliv
na sitovani, kdy jsme zaménili ZnCl, za ZnSO,. Ptipravené lyofilizované tablety dale
slouzily k pozorovani struktury pii skenovaci elektronové mikroskopii. Receptury byly
voleny i z divodu, aby bylo mozné pozorovat vliv zptsobu sitovani na jednotlivé

struktury.

Obrazek 18 Lyofilizované vzorky

6.5.1 Vysledky méreni

K lyofilizaci byly pouzity 4 rizné receptury, kdy z kazdé byly pfipraveny 3 navazky a dle

rovnice (3) vypoc€itdno mnozstvi obsazené vody ve vzorku.

Tabulka 11 Viiv lyofilizace na ztrdtu vody v hydrogelech

Procentualni mnozstvi
M@ | Mm@ | Mu(9) | D (%) @ D (%)
vody v recpeture (%)
1.3710 0.3033 1.0677( 77.8775
Receptura 1l 2.9149 0.6306 2.2843| 78.3663| 78.443510.4967 79.9087

3.2869| 0.6874| 2.5995| 79.0867
2.4694| 0.7573 1.7121] 69.3326
Receptura3| 2.8204| 0.7203| 2.1001| 74.4611| 69.5637 +3.9077 79.2142
1.9953| 0.7004] 1.2949| 64.8975
4.6539 1.0021| 3.6518| 78.4675
Receptura5| 4.1736] 0.8983| 3.2753| 78.4766| 78.3479+0.1757 79.1631
3.7506| 0.8214| 2.9292( 78.0995
4.5075 1.0437| 3.4638| 76.84526
Receptura 6| 4.4118| 1.0444| 3.3674| 76.32712| 76.3479 +0.4306 81.5760
4.5883 1.1108| 3.4775| 75.7906
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6.5.2 Hodnoceni

Metoda lyofilizce udava vétsi hodnoty desorpce nez bézné suSeni vzduchem. SuSeni
vzorktl vzduchem neprobihalo do konstantni hmotnosti z davodu vlivu teploty na aktivni

latky, proto ndmi naméfené hodnoty lyofilizovanych vzorki jsou rozdilné a vyssi.

v

sitovana chemicky a jeji sloZeni obsahuje latku ZnCl,, kterd ma vliv na schopnost alginatu
sodného sitovat strukturu vzorku. V porovnani s recepturou 5, kdy byla v receptuie
zaménéna forma zinku, bylo zjisténo, ze i1 nckteré aktivni latky maji vliv na schopnost
alginatu sodného sitovat strukturu matrice. Po zméné slozeni receptury se podafilo

odstranit ze vzorku témér vSechna voda.

Z agarovych tablet vytvofenych dle receptury 1 jsme také odstranili témét veskerou vodu.
U tablet dle receptury 3 byl rozdil desorpce a mnozstvi vody v receptute piiblizné 10 %.
Cast tohoto rozdilu je zptsobena rozpousténim mumia pred vmichavanim do vzorku.
Rozdil je zpisoben, také odliSnymi navazkami Zzelirujicich latek a odlisSnym slozenim
aktivnich latek. Nejvetsi vliv na schopnost desorpce a absorpce ma sitovani struktury a
tvorba pord. Lyofilizované vzorky byly tedy zkoumdny pomoci skenovaci elektronové

mikroskopie.
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7 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovy mikroskop pracuje na principu, kdy elektrony dopadaji na
pozorovany preparat a interaguji s povrchovymi ¢asticemi vzorku. Tyto interakce jsou
pomoci vhodnych detektorti zachyceny a vystupni signal z detektort je pak interpretovan v
obraz. Povrch vzorku je postupné skenovan po bodech elektronovym paprskem v urcitém
rastru s danou frekvenci. Vysledny obraz na zobrazovacim zafizeni se pak skladd z

interpretace signalt z jednotlivych boda. [16]

Obrdazek 19 Skenovaci elektronovy mikroskop [16]

Mikroskop je propojen s obrazovkou pocitace, ktera zobrazuje snimky ziskané ze vzorku a
kde se mohou porovnavat namétené vysledky. Tato metoda se zabyva zkoumanim jak
nanomateridlli (oxidy Zeleza, povrchy tenkych filmu), tak i riznymi biologickymi vzorky
(chrupavky, tkang, pyl). U této metody se vSak neméti materidly obsahujici vodu. Vzorky
se do mikroskopu vkladaji po odstranéni vody ze systému. V této praci byly pouzity

ptipravené lyofilizované vzorky.

7.1 Postup méreni

Vzorky pro SEM analyzu byly pfipraveny odfezdnim casti liofilizované tablety a
pfipevnény oboustrannou lepici paskou na nosné panvicky. Poté byly pomoci pinzety
panvicky vlozeny do nevodivého drzaku, ktery byl vsunut do mikroskopu. Nésledn¢ byly

vzorky analyzovany.

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie 1ze popsat strukturni vlastnosti pfipravenych
hydorgeld. Pro méteni byly pouzity lyofilizované vzorky receptur 1, 3, 5 a 6, vytvorené dle
bodu 6.5 této prace. Vyse uvedené lyofilizované vzorky byly podrobeny tomuto testovani

na porovnani ptedeSlych namétenych vysledki a u€inénych zavéri. K porovnani byla také
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skenovana lyofilizovana nosna struktura PB-glukanu sagarem. U kazdého vzorku byl
pozorovan povrch a vytvofena sit uvnitf vzorku hydrogelu pfi riiznych zvétSenich
v rozmezi 100 — 1000x.

7.2 Vysledky a hodnoceni

7.2.1 Hydrogely s nosnou strukturou p-glukan — agar

Obrazek 20 SEM 250x zvetseny povrch hydrogelii s agarem a) recetupra 1 b) receptura 3

Na obrazku 20 Ize pozorovat povrch hydrogelu, kde bylo pouzito B-glukanu a agaru jako
zelirujici latky. Vzorek byl pozorovan pfti zvétSeni 250x. U obou receptur je mozno Vidét
na povrchu maly vyskyt pért, takze povrch vzorkl je pomérné celistvy, objevuje se zde
mirné vrasnéni. U obou vzorkli miizeme pozorovat také vnofovani tmavych skvrn do

povrchu, které jsou pravdépodobné zplisobeny aktivnimi latkami smési.

Na obrazku 21 je znazornén fez hydrogeld s pfidavkem agaru. Mikroskopické obrazky
potvrzuji rozdilnost ve struktufe, tak jak jsme mohli pozorovat u vysledki desorpce
jednotlivych vzorki. Na obrazku 21 a) Ize vidét tenci sit’ vzorku, ktera naabsorbuje vodu a
poté je pro ni snadnéjsi ji opét ztratit, kdezto na obrazku 21 b) je silngjsi sit s mensimi
pory. Siln¢jsi sitovani je zplisobenou navazanim vody do struktury matrice. Toto sitovani
poté zadrzuje vice vody 1 pifi vysouseni vzorku. Rozdilnost receptur 1 a 3 je mnozstvi

pouziti zelirovaci latky (v receptufe 3 je vyssi obsah agaru) a obsahem mumia, ktery byl
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pfimichan do receptury 3. Mumio je latka, kterd ma hygroskopické vlastnosti a do své

struktury snadno vaze vodu, coz je pravdépodobné také divod rozdilné tvorby sitg.

Obrdzek 21 SEM 500x zvétseny rez hydrogelii s agarem a) recetupra 1 b) receptura 3

7.2.2 Hydrogely s nosnou strukturou p-glukan — alginat sodny

Obrazek 22 znazoriiuje rozdilnost povrchu receptur 5 a 6, které byly pfipraveny
chemickym sitovanim. V tomto ptipad¢ 1ze pozorovat velké odliSnosti mezi témito dvéma
hydrogely. Obrazek 22 a) ukazuje homogenni strukturu povrchu téméi bez vzniku poru, ale
na obrazku 22 b) lze pozorovat zvrasnény povrch s vétsim vyskytem pord, ktery ptipomina
povrchovou strukturu agarovych hydrogelt. OdliSnosti jsou zpusobeny ptidavkem

rozdilnych forem zinku do struktury.

Obrazek 22 SEM 250x zvetseny povrch hydrogeli S algindtem sodnym @) recetupra 5 b)
receptura 6
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Na obrazku 23 je vidét sitovani alginatu sodného piidavkem CaCl,. U obou vzorki bylo
vyuzito stejného principu sitovani, vzorky se lisi skladbou aktivnich latek, coz zptsobuje
rozdilnost sité. U téchto receptur doslo k rozdilné vaznosti vody po ptidavku odlisnych
forem zinku. Na obrazku 23 a) je znazornén fez hydrogelu s pfidavkem ZnSO4, kdy je
struktura sit¢ velmi tenka, proto vzorek snadno desorbuje témét cely obsah vody. Na
obrazku 23 b) je hydrogel s pfidavkem zinku ve formé ZnCly, ktery utvaii silngjsi strukturu
sité, ze které se hlife vysuSuje voda. U tohoto hydrogelu lze také pozorovat vznik mensich

port, jiz ve vzniklych vétsich porech.

Obrazek 23 SEM 500x zvétseny rez hydrogelii S alginatem sodnym a) recetupra 5

b) receptura 6

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie bylo moZno porovnat povrch a fez
jednotlivych struktur. Metodou SEM byl pozorovan vzhled sitovani a velikost poru, které
ovliviiuji hodnoty absorpce a desorpce vody v ptipravenych hydrogelech. Touto analyzou

byly potvrzeny nami naméfené hodnoty a jejich vysvétleni v pfedeslych testech.
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8 Termicka analyza — Diferen¢ni kompenzac¢ni kalorimetrie

(DSC)

8.1 Pouzité pristroje a naradi

Skalpel, niiz, pinzeta, analytické vahy, té€snici lis, nosi¢e vzorki, Mettler-Toledo DSC 1.

Obrazek 24Mettler — Toledo DSC 1

8.2 Pracovni postup

Z vybranych vzorkd bylo odfezdno a navazeno mnozstvi v rozmezi 6,49 mg az 6,82 mg.
Vzorky byly navdZeny do hlinikovych panvicek a zalisovany. Pfipravené vzorky byly
vlozeny do automatického karuselového podavace vzorkid DSC 1 a bylo provedeno méfeni
pod proudem dusiku. Pro méfeni byl zvolen teplotni program v rozmezi -30°C az 170°C,
kdy rychlost teplotni zmény byla 10°C za minutu. Mé&feni bylo provedeno za ucelem
ziskani prechodovych teplot, jako jet teplota tani a teplota skelného pfechodu. Teplota tani

byla stanovena z maximalni hodnoty piku tani.

8.3 Vysledky a hodnoceni

Na obrazku 25 lze pozorovat vliv teploty na samotny p-glukan. Z grafu byla uréena teplota
tani, kdy je tato hodnota 108°C.
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Obrazek 25 Termicka analyza p-glukanu

Pro porovnani lze pozorovat na obrazku 26 smés B-glukanu s agarem, kdy jsou vidét dva
piky, které nam zobrazuji nejprve teplotu tani B-glukanu a poté agaru, ktery ma vyssi
teplotu tani. Je patrné, ze teplota tani agaru se posunula do vyssi hodnoty, coz miize byt
zpusobeno zesilenim sitovani obéma materidly. Celkova teplota tani smési se urci dle
druhého piku. Teplota tani nosné matrice je 126°C. Dale je z grafu patrnd nemisitelnost
polymerni nosné matrice, a to z divodu pritomnosti teplot tani obou vstupnich materiala.
V praci Leones [53] bylo uvedeno, Ze teplota tani agarovych struktur je 130 °C. Ptipravena
struktura v této praci ma teplotu tani 126°C. B-glukan a agarem tedy vzajemné ovliviuji

teploty tani svych smési.
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Obrazek 26 Termicka analyza nosné matrice

Dal§imi zkoumanymi vzorky byly nosné struktury obsahujici aktivni latky. Jako tieti
vzorek byla pouzita smés nosné struktury B-glukanu s agarem obsahujici kyselinu

askorbovou. Tuto smés 1ze pozorovat na obrazku 27, kdy je patrné, Ze kyselina askorbova
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ma vliv na strukturu smési, nebot’ teplota tani je v tomto ptipad¢ posunuta az na 154°C.
Dle vysky piku lze pozorovat citlivéjsi reakci na rozmezi téchto teplot. ZvySeni teploty tani
také znamena zvySeni mechanickych vlastnosti vysledného hydrogelu, coz by se ovSem

muselo potvrdit dal§imi analyzami.
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Obrazek 27 Termicka analyza nosné struktury s Kyselinou askorbovou

Na obrazku 28 lze pozorovat vliv aktivni latky mumia. Tato latka ovliviiuje uvolfiovani
tepla, tak Zze se nosna struktura taje pomaleji, ve tfech nerovnomérné rychlych fazich.

Struktura je méné citliva na tepelny zahtev. Teplot tani této smési je 130°C.
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Obrazek 28 Termicka analyza nosné struktury s mumiem

Pomoci termické analyzy jsme pozorovali vliv zahfivani na strukturu smési. Teplota tani

smési je nejen ovlivnéna nosnou matrici, ale 1 aktivnimi latkami uvnitf.
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ZAVER

V ramci této diplomové prace byly vytvoieny hydorgelové matricové tablety s moznosti
vyuziti ve vyzivé ¢lovéka jako dopln€k stravy. Tato prace navazuje na vyzkum gelovych a
hydrogelovych materialti vytvofenych na Centru polymernich systémt a zaroven na ustavu
Centrum polymernich materiald Univerzit Tomase Bati ve Zliné. Na tustavu bylo pod
vedenim doc. Nabanita Saha, M.Sc., Ph.D. vytvoieno né€kolik patenti a uzitnych vzora pii
tvorbé hydrogelovych matric pro riizna vyuziti. Jako uc¢inné latky v recepturach bylo
Vedouci diplomové prace Ing. Lenka Jelinkova, Ph.D. se podili na vyzkumu téchto
materiald. Jako vedouci bakalarské prace se podilela na praci Bc. Radmily JaroSové [36], u
které vznikla myslenka dalsiho vyuziti téchto hydrogelt. Ing. Lenka Jelinkova, Ph.D.
vytvotila zékladni receptury hydrogel, které byly v této diplomové praci pfipraveny

zkoumany. V nasi praci jsme se tedy zaméfili na moznost dal§iho vyuziti hydrogelt.

Prace byla sméfovana k vyrobé nové nosné struktury pro ptenos aktivnich latek a
zkoumani vybranych vlastnosti pfipravenych hydrogelt, u kterych bylo vyuzito ptirodnich
materiali a fyzikalniho zesitovani z divoda lepsi biokompatibility pti pouziti ve vyzivé
¢loveéka. Z ptirodnich materialii byly pouzity B-glukan, extrahovany z hlivy ustfi¢né, agar,
vitaminy a mumio, které se vyuziva v oblasti Mongolska jako pfirodni 1é¢ivo. Slozeni

jednotlivych receptur je uvedeno v praktické ¢asti této prace.

Hydrogely byly sitovany také chemickou cestou pii pouziti alginatu sodného, pro
porovnani vlastnosti s fyzikaln¢ zesitovanymi gely. Z tohoto porovnani bylo vyhodnoceno,
ze hydrogely s pouzitim agaru jako sitovaciho ¢inidla maji vhodnéjsi vlastnosti z hlediska
lepsi desorpce vody, a tvorby sité, kterd nam umozni véts$i vyuZzitelnost vmichavanych
aktivnich latek. Pro testovani vyuzitelnosti byly pfipraveny hydrogely, které obsahovali
v nosné struktufe pouze kyselinu askorbovou, a byla porovnana s vyuzitelnosti této latky
s tabletami Celaskonu. Nosné struktury B-glukanu s agarem mély témét shodné vysledky

jako namétené hodnoty vyuzitelnosti vitaminu C v Celaskonu.

Dalsi zkoumanou vlastnosti pfipravenych fyzikaln¢ zesitovanych hydrogelti byla jejich
antioxidac¢ni aktivita. U téchto vzorka byl porovnan vliv vmichavanych u¢innych latek na
celkovou antioxidacni aktivitu pfipravené smesi. Byla porovnana aktivita samostatné nosné
struktury polymerni hydrogelové matrice, jeji smési s Kyselinou askorbovou, jeji smési

s mumiem a aktivita samotného mumia. Z vysledku Ize soudit, Ze samotna nosna struktura
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vykazuje antioxidacni aktivitu. Vmichévané aktivni latky s nosnou matrici S€ navzijem
ovliviuji v ramci své antioxidacni aktivity a vV ramci této prace byla zaznamenan dokonce
jejich synergicky ucinek.

Vlastnosti hydrogelovych polymernich matric a vyuzitelnost aktivnich latek tizce souvisi
s tvorbou sit€¢ v pouzitych polymerech. Na popis téchto siti bylo vyuzito skenovaci
elektronové mikroskopie, kde jsme potvrdily, ze nami namétené vysledky jsou ovlivnény
nosnou strukturou a zaroven rozdilnosti pii tvorbé hydrogelt fyzikalni nebo chemickou
cestou. Velikost péra ovliviiuje mnozstvi navazané vody do struktury, ¢imz je ovlivnéna i
vyuzitelnost aktivnich latek, které jsou rozpoustény ve vodé zabudované v téchto

matricich.

Metodou DSC analyzy byly zjiStovany teploty tani nosné struktury. Bylo zjiSté€no, Ze
teplota tani se zvySuje s pfidanim ostatnich materiadlti do bézného agaru, coz je pfiznivy
vysledek i1 z hlediska potencidlnich mechanickych vlastnosti takto pfipravenych

hydrogelovych tablet.

Z vyse uvedenych vysledkli jsou pfipravené receptury vhodné pro dal$i testovani a
zkoumani v oblasti vyzivovych doplikli. Nosné struktury prokazaly vhodné vlastnosti,
které mohou pii optimalizaci receptur a technologie napomoci k vyrobé ekonomicky

vyhodnych a zdravotné prospésnych 1ékovych forem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
EPaR Evropské parlament a Rada
mg miligram

% procento

DDD denni doporucené davka

LDL nizkodenzitni lipoprotein

B beta

a alfa

Y gama

°C Stupeni Celsia

D desorpce

| inhibice radikala

A absorbance

C koncentrace

SEM skenovaci elektronova mikroskopie
DSC diferen¢ni kompenzac¢ni kalorimetrie
%) pramér

ug mikrogram

m hmotnost navazky

g gram

I litr

ml mililitr
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