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ABSTRAKT

Cilem ptedkladané prace je optimalizace pfipravy vicenasobnych emulzi,
posouzeni vlivu vybranych procesnich parametri (teplota pfipravy a aplikace
vysokorychlostni homogenizace) a surovinové skladby na funkéni vlastnosti
jednoduchych a vicenasobnych emulzi.

Prace je zamétfena na vyrobu modelovych vzorkli vicenasobnych emulzi
s enkapsulovanym kurkuminem. Jednotlivé emulze se liSily pouzitym olejem
(olivovy, slunecnicovy, dyinovy, Inény a kokosovy) ve vnéjsi fazi. K popsani
vlastnosti jednotlivych emulzi byly sledovany fyzikalné-chemické vlastnosti
(index krémovani, stability emulze, mrznouci vody, enkapsulacni UCinnost,
reologické vlastnosti) a také probé&hla vizualizace emulzi pomoci konfokalni
laserové mikroskopie. DalSim sledovacim parametrem byla stravitelnost
jednoduchych 1 vicenasobnych emulzi in vitro dvoukrokovym postupem
(simulace traveni v Zaludku a simulace traveni v tenkém stfevé). Studovana byla
take stravitelnost vzorkl kurkumy, v praSkové formé 1 v Cerstvém kotenu. Také
byla provedena analyza jednotlivych kurkuminoidi ve standardu kurkuminu
metodou diferen¢ni skenovaci kalorimetrie a pomoci kapalinové chromatografie.

7 vysledkl prace vyplyva, ze stabilitu vicenasobnych emulzi siln¢ ovliviiuje
teplota pfipravy 1 proces homogenizace. Pomér olejové a vodné faze nema na
stabilitu emulze zasadni vliv, ale méni se viskoelasticke vlastnosti ptipravenych
vzorkll. Pouzity druh oleje ma vliv na stabilitu emulzi, coz ziejmé& souvisi
s pomérem nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin v olejich. Stravitelnost
kurkuminu se u jednoduchych a vicendsobnych emulzi vyrazné liSila. Jednoducha
emulze se pii kontaktu s zalude¢nimi S$tavami rychle rozpadd a dochézi
k degradaci kurkuminu, zatimco vicendsobné emulze poskytnou kurkuminu lepsi
ochranu pfed degradaci a kurkumin se z vétsi ¢asti uvolni az v tenkém stievé. U
analyzy stravitelnosti kurkumovych praskl bylo zjiSténo, ze Cerstva kurkuma je
stravitelnéj$i nez praSkove vzorky.



ABSTRACT

The presented work aimed to optimize the preparation of multiple emulsions,
to assess the influence of selected process parameters (preparation temperature
and application of high-speed homogenization), and the composition on the
functional properties of simple and multiple emulsions.

The work focuses on the production of model samples of multiple emulsions
with encapsulated curcumin. The individual emulsions differed in the type of oil
used in the outer phase, including olive, sunflower, pumpkin, flaxseed, and
coconut oil. To describe the properties of the individual emulsions,
physicochemical properties (creaming index, emulsion stability index,
encapsulation efficiency, rheological properties, freezing point index) were
monitored, and emulsions were visualized using confocal laser microscopy.
Another parameter monitored was the digestibility of simple and multiple
emulsions in vitro using a two-step procedure (simulation of stomach digestion
and simulation of small intestine digestion). The digestibility of turmeric samples,
in both powdered form and fresh root, was also studied. An analysis of individual
curcuminoids in the curcumin sample was performed using modulated differential
scanning calorimetry a HPLC.

The results of the work indicate that the stability of multiple emulsions is
strongly influenced by the preparation temperature and the homogenization
process. The ratio of oil to the aqueous phase does not have a significant impact
on emulsion stability, but it does change the viscoelastic properties of the prepared
samples. The type of oil used affects the stability of the emulsions, likely related
to the ratio of saturated to unsaturated fatty acids in the oils. The digestibility of
curcumin differs significantly between simple and multiple emulsions. Simple
emulsions break down quickly upon contact with stomach liquid, leading to the
degradation of curcumin, while multiple emulsions provide better protection for
curcumin against degradation, with most curcumin being released in the small
intestine. The digestibility analysis of turmeric powders revealed that fresh
turmeric is much more digestible than powdered samples.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Podle odhadli Svétové zdravotnické organizace (WHO) z roku 2022 zemie
predcasné v dasledku neptfenosnych chorob kazdy rok vice nez 41 milidént lidi,
coz odpovida 74 % vSech umrti na celém svété. NejCastéjsi pii¢inou jsou
kardiovaskularni onemocnéni (14,9 milionti), dale je to rakovina (9,3 miliont),
chronické respiracni (4,1 milioni) a metabolick¢ (2 miliony) onemocnéni.
V soucasné dob¢ jsou tyto nemoci povazovany za vyznamny problém veiejného
zdravi jak v rozvojovych, tak v primyslové vyspélych ¢astech svéta. Rizikovymi
faktory jsou piedevSim uzivani tabdku, fyzicka neinnost, nadmémé uzivani
alkoholu a nezdrava strava (Anonym, 2022). V poslednich letech roste zajem
pravé o zdravé stravovaci navyky a jejich dopad na soucasné 1 budouci zdravi.
Rostouci znalosti o vlivu stravy na regulaci na genetické a molekularni arovni
méni zpusob, jakym uvazujeme o uloze vyzivy, coz vede k novym stravovacim
strategiim. Védomi dulezZitosti vyZivy v prevenci nemoci tak na svétovém trhu
zvysily nabidku funk¢nich potravin a nutraceutik, které obsahuji bioaktivni latky.
Kromé toho roste po€et vyzkumil, které¢ zkoumaji potencidlni zdravotni ptinosy
bioaktivnich latek. Vzhledem k nizké biologické dostupnosti vétSiny bioaktivnich
latek, rychlé degradaci a fotochemické nestabilité se pro zvySeni jejich
vyuzitelnosti voli rizneé enkapsulacni techniky (Zabot et al., 2022). V poslednich
letech je patrny trend zapouzdiovani bioaktivnich latek 1 prostfednictvim
vicendsobnych emulzi.

1.1 Vicenasobné emulze

Vicenasobné emulze, nékdy oznacované jako dvojité emulze, jsou nové nosné
systémy tvofené z nejméné¢ dvou nemisitelnych kapalin. Jsou to komplexni,
polydisperzni systémy, kde v jednom systému existuje soucasné¢ emulze V/O i
O/V. Vicenasobn¢ emulze se popisuji jako ,,emulze emulzi“, jelikoz kapky
dispergovan¢ faze obsahuji jest€¢ mensi vlastni dispergované kapky (Alouk et al.,
2023, Leister et al., 2020). N¢kdy je také mozné setkat se s ndzvem kapalinovy
membranovy systém, jelikoZ rozpusSténd (enkapsulovana) latka musi pied
uvolnénim v misté absorpce piejit z vnitini misitelné faze do vné;si misitelné faze
pies sttedni nemisitelnou organickou fazi, znamou jako tzv. ., kapalnd membrana®.
Tato membrana piisobi jako difiizni bariéra a polopropustna membrana pro slozky



obsazené ve vnitini fazi. Pramé&r kapicek ve vicendsobnych emulzich se nejcastéji
pohybuje od 0,1 po 100 um (Leister et al., 2020).
Podle povahy dispergovaného média se vicenasobné emulze déli na dva typy
(Obr. 1):
o emulzni systétm V/O/V—v tomto systému oddéluje vnitini a vnéj$i vodnou
fazi olejova (hydrofobni) faze;
o emulzni systétm O/V/O-vnitini a vnéj$i olejovou fazi oddéluje vodna
(hydrofilni) faze (Lokhande et al., 2019).

Disperzni faze (voda) _ Disperzni faze (olej)

\ -,

o8

Vnitfni faze (olej)

Vnitfni faze (voda)

Kontinudini faze (olej) Kontinualni faze (voda)

Emulze O/V/O Emulze V/O/V
Obr. 1: Typy vicenasobnych emulzi (Vellaiyan et al., 2016)

1.1.1 Mechanismy destabilizace vicenasobnych emulzi

Projevy destabilizace vicendsobnych emulzi mohou byt stejné jako u
jednoduchych emulzi: krémovani nebo sedimentace, flokulace, koalescence a
Ostwaldovo zrani. Jsou vSak také nachylné k jinym druhim destabilizace.
V piipadé emulze V,/O/V;je hlavni ptic¢inou difize molekul vody mezi vnitini
fazi V| a vnéjsi V, osmoticky tlakovy gradient. Pro vyrovnani osmotického tlaku
a zabranéni pohybu vody v systému je mozné ptidat do vodné faze osmoticky
aktivni soluty, jako jsou cukry nebo soli. Pro zvySeni odolnosti v disledku
osmotického tlaku je také mozné vyuzit krystalizace olejové faze nebo gelovaténi
vnitini vodné faze (Leister et al., 2020).

Podle publikace Heidariho et al. (2022) existuji dva mechanismy destabilizace
emulzi. Prvnim z nich je destabilizace, ktera se projevuje béhem druhého kroku
emulgace. V tomto procesu miiZze dojit k rozbiti a koalescenci kapek vné¢jsi faze z
davodu silnych smykovych sil nebo kviili smykové kolizi. Dal§im mechanismem
je unik vnitinich kapének do vné&jsi kontinuélni faze. Tento jev mlZe nastat bud’

prasknutim filmu vné&jSich kapének nebo prostiednictvim molekulérni diftize, coz
8



je jev, kdy dojde k uvoliiovani zapouzdienych latek z vnéjsi faze bez poruseni
filmu. Druhy typ destabilizace se projevuje béhem skladovéani. Zde dochazi
predevsim ke koalescenci, kterou lze rozdélit do dvou forem: koalescence mezi
vnitinimi kapkami nebo mezi vné¢jSimi kapkami Koalescence nastavd bud’
disledkem Brownova pohybu nebo molekularni difazi, ktera zptisobuje
smrs$tovani nebo bobtnani vnitinich kapének. Tyto mechanismy pak vedou k
uprave velikosti vnéjSich kapének. Nadmérné bobtnani pak vede k rozpadu a
uniku vnitfnich kapek do vnéjsi kontinualni faze. Flokulace je proces, pfi kterém
dochézi k shlukovani kapének a vytvareni vétSich celkil, aniz by byla naruSena
sttedni membrana. Tento jev nastava pii nedostatecném mnoZzstvi interakci mezi
kapénkami, coZ méa za nasledek vznik koncentra¢niho gradientu a k procesu
krémovani nebo sedimentaci (Heidari et al., 2022).

1.1.2 Priprava vicenasobnych emulzi

Vicenasobn¢ emulze jsou v porovnani s jednoduchymi emulzemi vice
nestabilni, jelikoz stabilizace dvou odliSnych rozhrani béhem nasledného
zpracovani a skladovani emulze je velmi narocné. Kromé toho je nezbytné
umoznit destabilizaci téchto rozhrani pii uvolnéni enkapsulovanych slozek
(Leister et al., 2020). Ke zlepSeni stability emulzi se do systému piidavaji
emulgatory, jako jsou povrchové aktivni latky a polymery. Tyto latky mayji
schopnost zachovat stabilitu emulze tim, Ze snizuji povrchové napéti mezi fazemi.
V systému jsou piidany dvé PAL s opacnou povahou — jedna stabilizuje emulzi
typu V/O (lipofilni), zatimco druhd stabilizuje emulzi typu O/V (hydrofilni). Pii
vytvéareni emulze se tyto emulgatory adsorbuji na povrchu kapek, ¢imZ brani
jejich agregaci a zajiStuji tak stabilitu emulze (Verma et al., 2019). Aby se
zabranilo Ostwaldovu zrani, pouzivaji se osmoticky aktivni latky, které
vyrovnavaji kapilarni tlak mezi vné;si a vnitini fazi (Alouk et al., 2023, Leister
etal., 2020). Zakladni mechanismy ptipravy emulzi lze, mimo jiné, shrnout do
Ctyfech néasledujicich: dvoukrokova emulgace, membranova emulgace,
mikrofluidni homogenizace a fazova inverze

1.1.3 Vyuziti vicenasobnych emulzi

Vicenasobné emulze jsou vyuzivany pro tifi primarni aplikace: (i) kontrolované
uvolilovani zapouzdienych sloucenin, (ii) enkapsulace latek s nezaddoucimi
senzorickymi vlastnostmi, (ii1)) ochrana citlivych sloucenin pfed degradaci
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(Heidari et al., 2022). Tyto emulze maji velky potencial v riznych primyslovych
odvétvich (potravinafstvi, kosmetika nebo farmacie). Ve farmacii mé potencial
piedevS§im v oblasti klinické terapie, zde slouzi pro prodlouzeni a fizené
uvoliiovani 1éCiv. LéCivo pritomné ve vnitini fazi musi projit nékolika fazemi, nez
dojde ke vstiebavani. Rychlost uvoliiovani 1é¢iva se fidi jeho schopnosti
difundovat pies razné faze a prekracovat mezifazové bariéry. Dale se mohou
vicenasobné emulze uplatnit jako adjuvans pro vakciny. Jednoduché emulze se
obtizné aplikuji vzhledem k vysoké hustoté. Optimalni hustoty pro podavani je
tedy mozné dosdhnou reemulgaci emulze z V/O na V/O/V. (Agrawal et al., 2017).
V potravinafstvi je lze vyuzit k redukci tukid (Castecné nahrazeni obsahu tuku
vnitini vodni fazi pfi zachovani podobné textury) nebo enkapsulaci bioaktivnich
latek ¢i mikroorganismil do riiznych matric, jelikoZ pro pozitivni farmakologicky
ucinek je nezbytné specifické misto absorpce (Eslami et al., 2020, Klojdova et al.,
2022). V kosmetickém primyslu se vicenasobné emulze vyuZivaji pii vyrobé
opalovacich krémi nebo make-upti (Agrawal et al., 2016).

1.2 Kurkuma, kurkumin, kurkuminoidy

Kurkuma (Curcuma longa), n€kdy nazyvana také jako indicky Safran, patii do
celedi Zingiberaceae (zazvorovité). Rostlina se péstuje predev§im v teplych a
vlhkych klimatech jihoasijskych zemi, jako je Cina, Tchaj-wan, Indie, Singapur a
Indonésie. Kurkuma se sklizi, kdyZ nadzemni ¢ast této rostliny zacne opadévat a
oddenky kurkumy ziskaji jasné Zlutou az oranzovou barvu (Hayakawa et al.,
2011, Agrawal et al., 2024). Zdravotni u¢inky kurkumy jsou zndmeé tisice let a ma
dlouhou historii jako tradicni 1é¢ivo. Pro své zdravotni benefity se celosvétove
pouziva v riznych forméch. V Indii se pfidava do smési koteni kari, v Japonsku
se podava v ¢aji, v Thajsku se pouZiva v kosmetice, v Ciné jako barvivo a
v Malajsii jako antiseptikum (Hewlings et al., 2017). Oddenek je hlavnim zdrojem
fytochemickych latek kurkuminoidi. Kurkuminoidy jsou polyfenolické
slouceniny, které dodavaji kurkumé charakteristickou barvu oddenku, a tvofi asi
3-6 % hmotnosti oddenku v zavislosti na odridé, padé a klimatickych
podminkéach. Oddenek obsahuje dale sacharidy (60—70 %), proteiny (6—15 %),
tuky (3—10 %), mineralni latky (3—7 %) a esencialni oleje (3—6 %) (Kaur et al.,
2024). NejzastoupenéjSim kurkuminoidem v kurkumé je kurkumin, ktery
ptedstavuje 70-77 % celkového obsahu. Dal§imi vyznamnymi kurkuminoidy jsou
demethoxykurkumin (15-20 %), bisdemethoxykurkumin (5-10 %) (Syed et al.,
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2015). Kim et al. (2017) ve své publikaci uvadi jako dal$i kurkuminoid,
cyklokurkumin (Kim et al., 2017). Dle nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 1333/2008, v platném znéni, jsou vSechny kurkuminoidy oznaeny
souhrnnym nazvem kurkumin a oznac¢eny koédem E 100, pii¢emz limit pro pouZziti
kurkuminu v potravindch neni stanoven (Anonym, 2008). OvSem podle védecké
prace Jurenka et al. (2009) nebo Zheng e al., (2020) Ize za bezpecné povazovat
davku az 12 g/den v jedné déavce. Vyssi ptfijem kurkuminu muaze v lidském
organismu vyvolat nezadouci vedlejsi tcinky, jako jsou nevolnost nebo prijem.
Miize také vyvolat alergické reakce, jako je koptivka, vyrazka nebo svédéni
(Chandran et al., 2012, Shehzad et al., 2013). Kurkumin, ptesnéji 1,7-bis(4-
hydroxy-3-methoxyfenyl) hepta-1,6-dien-3,5-dion (Rathore et al., 2020).
Kurkumin je znadmy ptedevSim svymi protirakovinnymi, antioxidacnimi,
hraje dileZitou roli pi1 zanétu, pomaha predchazet aterosklerdze, snizuje tvorbu
krevnich sraZenin, inhibuje rist bakterie Helicobacter Pylori, kterd zplsobuje
zalude¢ni viedy. Také se dokaZze vazat s nékterymi tézkymi kovy, jako je
kadmium nebo olovo, a tim snizuje jejich toxicitu (Akram et al., 2010). Dlouhy
seznam zdravotnich Uc¢inkl vedl k vyvoji novych produktd v potravinarském,
farmaceutickém a kosmetickém pramyslu (Syed et al., 2015). Navzdory velmi
dobré perspektivé kurkuminu pii 1é€bé€ mnoha nemoci je jeho ucinek omezeny
kvili jeho nizké biologické dostupnosti (Giordano et al., 2019). Kurkumin je
hydrofobni, coZz zplsobuje extrémné Spatnou rozpustnost ve vodé. Rozpustnost
ve vodé je silné zavisla na pH (pfi kyselém a neutrdlnim pH je prakticky
nerozpustny). Pro absorpci jakychkoliv peroralné¢ podavanych 1é¢iv je klicova
schopnost rozpustit se v travicich tekutinach gastrointestinalniho traktu. I pfi
podani vysoké peroralni davky kurkuminu je jeho plazmatickad koncentrace velmi
nizka, jak ukazala klinicka studie provedena na zdravych muzich. Dokonce 1 pfi
podani davky az 12 g kurkuminu nebyla plazmatickd koncentrace kurkuminu
dostate¢né vysoka a nebylo ji mozné detekovat (Kumar et al., 20201). DalSim
vyznamnym faktorem je permeabilita, protoze absorpce léCiva zavisi na jeho
schopnosti proniknout biologickou membrénou gastrointestinalniho traktu po
rozpuSténi. Kurkumin také podléhd rozsahlé metabolické redukcei a konjugaci.
Nedavné studie naznacuji, Ze urCité adjuvans mohou ovlivnit metabolismus
kurkuminu a zvysit tak jeho biologickou dostupnost.
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2. Cil prace

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo optimalizovat metodu piipravy
vicenasobnych emulzi typu olej-voda-olej (O/V/O) jako nosi¢e pro enkapsulaci
kurkuminu. Napliiovani tohoto cile 1ze rozd¢€lit do péti dil¢ich cilt:

1. Optimalizovat metodu pfipravy vicendsobnych emulzi O/V/O. Vyrobit
modelové vzorky vicendsobnych emulzi s enkapsulovanym kurkuminem.

2. Provést vybrané analyzy s dirazem na sledovani stability pfipravenych

vzorkil. Dale posoudit reologické vlastnosti a vizualizovat vzorky pomoci
mikroskopickych metod.

3. Analyzovat obsah jednotlivych kurkuminoidi ve standardu kurkuminu.

Provést simulaci traviciho traktu in vitro vybranych vzorkl kurkumy

4. Na zéklad¢ ziskanych dat:

o popsat vliv pouziti riznych druhli rostlinnych oleji ve vicendsobnych

emulzi a posoudit jejich vliv na stabilitu pfipravenych emulzi;

o porovnat rozdil ve fyzikalné-chemickych vlastnostech a stravitelnosti

kurkuminu v jednoduchych a vicendsobnych emulzich;

o porovnat stravitelnost riiznych druht kurkumovych praski a cerstvé

kurkumy in vitro;

o porovnat ziskand data z analyz jednotlivych kurkuminoid ziskanych

pomoci riznych metod.

5. Na zaklad¢ ziskanych dat zhodnotit ptinos studie pro pouzZiti ve véde a

praxi.
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3. Popis jednotlivych experimenti

Experimentalni ¢ast disertacni prace je rozd€lena na tii dil¢i experimenty, které
jsou v této kapitole popsany.

3.1 Experiment I

Prvni experiment byl zaméten na optimalizaci pfipravy vicendsobnych emulzi
s cilem identifikovat optimalni nosi¢ pro kurkumin. Po nalezeni optimélni matrice
byl do vzorka enkapsulovan kurkumin. Vzorky se liSily pouzitym olejem ve
vnéjsi fazi emulze. Bylo vyuzito pét druht olejii: olivovy olej (BIO extra
panensky olivovy olej lisovany za studena, Headquarters espordo s.a., Spanélsko),
Inény olej (BIO 100 % panensky olej lisovany za studena, Greenspol, s.r.o,
Mad’arsko), slune¢nicovy olej (BIO slunecnicovy olej lisovany za studena,
Country life s.r.o, Slovensko), dynovy olej (BIO 100% panensky olej, Health lins
s.r.0, Nizozemsko) a kokosovy olej (Fair trade BIO panensky olej, Purity Vision,
Ceska Republika).V tabulce 1 je uvedeno slozeni mastnych kyselin pouZitych
olejt.

Tabulka 1 Obsah nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin (MK)
v pouzitych olejich (hodnoty uvedené vyrobcem) a znaceni vzorkl

Drubh oleje Oznaceni | Obsah MK (g/100ml)
vzorku Nasycené | Mononenasycené | Polynenasycené

MK MK MK
Olivovy DEO 13,1 71,8 6,3
Slunecnicovy | DES 6,5 85,5
Lnény DEF 10,0 20,0 70,0
Dyfovy DEP 17,0 25,0 50,0
Kokosovy DEK 95,0 5,0

Po pfipravé modelovych vzorkli byla provedena fyzikalné-chemicka analyza
jednotlivych vzorkli. Hlavnim sledovanym parametrem byla stabilita emulzi.
Stabilita byla hodnocena pomoci indexu stability (ESI) a krémovéani (CPI),
obsahu mrznouci vody (Wg) méfené pomoci DSC. Dale byla analyzovéna
velikost Castic, enkapsulaéni Ucinnost, reologické vlastnosti a struktura
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pfipravenych emulzi byla vizualizovdna konfokalni laserovou mikroskopii.
Vzorky byly analyzovany 1., 15., 30., a 50. den skladovani.

3.2 Experiment I1

Hlavnim cilem druhého experimentu bylo pfipravit modelové vzorky
jednoduchych (O/V) a vicenasobnych emulzi (O/V/O) s enkapsulovanym
kurkuminem podle metodiky pfedchoziho experimentu. Pozornost byla zamétena
piedevsim na sledovani rozdilli ve stravitelnosti kurkuminu in vitro v téchto
emulzich. Rovnéz byla zkouména stravitelnost emulzi enkapsulovanych do
celulézovych tobolek. Hodnoceni stravitelnosti probihalo ve dvou fazich:
simulace Zaludku a nasledné simulace tenkého stfeva. Cilem bylo zjistit, jaké
procento enkapsulovaného kurkuminu se uvolni z matrice nebo degraduje béhem
simulace traveni v zaludku a kolik béhem simulace traveni v tenkém stievé. Dale
byly sledovany rozdily ve fyzikdlné-chemickych vlastnostech, konkrétné
velikosti Castic, viskoelastickych vlastnostech a indexu mrznouci vody, u
jednoduchych a vicenasobnych emulzi.

3.3 Experiment III

Hlavnim cilem tohoto experimentu byla kvantitativni analyza obsahu
kurkuminu v riznych vzorcich kurkumovych praskl a Cerstvého kotfene kurkumy
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Déle byla zkouména
in vitro stravitelnost téchto vzorkl kurkumy dvoufazovym postupem zahrnujicim
simulaci traveni v zaludku a tenkém stievé. Analyzovan byl také nestraveny podil
jednotlivych vzorkl kurkumy. Pro tuto analyzu bylo vybrano pét druhti kurkumy,
pficemz Ctyti z nich byly v praSkové formé€. Soucasti experimentu bylo také
stanoveni obsahu suSiny a popela v jednotlivych vzorcich. Poslednim krokem
bylo stanoveni jednotlivych kurkuminoidii ve standardu kurkuminu pomoci
modulované diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (MDSC) a HPLC. V tabulce 2 je
uveden popis vzorkl kurkumy.
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Tabulka 2 Popis jednotlivych vzorka kurkumy

Vzorek | Popis produktu

K1 Bio Kurkuma préasek (Bio Nebio s.r.0, zemé ptivodu Indie)
K2 Bio Kurkuma prasek (Sonnentor s.r.0, zemé ptivodu Indie)

K3 Kurkuma prasek (Mida Company Pvt. Lt, zem¢& ptivodu Indie)
K4 Kurkuma prasSek (doméci produkt, zemé vyroby Pakistan)

KC Cerstva kurkuma kofen (Titbit s.r.o, zemé paivodu Thajsko)

4. Zvolené metody zpracovani

V této kapitole je popsana optimalizace pfipravy vicenasobnych emulzi,
ptiprava modelovych vzorki a jsou zde popsany metody, které byly vyuZity
k analyzam ptipravenych vzork.

4.1 Optimalizace pripravy emulzi

Optimalizacni metoda byla pouzita k nalezeni nejlepSi mozné matrice jako
nosice pro kurkumin a probihala ve dvou krocich. V prvnim kroku bylo cilem
najit optimalni zplisob piipravy jednoduché emulze olej ve vodé (O/V), ktera
nasledné slouzila jako vnitini faze (VF) ve vicenasobné emulzi. Po urceni
optimalni matrice pro VF byla provedena optimalizace samotné vicendsobné
emulze, pfiCemz VF v této vicenasobn¢ emulzi byla oznafena jako vodna faze.
Experiment byl proveden s pouzitim centrdlniho kompozitniho designu. Bylo
provedeno 20 ndhodnych experimentli pro vnitini fazi emulze (VF; jednoducha
emulze O/V) a 20 pro vicenasobnou emulzi (DE). Pro hodnoceni Uc¢innosti
vybranych nezavislych faktori — pomér olejové a vodné faze (X, 5:95-30:70),
teplota ptipravy (X, 25-70 °C), homogeniza¢ni proces (X3, 15 000-25 000
ot/min) pro VF a pomér olejové a vodné faze (X;, 30:70-70:30), mnoZzstvi
emulgatoru (X, = 0,1-1 ml), homogenizac¢ni proces (X3, 1 000—12 000 ot/min) u
DE, byly pouzity experimentalni odezvy: (i) index krémovani po 30 dnech
skladovani (CP3p) (Y1, %) a index stability emulze (ESI) (Y., %). Aby se
minimalizovala ¢ista chyba, stfedovy bod (X; = 17,5:82,5, X, =47,5 °C, X3 =20
000 ot/min) pro VF a sttedovy bod pro DE (X; = 50:50, X, = 0,55 ml, X5 =6 500
ot/min) byly opakovéany pétkrat. Byl pouzit polynomicky model druhého tadu s
linedrnimi (Xj), kvadratickymi (Xj;) a interakénimi (X;X;) nezavislymi faktory k
vySetieni korelace mezi CPI3 a ESI. Po dokonceni experimentti byl kvadraticky
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model upraven podle dat odezvy vypocitanych pomoci softwaru Design Expert
(Stat-Ease, verze 13.0.5.0).

4.2 Priprava modelovych vzorki

Ptiprava vicenadsobné emulze probihala ve dvou emulgacnich stupnich. Prvnim
krokem byla pfiprava vnitini faze emulze. Vnitini olejova faze (O;) byla
piipravena rozpusténim 1 g kurkuminu (95 % celkového mnoZstvi kurkuminoidd,
Alfa Aesar, Némecko) v 10 ml oleje z ¢erného kminu (100% BIO rostlinnny ole;j
extrahovany z rostliny Nigella Sativa, Nobilis Tilia s.r.o, VI&i Hora, Ceska
republika). Olej byl michan pii 1000 ot/min. na magnetickém michadle (IKA Rh
basic2, Staufen, Némecko) pii teplot¢ 50 +1 °C pro dokonalé rozpusténi
kurkuminu neyméné po dobu 1 hodiny. Nasledné€ byla ptipravena vodna faze (V)
pfipravenim 1% roztoku k-karagenanu jako stabilizatoru v destilované vodé.
Roztok byl dokonale promichan a ponechan hydratovat pfes noc pi1 4 £1 °C.
K 1% roztoku karagenanu byl nasledné ptidan emulgator TWEEN 20 a sm¢s byla
michana na magnetickém michadle po dobu nejméné 1 hod pti laboratorni teplotg.
Nasledné byla olejova faze (O;) a vodna faze (V) michdna dohromady a
podrobena homogenizaci na zatizeni (SilentCrusher M, Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach, Némecko) pii 25 000 ot/min po dobu 5 minut.
Timto postupem vznikla jednoducha emulze (O/V), ktera slouZzila jako vnitini
faze emulze pro nasledujici krok ptipravy vicenasobné emulze.

Vicenasobna emulze byla pfipravena smichdnim rostlinného oleje
s emulgatorem SPAN 80, ¢im vznikla olejova faze (O,). Bylo pouzito 5 druh
rostlinnych oleju. Olejova faze s emulgatorem byla michdna pfi pokojové teploté
nejméné 1 hodinu. Nésledné do ni byla po kapkach ptiddvana vnitini faze emulze
pfipravena v predchozim kroku. Emulze byla homogenizovana pti 10 000 ot/min
nejméné 5 minut. Hotoveé emulze byly skladovany pti 4 =1 °C pro dalsi analyzy.

4.3 Stanoveni stability emulze pomoci indexu krémovani (CPI)

Index krémovani poskytuje nepfimé informace o agregaci kapek a mife
flokulace kapek v systému. Béhem skladovani dochazi k oddéleni fazi na
krémovou vrstvu nahofe a sérovou vrstvu na dné zkumavky. Emulze (10 ml) byla
napipetovana do sklenéné zkumavky (vnitini primér 1,5 cm, vyska 15 cm),
uzaviena a uloZena pii pokojové teploté. Bylo sledovano oddélovani krémove
a sérove vrstvy. Oddé€lovani vrstev bylo odecteno thned po piipravé a dale po 15.,
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30. a 50 dnech skladovani. Index krémovani byl nasledné vypocten podle rovnice
(1):
HS
[(%) = — X 1
CI(%) e 100 (1)

kde
HS je vyska vrstvy séra a HE je celkova vyska emulze

4.4 Stanoveni indexu stability emulze (ESI)

Index stability emulze byl stanoven podle (Nikzade et al., 2012) s mirnymi
upravami. Emulze (10 ml) byly napipetovany do 50 ml polypropylenovych
centrifugacnich zkumavek (vnitini primér 29,1 mm, vyska 114,4 mm, konické
dno) a uzavieny plastovymi uzavéry. Vzorky byly nasledné centrifugovany pfti
6000 rpm po dobu 20 minut pomoci centrifugy EBA 21 (Hettich Zentrifugen,
Némecko). Stabilita emulze (ESI) byla vypoctena podle rovnice (2):

ESI(%) = (2—:) x 100 )

kde
S, je objem uvolnéné vody z emulze a S, celkovy objem emulze. Vzorky byly
méfeny duplikované ihned po ptiprave.

4.5 Enkapsulacni acinnost

Stanoveni enkapsula¢ni G¢innosti bylo provedeno podle (Prieto et al., 2020)
s drobnymi tpravami. Alikvotni podil emulze (25,0 0,5 mg), byl rozpustén v 10
ml metanolu (Sigma-Aldrich, Ltd., Cesk4 republika), tento roztok byl jemné
michan po dobu 30 vtefin a nasledné ptefiltrovan ptes stiikackové nylonoveé
filtry (primér membrany 13 mm, velikost port 0,22 pm, Labstore, Velka
Britanie). Nasledné byla méfena absorbance pomoci spektrofotometru Shimadzu
(UV mini 1240, Japonsko) pti vinové délce 420 nm. Pro méfeni byly pouzity
kiemenné kyvety (spektralni rozsah 200-2500 nm, délka 10 mm, objem 3,5 ml,
Hellma analytics, Némecko). Uvolnovani kurkuminu z emulze bylo méteno ihned
po ptipravé, po 15, 30 a 50 dnech skladovani, pfi¢emz byl kazdy vzorek méfen
ttikrat. EE byla vypoctena podle rovnice (3):
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EE(%) = (1 - %) % 100 (3)

4.6 Konfokalni laserova mikroskopie

Vzorky byly charakterizovany pomoci konfokalniho laserového skenovaciho
mikroskopu, model FV3000 (Olympus, Tokio, Japonsko). Kapka emulze byla
nanesena na mikroskopické sklicko a ptekryta krycim sklickem. Pozorovani
barveni kurkuminu bylo provedeno pfi excita¢ni a emisni vinové délce 428 a 536
nm. Byly pouzity mikroskopické objektivy se zvétSenim 10 x az 60 x se zoomem
1,5-2,5.

4.7 Uvoliiovani kurkuminu enkapsulovanych do formy emulzi
pri simulaci digesce v podminkach in vitro

Pro stravitelnost kurkuminu enkapsulovaného do jednoduchych (O/V) a
vicendsobnych (O/V/O) emulzi v podminkach in vitro byl pouzit dvoustupiiovy
proces digesce dle Zhou et al. (2021) s drobnymi tpravami. Prvnim krokem byla
simulace traveni v Zaludku: emulze (0,5 g) byla navaZzena do 50ml Erlenmeyerovy
banky, bylo k ni pfidano 20 ml 0,1M HClI a 0,25 g pepsinu. Banky byly uzavieny
a inkubovany ve vodni 1azni s ttepackou (Memmert GmbH, Némecko) pii 37,0
+0,1 °C po dobu 2 hod. Po ukonceni faze simulace traveni v Zaludku byly
zaludecni St'avy se vzorkem prelity do 100ml Erlenmeyerovy banky, k traveniné
bylo pfidano 40 ml tekutin simulujicich tenké sttevo sloZené z fosfatového pufru
(pH 7,45) a 0,25 g pankreatinu a bylo upraveno pH na hodnotu 7,4 pomoci NaOH.
Banky byly nasledné uzavieny a inkubovany ve vodni lazni s ttepackou pii 37,0
+0,1 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly vzorky smichany s
10 ml hexanu a tfepany v délici ndlevce s cilem extrahovat kurkumin. Nasledné
byl hexan odpaten na keramickych miskéch ve vodni 1azni (GFL, Gujarat, Indie)
do sucha a regenerovan pomoci 10 ml metanolu. Stravitelnost kurkuminu v
emulzich byla méfena v nativni formé jednoduché (O/V) a vicenasobné (O/V/O)
emulze; a také v téchto emulzich, kter¢ byly vloZeny do enterosolventnich
celulozovych tobolek (velikost 0, Fishcema s.r.o0., Brno, Ceska republika). Pro
zjisténi koncentrace kurkuminu uvolnéného (straveného) béhem simulace digesce
v zaludku a tenkém stfevu byla vyuzita metoda HPLC (kapitola 4.12). VSechny
experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich.
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4.8 Vliv matrice vzorku na uvoliovani kurkuminu pri procesu
simulace digesce v podminkach in vitro

4.8.1 Priprava nativnich vzorku

Pro stanoveni stravitelnosti a hodnot retencniho faktoru kurkumin bylo pouzito
Ctyt vzorkl kurkumového suseného kotene ve forme prasku (K1 — Bio kurkuma,
Bio Nebio s.r.0., zem¢ puvodu Indie; K2 — bio kurkuma Sonnentor s.r.0., zemé
puvodu Indie; K3 — kurkuma Mida Company Pvt.Lt., zem¢ pivodu Indie; K4 —
kurkuma, domaci produkt, zem¢ ptivodu Pakistan) a Cerstvého koiene kurkumy
(KC — Titbit s.r.o., zem& ptvodu Thajsko). Kurkumin byl z vy$e uvedenych
vzorkl kurkumy (2,5 mg) extrahovany za studena v 50 ml methanolu po dobu
nejméné 30 minut, pri¢emz Cerstvy koten byl pfed extrakci najemno nastrouhan.
Pro stanoveni koncentrace kurkuminu v nativnich forméach praski kotfene a
cerstvém kofeni kurkumy byla vyuZita metoda HPLC.

4.8.2 Priprava nestraveného podilu vzorkii kurkumovych praskia a
¢erstvého korene

Ptiprava nestraveného podilu kurkumovych praS8kli a kotfene probihala
postupem, ktery je uvedeny v kapitole 4.11.3 s tim rozdilem, Ze po procesu traveni
byl nestraveny podil vzorku v saccich suSen pii teploté do 35 °C, a to po dobu
24 hodin. Koncentrace zbylého kurkuminu v nestraveném podilu vzorku byla
stanovena metodou HPLC, pficemz nestrdveny kurkumin byl extrahovan
metanolem.

4.8.3 Stanoveni stravitelnosti kurkumovych praski a ¢erstvého korene
kurkumy

Proces simulace traveni v podminkach in vitro byl proveden ve dvou krocich a
zahrnoval proces traveni v zaludku pomoci pepsinu a poté v tenkém stieve
pomoci pankreatickych enzymil (Sumczynski et al., 2023) v inkubatoru DaisylI
(Ankom Technology, Macedon, NY, USA). Nejprve byly vzorky navazeny (0,25
g) a zataveny pomoci impulzni svate¢ky KF-200H (Penta Servis, Holice, Ceska
republika) do saCkl typu F57 Ankom Technology (Macedon, NY, USA). Pro
simulaci traveni v Zaludku byla inkubac¢ni lahev naplnéna 0,1 M HCI o objemu
1,7 1 obsahujici pepsin (3 g). Vzorky byly inkubovany 2 hod pti 37,0 0,1 °C,
obsah Zaludku byl slit a vzorky v saccich byly proplachnuty redestilovanou
vodou. Pro simulaci podminek trdveni v tenkém stievu byl do inkubacéni ldhve
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ptidan fosfatovy pufr o objemu 1,7 1 a pH 7,45 a smés enzymi pankreatinu (3 g).
Po 24hodinové inkubaci byly vzorky nékolikrat proplachnuty redestilovanou
vodou a sacky s nestravenym podilem vzorku byly vysuseny pii 105 £1 °C po
dobu 6 hod (Cerstvd kurkuma 24 h) a zvazeny. Nakonec byly vzorky spaleny v
muflové peci (LM112.10, Veb Elektro, Berlin, Némecko) pti 550 £10 °C po dobu
5,5 hod, ochlazeny a zvazeny. Stravitelnost vzorki, vyjadiena jako hodnota DMD
(stravitelnost suSiny vzorku, %) byla vypoctena pomoci rovnic (4)-(8):

DMD (%) = 100 100 x DMR 4
o) m, X DM @)
DMR = m3 - m1 X C1 (5)
DW X mg
DM = (6)
my
€1 = m, (7)
m
—_P
Cy = m, (8)

kde DMD je stravitelnost susiny (%), DMR je hmotnost vzorku bez sacku po
rozkladu a suSeni (g), DM je hmotnost suSiny vzorku (g), DW je hmotnost susiny
vzorku (vyjadiend v %), ms je hmotnost vzorku pro stanoveni suSiny (g), ¢; je
korekce hmotnosti sd¢ku po susSeni (g), ¢, je korekce hmotnosti sdé¢ku po spalovani
(g), m, je hmotnost popela prazdného korekcéniho sacku (g), m; je hmotnost
prazdného sacku (g), m; je hmotnost vzorku (g), ms je hmotnost vysuSeného sacku
se vzorkem po inkubaci (g).

4.9 Statisticka analyza

Pro zjiSténi pfipadné normality dat byl proveden Shapiro-Wilklyv test; hladina
vyznamnosti byla stanovena na 0,05. PouZiti parametrickych testli bylo testem
zamitnuto, nebylo dosazeno normalniho rozdéleni dat. Nasledné byly vysledky
statisticky zpracovany pomoci neparametrické analyzy rozptylu, a to Kruskal-
Wallisovym a Wilcoxnovym testem s hladinou vyznamnosti 0,05 (Granato, de
Aratjo Calado et al., 2014). Pi1 zpracovani dat byl vyuzit softwar SigmaPlot ver.
12.5 (Systat Software, San Jose, CA, USA).
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5. Hlavni vysledky a diskuse
5.1 Optimalizace metody

Pro vizualizaci vlivu poméru vodné a olejové faze, optimalni teploty a
metody homogenizace u VF, stejné¢ jako poméru olejové a vodné faze a
mnozstvi emulgatoru u DE, jsou poskytnuty trojrozmérmné povrchové grafy
(Obr. 2 a 3). Pro dosazeni ptesnych hodnot CPI3, a ESI pro ptipravu emulzi s
maximalni stabilitou byla pouZita numerickd optimalizace. Pro VF byla
vybrana optimalni teplota 25 °C, rychlost homogenizace 25 000 ot/min a
pomér vody:oleje 9:1. Pro DE byl zvolen optimalni pomér vody: oleje 2:3
optimalni koncentrace emulgatoru 0,5 %. Z optimalizacni metody bylo
zjJiSténo, Ze na stabilitu emulzi ma nejvyssi vliv teplota ptipravy emulzi. I u
nepatrného zvySeni teploty pii procesu vyroby dochazelo k rychlé separaci
vodné a olejové faze. Homogenizacni proces mél na stabilitu emulzi také
vyrazny vliv. Cim vy$§i pocet otadek byl pii homogenizaci pouzit, tim
stabiln¢j$i emulze byla pfipravena. Rychlost pouzitych otacek pfi
homogenizaci souvisi s velikosti kapi¢ek, které si vytvoii. Cim mensi kapi¢ky
emulze jsou, tim je emulze stabilnéj$i. U vicenasobné emulze nebylo ovSem
moZn¢ vyuzit vysoké rychlosti otacek, jelikoz miize dojit k poruSeni kapicek
vnitini faze emulze a destabilizaci emulze. Zhou et al. (2022) ve své praci
uvadi, ze jiz pti 8 000 ot/min lze pfipravit stabilni emulze. Zarovenl neni
vhodné piekrocit 14 000 ot/min. Pfi takto vysokych otackach uz dochdzi
k poruseni filmu VF emulze. DalSim dilezitym faktorem je mnoZstvi
emulgatoru. Pokud v systému neni zadny emulgator, neni mozné vytvoftit po
delsi dobu stabilni emulzi. Se zvySujici se koncentraci emulgatoru v systému
je vytvofena emulze stabilngj$i. Pouziti emulgatori v potravindch je vSak
limitovano Nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 Sb.,
kde je uvedeno maximalni povolené mnozstvi pro Span 80 i TWEEN 20
1 000 mg/kg. OvSem pom¢ér olejové a vodné faze nemé na stabilitu emulze
vyrazny vliv. Ménily se pouze viskoelastické vlastnosti pfipravenych emulzi.
S rostoucim obsahem olejové faze se emulze stavala tekutéjsi, a naopak, pokud
byl v emulzi vétsi pomér vodné faze, byla emulze tuzsi. Vybér poméru vodné
a olejové faze tedy zavisi predev§im na aplikaci dané emulze a preferencich
spotiebitele.
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Obr.2: Grafy povrchu odezvy zndzornujici viiv teploty pripravy, mnozstvi oleje a metody
homogenizace na CPI (%) a ESI (%) pro optimalizaci vicendasobné emulze
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Obr. 3: Grafy povrchu odezvy zndzornujici vliv mnozstvi emulgatoru, mnozstvi oleje a
metody homogenizace na CPI (%) a ESI (%) pro optimalizaci vicenasobné

emulze

5.2 Stanoveni stability emulze pomoci indexu krémovani (CPI)
a indexu stability emulze (ESI)

Data ziskand vypoctem indexu krémovani (CPI) (Obr. 4) odhalila
pozoruhodnou tUroven stability po celou dobu experimentu. Po 15 dnech
skladovani vykazovaly v§echny vzorky hodnotu CPI 100 %, coZ naznacuje, Ze
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b&hem prvnich 15 dnii nedoslo k zadné fazové separaci. Po 30 dnech skladovani
zaCalo dochazet k mirné separaci. Nejvyssi mira separace po 30 dnech byla
pozorovana u vzorku obsahujici slunecnicovy olej (DES). Zde byla namétena
hodnota CPI 91,3 +0,3 %. Ostatni vzorky si udrzely hodnoty CPI nad 97 %. Po
50 dnech skladovani byl pozorovan mirny pokles CPI ve vSech vzorcich, ale u
zadného ze vzorkl nebyla detekovdna hodnota CPI pod 85 %. Nejniz$i hodnota
CPI byla opét namétena u vzorku slunecnicového oleje 85,3 0,2 %. Data ziskana
méfenim indexu stability emulze (ESI) byla podobna datiim ziskanym z CPI. Po
15 dnech skladovéani dosahovaly vSechny vzorky ESI hodnot 100 %, coz
naznacuje, ze nebyly patrné zddné znamky separace. Po 30 dnech se ESI mirné
snizilo, pfi¢emz nejniz8i hodnota ESI byla opét detekovana u vzorku DES 96,25
+0,35 %. U ostatnich vzorki dosahovaly hodnoty ESI nad 98 %. Po 50 dnech
skladovani se ESI ve vSech vzorcich opét mirné€ snizilo, pti¢emz vSechny vzorky
vykazovaly hodnoty ESI nad 95 %, coZ naznacuje vynikajici stabilitu.
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Obr. 4: Index krémovani a stabilita emulze pripravenych vzorkii béhem doby
skladovani. Vzorky mérené ihned po pripravée (Cerné sloupce), po 15 dnech
(svetle Sedé sloupce), po 30 dnech (Sedé sloupce) a po 50 dnech (bilé
sloupce). Chybové usecky predstavuji smerodatnou odchylku tri méreni.
Chybové usecky predstavuji smerodatnou odchylku tri méreni.

5.3 Enkapsulacni ucinnost (EE)

Vysledky tucinnosti enkapsulace jsou zobrazeny na Obr. 5. Z vysledkl je
ziejme, ze doslo k poklesu EE béhem skladovani u vétSiny vzorkll. Vzorky DEO,
DES, DEF a DEP prokazaly postupny pokles EE s prodluzujici dobou skladovéani.
To je zfeymé& rozpadem struktury emulze. Naopak vzorek DEK vykazoval
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vysokou EE po celou dobu sledovani. Thned po ptipravé byla EE u DEK 93,79 +
1,03 % a po 50 dnech skladovani klesla 0 mén¢€ nez 3 % na 90,96 +0,82 %. Tyto
data koreluji s daty, které publikoval Hsieh et al. (2022). Ti se ve své publikaci
zabyvali enkapsulaci kurkuminu do vicenasobné emulze s kokosovym olejem, a
uvadi enkapsulacni uc¢innost po celou dobu skladovani (30dni) vice nez 90 %.
Nejnizsi ucinnost enkapsulace byla pozorovana opét u vzorku DES. Thned po
piipravé byla EE stanovena na 89,3 £2,1 % a po 50 dnech skladovéni klesla na
63,88 +2,71 %. Vzorky DEO, DEF a DEP vykazovaly podobnou uc¢innost
enkapsulace, ihned po ptipravé dosahovaly hodnoty EE u vSech vzorkl pies 90
%, s pozorovanym poklesem EE v pribéhu skladovani. Podobné hodnoty EE
kurkuminu byly uvedeny v publikaci od Aditya et al. (2015). Ti zkoumali EE u
vicendsobnych emulzi s olivovym olejem a pozorovali u¢innost enkapsulace 88
% (ihned po ptiprave). Po 50 dnech skladovani klesly hodnoty na cca 70 %.
Vyssi u€innost enkapsulace pozorovana ve vzorku obsahujicim kokosovy olej
je pravdépodobné zplisobena odliSnym sloZenim mastnych kyselin ptitomnych v
kokosovém oleji ve srovnani s ostatnimi oleji pouzitymi v tomto experimentu. Na
rozdil od ostatnich olejli obsahuje kokosovy olej pfevdzné nasycené mastné
kyseliny (95 %) s kratSimi fetézci (pfedevSim kyselinu laurovou (45-53 %),
myristovou kyselinu (18-21 %) a kyselinu kaprylovou (8-9 %) (Beegum et al.,
2024), coz vede k pevné konzistenci pi1 pokojové teploté. Tato skutecnost brani
migraci kapek z vnitini do vnéjsi olejove faze a zvySuje jak u€innost enkapsulace,
tak celkovou stabilitu emulze (Zhi et al., 2024). Naproti tomu slunecnicovy olej,

A4

mastnych kyselin, pouze 6,5 %.
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Obr. 5: Hodnoty enkapsulacni ucinnosti pripravenych vzorkii behem doby skladovani.
Vzorky byly méreny ihned po priprave (cerné sloupce), po 15 dnech (svétle
Sedé sloupce), po 30 dnech (Sedé sloupce) a po 50 dnech (bilé sloupce).
Chybové usecky reprezentuji standardni odchylku tii méreni.

5.4 Konfokalni laserova mikroskopie

Metoda CLSM byla pouzita pro potvrzeni vicenasobne¢ struktury emulze.
Vysledky méfeni thned po ptipravé a po 50 dnech skladovani jsou znazornény
na Obr. 6. Z téchto vysledkt je zifejmé, Ze u vSech vzorkl se podafilo vytvofit
vicenasobnou emulzi. Zaroven je patrné, Ze velikost ¢astic u vzorku DEK je
dvakrat mensi neZ u ostatnich vzorkl. Tyto daje koreluji s hodnotami velikosti
castic ziskanymi pomoci DLS. Obrazky také ukazuji, ze vSechny vzorky
vykazovaly vyraznou polydisperzitu kapek emulze. Také je mozné pozorovat, Ze
po 50 dnech skladovani dochéazelo k vyrazné koalescenci kapek, coz vedlo k
naruastu velikosti ¢astic.
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Obr. 6: Fotografie vicenasobnych emulzi ziskané pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu. Obrazky A byly méreny
ihned po priprave, obrazky B byly mereny po 50 dnech skladovani.
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5.5 Vysledky stanoveni uvolinovani kurkuminu pri simulaci
stravitelnosti u matrice emulzi

V této cCasti prace byla evaluovana schopnost uvolniovani kurkuminu pii
simulaci traveni u enkapsulovanych forem kurkuminu, a to jak v jednoduchych
(O/V), tak vicenasobnych (O/V/O) emulzich. Vysledky stanoveni jsou
prezentovany na Obr. 7.

Experiment simulace traveni v podminkach in vitro ukazal, ze uvolnovani
kurkuminu se 1i8i jak v zavislosti na typu emulze, tak 1 mistu simulace traveni
v zaludku ¢i1 v Zaludku a tenkém stievu.

Jednoduchéd emulze O/V pfi procesu simulace traveni v Zaludku uvolnila
35,3 % kurkuminu a z vicenasobné emulze O/V/O se v zaludku uvolnilo 34,1 %
kurkuminu z piivodni koncentrace v emulzich. Pii procesu simulace v Zaludku a
tenkém stievu je vidét, Ze vicenasobna emulze uvolnila pfi této simulaci digesce
ze své matrice 50,6 % kurkuminu, z matrice jednoduché emulze O/V to bylo pouze
25,9 %, pficemz tyto % udaje jsou vypoclteny z pocateCnich koncentraci
kurkuminu ve vzorcich emulzi. Z vysledki 1ze odvodit, Ze vicendsobna emulze
O/V/O pfi procesu traveni bude stabiln¢j$i a mlze se zni uvolnit vyssi
koncentrace kurkuminu, ktery je poté dostupny pro procesy absorpce v zazivacim
traktu. U jednoduche¢ emulze O/V dosSlo k rozpadu této emulze a degradaci
kurkuminu, ktery tak nemiize byt efektivnéji vyuzit GIT traktem cClovéka. Na
rozpad O/V typu emulze a na degradaci kurkuminu se mohlo podilet nizké pH,
které je pravé v zaludku.

Vyssi hodnota stability a stravitelnosti kurkuminu u vicenasobné emulze
O/V/O muze byt zpsoben tim, zZe kurkumin je enkapsulovan uvnit emulze, coz
chrani kurkumin pted rychlou degradaci v Zaludku, kde je velmi nizka hodnota
pH. Navic ¢aste¢né rozpadani vicendsobné emulze az v tenkém stievé je Zadoucit,
protoZze mize veést k uvoliiovani kurkuminu, ¢imz se zvySuje jeho dostupnost pro
absorpci GIT. Je zndmo, Ze stabilita kurkuminu je vyrazné ovlivnéna hodnotou
pH; v kyselém prostiedi Zaludku je téméf nerozpustny, ale s rostoucim pH
(7,2—8,0) se jeho rozpustnost zvySuje, coz umoziuje jeho absorpci pies epitel
tenkého stieva, zatimco v Zaludku kvtili jeho nerozpustnosti k absorpci nedochdzi.
Ztraty kurkuminu v zaludku jsou tedy zplsobeny degradaci kurkuminu (Sabet el
al., 2021).

Z vysledkl tedy vyplyva, Ze kurkumin enkapsulovany ve vicendsobné
emulzi by mohl byt Iépe dostupny pro vstiebavani v GIT traktu a jevi se jako lepsi
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moznost pro ochranu kurkuminu a zvySeni jeho dostupnosti pro absorpci ve
srovnani s jednoduchou emulzi.
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Obr. 7: Stravitelnost jednoduché (Cerné sloupce) a vicenasobné emulze (bilé sloupce) po
fazi simulace traveni zaludku a Zaludku + tenkého streva

Bylo také provedeno nékolik experimentti, ve kterych byla vicendsobna emulze
vloZzena do celulozovych enterosolventnich tobolek. Vysledky experimentl
ukazaly, Ze nékteré tobolky se oteviely ihned ve fazi simulace zaludku, zatimco
jin¢ se ani po 24 hodindch simulace traveni ve stfevé nerozpustily a zistaly
neporusené, take emulze nebyla viibec uvolnéna. Cimz nemohlo dojit k absorpci
kurkuminu ptes stievni sténu. Z péti pokust byl ispéSny pouze jeden, pti kterém
se tobolka neoteviela v zaludku, ale rozpustila se az ve stfeve, v tomto piipadée
byla hodnoté stravitelnosti stanovena a vice nez 80 %. Pouziti tobolek tedy vede
ke zvySeni stravitelnosti, ovSem jejich pouziti je vhledem k nespolehlivosti
neefektivni. Alternativou by mohlo byt uzavieni emulze do celulézovych kapsli,
aby se eliminovalo pfedCasné otevirani tobolek. Tato metoda vSak nebyla
vyzkouSena kvili nedostupné technologii, ale mohla by byt pfedmétem dalSiho
zkoumani.
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5.6 Vysledky stanoveni stravitelnosti a hodnot reten¢niho
faktoru pro kurkumin pritomny v matrici kurkumového
korene po simulaci digesce

Pro ilustraci potencidlni vyuzitelnosti kurkuminu z pfirodnich surovin pfi
procesu traveni byly pouzity vzorku suseného a Cerstvého koiene. Pro stanoveni
hodnot retencnich faktorti bylo nutno nejprve stanovit obsah suSiny, popele a
samotné stravitelnosti vzorkl kotfene kurkumy.

Obsah suSiny a popela jsou znazornény v Tabulce 3. Obsah suSiny se u
praskovych vzorkli pohyboval v rozmezi 88,4-92,2 %, u Cerstvé kurkumy byla
hodnota suSiny stanovena na 16,9 %. Obsah popela byl u suSenych vzorkl
stanoven v rozmezi hodnot 5,05-8,13 %, obsah popela u Cerstvé kurkumy byl 1,34
%.

Tabulka 3 Obsah suSiny a popela vzorkli kurkumy

Kurkumin

Vzorek [Susina (%) [Popel (%) Kurkumin v nativnilv nestraveném

formé vzorku(mg/g) [podilu vzorku

(mg/g)

K1 88,4 +0,4* [8,13+0,21* 33,4 +0,1° 36,9 +0,6*

K2 02,2+02°> 16,38 +0,01> 38,4 +0,1° 30,2 +0,1°

K3 90,0 £0,2°¢ 5,05 £0,05¢ 24,1 £0,1° 33,6 +£0,6°

K4 89,4 +0,2¢ (7,84 £0,03¢ 32,8 £0,1¢ 36,2 £0,1¢

KC 16,9 +£1,2°¢ 1,34 £0,11¢ 16,95 £0,01¢ 23,3 £0,2°¢

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota + SD (n=3). Hodnoty ve sloupci
s identickym hornim pisemnym indexem se statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05),
zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil
(p<0,05).

Stravitelnost, vyjadiena jako stravitelnost susiny vzorka (DMD, %) kotene
kurkumy byla stanovena enzymaticko-gravimetrickou metodou. Vysledky jsou
uvedeny na Obr. 8. Vysledky ukazuji, Ze nejvyssi stravitelnost byla namétena u
vzorku &erstvé kurkumy (KC), a to 95,5 %. Hodnoty stravitelnosti pro suené
formy kurkumového prasku se pohybovaly od 52,9 % do 78,8 %, pficemZ nejvyssi
stravitelnost mél domaci produkt K4 pochazejici z Pakistanu. Komeréni praskove
vzorky kurkumy zakoupené v trzni siti mély nizSi stravitelnost, mezi
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52,9 a 59,6 %. Pro srovnani Kolackova et al. (2022) ve své publikaci, ktera se
zabyvala stravitelnosti riznych vzorkli Matcha ¢aje, uvadi hodnoty DMD v
rozmezi 61,2—65,8 %, zatimco ve studii, kterou publikovala Sumczynski et al.
(2016) se uvadi hodnoty DMD pro vzorky nevaiené divoké ryze v rozmezi hodnot
87,4-90,4 %.
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Obr. 8: Stravitelnost suseného a cCerstvého korene vyjadrena jako stravitelnost susiny
(%) pro ruzné formy kurkumy

Vysledky experimentu ukazuji, ze stravitelnost kurkumového prasku se
statisticky 1i§i. Cerstva kurkuma je celistvy produkt, ktery obsahuje viechny
puvodni slozky, v€etné vody a ptirodnich olejl, které by mohly napomahat pii
rozpousténi kurkuminu a tim usnadnit jeho absorpci v GIT traktu Clovéka. Dale
obsahuje vlakninu v plvodnim rigidnim stavu a dalS$i fytochemikalie, které
synergicky zvysuji jeho nutriéni hodnotu (Priyadarsini et al., 2014).
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6. Prinos pro védu a praxi

Kurkumin je zndmy svymi blahodarnymi €inky na lidsky organismus, avSak jeho
nestabilita omezuje vyuziti téchto benefitli. Tato studie se zaméfila na zlepSeni
stability kurkuminu s cilem maximalizovat jeho zdravotni Uc¢inky. Hlavnim
predmétem vyzkumu byla optimalizace metody pfipravy vicenasobnych emulzi
jako nosi¢i pro enkapsulaci kurkuminu. Byla analyzovéna stravitelnost
kurkuminu u jednoduchych a vicenasobnych emulzi, stejn€ jako u riiznych forem
kurkumy, které slouzi jako zdroj kurkuminu. Kromé toho byly analyzovéany
jednotlivé kurkuminoidy ve standardu kurkuminu.

Ptinos prekladané disertacni prace pro védu a praxi mize byt roz¢lenén do
n¢kolika bodu:

1. Byla provedena optimalizace ptipravy jednoduchych a vicenasobnych
emulzi, s cilem vytvofit stabilni matrici pro enkapsulaci kurkuminu. Z
vysledkli vyzkumu vyplynulo, Ze stabilitu vicenasobnych emulzi silné
ovliviiyje teplota piipravy i proces homogenizace. Pti teploté vyssi nez 25
°C dochazelo u emulzi k velmi rychlé separaci (v rdmci hodin nebo dni, v
zavislosti na ostatnich parametrech piipravy). Proces homogenizace
vyrazné ovlivnil stabilitu pfedeviim u jednoduché emulze. Cim vyssi
rychlosti otacek bylo pfi ptipraveé pouzito, tim stabilnéj$i emulze se podatilo
pripravit, coz souvisi s distribuci velikosti ¢astic pfipravenych emulzi. Cim
menSich ¢astic bylo dosazeno, tim vice emulze odolava destabilizacnim
mechanismim. U vicenasobné emulze probéhla SetrnéjSi homogenizace,
jelikoZ cilem nebylo vytvofit emulzi s malymi ¢asticemi, ale neporusit pii
homogenizacnim procesu obal vnitini fdze emulze. Pomér olejové a vodné
faze nema na stabilitu emulze zasadni vliv, ale méni se viskoelastické
vlastnosti pfipravenych vzorkti. Také druh pouzitého oleje ma vliv na
stabilitu emulzi, coZ zfejmé souvisi s pomérem nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin v olejich. Nejstabiln€j$i emulzi se podatilo pfipravit za
pfitomnosti kokosového oleje ve vnéjsi fazi emulze. Nami vytvorené
matrice by mohly v praxi poslouzit pro enkapsulaci dalSich bioaktivnich
latek rozpustnych v tucich, a zvysit tak jejich biologickou dostupnost v GIT.

2. Po nalezeni optimalni matrice byl do vicendsobné emulze enkapsulovan
kurkumin. Vysledky studie ukazuji, Ze se podafilo pfipravit emulze o
vynikajici stabilité, hodnota indexu krémovani byla u vSech vzorku po 15
dnech skladovani pii pokojové teploté 100 %, ¢ili nedochdzelo k zadné
separaci. Po 50 dnech skladovani neklesla hodnota nabyvaly velmi
vysokych hodnot. U vzorku tvofeného z kokosového oleje byla hodnota po
50 dnech skladovéani vice nez 90 %. NejnizS$i hodnoty enkapsulacni
ucinnosti byly zjistény pro vzorky, tvofené ze slune¢nicového oleje.
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3. Byl také studovan rozdil ve stravitelnost jednoduchych a vicenasobnych
emulzi. Z vysledki Ize odvodit, Ze vicenasobna emulze O/V/O pfi procesu
traveni bude stabilnéj$i a mize se z ni pfi procesu traveni uvolnit vyssi
koncentrace kurkuminu, které jsou poté dostupné pro procesy absorpce v
zazivacim traktu. U jednoduché emulze O/V doslo k rozpadu této emulze
jiz pti fazi simulace traveni v zaludku a degradaci kurkuminu, ktery tak
nemize byt efektivnéji vyuzit GIT traktem ¢lovéka.

4. Déle byla studovana stravitelnost praSkové kurkumy a Cerstvé kurkumy in
vitro. Z vysledkl studie vychazi, ze forma kurkumy a zptisob zpracovani
mad na stravitelnost zasadni vliv. Hodnota retence pro kurkumin
extrahovany z Cerstvého kotene kurkumy je nejnizsi. Vysledek ukazuje, ze
az 86 % kurkuminu bylo uvolnéno z matrice vzorku pii procesu traveni v
zaludku a tenkém stfevu a je tak teoreticky dostupnych pro absorpci v
zazivacim traktu. U komer¢né dostupnych praskovych vzorka se hodnota
retence pohybovala v rozmezi 37-57 %.

5. Tato prace take vyznamné piispiva k rozSifeni vyuZiti modulovane
diferencni skenovaci kalorimetrie v potravinarském pramyslu. Diky
schopnosti této metody rozdélit tepelny tok na reverzibilni a nereverzibilni
sloZky bylo zjisténo, Ze je mozné rozloZit pik tani kurkuminu (detekovany
pii 172 °C) na jednotlivé kurkuminoidy. Mnozstvi jednotlivych
kurkuminoidii ve vzorku bylo ureno pomoci hodnoty entalpie, coz
umoznilo vypocitat jejich procentudlni zastoupeni. Tato metoda dosud
nebyla v potravindfském pramyslu pro takové typy analyz pouZita.
Vysledky této prace mohou slouzit jako zdklad pro dals$i vyzkum v této
oblasti a oteviraji nové moznosti pro piesnéjsi charakterizaci urcitého typu
latek.
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7. Zavér

Ptredkladana disertacni prace si kladla za cil optimalizovat ptipravu vicenasobnych
emulzi s enkapsulovanym kurkuminem a dikladné posoudili vliv klicovych
procesnich parametrti, jako jsou teplota pfipravy a aplikace vysokorychlostni
homogenizace, a také surovinové skladby na jejich funk¢ni vlastnosti. Prace byla
zamétfena na vyrobu modelovych vzorkl vicenasobnych emulzi, pfi¢emz jsme
zkoumali rtizné oleje (olivovy, slunecnicovy, dynovy, Inény a kokosovy) ve vné;si
fazi emulzi. Pro charakterizaci vlastnosti jednotlivych emulzi byly zkoumany
jejich fyzikalné-chemické parametry (index krémovani, stabilita emulze,
mrznouci bod, enkapsulacni UCinnost, reologické vlastnosti) a byla provedena
vizualizace emulzi pomoci konfokalni laserové mikroskopie. Dllezitym aspektem
naSeho vyzkumu byla také studie stravitelnosti jednoduchych i1 vicenasobnych
emulzi in vitro, simulujici traveni v Zaludku a tenkém stfev€, a analyza
stravitelnosti kurkumy v rliznych formach (praSkova forma a Cerstvy koten).
Metody modulované diferenéni skenovaci kalorimetrie a vysokoUc¢inné
kapalinové chromatografie nadm umoZnily detailné¢ analyzovat jednotlivé
kurkuminoidy ve vzorcich kurkuminu.

Z vysledkl vyplyva, Ze stabilita vicendsobnych emulzi je siln¢ zavisla na
teploté ptipravy a procesu homogenizace. Vliv poméru olejové a vodné faze na
stabilitu emulzi je minimalni, avSak tyto parametry ovliviuji viskoelastické
vlastnosti emulzi. Typ pouzitého oleje mé vyznamny dopad na stabilitu emulzi,
coZ je spojeno s obsahem nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin v
jednotlivych olejich. Dulezité je také zjiSténi, ze stravitelnost kurkuminu v
jednoduchych a vicendsobnych emulzich je vyrazné odlisna. Jednoduché emulze
se rychle rozpadaji v zalude¢nich stavach a dochazi k degradaci kurkuminu,
naopak vicendsobné emulze poskytuji lepsi ochranu pied degradaci a umoziuji
postupné uvoliovani kurkuminu v tenkém stievé. Vysledky naseho vyzkumu
naznacuji, ze forma a zplsob zpracovani kurkumy maji zasadni vliv na jeji
stravitelnost a biologickou dostupnost. Tyto poznatky poskytuji cenné informace
pro dalsi vyzkum v oblasti vicendsobnych emulzi jako nosi¢t kurkuminu v
potravinaiském pramyslu.
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BL
CLSM
CPI
DE
DMD
DSC
ESI
GIT
HLB
HPLC
LbL
MDSC
o/v
O/V/O
PAL
PE

VF
Wfs

bioaktivni latky

konfokalni laserova mikroskopie

index krémovani

vicenasobnd emulze

stravitelnost vztazend na suSinu vzorku
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

index stability emulze

gastrointestinalni trakt
hydrofilng-lipofilni rovnovaha
vysokoucinna kapalinova chromatografie
technika vrstva po vrstveé

modulovana diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
olej/voda

olej/voda/olej

povrchové aktivni latky

Pickeringovi emulze

retenéni faktor

vnitini faze

index mrznouci vody
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13. P¥ilohy

Priloha A: Podminky optimalizace

Tabulka 1 Optimaliza¢ni metoda pro jednoduchou emulzi

Faktor |Faktor X;|Faktor X3|Y1 Y, (ESI
Béh |X; olej|teplota Homogenizace | (CPIzo, %) ’
(ml) ) (RPM) %)

1 17,5 (0) 47,5 (0) 20000 (0) 25 27,3 +0,4
2 5(-1) 25 (-1) 15000 (-1) 90 91,0 £1,4
3 17,5 (0) |47,5(0) 20000 (0) 25 27,4 +0,2
4 17,5(0) |15 (-0) 20000 (0) 95 89,0 +1.,4
5 5(-1) 25 (-1) 25000 (+1) 100 99,0 +1.4
6 30(+1) |70 (+1) 15000 (-1) 10 0,0 +0,0
7 17,5 (0) |47,5(0) 20000 (0) 25 25,8 1,1
8 17,5 (0) 47,5 (0) 20000 (0) 25 29,3 +1,1
9 17,5 (0) |47,5(0) 20000 (0) 25 27,3 +0,4
10 17,5 (0) |47,5(0) 20000 (0) 25 27,4 +0,2
11 30(+1) |25(-1) 15000 (-1) 50 89,8 +0,4
12 17,5 (0) |47,5(0) 28000 (+a) 32 34,5 +0,7
13 2 (-a) 47,5 (0) 20000 (0) 50 35,0+0,3
14 30 (+1) |70 (+1) 25000 (+1) 0 0,0 £0,0
15 30 (+1) |25(-1) 25000 (+1) 95 95,9 +0,1
16 17,5 (0) |47,5(0) 11591 (-a) 31 20,0 £0,7
17 5(-1) 70 (+1) 15000 (-1) 5 9,6 £0,5
18 17,5(0) (85,3 (+a) |20000 (0) 0 0,0 +0,0
19 5(-1) 70 (+1) 25000 (-1) 8 5,1 +£0,1
20 38 (+a) [47,5(0) 20000 (0) 28 21,5 +0,7
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Tabulka 2 Optimaliza¢ni metoda pro vicendsobnou emulzi

Faktor |Faktor X:|Faktor X3|Y1
Béh | X1 olej | Emulgéator |Homogenizace | (CPlIso, | Y2 (ESI, %)

(ml) (ml) (RPM) %)
1 50(0) (0,55(0) 6500 (0) 95 90,3 +0.,4
2 70 (+1) 0,1 (-1) 12000 (+1) 40 45,2 +0,1
3 30(-1) (0,1 (-1) 12000 (+1) 0 45,4 +£0,2
4 30(-1) [1(+D) 1000 (-1) 95 49,8 +£0,4
5 70 (+1) (0,1 (-1) 1000 (-1) 90 14,8 +0.4
6 50(0) (0,55(0) 6500 (0) 90 95,3 +0.,4
7 50(0) (0,55(0) 6500 (0) 100 95,5 +0,7
8 50(0) (0,55(0) 6500 (0) 90 95,2 £0,5
9 50(0) (0,55(0) 15 000 (+a) 85 100,0 £0,0
10 [50(0) [0,55(0) 0 (-a) 85 0,0 £0,0
11 [30(-1) |1(+1) 12000 100 99,9 0,1
12 |70 (+1) |1 (+1) 1000 (-1) 15 50,6 +0,8
13 |70 (+1) |1 (+1) 12000 (+1) 0 99,3 +1,1
14 |16 (-a) [0,55(0) 6500 (0) 30 95,3 +0.4
15 |30(-1) |0,1(-1) 1000 (-1) 15 15,3 £0,4
16 |85 (+a) [0,55(0) 6500 (0) 100 80,8 £1,1
17 150(0) |1,3 (+a) 6500 (0) 95 99,0 +1,4
18 [50(0) |0 (-a) 6500 (0) 90 0,0 £0,0
19 [50(0) (0,55(0) 6500 (0) 95 90,5 +0,7
20 [50(0) (0,55(0) 6500 (0) 95 90,8 +0,4
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