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ABSTRAKT

Hlavnym cielom bakalarskej prace bolo stidium obsahu aktivnych latok a antioxidaénych
ucinkov vypestovanych mikrorias. Porovnali sme vysledky s komerénou riasou, ktora je volne
dostupna na trhu. V teoretickej Casti bola zhrnuta problematika vyuZzitia metabolitov rias
v kozmetike a struéna charakteristika pouzitych metdd pri ich testovani.

V experimentalnej Casti boli charakterizované 3 typy extraktov (vodné, alkoholové
aolejové) zo 4 druhov rias =z hladiska obsahu celkovych polyfenolov, flavonoidov
a antioxida€nej aktivity. Najviac aktivnych latok obsahovali prave olejové extrakty.

VSetky extrakty boli enkapsulované do lipozomov. Priemerna velkost nanocastic
sa pohybovala okolo 200 az 300 nm. Castice boli dostatoéné stabilné aj z hladiska dlhodobe;j
stability. Najvacsi pokles bol zaznamenany pri olejovom extrakte vypestovanej riasy Chlorella
vulgaris. Olejové lipozémy boli podrobené MTT testu cytotoxicity na bunkovej kultire HaCat.
Na zaver bolo navrhnuté mozné pouzitie pripravenych lipozomov v anti-aging kozmetickom
priemysle.

KLUCOVE SLOVA
Riasy, sinice, kozmetika, biomasa, extrakty, lipozémy, enkapsulacia, emulzia, antioxidanty



ABSTRACT

The bachelor thesis is dedicated to the study of active substances and antioxidant effects
of cultivated microalgae. We compared the results with a commercial alga that is freely
available. In the theoretical part we focused on description of algal metabolites in cosmetics
and a brief description of the methods used in their testing.

In the experimental part there were analyzed three types of extracts (aqueous, alcohol and
oil) from 4 species of algae. It is mainly the content of polyphenols, flavonoids and antioxidant
activity that is determined. According to the results, the highest content of active substances
was found in oil extracts.

All extracts were encapsulated into liposomes. The average size of the nanoparticles was
in range of 200 nm to 300 nm. The particles were stable enough also for long-term stability.
The largest decrease was observed in the oil extract of the cultivated algae Chlorella vulgaris.
The cytotoxicity of oil extracts was realized by MTT test on human cell cultures HaCaT. Finally,
we concluded that the prepared liposomal particles could be used for anti-aging cosmetics.

KEYWORDS
Algae, cyanobacteria, cosmetics, biomass, extracts, liposomes, encapsulation, emulsion,
antioxidant
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1 UvoD

Nedavno sa zvysil zaujem o prirodné ucinné latky ako alternativy k syntetickym latkam. Hoci
tieto zlu€eniny Casto vykazuju niZSiu aktivitu, su netoxické [1]. To znamena, Ze existuje potreba
vyviniut nové a bezpecné produkty biologického pévodu s vlastnostami podobnymi
syntetickym. Tieto prirodné zlu€eniny sa nachadzaju v extraktoch rias.

Morské riasy produkuju obrovské spektrum sekundarnych metabolitov, biologicky aktivnych
latok, pretoze Zziju v nepriaznivom prostredi, ale nie su fotodynamicky poskodené, pretoze
syntetizuju ochranné zlozky. Biomasa rias obsahuje vela hodnotnych latok: mineraly, vitaminy
(A, B, C, E), aminokyseliny, polysacharidy, polyfenolické zlu€eniny, terpény a lipidy. Mnohé
z tychto bioaktivnych zloziek sa mobzu extrahovat, aby sa dosiahli antioxidacné,
protizapalové a antimikrobialne ucinky. Kedze dopyt po riasach prevySuje v su€asnej dobe
zasoby, viac nez 90% rias ziskavame priemyselnou kultivaciou. V kozmetickych pripravkoch
z mikrorias sa zacina pouzivat najma sinica Arthrospira a zelena riasa Chlorella [1], [2], [3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Riasy a mikroriasy

Riasy (Algae) a mikroriasy vdaka obsahu réznych antioxidantov, antimikrobialnych
a protizapalovych biologickych latok menia kozmeticky trh. Jednym takymto bioaktivhym
energetickym balickom je Chlorella. Je to sladkovodna mikroriasa s inherentne vy3Sim
antioxidaCnym potencialom [4]. Riasy predstavuju skupinu velmi réznorodnych sladkovodnych
aj morskych organizmov, do ktorych je zahrnutych 32 260 druhov. A dalSich 28 500 ¢aka
na popis. Riasy maju nejednotnu stavbu bunky, obsah farbiv a chlorofylov v plastidoch,
¢o dokazuje ich réznorodost. Zaradujeme ich medzi prokaryotické aj eukaryotné organizmy.
Riasy su autotrofné, jednobunkové aj mnohobunkové nizSie rastliny [2], [5], [7]. Pri riasach
pozorujeme velku réznorodost, ich velkost sa pohybuje od pikoplaktonu (0,2-2,0 um
v priemere) az po dizku 60 metrov. Velké odlidnosti vidime rovnako aj na urovni bunkove;
Struktary, morfolégie zasobnych polysacharidov a pigmentov pre fotosyntézu [7].

2.2 Kilasifikacia rias
AktualnejSie triedenie rias uz reSpektuje jednotlivé vyvojové vetvy. Oddelenia su roztriedené
podla typu chlorofylov, pigmentov alebo pritomnosti pyrenoidu.
1. Rhodophyta (Cervené riasy)
2. Heterokontophyta (Chromophyta)
a. Chrysophyceae (Zltohnedé riasy, chrysomonady)
b. Xanthophyceae (Zltozelené riasy)
c. Bacillariophyceae (rozsievky)
d. Phaeophyceae (hnedé riasy, chlauhy)
e. Raphidophyceae (chloromonady)
Haptophyta
Eustigmatophyta
Cryptophyta (kryptomonady)
Dinophyta (panciernatky)
Euglenophyta (krésnoocka)
Chlorophyta (zelené riasy)
a. Prasinophyceae
b. Chlorophyceae (vlastné zelené riasy)
c. Conjugatophyceae
d. Charophyceae [5]

©NOo O~ W

2.2.1 Chlorophyta (zelené riasy)

Tu zaradujeme jednobunkové organizmy (Chlorella) rovnako ako organizmy, ktoré tvoria
kolénie (Scenedesmus), jednoduché viakna (Ulothrix) alebo rozvetvené vliakna (Cladophota)
Ci pletivové stielky (morsky Salat Ulvalactuca) [7]. Zelené riasy oddelenia Chlorophyta maju
vacsinou haploidny Zivotny cyklus, kedy jedinou diploidnou bunkou je zygota. Meiéza prebieha
po kli¢eni zygoty. Nepohlavné rozmnozovanie zaistuje jednobunkové a spravidla jednojaderné
rozmnozovanie bunky [2].

Chloroplasty zachytavaju energiu slne€ného svetla v molekulach chlorofylu a vyuZzivaju
ju k vyrobe energeticky bohatych molekul sacharidov. Pri tomto procese sa uvolfiuje kyslik ako
vedlajsi produkt a rovnako ako mitochondrie obsahuju viastni DNA. Chloroplasty u rias tvoria
skupinu biochemicky a funk&ne odliSnych fotosyntetickych pigmentov a z nich najddlezitejsi
je chlorofyl. DalSou vyznamnou zlozkou fotosyntetickych pigmentov st karoteinoidy,
Co su Cervene, oranzové a Zlté pigmenty. Rozdefujeme ich do dvoch skupin. Prvou su
karotény a druhou xantofyly. Ich su€astou su antény, ktoré absorbuju Ziarenie v rozsiahlejSej



Skale ako chlorofyly. Tymto spésobom je zabezpeceny zvySeny prisun fotdbnov potrebnych
na fotosyntézu [2], [8].

Novou oblastou zaujmu su velkoobjemové kultiry mikrorias. Vyznamné miesto
v biotechnologii mikrorias ma Arthrospira a Chlorella [2].

2.2.1.1 Chlorella

Medzi najhodnotnejSie druhy povazujeme Chlorellu pyrenoidosa a vulgaris. Prvykrat bola
objavena na konci 19. storo€ia pod mikroskopom holandského vedca Martinusa Beijernicka
[9]. Je to jednobunkova sladkovodna riasa. Ak ma zabezpeéené priaznivé podmienky akymi
su Cista filtrovana voda, slne¢né Ziarenie, mnozi sa az neuveritelne rychlo. Chlorella je naozaj
velmi bohata na molekuly ,mladosti“, Cize hlavne na antioxidanty. Obsahuje vela B vitaminov
ako napriklad B12 a tym zvySuje odolnost voci stresu [9], [10]. Esencialne aminokyseliny, ktoré
sa nachadzaju v tejto riase, su fenylalanin (2,8%), izoleucin (2,3%), leucin (4,7%), lyzin
(3,1%), metionin (1,3%), treonin (2,4%), tryptofan (0,5%), valin (3,2%). Neesencialne su alanin
(4,3%), arginin (3,3%), glycin (3,1%), prolin (2,5%), serin (2,0%) a iné [11].

v
ok
He

Obrazok 1. Chlorella saccharophila

2.3 Sinice

Sinice (Cyanobacteria) su prokaryotické organizmy, jednobunkové alebo vlaknité. Numericky
su tieto organizmy najviac zastupené v oceanskom ekosystéme. Pigmenty, ktoré najdeme
v cyanobaktériach su chlorofyl, fykocyanin (modry), fykoerytrin (Cerveny), allofykocyanin
(modrofialovy) a karotenoidy. Niektoré sinice obsahuju aj plynové vezikuly, ktoré sluzia
na regulaciu vztlaku a tylakoidy su uloZzené volne v cytoplazme. Reprodukcia prebieha
nepohlavne, jednoduchym rozdelenim buniek, fragmentaciou kolénie alebo vldknami.
Zaujimavostou je, Ze su schopné fixovat’ dusik, ale nie v heterocykloch [2], [6].

2.3.1 Arthrospira (Spirulina)

Arthrospira (Spirulina) je vlaknita sinica, ktora sa zvykne nazyvat’ aj modro—zelena riasa. Je to
z dbévodu jej vyrazného sfarbenia. Bunky v sebe maju velké mnozstvo ribozémov, kde
dochadza k syntéze bielkovin. Toto je tiez dévod, preCo obsahuje tak vysoké mnoZstvo
proteinov. Zastupenie aminokyselin je nasledujuce. Esencialne aminokyseliny ako fenylalanin
(3,98%), izoleucin (4,5%), leucin (5,8%), lyzin (4 %), metionin (2,2%), tryptofan (1,1%), valin
(6 %). Neesencialne alanin (5,8%), arginin (6%), cystein (0,7%), glycin (3,5%), tyrozin (4,6%).
Uvedeny tyrozin napriklad spomaluje starnutie buniek [2], [10].
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Obrazok 2. Arthrospira (10. den), fluorescencny mikroskop, zvdésenie 100x

2.4  Princip kultivacie mikrorias

Teoreticky by sa podmienky kultivacie mali v ¢o najvacsej miere podobat prirodzenému
prostrediu rias. Kym v prirodzenom prostredi museli tieto organizmy celit nehostinnym
podmienkam, po izolacii od prirodzeného prostredia su kmene udrziavané vo velkej miere
v umelych podmienkach s presnymi zloZzeniami médii, mnoZstva svetla a teploty [6], [12]. Pre
striktne autotrofné riasy je pre rast potrebny len oxid uhliity, voda, Ziviny a stopové prvky.
Prostrednictvom fotosyntézy je riasa schopna syntetizovat vSetky biochemické zliceniny
potrebné na rast. Pri fototrofnej kultivacii mikrorias vyuzivame dva druhy svetla — prirodzedé
(sInko) a umelé. Sice je sIne¢na energia zdarma, ale je zavisla na dennom cykle, ro€nom
obdobi a lokalite. Zakladom kultivacie je cirkulacia ¢i mieSanie kultar, aby nedochadzalo
k usadzovaniu. Bunky su tak neustale vystavené svetlu a je zaisteny dostatocny prisun zivin
(najmé dusik a fosfor). Dasim dévodom miesania je regulacia teploty (25-35 °C ) a vymena
CO; ako zdroj uhlika a kyslika vzniknutého fotosyntézou. Pri hustom pestovani kultur
je kla€ovym bodom prisun oxidu uhli¢itého zo vzduchu (< 0,04 ppm), pretoze jeho koncetracia
je o rad nizZSia. Biologickda kontaminacia kultur Ccistych rias inymi eukaryotickymi
a prokaryotickymi organizmami vo vacsSine pripadov znehodnocuje experimentalnu pracu
a moze viest k zaniku pozadovanych druhov rias [12].

2.4.1 Kultivacia biomasy
V praxi je velmi tazké ziskat Cisté (axenické) kultury. Ak sa v kulture objavia biologické
kontaminanty, najlepSim liekom je izolovat’ jednu bunku z kultary mikropipetou a pokusit
sa vytvorit novu Cistu kulturu. V skuto€nosti neexistuje Ziadny spdsob ako dokazat, Ze kultura
mikroorganizmov je Uplne axenicka [6]. V praxi teda axenicka zvyCajne znamena bez
preukazatefnych neziaducich prokaryotickych alebo eukaryotickych organizmov.

2.4.1.1 Teplota
Teplotu uréime tak, aby sa €o najviac podobala tej, pri ktorej boli organizmy izolované
v ich prirodzenom prostredi. NajcastejSie volime teplotu 18-20 °C. Teploty nizSie ako 16 °C
spomaluju rast, zatial ¢o hodnoty vysSie ako 35 °C m6zu mat letalne nasledky [12].

2.4.1.2 Svetlo
Prilis vysoka intenzita svetla mdze viest k fotoinhibicii. Naj¢astejSie pouzivané intenzity svetla
zodpovedaju priblizne 5 az 10 % pIného denného svetla. V praxi nastavujeme fotoperiodu
na €as svetla/tmy [6], [13].

2.4.1.3 Rozsah pH
Vacsinou pre riasy volime optimalne pH v rozmedzi 7— 9. Niektoré druhy naopak Ziju v kyslom
prostredi. Arthrospira sa pestuje v slanych alebo sladkych vodach s vysokou hodnotou pH (pH
v rozmedzi 8 az 11). Pre iné organizmy moze byt tato hodnota pH smrtefna [14].
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2.4.1.4 Salinita
Bola zistena velka tolerancia morskych rias voci zmene salinity. Vaésina kmenov rastie
pri slanosti mierne nizSej nez je ich prirodzené prostredie. Napriklad riasa Dunaliella je velmi
vyznamna riasa z biotechnologického hladiska, lebo sa pestuje pri 1-4M NaCl [6], [12].

2.4.2 Otvorené kultivaéné systémy

Mézu to byt prirodné alebo umelé nadrze, kde maju kultary priamy kontakt s prostredim,
v ktorom sa nachadzaju. Oproti uzavretym systémom su jednoduchSie a nenaroéné na cenu
a obsluhu. MieSanie je sprostredkované pomocou cerpadla s rotujucimi ramenami,
lopatkovymi  kolami alebo prebublavanim vzduchu. Su pestované pri nizkej
koncentracii, 0,5 az 1g biomasy na liter, Comu odpoveda aj nizka produktivita. Tuto volbu
kultivacie pouzivame pre rychlo rastice mikroriasy ako su Arthrospira, Dunaliella, Chlorella
a Nannochloropsis alebo $pecifické kmene (vysoka salinita média) [12].

2.4.3 Uzavreté systémy — fotobioreaktory

Fotobioreaktory su alternativou na vyrobu velkého mnozstva mikrobialnej biomasy. Termin
Jfotobioreaktor" sa pouziva na oznacenie uzavretych systémov, ktoré neumozniujua priamu
vymenu plynov alebo kontaminantov s atmosférou. Je mozné lepSie kontrolovat’ parametre
kultary, ako su pH, kyslik, koncentracia oxidu uhli¢itého ateplota. Dva z najvacésSich
komerénych systémov, ktoré su v sucCasnosti v prevadzke, predstavuje zavod v Kldtze
v Nemecku na vyrobu biomasy Chlorella a zavod Algatechnologies v Izraeli na vyrobu biomasy
Haematococcus [6].

2.5 Vyuzitie metabolitov rias a sinic v kozmetike

Kozmeticky priemysel vyuziva velké mnozstvo mikroskopickych rias.
Aminokyseliny a nukleové kyseliny hydratuju pokozku, vitamin E a karotenoidy pésobia ako
antioxidanty. Takisto lipidy sa vyuzivaju v anti-aging kozmetike a podporuju regeneraciu
tkaniva [12].

2.5.1 Fotosyntetické pigmenty rias a mikrorias

Chlorofyl a povazujeme za najdélezitejSi fotosynteticky pigment vSetkych rias. V prevaznej
vacsine rias je chlorofyl a jedinym pigmentom v tylakoidoch. V ostatnych skupinach najdeme
chlorofyly dva, velmi vzacne aj tri. Napriklad panciernatky alebo obrnenky maju chlorofyly a,
chlorofyl ¢ [2]. Karotenoidy zaradujeme medzi prekurzory vitaminu A. Dokazu eliminovat vplyv
volnych radikalov a to daka svojim silnym antioxidagnym uginkom. Dalej Giastoéne absorbuju
v UV oblasti Ziarenia a chrania naSu pokozku pred Skodlivymi uCinkami UV Ziarenia.
VSetky karotenoidy sluzia ako bezné a zdraviu bezpecné farbiva v kozmetickom priemysle.
Medzi najddlezitejSie karotenoidné pigmenty zaradujeme [-karotén, astaxantin a lutein [15].

2.5.1.1 Chlorofyl

Jeho vyskyt zaznamenavame v Styroch formach. Oznacujeme ich jako chlorofyl a,b,c,d. Tieto
chlorofyly su zelené pigmenty ulozené v tylakoidoch. Chlororfyl, ktory najdeme u rias
rozliSujeme na dva typy A (zelemodry) a B (Zltozeleny). Molekula chlorofylu obsahuje
porfyrinovy kruh s centradlne umiestnenym atémom horciku. Obsah chlorofylu je vy3Si ako
najdeme napriklad v zelenych listoch Lucerny, okolo 5%, arovnako aj jeho ziskanie
je jednoduchsie, pretoze riasy neobsahuju pletiva a iné organy pritomné u vysSich rastlin.
Mednaté derivaty chlorofylu nazyvane chlorofyliny. Dnes sa pouzivaju ako zelené farbivo
v kozmetickom priemysle, kde ich vyznam vo forme prirodného aditiva stale rastie. V tejto
oblasti sa otvaraju velké moznosti pre produkciu prirodného chlorofylu a/b izolovaného
z mikrorias, pretoZe ho obsahuju dvakrat viac v porovnani s vy8Simi rastlinami [2], [15], [16],
[17].
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2.5.1.2 B-karotén
Chemicka Struktura B—karoténu mikrorias je zlozena najma z all-trans a 9—cis izomérov. Ide
o polyenovy tetraterpén s 40 atdbmami uhlika. Najviac je zastipeny v mikroriase Dunaliella,
ktora akumuluje az 12 % B—karoténu [15].

2.5.1.3 Lutein
Pouziva sa v potravinarskom priemysle ako farbivo pre kimne doplnkové latky a prevenciu
rakoviny [18]. Chemicku Strukturu luteinu  tvori polyenovy retazec, ktory je zhodny
s B— karoténom, a dve hydroxylové skupiny na koncovych cykloch. Medzi zastupcov
zaradujeme rod Chlorella, Scenedesmus alebo Muriellopsis [15].

2.5.2 Lipidy
Produktivita lipidov pri mikroriasach je niekolkonasobne vacsia ako pri rastlinnych olejoch.
Tuto skupinu tvoria fosfolipidy, glykolipidy, nasytené a nenasytené mastné kyseliny. Skupina
rias Dunaliella, Chlorella a Arthrospira je z hladiska vysokej koncentracie lipidov
najvyznamnejSia [18]. Mikroriasy dokazu akumulovat velké mnozstvo lipidov, ¢o sa vyuZiva
na vyrobu bionafty pomocou transesterifikacie [19].

2.5.3 Vitaminy
Cez ludsku kozu penetruju iba lipofilné vitaminy, kym vitaminy rozpustné vo vode maiju tato
transdermalnu cestu uzavretd. Morské mikroriasy moézu byt vyuzZivané na pokrytie potrieb
vitaminu A, C, B2, B12 aB16 [20]. Vitamin C pouZivame ako antioxidant pre vodnu fazu
a zaroven sluZi ako vychytavac volnych radikalov [22].

2.5.3.1 Vitamin E
Vitamin E sa povazuje za ucinny antioxidant. Antioxidacny mechanizmus tokoferolov
je CiastoCne spbsobeny hydroxylovou skupinou v chromanolovom kruhu poskytujuci atdm
vodika, aby sa znizili volné radikaly [21].

2.5.3.2 Vitamin B2
Riboflavin (vitamin B2) je velmi ddlezity pre flavonoidové enzymy. Podporuje stalu regeneraciu
epidermis a normalny vyvoj vlasovych folikulov [22].

2.5.3.3 Vitamin B5
Jeho vyhodou je, Ze sa ho nembézeme predavkovat. VyuZitie najde v pripravkoch
na opalovanie alebo tiez ako pletova voda &i denné krémy a ruze.

2.5.4 Polysacharidy
Vdaka dispergacnym ucinkom a vysokému hydrataénému potencialu najdeme ich vyuzitie
v kozmetickom priemysle. Beta-1,3-glukany su druhou najddlezitejSou latkou obsiahnutou
v zelenej riase Chlorella, ktora stimuluje cytokiny a zastavuje rast rakovinovych buniek in vivo
[15]. Sulfatové polysacharidy v stenach mikrorias vykazuju antioxidaénu aktivitu a dalej
ich farmaceuticky priemysel pouziva ako protizapalové a antivirusové latky [18].

2.5.5 Proteiny

Proteiny obsiahnuté v mikroriasach maju velky potencial byt alternativnym zdrojom bielkovin,
pretoZze obsahuju vSetky zékladné aminokyseliny [23]. Svoj vyznam maju ako hydratacné
Cinidla vo vlasovej kozmetike. Okrem zakladnej nutriCnej hodnoty tieto proteiny pritahuju
pozornost pre schopnost tvorby gélov, peny apre antikoagulaéné, antimikrobialne,
antioxidacné vlastnosti. Niektoré sa mézu viazat na receptory na povrchu buniek a zvySovat
tym vstrebatelnost vapniku. Tieto Stepy sa pouzivaju pri lieCbe osteopérozy a Pagetovej
choroby, ale vyuzitie nasli aj v kozmetike [22], [23].
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2.6 Pletova omladzujuca kozmetika

Mikroriasy vdaka obsahu rdéznych antioxidantov, antimikrobialnych a protizapalovych
biologickych latok menia kozmeticky trh. SuCasna situacia vykazuje stale vySSi dopyt
po omladzujucej ,anti-aging“ kozmetike. Starnutie pokozKky je spojené so znizenym pocétom
Langerhansovych buniek a Ti-lymfocytov, perivaskularnych mastocytov a zmenSenim
kapacity cievnych pleteni v papilach koria [24]. Karotenoidy su hlavnymi aktivnymi zlozkami
medzi zlozkami s ,anti-aging“ alebo omladzujucimi vlastnostami. 3-karotén prevySuje tuto
rodinu pigmentov a ma vynikajucu schopnost zabranit tvorbe reaktivnych foriem kyslika.
Dunaliella salina je schopna produkovat viac ako 10% [-karoténu a pouZiva sa preto
vo viacerych kozmetickych pripravkoch [4], [22], [24].

2.6.1 Pomocné latky

Pre neutralizaciu prirodzenych pachov zakladnych surovin a ucinnych latok sa pouziva
nevyrazna parfumacia. V zadujme zachovania mikrobialnej Cistoty je v priebehu celej doby
pouzitelnosti (1—3 roky) velmi dblezité, a to najma pre produkty s vodnou fazou, inkorporovat
latky s antimikrobialnym a teda konzervacnym u&inkom. Pre zachovanie stability produktov
lipidovej povahy a na odstranenie neZiaducej oxidacie sa pouzivaju antioxidanty
ako p— karotén, a—tokoferol a vitamin C. Pri vyrobe emulznych masti a krémov sa pre lepSiu
mieSatelnost’ jednotlivych zloziek a naslednu roztieratelnost a vstrebatelnost pridavaju
emulgatory [22].

2.7 Lipozémy v kozmetike

S prichodom nanotechnoldgii sa lipozémy prvykrat pripravili v 50. rokoch minulého storodia
[20]. Lipozdmy su duté gulovité utvary, ktoré su na povrchu ohraniCené dvojlamelarnou
membranou. Lipoidné Struktury s dvoma vrstvami odpovedaju principu biologickych membran.
Velkost lipozdmov je v rozmedzi 30 az 1000 nm [25]. Su to mikroskopické agregaty molekul
lipidov, ktoré su dispergované v hydrofilnom rozpustadle. V kozmetike sa zameriava vyvoj
na lipozomalne emulzie obsahujuce biologicky uc¢inné latky, a to Zzivo€iSnej aj rastlinnej povahy
ako napriklad kyselina hyaluronova, vitaminy a ochranné UV faktory. Pri kontakte epidermis
sa rozpadaju a uvolfiuju ucinné latky po preniknuti do povrchovych Struktur epidermis uéinné
latky, ktoré d'alej prestupuju do ciev. Novu aplikacna formu, ktora je ale obdobnou lipozémom,
predstavila na trh firma L Oreal. Patent predstavuje oleozomy, €o su olejové mikrokvapocky,
v ktorych procesom homogenizacie su pod vysokym tlakom uzavreté lipoidné latky. Tieto
emulzné systémy alebo aj “balms” (balzamy) sa liSia od lipozdmov tym, Ze ich obalové
Struktury neobsahuju Ziadne povrchovo aktivne latky [24], [25].

2.7.1 Fosfolipidy
Fosfolipidy maju Cast molekuly polarnu (,hydrofilna hlavicka®) a druhu &ast nepolarnu
(,hydrofébny chvost®). Typickym prikladom je Struktura 1,2-diacyl-fosfatidylcholinu alebo tiez
lecitinu. S rastucou dizkou retazca nepoléarnej &asti, mastnych kyselin, prudko klesa aj kriticka
micelarna koncentracia (CMC). Samovolna organizécia fosfolipidov do Struktury lipozomov
prebieha len pri teplote vys$Sej ako je teplota fazového prechodu T [24], [25].

2.7.2 Priprava lipozomov
Z dévodu lepSej priepustnosti a pevnosti lipozdmov sa pripravuju zo zmesi fosfolipidov
a cholesterolu. Pomer je zavisly na enkapsulacnej uc€innosti pozadovanych Castic ale obvykle
su to fosfolipidy a chlesterol v pomere 3:1 az 1:1. Hydrofilné zlu€eniny sa enkapsuluju
do vodnej Casti Struktiry lipozomu a hydrofébne molekuly sa zabuduju do Struktury lipidovej
dvojvrstvy. Rozoznavame pripravu pomocou sonifikacie, hydratacie fosfolipidového filmu,
dehydrataciou alebo injek&nym vstrekovanim [25].
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> Hydrofilné latky

' o Lipozomalne membrany

Obrazok 3. Lokalizacia ucinnych latok v lipozomoch

2.7.3 Metoda DLS
Dynamic lights cattering (DLS) alebo tiez dynamicky rozptyl svetla je metéda, ktora sluzi
k stanoveniu velkosti ¢astic v disperznych sustavach. Zdrojom rozptyleného svetla su ¢astice,
ktoré sa pohybuju na principe Brownovho pohybu. Malé €astice sa pohybuju rychlejSie ako
velké.

2.7.3.1 Stanovenie zeta potencialu
Zeta potencial sa pocita z rychlosti pohybu €astic v elektrickom poli. Ak je hodnota zeta
potencialu v rozmedzi 25 az 25 mV, tak tato sustava nie je stabilna, pretoZze Castice nemaiju
dostato¢né velky naboj, aby sa odpudzovali. Ak sa zeta potencial blizi k nule, méze dojst
ku zhlukovaniu Castic, pretoze pritazlivé sily prevladaju nad odpudivymi [25], [26], [27].

2.7.4 Enkapsulacia aktivnych latok
Je to proces, kedy uzavrieme latku (bioaktivna zlozka) dovnutra inej latky, kde je chranena
pred fyzikalnou bariérou, a ktora uvolfiuje svoj obsah v $pecifickych podmienkach. Castice
maju vacsinou priemer od niekolkych nm do niekolko mm. Jeden z najddlezitejSich dbvodov
enkapsulacie je vytvorenie zvySenej stability [25], [26].

2.7.5 MTT test - analyza cytotoxicity
Test MTT sa Casto pouziva na meranie proliferacie buniek a na skrining protirakovinovych
lieGiv. ZItu tetrazolinovi sol MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
Zivé bunky redukuju na nerozpustny fialovy produkt. MTT je vo vode rozpustna a na fialovy
formazan sa premiefia rozStiepenim tetrazolinového kruhu vnuatri mitochondrii. Vysledky
vyhodnocujeme pomocou ELISA metddy (spektofotometer) a vykazuju vysoky stupen
presnosti [28], [29].

2.8 Kozmeticky zaklad (vehikulum)

NajpouzivanejSie zaklady pre vyrobu dermatologickych vyrobkov su mastovej povahy. Podla
mieSatelnosti s vodou ich delime na hydrofilné, ktoré sa s vodou miesaju v rbznom pomere,
a hydrofdébne, ktoré sa mieSaju s vodou obmedzene alebo vébec [24].

2.8.1 Emulzie
Vacsina emulzii sa sklada z vodnej fazy, kde sa rozpustia hydrofilné latky a z olejovej fazy,
v ktorej sa rozpustia “mastné” alebo hydrofébne latky. Nasledne je jedna kvapalina alebo faza
jemne rozptylena v druhej. Okrem toho obsahuju aj emulgatory, ktoré zabezpecia to, aby
sa fazy neoddelili, a teda zniZuju povrchové napatie medzi oboma fazami. M6zu obsahovat
aj stabilizatory, ktoré zvySia viskozitu, a tak zabrarnuju oddelovaniu faz [30].
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2.9 Metody analyzy biomasy a metabolitov

K stanoveniu biomasy a latok vyprodukovanych riasami sa najCastejSie pouziva separacna
technika HPLC (vysokou€inna kvapalinova chromatografia) alebo GC (plynova
chromatografia).

2.9.1 Extrakcia
Pomocou extrakcie separujeme latky na principe prechodu medzi dve nemieSatelné fazy.
NajcastejSie je to extrakcia medzi pevnou a kvapalnou alebo dvoma kvapalnymi fazami.
Sledované latky maju nepolarnu povahu. Principom extrakcie v kvapalinach je podmienka
nerozpustnosti alebo ¢o najmensej rozpustnosti povodného rozpustadla v extrahovadle [31].

2.9.2 Transesterifikacia
Pri tejto reakcii dochadza k vymene uhlovodikovych retazcov medzi alkoholom a esterom
mastnej kyseliny. Casto tito reakciu katalyzujeme pridanim bazy alebo kyseliny. Tuto reakciu
vieme uskutoCnit aj pomocou katalyzy lipazy [32], [33].

2.9.3 Absorpéna spektrometria (spektrofotometria)

Mnozstvo absorbovaného Ziarenia zavisi od celkového poctu absorbujucich &astic, ktoré
interaguju s lu¢om. V atdmovej ako aj molekulovej spektroskopii sa absorbancia meria
v maxime vhodného absorp&ného pasu vo viditelnej, ultrafialovej oblasti. Absorp&né maximum
zabezpedli Co najpresnejsie vysledky merania. Po priechode je Cast Ziarenia absorbovana
vzorkom a nasledne dojde k excitacii valenénych elektronov a teda ku emisii Ziarenia [31],
[34]. Pre spektrofotometrické stanovenie sa pouziva naj¢astejsie wolframova (350—-3000 nm),
halogénova alebo deutériova (160-375 nm) lampa. Ako detektor sa pouziva sklenena bani¢ka
sdvoma elektrédami (fotonka). Dal$im detektorom je fotonasobi€. Dopadom foténu
na svetlocitlivad vrstvu doéjde k vyrazeniu elektronu, ktory je urychleny v elektrickom poli
a pritiahnuty k dynode [33].

2.9.4 Chromatografia

Chromatografia je metdda, ktora vyuziva delenie medzi dve fazy. Jedna z nich je pohybliva
(kvapalina alebo plyn) a druha je nepohybliva, ktora nadobuda najroznejsie formy. Princip
delenia spoc€iva v odliSnej interakcii jednotlivych zloZiek vzorky so stacionarnou a mobilnou
fazou. Koldénou naplnenou stacionarnou fazou postupuje urcitou rychlostou mobilna faza.
Pri plynovej chromatografii je mobilnou fazou plyn a pri kvapalinovej kvapalna latka. Mobilna
faza unasa nasu vzorku na koniec kolény, priCom jedna zlozka ide pomalSie ako druha.
Cim vadsia interakcia, tym ma zlozka vadsi retenény ¢as. Na chromatograme rozliSujeme
odozvu detektoru, ktora je funkciou koncentracie eluovanej zlozky na osi y a dizku jednotky
(mm) na osi x. Kvalitativna informéacia nezname;j latky je poloha piku na osi x. Kvantitativha
charakteristika sa ziska z plochy piku a u symetrickych zén z vysky piku [25], [34].

2.9.4.1 Kvapalinova chromatografia s hmotnostnou detekciou — HPLC/MS
Mobilna faza je kvapalina. Vd'aka kvapalinovej chromatografii dnes delime obrovské mnozstvo
organickych  zlu€enin. NajrozSirenejSie  detektory su fotometrické, fluorescenéné
alebo zapajame hmotnostny spektrometer. Hmotnostna spektrometria je inStrumentalna
analyticka metdda, vdaka ktorej uréime hmotnosti atdmov, molekul a molekulovych
fragmentov. Prielom v rieSeni spojenia HPLC/MS nastal po objaveni spésobu ionizacie latok
za atmosférického tlaku. Standardne pouzivané ionizacie su elektrosprej (ESI), chemicka
ionizécia za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizacia za atmosférického tlaku (APPI) [25].

2.9.4.2 Analyza lipofilnych pigmentov metédou RP/HPLC
Umozriuje subezne identifikovat’ aj kvantifikovat vaésinu aktivnych latok, ak mame k dispozicii
Standardy. Karotenoidy su farebné latky, a teda absorbuju vo viditelnej oblasti. To je dévod,

16



pre€o mbézeme vyuzit UV/VIS detekciu pri A = 420480 nm. Ako stacionarna faza sa pouziva
reverzna faza C18 , mobilna faza je zlozena obvykle z metanolu/acetonitrilu a vody [25].

2.9.5 Plynova chromatografia GC
ZloZky su separované v plynnej faze. GC je vhodna najma pre organické latky s teplotou varu
priblizne 400 °C. Podmienkou je, aby analyzovana vzorka bola vyparena definovanym
spbsobom. Pre vyparovanie zlozky z roztoku plati Raoultov zakon. Podla stacionarnej fazy
rozliSujeme plynovu adsorpénu a plynovu rozdelovaciu chromatografiu. Detektory, ktoré
sa uplatriuju v tejto technike, je plamenhovy ionizacny detektor (FID) a detektor elektronoveho
zachytu (ECD). Zdroj zZiarenia je makké radioaktivne Ziarenie izotopu *3Ni [34].
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3 CIELE PRACE
V ramci tejto bakalarskej prace budu rieSené nasledujuce ulohy:
1) Kultivacia zvolenych kmenov rias a izolacia vybranych aktivnych latok
2) Porovnanie obsahu aktivnych latok u zvolenych producentov na trhu dostupnych rias

3) Navrh na testovanie kozmetického vyrobku s obsahom aktivnych latok z rias vo volnej
aj enkapsulovanej forme
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité chemikalie, pristroje a material

4.1.1 Chemikalie pouzité pre kultivaciu rias a sinic
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Lachema (CZE)
Chlorid sodny p.a., Penta (CZE)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)
Hydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CZE)
Hydrogenuhli¢itan sodny, Lachema (CZE)

Hydroxid draselny, Lach-ner, S.r.0. (CZE)
DihydrogénfosforeCnan draselny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)
Dusi¢nan kobaltnatyhexahydrat p.a., Penta (CZE)
Dusi¢nan sodny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)

Kyselina bérita p.a., Lachema (CZE)

Kyselina sirova 96%, Lach-ner, S.r.o. (CZE)
Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta (CZE)

Siran draselny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)

Siran horeénatyheptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)
Siran mednaty pentahydrat, Penta (CZE)

Siran zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)
Siran zino¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)
Uhli¢itan sodny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)

Vitamin B12, Sigma-Aldrich (DEU)

4.1.2 Chemikalie pouzité pre tvorbu a analyzu vodnych a etanolovych extraktov,
olejov a lipozémov
ABTS (2,2-azino-bis(3—-ethylbenzothiazoline—6—sulfuricacid) diammoniumsalt), Sigma—
Aldrich (DEU)
Cholesterol, Sigma-Aldrich (DEU)
Chloroform pro HPLC, Roth (DEU)
Hydroxid sodny, Lach-ner, S.r.0. (CZE)
Ethanolp.a., Lach-ner (CZE) Ethanol pro HPLC, Sigma- Aldrich (DEU)
Kyselina chlorovodikova (36 %), Lach-ner, S.r.o. (CZE)
L-a-phosphatidylcholine, Sigma-Aldrich (DEU)
Trolox, Sigma—Aldrich (DEU)
Uhli¢itan sodny, Lachema (CZE)

4.1.3 Pristroje a pomécky pouzité pre analyzu extraktov a lipozémov
Analytické vahy, Boeco (DE)
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)
GerhardtSoxtherm, SOX 412
Spektrofotometr VIS, Helios &, Unicam (GB)
Trepacka Yellowline, (SRN)
Ultrazvukovy homogenizator/dispergator Sonopuls, Bandelin (DEU)
Vakuova rota¢na odparka RV 06 ML, IKA (DEU)
ZetaSizerNano ZS, Malvern (GBR)
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4.2 Kultivacia mikroorganizmov

4.2.1 Vytvorenie zasobnej kultury
Laboratérne sklo a iné pomécky, ktoré mohli kontaminovat kultdry boli vysvietené UV svetlom,
pridli do kontaktu s 96 % etanolom alebo ohfiom. Cisté kultary rias a sinic boli zaogkované
na agar krizovym rozterom v petriho miskach. Pre oCkovanie v sterilnom boxe boli pouzité
jednorazové sterilné klicky. Kontaminacia baktériami bola sledovana pod mikroskopom
pri 100x zvacseni.

4.2.2 Kaultivacia rias a sinic
Mikroriasy Chlorella vulgaris, Chlorella saccharophila a sinica Arthrospira maxima boli ako
Cisté kultury ziskané zo zbierky autotrofnych organizmov (CCALA) z botanického ustavu AV

CR v Tteboni. Kultary boli preéistené antibiotikami a krizovym rozterom. Pre kultivaciu sme
zvolili tekuté BBM a Spirulina médium. Chemikalie pouzité pre produkéné médium su uvedené
v tabulke (Tabulka 1, Tabulka 2).

Tabulka 1. ZloZenie kultivacného BBM média pre riasy

Chemikalia [g/l dH20]
NaNO3 25,00
MgS04.7H20 7,50
CaCl2.2H20 2,50
EDTA 50,00
NacCl 2,50
K2HPO4 7,50
KH2PO4 17,50
FeS04-7H20 4,98
H3BO3 11,42
ZnS04.7H20 8,82
MnCI2.4H20 1,44
MoO3 0,71
CuS04.5H20 1,57
Co(NO3)2.6H20 0,49
KOH 31,00
H2S04 96% 1 ml

Tabulka 2. ZlozZenie kultivacného Spirulina média pre sinice

Spirulina 1

Zlozka [9/500mI dH20]
NaHCO3 13,61
Na2CO3 4,03
K2HPO4 0,5
Spirulina 2

ZloZka [9/500mI dH20]
NaNO3 2,5
K2S04 1

NaCl 1
MgSO4 - 7 H20 0,2
CaClI2 - 2 H20 0,04
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[mI/500mI dH20]
P-IV Metal Solution 6
Chu MicronutrientSolution 1
Vitamin B12 1

Riasové média boli sterilizované v autoklave. Do tohto produkéného média sa sterilne
zaocCkovala kultura rias tak, aby sa opticka hustota vzniknutého roztoku bliZila hodnote A=0,1.
Riasy boli kultivované v dvoch dvojlitrovych kvapalnych médiach pri laboratornej teplote.
Nepretrzite boli osvetlené a prevzduSnované, aby bol zabezpe€eny dostato¢ny prisun uhlika.
Kultivacia prebiehala do narastu biomasy. Dalej bola vypestovana kultira centrifugovana
pri otaCkach 6000-11000 pocCas 5 minut. Supernatant sa uchoval v centrifugacnych
skumavkach v mraziacom zariadeni. Potom sa vzorky na 24 hodin ulozili do lyofilizaéného
zariadenia, kde sa kultura mrazom vysusila.

Obréazok 4. Chlorella vulgaris po zaockovani

4.2.3 Rastové krivky
Po zaoCkovani kultury do poZadovaného vacésieho objemu bola zmerana absorbancia
pri vinovej dizke 680 nm oproti destilovanej vode ako blanku. Vzorky sme odoberali pogas
17 dni. Chlorella vulgaris bola riasa, ktorej sa darilo najviac. Jeden z dévodov mohol byt ten,
Ze bola prevzdu$fiovana intenzivnejSie.

4.3 Priprava extraktov

4.3.1 Vodné a etanolové extrakty

Po optimalizacii extrakcie do réznej koncentracie etanolu z hfadiska mnozZstva detegovanych
polyfenolov boli ako najvhodnejSie zvolené vodné extrakty a extrakty do 20 % etanolu. Extrakty
boli 0,5 a 24 hodinové o ¢ = 1g/10ml.

AKTHROSPIRA
cw. SAcc AROPHILA

KOHERE ”A 1 CHL.VULGAR\g }“ i : - ws ’

R KOMEREAR ‘ CHL.VULC.aRY i

Obrazok 5. Lyofilizovana biomasa a komercna riasa
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4.3.2 Olejové extrakty
Na analytickych vahach bolo do extrakénej patrony navazenych 10 g komerénej riasy, alebo
dostupné mnoZstvo vypestovanej biomasy. Nasledne bola extrakéna patréna utesnena vatou,
doplnena rozpustadlom (hexan) a vliozena do extraktoru Soxtherm. Pripravené extrakty boli
zakoncentrované na vakuovej odparke a umiestnené na 24 hodin do exsikatoru pre dokonalé
odparenie rozpustadla. Nasledne boli vyizolované olejové extrakty zvazené a uchované
pre dalSie stanovenie.

Tabulka 3. Parametre pre extraktor Soxtherm

Celkova doba extrakcie: 3 hod 4 min
Extrakcia horucim rozpustadlom: 1 hod 30 min
Teplota: 170 °C
Rozpustadlo: hexan

Obrazok 6. Zlava Chlorella vulgaris, Chlorella saccharophila

4.4 Analyza biomasy

4.4.1 Stanovenie celkovych polyfenolov
Na stanovenie obsahu celkovych polyfenolov vriasach sa pouziva metéda s Folin—
Ciocaltauovym cinidlom, ktoré je zriedené v pomere 1:9. Do skumavky sa napipetuje 1 ml
Cinidla, 1 ml destilovanej vody a 100 ul vodného extraktu z riasy. Po 5 minutach sa prida 1 ml
nasyteného roztoku uhliCitanu vapenatého. Po 15 minutach sa zmeria absorbancia
pri A = 750 nm. Obsah celkovych polyfenolov sa v neznamej vzorke vypocita po dosadeni do
kalibracnej rovnice kyseliny gallovej (0,1 az 0,5 mg/ml) [25].

4.4.2 Stanovenie antioxidacnej aktivity s vyuzitim ABTS

Metdda je zaloZena na principe hodnotenia zhaSania kationu radikalu ABTS na3ou vzorkou.
Najdeme ju aj pod oznaCenim metéda TEAC (Trolox Equivalanet Antioxidant Capacity),
pretoZze tu porovnavame antiradikalovu aktivitu vzorky s antiradikalovou aktivitou Troloxu
(vitamin E). Kalibraéna krivka Troloxu je vrozmedzi koncentracie 50 az 400 pl/ml.
Pred pouzitim sa radikal zriedi etanolom pre UV/VIS na absorbanciu 0,7 a meriame pokles
absorbancie pri A = 734 nm [25]. Pri stanoveni antioxidacnej aktivity krému sa navazi 10 mg
produktu arozpusti v1 ml etanole. Nasledne odoberdme 10 pl na analyzu. Pri géli rovno
vazime 10 mg a pridavame zriedeny roztok radikalu.
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4.4.3 Stanovenie celkovych flavonoidov
Do skumavky sa napipetuje 0,5 ml extraktu vzorku, 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 ml 5 %
roztoku dusi€nanu sodného. Roztok je premieSany a po 5 minutach sa prida 0,2 ml 10 %
roztoku chloridu hlinitého a opat sa premiesa. Po 5 minutach sa prida 1,5 ml roztoku hydroxidu
sodného a 1 ml destilovanej vody. Po 15 minutach sa meria absorbancia pri 510 nm.

4.4.4 Stanovenie karotenoidov — HPLC/PDA

Do Srobovacej mikroskiumavky Eppendorf sa navazilo 15 az 20 mg lyofilizovanej biomasy.
Dalej sa pridalo minimalne 100 pl destilovanej vody. Na 10 minat sme ju vioZili do mraziacieho
zariadenia aby sa porusili bunkové Struktury. Potom sme pridali sklenené gulicky v acetone
v dvojnasobnom mnozstve ku stanovovanej biomase a na 20 minat umiestnili na mixér vortex.
Zmes sme niekolkokrat premyli acetonom v 4 ml vialke, az kym sa neodfarbila vrstva buniek.
Potom bol extrakt odpareny a rozpusteny v etanole chromatografickej kvality. Biomasu sme
filtrovali cez 20 pm filter a previedli do Cistej HPLC vialky. Ku chromatografickej analyze bola
pouzita zostava Thermo Fischer Scientific pomocou PDA detektora diédové pole. Bol zvoleny
maod gradientove elucie na 25 minat. Data sa spracovali pomocou softwaru Xcalibur.

Tabulka 4. Parametre pre Thermo Fischer Scientific

Kolona: C18 naplriova KinetexCore Shell
Rozmery kolony: 4,6 mm x 150 mm

Rozmery Castic: 5um

Mobilna faza A: acetonitril:methanol:trisHCI 84:2:14
Mobilna faza B: methanol:ethylacetat 60:40
Prietok: 1 ml/min

4.45 Analyza lipidov - Plynova chromatografia GC/FID

Do krymplovacej vialky sa navazilo 8 az18 mg lyofilizovanej biomasy a k nej sa pridalo 1,8 ml
transesterifikaCnej zmesi. Takto pripravené skiumavky sa inkubuju v termo bloku po€as 2 hodin
pri 85 °C. Do 4 ml vialiek sa napipetuje 0,5 ml 0,05M NaOH, cely obsah transesterifikacnej
skumavky a1 ml hexanu. Zmes intezivne trepeme 15 minut na multipozicnom vortexe.
Z hornej hexanovej fazy sme odpipetovali 0,1 ml do Cistej GC vialky s 0,9 ml istého hexanu.
Analyza pobiehala na plynovom chromatografe Thermo Scientific TRACE™ 1300 Gas
Chromatograph s autosamplerom. Detekcia prebehla vdaka plamefovému ionizaénému
detektoru (FID).
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Tabulka 5. Parametre pre Thermo Scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph

Kolbéna: Zebron ZB-FAME

Rozmery kolony: 30m x 0,25 mm x 0,2 ym
Rozpustadlo: hexan

FID detektor: 260 °C

Prietoky: 350 ml/min vzduchu, 35 ml/min vodika a 30 ml/min dusika

Obrazok 7. Zlava — krymplovacie vialky inkubované v termobloku; oddelenie faz po vortexe

4.4.6 Priprava lipozémov
Boli pripravené lipozomy z olejovych, vodnych a etanolovych (20%) extraktov. Do 25 ml
kadicky sa navéazilo 10 mg cholesterolu, 90 mg lecitinu a napipetovalo 1 ml extraktu + 9 ml
vody. Olejovy extrakt bol rozpusteny v 1 ml chloroformu, ktory sa po sonifikacii na magnetickej
mieSacke odparil. Priprava lipozOmov prebiehala prostrednictvom ultrazvukového tycového
homogenizatoru Bandelin SONOPULS s intenzitou 95 %, energiou 16 580 kJ (program 5)
pocas jednej minuty (4 x 15 sekund).

Obrazok 8. Lipozomy zlava: Komeréna Chlorella, Chlorella vularis, Chlorella saccharophila
0%, Komercna Chlorella, Chlorella vulgaris, Chlorella saccharophila 20%
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4.4.6.1 Enkapsulac¢na uc¢innost’
Z pripravenych lipozémov sa odobral 1 ml do skumavky eppendorf a centrifugoval sa 1 hodinu
pri 11 000 ot/min. V supernatante sme spektofotometricky stanovili celkové polyfenoly.
Koncentracia aktivnych latok v lipozdmoch (enkapsulacna ucinnost) sa ziskala odcitanim
koncentracie celkovych polyfenolov v supernatante od celkovej koncentracie polyfenolov
vo vzorke pred enkapsulaciou.

Obrazok 9. Olejové extrakty pred enkapsulaciou

4.4.7 Velkost a stabilita ¢astic meranych pomocou ZetaSizerNano ZS
Liposomové Castice boli po centrifugacii resuspendované v destilovanej vode a zriedené 100x.
Najprv bola premerana velkost nanocastic a index polydisperzity. Nasledne bol premerany
zeta potencial. Merali sme kazdu vzorku trikrat.

4.4.8 MTT text cytotoxicity

Olejové lipozomy boli po centrifugacii a odliati supernatanu podrobené MTT testu. Bunky
sa zriedili médiom na koncentraciu 2 - 10* buniek/100 ul. Suspenzia sa pipetovala po 100 pl
na 96 jamkovu dostiCku a na 24 hodin bola dosti¢ka v inkubatore. Z jamiek sa odpipetovalo
100 pl vzorky do kazdej jamky. DostiCka bola znovu na 24 hodin v inkubatore. Potom
sa do kazdej jamky napipetovalo 20 yl MTT o koncentréacii 2,5 mg/ml v PBS. Bunky boli znovu
v inkubatore pocas 3 hodin. Na zaver sa do kazdej jamky pridalo 100 pl SDS v PBS a doéticka
bola uskladnena v tme. Po 24 hodinach sa odmerala absorbancia pri vinovej dizke 562 nm.

4.5 Priprava krémov

4.5.1 Postup pripravy zakladnej emulzie o/v

Pre vodnu fazu bolo napipetovanych 84 ml destilovanej vody, 3 ml glycerolu (86,5%), 0,5 ml
konzervantu garmabenu Il. Cela zmes sa vo vodnom kupele zahrievala na teplotu 75 az 80 °C.
Na pripravu olejovej faze bolo do kadi¢ky navazenych 2,5 g Ercawax BMI, 3 g cetylakoholu,
1,5 g bielej vazeliny, 4 ml viskézneho parafinového oleja a 1,5 ml dimethikonu. Zmes sme
opat’ zahrievali na rovnaku teplotu. Ked mali obidve fazy 75 °C, vodna faza sa umiestnila
pod vysokorychlostné mieSadlo. Postupne bola do nej primieSana homogénna olejova faza
a tato emulzia sa mieSala 2 hodiny, kym teplota neklesla na 20 °C.
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45.2 Zlozenie krémov a gélov
Lyofilizovana biomasa, extrakty a lipozomy sa z dévodu moznej degradacie teplom pridavaju
az po urcitom ochladeni emulzie. Treba dbat’ na to, aby sa jednotlivé fazy nerozdelili a pridavat
zlozky pomaly. Ako najvhodnejSia metdda po dvoch neuspesnych pokusoch sa urcila ta, kde
sa lipozémy pridali tesne pred vmieSanim olejovej fazy do vodného roztoku. Aby bola emulzia
stabilna, pridal sa niZSi objem destilovanej vody, a to 38 ml namiesto 42 ml, aby po pridani
extraktu a lipozémov bol zachovany celkovy objem vodnej fazy.

Obrazok 10. Zlava krém 4, krém 3

Po vytvoreni koncentracnej rady pomocou gélovej bazy Carbomer 980 SuperGel™ CE
(karbomér — aniénovy polymér kyseliny polyakrylovej) sme sa rozhodli pre 2 % koncentraciu.

Obrazok 11. Gély vytvorené z extraktov a lipozomov
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato praca bola zamerana na porovnanie obsahu aktivnych latok pri vypestovanych riasach,
siniciach ana trhu dostupnom produkte Chlorella vulgaris. A tiez testovaniu moznosti
ich aplikacie v kozmetickom priemysle.

5.1 Optimalizacia kultivacie biomasy

Namerané hodnoty absorbancii v zavislosti na dobe rastu su uvedené v grafe na obrazku 12.
U sinice  Arthrospira bolo naroéné stanovit presnid hodnotu OD, pretoze
sa usadzovala na stene pyrex flias. Chyba merania mohla vzniknut' aj réznou intenzitou
prevzdusnovania. Hodnoty ziskané suSiny su uvedené v tabulke 6.

3,5
= Chlorella vulgaris 1A
3
Chlorella vulgaris 1B
2,5
- 5 Chlorella saccharophila 1A
o
3
<15 Chlorella saccharophila 1B
1 Arthrospira 1A
0,5 V4
Arthrospira 1B
0
0 100 200 300 400 500

t [hod]
Obrazok 12. Zavislost zmeny optickej hustoty rias a sinic na ¢ase

Tabulka 6. Obsah suSiny na 4 litre kultivatného média rias a sinic

Objem biomasy [ml] Navazka [g] Doba kultivacie
Chlorella vulgaris 3732 3,2975 17 dni
Chlorella saccharophila 3250 3,4949 17 dni
Arthrospira 3600 7,4827 17 dni

5.2 Analyza obsahu karotenoidov - HPLC/PDA

Obsah karotenoidov bol stanoveny podla postupu uvedenom v kapitole 4.4.4 u mikrorias
Chlorella vulgaris, Chlorella saccharophila, sinica Arthrospira maxima a u komerc¢nej riasy.
Zastupenie pigmentov vo vzorkach je znazorneny na obrazku 13.

27




25000 T m Celkové karotenoidy [ug/g] m Chlorofyl A [pg/g]
Fytosteroly [ug/g] Chlorofyl B [ug/g]
20000 + M B-Karoten [pg/g ] M Lutein [pg/g]
Neoxanthin [ug/g*100] Violaxanthin [ug/I*10]
15000 il m Koenzym Q [ug/g]

10000 -+

5000 -+

Komer€nd riasa Chl. Vulgaris Chl. Saccharophila Arthrospira

Obrazok 13. Grafické znazornenie produkcie vybranych metabolitov pre rézne kmene

Z grafu (Obrazok 13) vyplyva, ze Chl. Sacharophila v porovnani s ostatnymi kmerfimi vykazuje
vysoké hodnoty fytosterolov, neoxanthinu a luteinu. Najviac zeleného pigmentu
chlorofylu A bolo pririase Chl. vulgaris. Najznamejsi karotenoid, ktorym je B—karotén, bol
najviac zastupeny prisinici Arthrospira. Karotenoidy su prirodzene sa vyskytujuce
pigmenty vacSine druhov ovocia, zeleniny a rias. Ludia nem6zu syntetizovat karotenoidy
a musia ich prijimat’ v potravinach alebo prostrednictvom doplnku stravy. V prvom rade
pbsobia ako antioxidanty, napriklad lutein sa uplathuje pri zniZovani progresie veku
a B— karotén ma funkciu pro—vitaminu A [35].

5.3 Analyza lipidov - plynova chromatografia GC/FID

Obsah lipidov, presnejSie profil mastnych kyselin, bol stanoveny podla postupu uvedenom
v kapitole 4.4.5 pri mikroriasach Chlorella vulgaris, Chlorella saccharophila, sinica Arthrospira
maxima a u komerénej riasy. Profil mastnych kyselin vo vzorkach je znazorneny na obrazku
14.
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Obrazok 14. Grafické znazornenie percentualneho zastupenia MK pre vybrané kmene

Z grafu (Obrazok 14) vyplyva, ze v komer¢nej riase bolo najvacsie zastupenie w 6 kyseliny
linolovej (C18:2c), ktora podfa najnovsich vyskumov pomaha zachovat zdravie bunkovych
membran [36]. U riasy Chl. Vulgaris a Chl. Sacharophila to bola w 9 kyselina olejova (C18:1c),
ktora sa pouziva ako sucast pletového mlieka, gélu, krému pretoZe zvihéuje a zjemnuje plet.
U sinice Arthrospira (C18:3d6) to je w6 kyselina y—linolenova.

5.4 Charakterizacia extraktov
Analyzovali sme tri druhy extraktov — vodné, alkoholové a olejové, ktoré boli pripravené podla
postupu uvedenom v kapitole 4.4.

5.4.1 Stanovenie celkovych polyfenolov
Celkova koncentracia polyfenolov bola stanovena spektrofotometricky podfa postupu
uvedenom v kapitole 4.4.1 a vypocitana z linearnej regresie kalibracnej zavislosti, y = 1,561x.
VSetky vzorky boli premeraneé trikrat a zo ziskanych hodnét bol vypocitany priemer. Vysledna
koncentracia v extraktoch bola prepocCitana na miligramy polyfenolov na gram riasy.
Zastupenie polyfenolov vo vzorkach je znazorneny na obrazku 15 a v tabulke 7.

Tabulka 7. Hodnoty koncentracie celkovych polyfenolov

Vodny extrakt EtOH 20% Olejovy extrakt
¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
Komercna riasa 2,065+ 0,208 1,157+ 0,007 4,595+ 0,273
Chl. vulgaris 0,327+ 0,003 0,551+ 0,055 2,647+ 0,259
Saccharophila 0,401+ 0,008 0,562+ 0,056 1,281+ 0,214
Arthrospira 1,898+ 0,032 2,026+ 0,203 0,102+ 0,044

Vo vS8eobecnosti najvysSie hodnoty dosahovali olejové extrakty. Pri sinici Arthrospira to bol
20 % etanolovy extrakt (2,03 mg/g). Najvyssi obsah polyfenolov bol zaznamenany u olejového
extraktu komercné riasy (4,60 mg/g).
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Obrazok 15. Obsah polyfenolov v extraktoch

5.4.2 Stanovenie flavonoidov
Celkova koncentracia flavonoidov bola stanovena spektrofotometricky podla postupu
uvedenom v kapitole 4.4.3 a vypocCitana z linearnej regresie kalibracnej zavislosti, y = 3,0927x.
V38etky vzorky boli premerané trikrat a zo ziskanych hodnét bol vypocitany priemer. Vysledna
koncentracia flavonoidov v extraktoch bola prepo€itana na miligramy na gram riasy. Obsah
flavonoidov vo vzorkach je znazorneny na obréazku 16 a v tabulke 8.

Tabulka 8. Hodnoty koncentréacie celkovych flavonoidov

Vodny extrakt EtOH 20% Olejovy extrakt
¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
Komeréna riasa 0,136 0,508 0,915
Chl. vulgulgaris 0,188 0,812 6,138
Saccharophila 0,126 1,804 0,814
Arthrospira 0,165 0,191 0,283

Z grafu (Obrazok 16) je vidiet, Zze vypestovana Chl. vulgaris vykazovala najvy$Si obsah
flavonoidov v olejovom extrakte (az 6,14 mg/g). V pripade alkoholového extraktu to bola
Chl. sachcarophila (1,80 mg/g).
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Obrazok 16. Obsah flavonoidov v extraktoch

5.4.3 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity s vyuzitim ABTS
Podla postupu v kapitole 4.4.2 bola stanovena antioxida¢na aktivita a vypocitana z linearne;j
regresie kalibranej zavislosti, y = 1,1823x. VSetky vzorky boli premerané trikrat a zo ziskanych
hodndét bol vypocitany priemer. Vysledna koncentracia antioxidantov v extraktov bola
prepocitana na miligramy na gram riasy. Obsah antioxidantov vo vzorkach je znazorneny na
obrazku 17 a v tabulke 9.

Tabulka 9. Hodnoty koncentracie antioxidaénej aktivity

Vodny extrakt EtOH 20% Olejovy extrakt
¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
Komercéna riasa 2,106 + 0,041 2,041 £ 0,012 2,966 + 0,001
Chl. vulgaris 2,117 £ 0,016 2,391 +£ 0,014 7,775 £ 0,083
Saccharophila 5,732 + 0,031 2,504 + 0,087 0,842 + 0,009
Arthrospira 5,532 + 0,009 5,698 + 0,007 1,667 + 0,017

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze najvysSiu antioxidacnu aktivitu vykazuje olejovy extrakt
Chl. vulgaris. Naopak najmens$i obsah antioxidantov bol namerany pri olejovom extrakte
Chl. Saccharophila, pri ktorej bola stanovena aj nizka hodnota polyfenolov a flavonoidov.
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Obrazok 17. Antioxidacna aktivita extraktov

5.5 Lipozémové castice
VS8etky lipozémy boli pripravené podla postupu z kapitoly 4.4.6. Enkapsulaéna ucinnost bola
stanovena podfa postupu uvedenom v kapitole 4.4.6.1. Kazda vzorka bola premerana trikrat.
Ziskané vysledky su zaznamenané v tabulke 10, enkapsula¢na ucéinnost je takisto zobrazena

na obrazku 17.

Tabulka 10. Enkapsulac¢na ucinnost

\§
&®

N

®
>

N

>
RN

Vodné lipozémy

Alkoholové lipozémy

Olejové lipozémy

cenk[mg/ml] | EU[%] | cenk[mg/ml] | EU[%)] cenk[mg/ml] | EU[%]
Komeréna riasa 0,11 88,00 0,25 66,79 0,58 99,76
Chl. vulgaris 0,47 11,76 0,29 58,53 0,07 99,22
Saccharophila 0,39 36,17 0,33 50,95 0,16 98,86
Arthrospira 0,41 30,48 0,22 71,76 0,25 99,24

Enkapsuladna ucinnost je uvedena v percentach aktivnych zloZiek, ktora sa uzavrel
do lipozomov. Z vysledkov je mozné vidiet, Ze najvysSie enkapsulaéné ucinnosti vykazovali

extraktu Chl. vulgaris (12 %).
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Obrazok 18. Enkapsulacna ucinnost pripravenych lipozémov

Tabulka 11. Hodnoty antioxidacnej aktivity lipozomov

Lipozémy . . . . . ‘.
. . | Lipozémy obsahujuce | Lipozomy obsahujuce
obsahujuce vodny extrakt z EtOH 20% olejovy extrakt
extrakt

¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml]
Komeréna riasa 0,602 + 004 0,584+ 001 0,473 £ 035
Chl. vulgaris 0,587 £ 005 0,590 + 001 0,522 + 004
Saccharophila 0,589 + 004 0,588 + 000 0,509 + 011
Arthrospira 0,548 + 042 0,525 + 018 0,510 £ 004

Sledovali sme aj antioxidaénu aktivitu pripravenych lipozdmov a mnozstvo uvolnenych
polyfenolov. V8etky lipozomy vykazovali velmi dobré antioxidacné vlastnosti (Tabulka 11).
Podla fabulky 12 vieme, Ze najviac aktivnych latok sa uvofnilo pri etanolovom extrakte
Arthrospira (20,82 %). Vacésina Castic vSak bola stabilna a po dvoch mesaénom skladovani

vo vodnom prostredi sa uvolnilo iba minimalne mnozstvo enkapsulovanych aktivnych latok.

Tabulka 12. Percentualne zastupenie uvolnenych aktivnych latok z lipozomov

Vodny extrakt | FEtOH20% | Olejovy extrakt
[%]
Komercéna riasa 3,88 0,94 6,92
Chl. vulgaris 1,00 1,18 0,00
Saccharophila 0,00 1,36 7,34
Arthrospira 12,66 20,82 0,00

5.5.1 Meranie velkosti lipozémov pomocou DLS a stability pomocou ZP

VSetky pripravené lipozomové €astice boli podrobené analyze velkosti meranim DLS a stability
meranim zeta potencialu podla postupu z kapitoly 4.4.7. VSetky vzorky boli premerané trikrat
a zo ziskanych hodn6t bol vypocitany priemer. Jednotlivé hodnoty velkosti a polydisperzity
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uvadza Tabulka 13, graficky je velkost Castic zobrazena na Obrazok 20. Pre nazornost
je distribucia velkosti lipozémov jednej vzorky zobrazena graficky na obrazku 19.
Ziskané hodnoty zeta potencialov uvadza tabulka 14, z dosiahnutych hodnét je mozno sudit,
Ze vSetky lipozdmy s obsahom lipidovych extraktov su stabilné, kedZze u Ziadneho z nich
nebola ziskana absolutna hodnota zeta potencialu nizSiu, ako 25 mV. Ziskané data zeta

potencialu su prehladne graficky znazornené takisto na obrazku 21.
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Obrazok 19. Velkosti ¢astic pre Saccharophila v 20% Et-OH
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Tabulka 13. Vysledky merania velkosti a polydisperzity lipozémov

10000

@ Velkost [nm] PDI
Komeréna chlorella VF 359,73+ 2,79 0,28 £ 0,04
Chlorella vulgaris VF 361,50 + 3,82 0,39 £ 0,03
Chl. saccharorophila VF 222,77 + 3,92 0,26 + 0,01
Arthrospira VF 179,73 + 2,35 0,42 £ 0,07
Komeréna chlorella EF 316,9+ 2,14 0,36 £ 0,03
Chlorella vulgaris EF 285,33 +2,72 0,40 + 0,01
Chl. saccharorophila EF 264,23 + 1,52 0,30 £ 0,03
Arthrospira EF 183,03 + 2,77 0,23+ 0,01
Olej komercna chlorella 246,7 + 1,48 0,23+ 0,02
Olej Chlorella vulgaris 2176 £2,33 0,12 £ 0,01
Olej Chl. saccharophila 212,23+ 2,76 0,16 + 0,01
Olej Arthrospira 227,8 £ 2,55 0,21 + 0,01
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Obrazok 20. Priemerné hodnota velkosti pripravenych nanocastic

Priemerna velkost Gastic bola 256,46 nm. Castice boli najmensie (179,73 nm) pri vodnom
extrakte Arthrospira. Naopak, najvacsie (361,50 nm) pri vodnom extrakte Chl. vulgaris.

Tabulka 14. Viysledky merania dlhodobej stability lipozomov — absolutna hodnota ZP

ZP [mV] ZP [mV] 2 mesiace
Komeréna chlorella VF 33,1+1,1 26,3+1,2
Chlorella vulgaris VF 244+ 1.2 26,5+ 0,3
Chl. saccharorophila VF 28,0+0,2 30,6 +0/4
Arthrospira VF 445+ 0,2 31,6 +0,3
Komeréna chlorella EF 34,7+1,3 33,8+15
Chlorella vulgaris EF 25,8+0,2 290+2,1
Chl. saccharorophila EF 29,7+ 0,5 32,3+0,7
Arthrospira EF 38,8+1,6 31,2+0,1
Olej komercéna chlorella 38,2+12 30,5+22
Olej Chlorella vulgaris 39,6 £3,7 26,2+13
Olej chl. saccharophila 36,2+0,2 30,0+0,1
Olej Arthrospira 37,3+0,5 27,4+0,1

Tabulka 12 udava dalej aj hodnoty zeta potencidlu po dvojmesacnom skladovani.
Z dosiahnutych vysledkov mozZno konstatovat, Ze vSetky Castice boli stabilné aj z hladiska
dlhodobej stability (2 mesiace). Najvacsi pokles zeta potencialu bol zaznamenany u olejového
extraktu Chlorella vulgaris.
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Obrazok 21. Stabilita pripravenych lipozémov- absolutna hodnota zeta potencialu

5.6 Krémy a gély

Krémy a gély boli pripravené podfla postupu v kapitole 4.5.1. Vysledky antioxidaCnej aktivity
su uvedené v tabulke 15 . Najvy$Siu antioxidacnu aktivitu vykazoval krém €. 2 a gél &. 3.
Krém ¢&. 2 obsahoval 5 ml extraktu komercnej riasy v 20% Et-OH a5 ml lipozémov tohto
extraktu. Gél €. 3 obsahoval 1 ml alkoholového extraktu Chl. sacharophila a 1 ml lipozémov.
Celkové zlozZenie krémov a gélov su uvedené v tabulke 16.

Tabulka 15. Antioxidacna aktivita a prepoCitané mnozstvo aktivnych latok v krémoch a
géloch

Produkt Antioxida¢na aktivita [mg/g] Celkové polyfenoly [mg/g]
Krém 1 5,921 + 0,027 0,091 + 0,006
Krém 2 21,991 £ 0,001 5,977 + 0,002
Krém 3 18,044 + 0,007 0,099 + 0,001
Krém 4 17,762 + 0,004 0,528 + 0,011
Gel 1 0,259 £ 0,005 0,229 + 0,021
Gél 2 0,296 + 0,022 0,099 + 0,002
Gél 3 0,507 + 0,024 2,054 £ 0,035
Gél 4 0,259 + 0,028 2,065 + 0,021
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Tabulka 16. ZloZenie krémov a gélov

Krém 1 | Extrakt Chlorella vulgaris v 20 % Et-OH 0,61 g; lipozémy Chl. vulgaris v 20%
Et-OH 4mi

Krém 2 | Extrakt komeréna riasa v 20% Et-OH 5 ml; extrakt komeréna riasa v 20% Et-
OH5 ml

Krém 3 | Lipozomy komeréna riasa vodny extrakt 4 ml

Krém 4 | Lipozdmy Arthrospira vodny extrakt 4 ml

Gél1 Lipozémy Chl. sacharophila v 20 % Et-OH 4 ml

Gél 2 Lipozomy komer¢nd riasa vodny extrakt 4 ml

. Extrakt Sacharophila v 20 % Et-OH 1 ml; Lipozémy Chl. sacharophila v 20 %

Gél 3
Et-OH 1 ml

Gél 4 Extrakt komercna riasa vodny extrakt 1 ml

5.7 MTT test - analyza cytotoxicity
Test cytotoxicity bol zrealizovany podla kapitoly 4.4.8. Parametry testu su uvedené v tabulke
17. Za hraniénu hodnotu viability buniek, kedy testovana vzorka nie je toxicka sa povazuje
60 %. Ztestovanych extraktov tuto podmienku splfiuje aj olejovy extrakt Arthrospira
pre koncentraciu 10 % a menej.
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c [%]
Obrazok 22. Viabilita testovanych buniek pri olejovych lipozémoch
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Tabulka 17. Parametry MTT testu

Test MTT test cytotoxicity
Bunkova kultura HaCat ( imortalizované kozné bunky- keratinocyty)
Médium DMEM (Dulbecco'sModifiedEagleMedium)
Pasaz 17,18
Bunkova hustota 2,5 - 10° buniek/ml
Objem na jamku 100 pl
Cas expozicie 24 hodin
Vinova dizka 562 nm
Program pre vyhodnotenie Gén 5

Tabulka 18. Viysledky MTT testu pre testované lipozémy

% roztok
lipozémov Viabilita buniek [%]
Vzorka: Komercéna riasa Chl. vulgaris Chl. saccharophila Arhtrospira

2 89,44 85,32 73,89 97,42
4 94,84 101,79 75,31 78,17
6 81,00 94,35 71,72 82,55
8 87,62 83,87 67,97 68,64
10 91,64 83,07 64,38 64,85
12 84,54 83,85 69,00 59,78
14 75,32 80,07 64,24 47,49
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca bola koncipovana ako studium biologicky aktivnych latok vo vybranych
kmenoch zelenych rias Chorella vulgaris, Chlorella sachharophila a sinice Arthrospira.
Vysledky boli porovnavané s komeréne dostupnym produktom Chlorella vulgaris.

Vybrané kmene sme podrobili analyze obsahu pigmentov predovSetkym karotenoidov
na HPLC. Chl. Sacharophila obsahovala najviac fytosterolov, neoxanthinu a luteinu
zo vSetkych vzoriek. Zeleny pigment chlorofylu A bol zastupeny najma u riasy Chl. vulgaris.
Najznamejsi karotenoid, B—karotén, sa nachadzal v najva¢Sej miere pri sinici Arthrospira.
Pomocou analytickej metédy GC/FID sme nasledne zmerali profil mastnych kyselin.
Uplatnenie v kozmetickom priemysle by mala z dosiahnutych vysledkov najst najma
vypestovana riasa Chl. Vulgaris a Chl. Sacharophila. Obidve su totiz bohaté na w 9 kyselinu
olejovu (C18:1c), ktora sa pouziva ako sucast pletového mlieka, gélu, krému pretoze zvih&uje
a zjemfuje plet.

Dalej sme analyzovali tri druhy extraktov — vodné, alkoholové (Et-OH 20%) a olejové.
Z testovanych extraktov obsahovali olejové extrakty najvyssi obsah polyfenolov, flavonoidov
a vykazovali takisto najvysSiu antioxida¢nu aktivitu. PriCom komer¢na riasa dosiahla najviac
polyfenolov (4,59 mg/g) a vypestovana riasa Chlorella vulgaris flavonoidov (az 6,14 mg/g).
Chlorella Saccharophila (0,842 mg/g).

Z pripravenych extraktov boli pripravené lipozomy, ktoré boli dalej charakterizovaneé.
Priemerna velkost lipozomovych &astic bola 256,46 nm a hodnota zeta potencialu -34,19 mV.
Vsetky Castice boli stabilné aj po 2 mesiacoch. VSetky pripravené liposomoveé Castice tiez
vykazovali velmi dobré antioxidacné ucinky. NajlepSie enkapsulacné ucinnosti vykazovali
spektrofotometricky stanovena pri vodnom extrakte Chl. vulgaris (12%).

Na zaver, sme pre aplikacie najvhodnejsi olejové lipozomy podrobili MTT testu na bunkovej
kulture HaCat, kde vSetky vzorky vo finalnej koncentracii do 10% boli bezpe¢né a su teda
pouzitelné pre planované kozmetické aplikacie.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS - 2,2-azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoova kyselina)
BBM — Bold‘sBasalMedium

DLS — Dynamicky rozptyl svetla

DMEM - Dulbecco'sModifiedEagleMedium, médium pre testovanie buniek cicavcov
EF — Etanolova faza

FID — Plamenovy ionizaCny detektor

GC - Plynova chromatografia

HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografia

PBS — Phosphate-bufferedsaline

PDA — Detektor diddového pola

SDS — SodiumDodecylSulfate

VF — Vodna faza

ZP — Zeta potencial
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