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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyvala piipravou kosmetického produktu pro déti s piidavkem
aktivnich latek ze sinic, mikrofas a rostlin.

V teoretické casti byla vypracovéana reSerSe, ktera shrnuje zakladni informace 0 téchto
organismech. Byly zde shrnuty antioxidacni latky, které jsou v téchto organismech obsazeny.

V praktické Casti bylo ze sinic, fas a rostlin ptipraveno né€kolik druht extraktt, které byly
nasledné charakterizovany. Méfen byl obsah fenolickych latek, chlorofyld, celkovy obsah
karotenoidu spektrofotometricky, obsah rozpustnych proteint dle Hartree-Lowryho a profil
mastnych kyselin v biomase pomoci GC. Dale byl méfen SPF faktor pomoci
spektrofotometrické metody a hodnota dopocitavana pomoci Mansurovy rovnice a antioxida¢ni
aktivita pomoci metody TEAC. V zavéru prace byly vybrany dva nejlepsi extrakty, které byly
pouzity pro piipravu kosmetickych emulzi. Ty byly nésledné testovany v senzorické analyze
po dobu dvou tydni.

Klicova slova

Sinice, mikrotasy, rostliny antioxidanty, chlorofyly, karotenoidy, extrakce, SPF, kosmetika,
déti



Abstract
This bachelor thesis deals with the preparation of a cosmetic product for infants with the
addition of active substances from cyanobacteria, microalgae, or plants.

In the theoretical part, a review was made, which not only summarizes the basic information
about these organisms, but also the antioxidants contained in these microorganisms.

In the practical part, several types of extracts from cyanobacteria, algae and plants were
prepared and characterized. The content of phenolic substances, chlorophylls and content of
carotenoids were measured spectrophotometrically. Content of soluble proteins was determined
by Hartree-Lowry method and the fatty acid profile in biomass was obtained by GC.
Furthermore, the SPF factor was measured using the spectrophotometric method the Mansur
equation. Antioxidant activity was determined by using the TEAC method. Finally, two of the
best extracts were selected for the preparation of cosmetic emulsions. The sensory analysis of
prepared emulsions was performed for the period of two weeks.

Keywords
Cyanobacteria, microalgae, plants, antioxidants, chlorophylls, carotenoids, extraction, SPF,
cosmetics, infants
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1 UVOD

Fotosyntetizujici organismy jsou soucasti naSeho Zivota a jsou tu uz od nepaméti. Sinice hraji
dulezitou roli na vzniku dnes$ni kyslikové atmosféry. Rostliny jsou eukaryotické organismy,
které nas obklopuji na kazdém rohu. Dnesni populace sinice a fasy odsuzuje, protoze vytvari
toxiny a vodni kvét, které se pomnozuji v prehradach a dalSich vodach a vyvolavaji u lidi
alergické reakce. Mala ¢ast populace zné pozitivni vlastnosti téchto mikroorganismu. V dne$ni
dobé se mikrofasy a sinice staly perspektivnim a udrzitelnym zdrojem uzite¢nych produkta,
diky vysokému obsahu fady bioaktivnich metaboliti. Tyto fotoautotrofni mikroorganismy
vytvareji biomasu pomoci fotosyntézy.

Kosmetické produkty pro déti jsou pouzivany po celém svéte. V dne$ni dobé existuje Siroka

Skala rtiznych produktii, které slouzi k péci o télo. V kosmetice pro déti musi byt zajisténa
zdravotni nezavadnost.
Spotiebitelé pozaduji vysokou kvalitu, trvanlivost, a ptredevsim piirodni charakter produktu,
ktery kupuji, nejlépe bez jakychkoli chemickych latek. Tyto pozadavky nejsou ale do zna¢né
miry splnitelné. Vyrobci nejsou schopni zajistit trvanlivost piipravkl, bez pouziti
konzervacnich latek.

Tato bakaléiska prace se zaméfuje na piipravu kosmetického produktu urc¢eného pro déti
s ptidavkem extraktu ze sinic a naslednym testovanim ptipravené¢ho produktu na lidské kuazi.



2 TEORIE

Biologicky aktivni slouc¢eniny pochazeji z riznych piirodnich organismt, jako jsou zvifata,
rostliny, mikroorganismy (fasy, houby, bakterie). Tyto pfirodni slouceniny maji rtzné
biologické aktivity (antibakterialni, antivirové, anthelmintické) [1].

Rasy, stejné jako jiné rostliny, produkuji fadu slou¢enin, které patii mezi primarni
I sekundarni metabolity. Jako fotosyntetické organismy hraji tyto skupiny klicovou roli
v produktivité oceanu a tvoti zaklad moiského potravniho fetézce [2].

2.1 Rasy
2.1.1 Obecna charakteristika

Rasy jsou autotrofni organismy, které maji jednobunéénou nebo mnohobunéénou stélku [3].
Jsou to organismy, které provadgji kyslikatou fotosyntézu [4]. Rasy jsou viudypiitomné, jsou
dalezitymi ¢leny oceanského fytoplanktonu, symbionty liSejnikii a plosténcti a obyvatelé téméer
jakéhokoli sladkovodniho ekosystému od rybniku, fek, jezer a mokiadu [5].

2.1.2 Stavba buiiky

Rasy mohou byt jednobun&éné nebo vlaknité, coz vede k velké rozmanitosti v celé morfologii.
Bunécné stény tas jsou tenké a tuhé, obsahuji celulézu s fadou dalsich polysacharidi véetné
pektinu, xyland a kyseliny alginové a obklopuji je cytoplazmatické membrany. VSechny fasy
také obsahuji membranové vazané chloroplasty obsahujici chlorofyl a, b, ¢ nebo d. Mnoho fas
obsahuje také pyrenoidy, které slouzi jako mista pro skladovani a syntézu $krobu [6].

2.1.3 Vyskyt a vyznam v prirodé a pro ¢lovéka

Rasy obsahuji chlorofyl a dalsi pigmenty, které zachycuji svétlo ze Slunce. Tato svételné
energie je pak pfeménéna na molekuly Zivin v procesu zvaném fotosyntéza. Vétsina fas uklada
energii jako néjakou formu sacharidti. Mikroskopické tasy jsou zdrojem velké ¢asti zemského
kysliku. Rasy jsou velmi dilezité z ekologického hlediska, protoze jsou zadatkem potravniho
fetézce pro ostatni Zivo€ichy. Fytoplankton, ¢asto jednobunéény typ fasy, je poZirdn malymi
zivo¢ichy zvanymi zooplankton. VétSi fasy poskytuji tkryt pro ryby a dalSi bezobratlé
zivoCichy [7].

2.1.4 Porphyridium cruentum

Porpyridium cruentum je jedna z jednobunécnych fas, ktera Zije prirozené samotaisky nebo
Vv koloniich. Dominantnim pigmentem v fase je fykoerythrin a fykocyanin, nékteré obsahuji
fykobilin. [8]. Fykobiliny jsou svétlosbérné pigmenty, které absorbuji zelené az Cervené vinové
délky svétla [9].
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Obrazek 1 Porphyridium cruentum [10]
2.1.5 Scenedesmus

cey

Scenedesmus je sladkovodni fasa zijici Vrybnicich a jezerech po celém svété ve vSech
klimatickych podminkach. Snasi mirnou kyselost, ale pouze nizkou slanost a vhodna teplota
pro rast je 28-30 °C. Pouziva se jako biologicky nastroj pro fyziologické experimenty
a problémy se znecisténim. V posledni dobé je jednou z fas vyuzivanych k vyrob¢ biopaliva
[11].

Obrazek 2 Scenedesmus acutus [10]

2.1.6 Palmaria palmata

Palmaria palmata je jedna z nejbéznéjsich tas na skalnatych pobieZich na severni polokouli.
Pouziva se v lidské vyzivé hlavné v Irsku. Obsahuje az 35 % bilkovin a je bohatym zdrojem
vitamint. Je identifikovana jako jeden ze tfi druhli Cervenych tas S nejlepSim potencialem pro
péstovani [12].
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Obrazek 3 Palmaria palmata [13]
2.1.7 Ascophyllum nodosum

Ascophyllum nodosum je velka a hnéda tasa. Listy jsou olivové hnédé. Je to bézny druh na
okraji severniho Atlantského oceanu. Listy mohou dosahovat az 2 m (extrémné 5 — 7 m). Tato
moiska fasa je dlouhovéka. Tento druh se pouziva pouziti v produktech, jako jsou potraviny,
hnojiva, krmiva pro zvifata [14].

Obrazek 4 Ascophyllum nodosum [15]

2.2 Sinice
2.2.1 Obecna charakteristika

Sinice jsou autotrofni mikroorganismy. Vyskytuji se v riznych prostfedich véetné vody
(sladka, moiska), suchozemského prostiedi (ptida, pousté, ledovee) a symbidz (s rostlinami,
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lisejniky a zvitaty) [16]. Stélka sinic muze byt jednobunécna, ale Castéji byva seskupeno vétsi
mnozstvi bun€k do vlaken nebo seskupen do nepravidelnych kolonii [17].

2.2.2 Stavba buiniky

Jednou z hlavnich ptednosti bunéénych funkci je strukturovana a koordinovana vnitini
organizace. Sinice jsou prokaryota, kterd jsou schopna provadét oxygenni fotosyntézu.
Na zaklad¢ pfitomnosti vnéj§i membrany jsou sinice obecné povaZzovany za gramnegativni
bakterie. Mezi vnitini a vnéj$i membranou maji neobvykle silnou peptidoglykanovou vrstvu
[18].

2.2.3 Vyskyt a vyznam v piirodé a pro ¢lovéka

Zivotni procesy sinic vyzaduji pouze vodu, oxid uhli¢ity, anorganické latky a svétlo.
Fotosyntéza je jejich hlavni zptisob energetického metabolismu. V piirozeném prostiedi je vSak
znamo, ze nékteré druhy jsou schopny ptezit i dlouh4 obdobi ve tmé&. Kromé toho nékteré sinice
vykazuji vyraznou schopnost heterotrofni vyzivy. Mnoho druhti je schopno Zit v pidé, kde jsou
dulezité ve funkénich procesech ekosystému a kolob&hu zivin [19].

2.2.4 Rod Nostoc

Nostoc je rod sinic, ktery se piirozen¢ vyskytuje ve sladkovodnich fytoplanktonovych
spole¢enstvech, ale obvykle neni spojovan s toxickymi kvéty planktonu. Castéji je spojovan
s bentickym prostifedim, kde miiZe tvotit kolonie na vlhkych pudach. Nékteré druhy Nostoc jsou
vysoce odolné vici suchu a teplu [19].

Obrazek 5 Nostoc CCALA 123 [10]

2.2.5 Rod Anabaena

Anabaena je ¢lenem cyanobakterii, coz jsou gramnegativni bakterie, které provadéji
fotosyntézu a jsou hlavni slozkou v globalnim cyklovani uhliku, dusiku a kysliku. Rostou
vlaknitym zpisobem [20].
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Obrazek 6 Anabaena torulosa [10]

2.2.6 Scytonema

Scytonema je rod sinic, které provadéji oxygenni fotosyntézu. Tvoii vldkna, kterd jsou
obklopena slizovitym obalem [21]. Je pfevazné vzdusna nebo subaericka na alkalickych
substratech, vlhkych hornindch, dfevé a pudé. Scytonema je variabilni rod s vice nez
100 znamymi popsanymi druhy, z nichz mnohé jsou znamé pouze v tropickych oblastech [22].

Obrazek 7 Scytonema CCALA 170 [10]

2.2.7 Chroococcidiopsis

Chroococcidiopsis je velmi primitivni fotosynteticka a pfizpusobiva sinice, ktera je pfitomna
po celém svété. Zije v Siroké skale extrémnich prostiedi, napf. vyprahlé, mokré a studené
pousté, hypersolné laguny, rybniky a termalni prameny. Je zndma svoji odolnosti vici
vysychani a schopnosti ptezit pfi nedostatku zivin a svétla [23].
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Obrazek 8 Chroococcidiopsis CCALA 45 [10]

2.2.8 Spirulina

Spirulina je planktonni sinice, které tvoii masivni populace v tropickych tutvarech
a subtropickych vodnich 1tvarech vyznacujicich se vysokym obsahem uhlicitanu
a hydrogenuhli¢itanu a vysokym pH [24].

Obsah latek v sinici Spirulina:

vitamin B (zejména vitamin B12)
provitamin A (beta-karoten)
zelezo
bilkoviny 50 — 70 %
o obsahuji vSechny esencidlni aminokyseliny a n€které i neesencialni
5—10 % lipida
10 — 20 % sacharidu [25]
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Obrazek 9 Komeréni vzorky Spirulina

2.3 Centella asiatica

Centella asiatica je tropicka 1é¢iva rostlina pochazejici ze zemi jihovychodni Asie. Pochézi
z teplejsich oblasti. Tato rostlina roste divoce na vlhkych, stinnych mistech a Ize ji bézné vidét
podél bieht fek, potoki, rybnikl a zavlazovanych poli, Roste také podél kamennych zdi nebo
jinych skalnatych oblasti [26].

“ —
Obrazek 10 Centella asiatica [27]

2.4 Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula je rod eukaryotickych mikroorganismut, konkrétné kvasinek, ktery se Siroce
vyskytuje u zvifat, rostlin, fek, jezer a ocean. Bunky ma bohaté na Zziviny, jako jsou
karotenoidy, proteiny a polysacharidy, ale obsahuji také aminokyseliny, polynenasycené
mastné kyseliny, vitamin E. Rhodotorula mucilaginosa je dominantnim druhem v pobieznich
vodach [28].
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2.5 Rist a vyvoj mikroorganismii

Vyvoj mikroorganismil je zavisly na vnéjSim prostiedi, musi v ném byt dostate¢né mnozstvi
surovin, vyuzivanych k syntéze bunécné hmoty a dostatecné mnozstvi zdroje vyuzitelné
energie. Mikroorganismy maji i schopnost pfizptisobovat se vn¢j$im podminkam, bud’ zménou
enzymového vybavena bunék, nebo mohou i do uré¢ité miry zménit i sloZeni a tvar bunék [29].

2.5.1 Vliv vnéjsiho prostiedi na mikroorganismy

Na rast a vyvoj organismi ma vliv zejména teplota, pH prostfedi, vodni aktivita.
e Teplota
Teplota je jeden zhlavnich faktorG pro rychlost rozmnoZovani mikroorganisma.
Existuji tfi zdkladni teploty:
e Minimalni: nejnizsi teplota, pii které se urcity mikroorganismus rozmnoZzuje jesté
zjistitelnou rychlosti
e Optimalni: pfi této teploté se dany mikroorganismus rozmnozuje nejvetsi rychlosti
e Maximalni: nejvyssi teplota, pii které je mikroorganismus jest€¢ schopen se
rozmnozovat [11].
e pH prostiedi
Rist mikroorganismu je ovlivnén koncentraci vodikovych iontii v prostfedi. Kazdy druh
mikroorganismi se mize rozmnozovat v ur¢itém rozmezi pH [29].
¢ Vodni aktivita
Voda je nezbytnou soucasti bun&¢né hmoty, piedstavuje 75 az 90 % hmotnosti mikrobnich
tél. VSechny chemické reakce, které probihaji v Zivé bunce, probihaji pouze ve vodném
prostiedi [29].

2.6 Aktivni latky sinic a mikroras

Rasy a sinice obsahuji fadu biologicky aktivnich latek, jako jsou karotenoidy, MAA
a scytonemin [30]. Mikrofasy a sinice byly identifikovany jako bohaty zdroj biologicky
aktivnich sloucenin s antivirovymi, antibakteridlnimi, protiplisiovymi a protirakovinnymi
ucéinky [31]. Mikrofasy obsahuji vitaminy, jako je vitamin C, ktery miiZze zabranit usazovani
melaninu a bélit pokozku. Vitamin E miiZe opravit koZni bariéru, a dokonce 1é¢it nektera kozni
onemocnéni [32].

2.7 Antioxidaéni latky

Antioxidant je substrat, ktery zabraiiuje oxidaci molekul uvnitt buiiky. Jde o zndmy chemicky
proces, ktery umoziuje odstranéni elektronti nebo vodiku z latky. Béhem oxidacni reakce
vznikaji volné radikaly. ProtoZe jsou radikaly reaktivni, tak spousti fet€ézovou reakci. To mize
vést k poSkozeni ¢i Uplnému usmrceni bunky. Antioxidac¢ni Cinidla jsou schopna ukoncit
fetézovou reakci eliminaci volnych radikalovych meziproduktt (viz Obrazek 11). Antioxidanty
1ze povaZovat za redukéni Cinidla, protoZe samy sebe oxiduji. Ptiklad antioxidacni latky jsou
kyselina askorbova, thioly nebo polyfenoly [31].
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Antioxidanty chrani pred

Volné radikaly
poskozenim bunky

poskozuji buriku

Stres Antic?xida_nt?' neutralizujici
Toxiny volné radikaly
Chemikalie
Radiace

o Volné radikaly
Antioxidanty

Obrazek 11 Oxidaéni reakce v bunice [31]

Antioxidac¢ni latky 1ze rozdélit do n¢kolika skupin:

e Inhibitory oxidac¢nich reakci radikali (preventivni antioxidanty), které inhibuji
tvorbu volnych lipidovych radikala

e Inhibitory pierusujici Sifeni autooxidaéni fetézové reakce (fddné antioxidanty)

e Zhaseci singletového kysliku

e Synergisté vlastnich antioxidantl

e Redukeni Cinidla, které preménuji hydroperoxidy na stabilni sloZky neradikalovym
zpisobem

e Chelatory kovi, které preménuji kovové prooxidanty

e Inhibitory pro-oxidac¢nich enzymu [33]

2.7.1 Fenolické latky

Fenolové slouceniny jsou Siroce rozsifeny v rostlinné fisi a tvofi jednu z nejvyznamnéjSich
skupin sekundéarnich metaboliti rostlin. Z chemického hlediska maji alespoii jeden aromaticky
kruh nesouci jednu nebo vice hydroxylovych skupin a lze je klasifikovat jako jednoduché
fenoly a polyfenoly v zavislosti na poc¢tu fenolovych jednotek v molekule. Z biologického
hlediska jim byla pfifazena fada aktivit, z nichZ nejvyznamnéjsi je antioxidacni aktivita. Tato
aktivita zavisi na poctu hydroxylovych skupin a povaze substituci na aromatickych kruzich.

o w

Dalsi biologické aktivity jsou antikarcinogenni, antimutagenni a protizanétlivé [34].
2.7.2 Vlastnosti pigmentovych barviv

Barva je jednim z prvkl pfirody. Barviva a pigmenty jsou barevné, protoZe absorbuji pouze
urcitou vinovou délku viditelného svétla. Jejich struktury maji arylové kruhy, které mayji
delokalizované elektronové systémy. Tyto struktury jsou zodpovédné za absorpCi
elektromagnetického zatreni [35].

Chlorofyly absorbuji modré a cervené svétlo, a tak se jevi jako zelené, zatimco karotenoidy
absorbuji pouze svétlo v modré barve, a tak se jevi Zluto-Cervené (viz Obrazek 12). Barvy jsou
zieteln€jsi na podzim, protoze chlorofyl je prvni pigment, ktery se rozklada [36].
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Obrazek 12Absorpéni spektra pigmenti [36]

2.7.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou tfidou pfirozené se vyskytujicich pigmentl syntetizovanych rostlinami,
fasami a fotosyntetickymi bakteriemi. Tyto bohaté zbarvené molekuly jsou zdrojem Zluté,
oranzové a cervené barvy mnoha rostlin. V rostlinach maji karotenoidy dualezitou funkci
zhaSeni singletového kysliku, oxidantu vznikajiciho béhem fotosyntézy [37]. Mnoho sinic
obsahuje B-karoten, zeaxanthin, echinenon a myxoxantfhofyl [38].

2.7.3.1 6-karoten

B-karoten je oranzovo-zluta sloucenina rozpustnd v tucich, kterou lze extrahovat z mikrofas.
Jde o pfirozené se vyskytujici prekurzor retinolu (vitamin A) s potencidlnimi protinadorovymi
a chemopreventivnimi u¢inky. B-karoten hraje dulezitou roli v imunitni regulaci. Lidské télo
preménuje B-karoten na vitamin A, ktery je nezbytny pro t€hotné Zeny a déti [39].

2.71.3.2 Dalsi karotenoidy

Zeaxanthin

Zeaxanthin je jednim z nejbéznéjsich karotenoidd vyskytujicich se v ptirod¢. Je to pigment,
ktery davd mnoha rostlindm jejich charakteristickou barvu. Patfi mezi antioxidanty a tato
vlastnost pfispiva k jeho ptiznivym G¢inkiim [40].

Echinenon

Echinenon se pouziva jako oranzovy pigment, antioxidant a provitamin A [41].

Myxoxantofyl

Myxoxantofyl je glykosylovany monocyklicky karotenoid, ktery se pfirozené vyskytuje
Vv sinicich, ale dosud nebyl vyvinut zddny izolacni proces, ktery by jej ziskal z jeho ptirozeného
zdroje [42].
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2.7.4 Chlorofyly

Chlorofyl je pigment, ktery 1ze nalézt ve vnitini ¢asti chloroplastu. Mezi jeho funkce patii sbér
svétla, prenos energie, fotochemicka redoxni reakce a také fotoprotekce. Je nekovalentné
vazany na protein za superkomplexu pigment-protein. Fotofyzikalni vlastnosti a funkce
chlorofylu spocivaji Vv jeho chemické struktute. Chlorofyly jsou definovany jako cyklické
tetrapyrroly nesouci charakteristicky isocyklicky péti¢lenny kruh [43].

2.8 Toxicita

Chemicka toxicita je pro lidské zdravi velmi nebezpecna, protoze po delSim uzivani mtize
zpusobit nekolik typt zdvaznych onemocnéni. Cesta do téla mlze byt potravou, vodou nebo
vzduchem [44].

Mikrobidlni toxiny jsou toxiny produkované mikroorganismy, véetné bakterii, hub a vird.
Jsou dllezitymi determinanty virulence odpovédnymi za mikrobidlni patogenitu.
Mikroorganismy netvoii samostatnou taxonomickou skupinu, protoze jsou definovany jako
ptili§ malé na to, aby je bylo mozné vidét pouhym okem. Nejbéznéjsim zptisobem, jak studovat
ucinky toxickych materidlti na mikroorganismy, je sledovani inhibice rlstu Zivotaschopnych
bunék na agarovém médiu [45].

2.8.1 Cytotoxicita latek, pouZivanych v kosmetickych pripravcich

Toxicita methylalkoholu je zavisla na ¢ase a koncentraci a jeho toxicky uc¢inek je inhibovan
ethylalkoholem. Kvili zmirfiujicim G¢inkiim ethylalkoholu se dospélo k zavéru,
ze methylalkohol je bezpeény pii pouziti k denaturaci ethylalkoholu pouzivaného
Vv kosmetickych ptipravcich [46].

V kosmetickych ptipravcich je zakdzano pouzivat chemické latky-nebezpecné pro zdravi,
tedy ty, které jsou toxické, Ziravé, karcinogenni nebo mutagenni. Seznam latek, které nesmi
v kosmetickych pfipravcich byt, zahrnuje napt. efedrin, antibiotika, kyselinu boritou,
chloroform a dalsi [47].

2.9 SPF faktor

SPF faktor je ochranny slunec¢ni faktor, ktery je definovan jako UV energie potiebna
K vytvofeni minimalni davky erytému (MED) na chranéné ktzi v poméru k UV energii nutné
K vytvofeni MED na nechranéné kizi. Minimalni erytémova davka je definovana jako nejnizsi
Casovy interval nebo davka ozafeni UV svétlem dostateéna K vytvofeni minimalniho erytému
nechranéné ktze [48].

Cim vyssi SPF, tim uéinné&j§i je produkt v prevenci spaleni sluncem. Metody in vitro pro
stanoveni SPF zahrnuji méfeni absorbance. Mansur a kol. (1986) vyvinul velmi jednoduchy

matematicky model rovnice [48].
2.10 UV zareni

Slune¢ni UV zafeni je nejenergictéjSim zafenim, které je schopno proniknout atmosférou
a dosahnout zemského povrchu [49]. UV zafeni muzZe inhibovat fotosyntézu nic¢enim listd
rostlin, coz nasledné ovlivituje cely ekosystém. Ultrafialové zafeni se vyskytuje ve vinovych
délkach od 100 nm do 400 nm a je rozd€leno do tii oblasti: [50]
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e UVA (315-400 nm): Pronika hloubé&ji do dermis. Poskozuje DNA nepiimo
tvorbou volnych radikalt a oxidativnim poskozenim.
e UVB (280 — 315 nm): Je z velké ¢asti absorbovano epidermis. Zpisobuje piimé
poskozeni DNA s charakteristickymi mutacemi, které pfedurcuji k rakovin¢ kize.
e UVC (100 — 280 nm): Je absorbovano pied dosazenim zemského povrchu.
Slunecni zafeni dopadajici na zemsky povrch je tvofeno pievazngé:
UVA-90%
UVB - 10 %
Zemskou atmosférou pronika mén¢ nez 2,5 % slune¢niho [51].

Typy ultrafialového zafeni

o Vinova délka__,
400nm J15nm  280nm 100nm
UVA | uve uve
:‘_L‘E == §§ Extrémné nebezpeéné
— == . = Blokovéno ozonovou vrstnou
p—— ==  OZONOVAVRSTVA =
- -
Piedéasné starnutf kize Ra;ovin 2 kiZe
Vrascitost kiZe Sedy zakal
Podili se na rakoviné Popéleni od Slunce

Obrazek 13 Schéma vinovych délek riznych zateni [51]
2.11 Kosmetika

2.11.1 Détska kosmetika

Détska kiize se od dospélé lisi funkéné i morfologicky. Diky témto odliSnostem vyzaduje vyssi
péc¢i a ohleduplnost. Pti vybéru kosmetiky pro déti-je tteba dbat na to, aby kosmetické produkty
a neobsahovaly slozky, které by mohly zpisobovat alergii.

Tloust’ka détské kuze je poloviéni nez u dospélého ¢lovéka. Rohova vrstva pokozky je velmi
tenkd, kolagenni vlédkna jsou tenci nez u kiize dospélého cloveka a elastickd vlakna nejsou
V raném détstvi témeéf viibec vyvinuta [52].

2.11.2 Krém

Krémy maji za ukol zvlaciiovat a zjemnovat kizi. Na jejim povrchu tvoii ochrannou vrstvu.
Mivaji konzistenci jemné masti, ale pfedevs§im se jedna o tzv, tuhé emulze. Jejich soucasti byva
tuk rostlinného, zivo¢isného nebo mineralniho pavodu [53].

Krémy na plet’ jsou smési s vodou. Pokud je obsah vody ve smési vysoky, jedna se o télové
mléko [54].
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2.12 Prirodni zdroje aktivnich latek v kosmetickém primyslu

Rasy, sinice a rostliny vytvaieji aktivni latky, které mohou byt zajimavé pro kosmeticky
prumysl. Aktivni slozky extrahované zurcitych mikrofas se v soucasnosti vyuZzivaji
v kosmetickych piipravcich. Vyznam aktivnich slozek pochazejicich z mikrotas je v tom, ze
mohou byt pouzity k prevenci skvrn, opravé poskozené pokozky nebo inhibovat zanétlivy
proces. Vytazky z mikrofas maji navic rizné bioaktivni latky, které urychluji proces hojeni
a udrzuji vlhkost pokozky [55]. Mezi hlavni bioaktivni slozky z mikrofas patii karotenoidy,
lykopen, astanxanthin, fykobiliproteiny, antioxidanty, polysacharidy, glycerol, lektiny,
glykoproteiny a nemrznouci proteiny [56]. Podle nékterych vyzkumnych zprav je znamo, ze
produkty z fas a sinic jsou vhodné pro pouziti do kosmetickych piipravki z toho divodu, ze
jsou Siroce pouzivany k 1écbé riiznych koznich problémt, plsobi jako zvlhéovac, zlepsuji
texturu a jsou u¢innymi slozkami opalovacich krému [57].
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3 CILE PRACE

V ramci této bakalaiské prace byly feSeny nésledujici dil¢éi cile:

reSerSe — ptirodni producenti latek s antimikrobialnim u¢inkem, antioxidantii a vitamini
(prehled)

piiprava extraktli z vybranych kvasinek, fas a rostlin

charakterizace hlavnich obsahovych slozek extraktd

stanoveni biologickych u€inkli a bezpecnosti pfipravenych extrakti
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité kmeny Fas, sinic a rostlin
4.1.1 Sinice

4.1.2

4.1.3

4.1.4

Chroococcidiopsis cf. CCALA 45

Nostoc cf. CCALA 123

Scytonema cf. CCALA 170

Anabaena torulosa CCALA 003

Komeréni Spirulina vitalvibe (Cina)
Komeréni Bio Spirulina (Cina)

Kome¢éni Spirulina Ekokoza (Ceska republika)
Komeréni Algae Spirulina (Spanélsko)

Rasy

Scenedesmus acutus CCALA 904

Porphyridium cruentum

Komeréni Palmaria palmata (Francie)

Komeréni Ascophyllum nodosum (Ceska republika)

Rostliny

Komeréni Centella (Francie)
Hermanek

Materidouska

Levandule

Kopriva

Olivovy list

Kvasinka

Rhodotorula mucilaginosa

4.2 Pouzité chemikalie a material

4.2.1 Chemikalie pouzité pro kultivaci Fas a sinic

4.2.2

Dusi¢nan sodny p.a., Lach-ner, s.r.0. (CZE)

Hydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CZE)

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

Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.0. (CZE)

Uhli¢itan sodny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)

Chemikalie pouZité pro tvorbu extrakti a jejich analyzu

ABTS HPLC > 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Ethanol, 96 % p.a., Penta (CR)
Ethanol 96 % pro UV-VIS, Penta (CR)
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e Folin—Ciocalteuovo ¢&inidlo p.a., Penta (CR)
e Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

e Kyselina gallova, Sigma Aldrich (Némecko)
e Methanol p.a., Penta (CR)

e Trolox, Sigma Aldrich (Némecko)

4.2.3 Chemikalie pouZité pro vyrobu kosmetickych produktii

e Dimetikon 350 cs, Mica a Harasta s.r.o. (CZE)
e Ercawax MB1, Mica a Harasta s.r.o. (CZE)

e Parafinovy olej, Mica a Harasta s.r.o. (CZE)

e Vazelina bila, Mica a Harasta s.r.0. (CZE)

4.3 Pristroje a pomiucky

e Analytické vahy GH-202, A&D Europe (Némecko)
e Automaticky vortex, Vortex genie 2, Scientific industries (USA)
e Box ochranny laminarni, Airstream ESCO Class II BSC (Némecko)
e CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (Némecko)
e Centrifuga U-32R, BOECO (Némecko)
e Centrifuga Z 36 HK, Hermle Labortechnik (Némecko)
e ELISA Reader Synergy HTX, BioTek (Némecko)
e GC/FID sestava:
o Sestava GC, ThermoQuest S.p.A. (ITA)
o Detektor FID
o Kapilarni kolona DB-wax o rozmérech: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum
e Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)
e Lyofilizator, Labconco (USA)
e Michacka IKA RW 11 basic, IKA WERKE (Némecko)
e Nanodrop Spektrofotometr N50, Implen (Némecko)
e NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH (Némecko)
e Susarna inkubator INB 400, Memmert (Némecko)
e Tiepacka, Heindolph unimax 1010, Heindolph instruments (Némecko)
e Ultrazvuk PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SVK)
e Vahy AND HL-200i, A & D Company, Japonsko (CHN)
e Vakuova rota¢ni odparka RV 06 ML, IKA (Némecko)
e Visioscope PC 35 (Némecko)
e Vodni lazen GFL 1032, Gesellschaft fiir Labortechnik (Némecko)
e Vortex REax Top, Heidolph (Némecko)

4.4 Kultivace

Pro kultivaci mikrofas a sinic byla pouzita média dle doporuceni dodavatele viz Tabulka 1.
Nejprve byly kmeny zaockovany do Erlenmayerovych ban¢k. Pro produkci biomasy na dalsi
extrakce byly kmeny pfeockovany do reakénich lahvi typu Simax o objemu 0,5 1. Lahve byly
po celou dobu experimentu provzdusnovany. Jako zdroj svétla slouzila lampa.
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Tabulka 1 Slozeni media Z [10]

Chemikalie Zasobni roztok [g.I'" dH,0] V na 1 litr [ml]
NaNO3 46,7 10
Ca(NOs)2.4H,0 59 10
K2HPO4 3,1 10
MgS0..7H,0 2,5 10
Na2COs 2,1 10
Fe-EDTA sol. 0,2
Trace metal sol. 0,08

Slozeni Fe-EDTA roztoku a Trace metal roztoku jsou uvedeny v Piiloha 1 [10].

Tabulka 2 Slozeni Porphyridium media [10]

Roztok ¢. 1 Roztok ¢. 2 Roztok ¢. 3
Litka migldo1l | Latka | m [g] do 250 ml Latka ™ [ma] do 1
KCl 4,00 E[F>eT_ A 4,60 HsBOs 3,0
NaCl 3,13 MnSO,-4H,0 1,20
KNO3 1,24 C0S0s-7H,0 1,40
MgSO4-7H,0 2,50 CuS0O4-5H,0 1,24
K.HPO, 0,66 ZnSO4-7TH,0 1,43
Ca(NO3), 4H,0 0,17 (NH4)M0;70,4-4H20 1,84
Kl 0,05
KBr 0,05

4.5 Extrakce mikroorganismi nakultivovanych na FCH

45.1 Extrakce zatmy

Do plastovych zkumavek bylo navézeno urcité mnozstvi vzorku a vzorek byl zalit urcitym
mnozstvim  30%  ethanolu (na 100mg vzorku 10ml rozpoustédla) nebo
methanol:ethylacetatu (1:1). Tato suspenze byla ponechana ve tmé pii 7°C 24 hodin. Po
uplynuti této doby byly zkumavky zcentrifugovany piti 6 000 otackach 5 minut. Supernatant byl
odpipetovan do jinych Cistych plastovych zkumavek.

Tyto extrakce byly provedeny u:
e Chroococcidiopsis cf. CCALA 45
e Nostoc cf. CCALA 123
e Scytonema cf. CCALA 170
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e Anabaena torulosa CCALA 003
e Scenedesmus acutus CCALA 904
¢ Rhodotorula mucilaginosa

4.6 Extrakce mikroorganismi komercné zakoupenych

4.6.1 Extrakce za svétla

Vzorky Spirulina byly odvazeny na cCistych plastovych zkumavek a byly zality uréitym
objemem destilované vody, 60% a 96% ethanolu a methanol:ethylacetatem (1:1). Tato
suspenze byla ponechana na ttepacce pti 37 °C 24 hodin. Po uplynuti této doby byly zkumavky
zcentrifugovany pii 6 000 otackach 5 minut. Supernatant byl odpipetovan do jinych cistych
plastovych zkumavek.
Tyto extrakce byly provedeny u:

e Spirulina Vitalvibe (Cina)

e Bio Spirulina (Cina)

e Spirulina Ekokoza (Ceska republika)

e Algae Spirulina (Spanélsko)

e Palmaria palmata (Francie)

e Ascophyllum nodosum (Ceska republika)

e Centella (Francie)

4.7 Charakterizace extraktu

4.7.1 Celkova vytéZnost extrakti

Pro zjisténi celkové vytéznosti extrakti ze sinic bylo odpipetovano presné mnozstvi
do zvazenych zkumavek typu Eppendorf. Zkumavky s extrakty byly umistény do digestote
aVni byly ponechany odpafit ve tmé. Po odpafeni byly zkumavky znovu zvazeny a byla
zjisténa hmotnost a z ni vypoctena celkova hmotnostni koncentrace vSech latek.

4.7.2 Stanoveni fenolickych latek

K 10 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla ziedéného vodou v poméru 1:9 byl ptidan 1 ml vody
a 50 pl vzorku. Vzorek byl promichan na vortexu a ponechan 5 minut stat. Poté bylo pfidano
1,5 ml nasyceného roztoku Na>COs3 a vzorek byl opét promichan na vortexu a ponechan stat
15 minut. Po uplynuti této doby byla méfena absorbance vzorku pti 750 nm. Jako blank byl
pouzit stejny postup, jen misto vzorku bylo ptfiddno 50 ul destilované vody. Koncentrace
fenolickych latek byla stanovena pomoci kalibracni kiivky kyseliny gallové v koncentracnim
rozmezi 0,107 — 0,752 mg/ml.

A=1,775c 1)

Rz =0, 9955 (2)
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4.7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/l, spolecné s ABTS byl
Vv destilované vod¢ rozpustén K»S,0g na koncentraci 2,45 mmol/l. Roztok byl ponechan stat ve
tmé& 12 hodin, diky ¢emuz se vytvofil roztok radikal kationu ABTS'. Pfed pouzitim byl tento
roztok ziedén ethanolem pro UV-VIS na absorbanci 0,70 = 0,02 pii 734 nm. Jako blank
pfistroje byl pouzit ethanol. Z takto nafedéného roztoku byl pipetovan 1 ml do kyvety a k nému
ptidano 10 pl destilované vody a byla ihned zméfena absorbance pti 734 nm oprati ethanolu,
coz nam dalo absorbanci Ao. Poté byl napipetovan 1 ml roztoku ABTS™ do zkumavky
eppendorf apiidano 10 ul vzorku. Zkumavka sroztokem byla promichéna a ponechéana
10 minut ve tmé&. Po uplynuti této doby byl roztok pielit do kyvety a byla zméfena absorbance
Aqo pii 734 nm. Pokles absorbance byl vypocten zrozdilu Ao a Aio. Celkova antioxidaéni
aktivita byla vypoétena dosazenim poklesu absorbance do kalibra¢ni kiivky Troloxu v rozmezi
koncentraci 0,099 — 0,396 mg/ml. Trolox byl rozpustén v 60% ethanolu pro UV-VIS na piedem
vypoctené koncentrace a proméfen stejn¢ jako vzorky.
A =1,4553 ¢ 1)

R? = 0, 9936 )

4.7.4 Stanoveni celkovych proteini Hartree-Lowryho metodou

Byla pfipravena ¢inidla
e A: 0,5g vanin sodno-draseny - 4 H,0, 25 g Na,COs, 125 ml 1 M NaOH, 250 ml
destilované vody
e B: 1g vanin sodno-draseny - 4 H20, 0,5 g CuSO4-5 H20, 5 ml 1M NaOH, 45 ml
destilované vody
e C: 1 objem Folin-Ciocalteuova ¢inidla a 15 objemu destilované vody
K 1 ml vzorku bylo ptidano 0,9 ml ¢inidla A. Roztok byl inkubovan 10 minut ve vodni 1azni
vyhtaté na 50 °C. Po uplynuti této doby byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu a bylo
pfidano 0,1 ml ¢inidla B. Roztok byl protfepan a inkubovan 10 minut pifi laboratorni teploté.
Poté byly pfidany 3 ml €inidla C a inkubovan 10 minut ve vodni lazni vyhtaté na 50 °C. Po
skonCeni inkubace byl roztok ochlazen abyla zméfena absorbance pifi 650 nm. Celkova
koncentrace proteini ve vzorcich byla vypoctena zkalibraéni kiivky albuminu
Vv koncentraénim rozmezi 39,43 — 98,57 pg/ml.
A=0,003-c (1)

R2 =0, 9955 (2
4.7.5 Stanoveni obsahu mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Do 2 ml sklenéné vialky bylo navazeno 10+2 mg lyofilozované biomasy a pfidano 1,8 ml
rozpoustédla (15% H2SOs v methanolu; 0,5 mg/ml C17 jako interni standard) a vzorek
byl inkubovan 2 hodiny pii 85 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti byl cely objem lahvicky
ptrenesen do 4 ml s ptidavkem 0,5 ml 0,005 M NaOH a 1 ml hexanu. Smés byla vortexovana
po dobu 5 minut a po odd¢leni fazi bylo 0,1 ml horni vrstvy hexanového extraktu odpipetovano
k 0,9 ml hexanu do ¢istych zkumavek pro GC.
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4.8 Meéieni absorp¢niho spektra extrakti pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Vzorky byly zfedény na pozadovanou koncentraci a bylo prométfeno absorpéni spektrum
v rozsahu 200 — 800 nm.

4.8.1 Vypocet SPF

Pro vypocet SPF bylo vyuzito metody uvedené v bodé 2.9. Byly pouzity hodnoty absorbance
vzorki v rozmezi 290-320 nm s krokem 5nm. Tyto hodnoty byly nasledn¢ dosazeny do
rovnice uvedené v bod¢ 2.11 a byl vypocten SPF.

4.8.2 Stanoveni celkovych karotenoidu a chlorofylu

Kazdy extrakt byl studovan pomoci spektrofotometru Nanophotometer IMPLEN a vzorky byly
umistény do kiemenné kyvety a proméfeno absorpéni spektrum v rozsahu 400—-700 nm. Méteni
byla provedena tiikrat. Na zakladé absorpénich spekter byl stanoven obsah chlorofylu a, b
aobsah acelkovy obsah karotenoidi podle metody popsané Wellburnem (1994). Obsah
pigmenti byl vyjadien jako pg na ml extraktu a byl vypocitan pomoci nasledujicich rovnic [23].

CthTOfyl a = (11,75 ) A662) - (2,53 - A645) (1)
CthTOfyl b = (18,61 - A645) - (3,96 ) A662) (2)
Karotenoidy = ((1000 - A7) — (2,27 - ch,) — (81,4 - chy)/227) 3)

4.9 Antimikrobialni testy
49.1 Priprava médii

Bylo ptipravené tekuté médium o sloZeni, které je uvedeno v tabulce. Potfebné mnozstvi média
bylo rozpusténo ve 200 ml destilované vody a sterilovano v tlakovém hrnci 45 minut pfi teploté
120 °C.

Tabulka 3Pouzité latky pro piipravu tekutych médii
Mikroorganismus Médium

Escherichia coli Lysogeny Broth — 25 mg/I

4.9.2 Kultivace mikroorganismii

Ptipravené tekuté médium bylo ochlazeno na laboratorni teplotu, poté bylo sterilné pielito do
Erlenmayerovy banky o objemu 50 ml. Do banky s médiem byl nao¢kovan mikroorganismus,
ktery byl uchovan v kryozkumavce. Takto pfipravena bafika byla ponechana na tfepacce pfi
37 °C po dobu 24 hodin.

4.9.2.1 Bujonova mikrodiluc¢ni metoda

Testovani probihalo pomoci mikrotitra¢ni desticky, ktera méla 96 jamek. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 100 ul tekutého zivného média, koncentraéni fady latek po 50 ul. Na zavér byla
pfidana kultura mikroorganismu o objemu 50 pl. Kontrola média byla provedena
napipetovanim 200 ul média. Pro kontrolu vzorkil bylo napipetovano 100 pul média a 33 pul
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vzorku. Jamky s obsahem 100 pl sterilovaného média a 50 ul natfedéné kultury byly pouzity
jako kontrola mikroorganismi. Poté probihala kultivace na tiepacce pii 37 °C po dobu
24 hodin. Méfenim absorbance v ¢ase 0 a po 24 hodinach na pfistroji Synergy HTX Multi-
Mode Reader byla sledovana antimikrobialni aktivita.

4.10 Dotaznik pro rodice

Pted samotnou piipravou krémt byl vytvoien dotaznik pro rodi¢e. Celkem se zucastnilo
15 respondentii z fad zen 1 muzii. Cilem dotazniku bylo zjistit, jaké produkty rodice pro své déti
nakupuji nejcastéji a jakou maji nejradéji konzistenci. Dotaznik je uveden v Ptiloha 2.

4.11 Optimalizace krému
4.11.1 Slozeni zakladnich emulzi

Cilem ptipravy emulzi o/v bylo vytvoteni homogenni smési, emulze o/v byly pfipravovany za
laboratorni teploty. Byly pfipravovany emulze o objemu 50 ml. SloZeni pfipravovanych emulzi
je uvedeno viz Tabulka 4.

Tabulka 4 SloZeni emulze o/v pfi optimalizaci krému

1. recept 2. recept
Emulsun Ceteaaryl alkohol
Olejova | Cetearyl alkohol | Parafinovy olej
faze Sluneénicovy
olej Erkamuls
Dimethicon

Bila vazelina

Destilovana voda | Destilovana voda
Glycerin 100% Glycerin 100%

Vodna faze

Prvni recept byl ptfipravovan s 10, 15, 25 a 40% obsahem slunec¢nicového oleje. Recept druhy
byl pfipravovan s 2, 4, 7 a 9% obsahem.

4.11.2 Postup pripravy

e V kadince o objemu 50 ml byla pfipravena olejova faze, do které bylo odvazeno
pfedepsané mnozstvi emulgatoru Emulsunu, cetearyl alkoholu a slune¢nicového
oleje. Olejova faze byla umisténa do vodni 1azné&, kterd byla rozehtata na 80°C.
Faze byla zahtivana postupné do tpln¢ homogenizace.

e V druh¢ kadince o objemu 100 ml byla pfipravena vodni faze, do které bylo
odvazeno piedepsané mnozstvi destilované vody a byl do ni ptidan glycerin.
Vodni faze byla také vlozena do vodni 1azné, rozehiaté na 80°C.

e Po 1Uplné homogenizaci bylo do kadinky svodni lazni umisténo
vysokorychlostni michadlo. Postupné do ni byla vmichdvana tekutd olejova
faze. Emulze byla promichavana do zchladnuti.
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Obrazek 14 Emulze o/v s Emulsunem

Obrazek 15 Emulze o/v s parafinovym olejem

4.12 Priprava emulzi s aktivni sloZkou

Byly vybrany dva extrakty mikroorganismti, jeden komeréné zakoupeny a druhy kultivovany
na fakult&. Dale byly vybrany dva recepty na ptipravu emulzi. Byl pfipraven objem 1200 ml od
kazdého vybraného receptu. Postup piipravy krém je uveden v bod¢ 4.11.2.
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Objem 1200 ml byl rozdé€len na tfi ¢asti po 400 ml. Do jedné emulze byl pfidan vodny extrakt
Spirulina  (1D), do druhé extrakt z Anabaena, ktera byla extrahovana
smési methanol:ethylacetat. Pred pfidanim do emulze byla odpafena na vakuové rotacni
odparce a pevny podil byl rozpustén v ur¢itém mnozstvi ethanolu.

Celkové bylo pfipraveno 6 krémi: dvé fady vzorkl, kde jeden zustal Cisty, jeden byl
s pridavkem sinice Spirulina a druhy s pfidavkem extraktu ze sinice Anabaena.

Krémy byly rozdéleny do plastovych krabicek a rozdany 20 respondentiim.

Obrazek 16 Extrakt sinice Anabaena v ethanolu; rozdélené krémy

4.13 Testovani vlivu emulzi s extrakty na lidskou pokozku

Samotného testovani se zucastnilo 20 respondentti z fad Zen i muzti. Kazdému respondentovi
byl pfi prvni aplikaci ddn dotaznik k vyplnéni. Krém si respondenti nanaseli na pokozku
piedlokti kazdy vecer po koupeli pied spanim po dobu 20ti dni. Po uplynuti této doby dostali
respondenti dal$i dotaznik k vyplnéni. Bylo vybrano 5 respondentt, kterym byly pted aplikaci
proméieny vybrané charakteristiky kiize. Byly proméfovany tyto parametry: maz, deskvamace,
procento poru, skvrn a vrasek, pomoci pristroje Visioscope PC 35. Po uplynuti doby 14ti dnt
byli tito respondenti znovu testovani. Dotaznik je uveden v Ptiloha 3.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Extrakty z mikroias kultivovanych na FCH
5.1.1 Celkova vytéZnost extraktu

Celkova vytéznost extraktd byla stanovena podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.1. Byla
zjisténa hmotnostni koncentrace latek v extraktu, kterd byla vyndsobena celkovym objemem
extraktu a vztazena na navazku. Takto vypocitané hodnoty byly vyneseny v procentech do
sloupcového grafu (viz Obrazek 17).

120
100 B Nostoc 123 b
PCa
HPCb
80
ESADb
B Anabaena a
60 B Anabaena b

B Chroococcidiopsis 45 a

Vytéznost [%]

B Chroococcidiopsis 45 b
40
MW Scytonema a

B Scytonema b

20 W SpirulinaAa
. - ' - B
O H- B

Obrazek 17 Vytéznost MO kultivovanych na FCH

V grafu jsou extrakty oznafené pismeny a; b, pismeno a zastupuje extrakéni rozpoustédlo
30% etanol a pismeno b zastupuje methanol:ethylacetat (1:1). Z grafu lze vidét, ze zadna
linearita mezi vytéznosti a extrakénim rozpoustédlem neni. Vyextrahované latky nemusi byt
vSechny aktivni, jde pouze o celkovy obsah suSiny v extraktech. Nejvétsi procentualni
vytéznost méla fasa Porphyridium cruentum extrahovana 30% ethanolem (98 %). Jeji vytéZnost
byla témét 100%, coz je nepravdépodobné. Naopak nejmensi procentudlni vytéznost mél
Nostoc extrahovany methanol:ethylacetatem, a to pouhé 1 %.

5.1.2 Absorpéni spektrum

Byla prométena absorpéni spektra podle postupu uvedeném v bod¢ 4.8.
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Obrazek 18 Absorpéni spektrum MO kultivovanych na FCH a vyextrahovanych 30% ethanolem
Na tomto grafu (Obrazek 18) lze vidét absorpéni spektra nakultivovanych mikroorganismti,
které byly extrahovany 30% ethanolem. Chybi zde charakteristické piky chlorofyla
a karotenoidt, z ¢ehoz vyplyva, ze 30% ethanol neni dobrym extrakénim rozpoustédlem pro
zisk chlorofylii a karotenoida.
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Obrazek 19 Absorpéni spektra MO kultivovanych na FCH a vyextrahovanych methanol:ethylacetatem
(1:1)

Na téchto absorpcnich spektrech (Obrazek 19) lze pozorovat charakteristické piky o ruzné
intenzité pro latky obsazené v zelenych mikrofasach a sinicich, napiiklad chlorofyly. Ze spektra
jde vidét charakteristicky trojpik v oblasti 650 nm — 700 nm, odpovidajici karotenoidiim. Na
rozdil od 30% ethanolu extrakéni rozpoustédlo methanol:ethylacetat (1:1) vyextrahovalo

vV

chlorofyly akarotenoidy. Piky o nejvyssi intenzit€é méla Anabaena. Existuji studie, které
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podporuji skutecnost, ze mnozstvi chlorofylu pozitivné koreluje s hustotou bunék nebo
biomasou. Anabaena je vynikajicim zdrojem chlorofylu a [58].

5.1.3 Fenolické latky

Pro stanoveni celkovych fenolickych latek v extraktech byla pouzita kalibra¢ni kiivka kyseliny

gallové. Do jeji rovnice byl dosazovany hodnoty absorbanci zméfené stejné jako kalibra¢ni
ktivka podle postupu uvedeném v bodé 4.7.2.

Tabulka 5 Fenolické latky extraktd z MO kultivovanych na FCH

MO Odchylka
Nostoc 123 b 0,071 + 0,020
SAa ND
SAb 0,007 + 0,046
PCa ND
PCh ND
Anabaena a 0,059 + 0,010
Anabaena b 0,072+ 0,010
Scytonema a 0,012 + 0,002
Scytonema b 0,021 + 0,003
Chroococcidiopsisa | 0,012 + 0,004
Chroococcidiopsis b | 0,020 + 0,007
Spirulina A a 0,024 + 0,001
Spirulina A b 0,030 + 0,010

Bylo prométeno 13 vzorkl, které byly kultivované na FCH, 7 vzork bylo extrahovéano
vV methanol:ethylacetdtu (1:1) a zbylych 6 vzorki v 30% ethanolu. Kazdy ze vzorka
byl proméfen 3x a vysledna hodnota byla zprimérovana. Vysledné hodnoty jsou uvedeny
v Tabulka 5. Nejvyssi obsah fenolickych latek méla Anabaena, ktera byla extrahovana do
methanol:ethylacetatu, a to (0,072+0,010). Naopak u tfech mikroorganismt nebyl obsah fenolil
vibec detekovan. Celkové zastoupeni fenolickych latek u proméfovanych mikroorganismi byl
nizky, coz nesouhlasi se studiemi, které fikaji, Ze since a fasy maji obsah fenolickyvh latek
vy$$i. Obecné ale plati, Ze zmény v mnozstvi fenolickych slou€enin v extraktu zavisi na typu
a polarité extrakéniho rozpoustédla [59].

5.1.4 Antioxida¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita byla stanovena podle postupu, ktery je uveden v bod¢€ 4.7.3 Pro vypocet
obsahu antioxidac¢nich latek v extraktech byla pouZita kalibra¢ni kiivka Troloxu.

35



0,30
W Nostoc 123 b

0,25 mSAa
0,20 SAb
g PCa
0,15
£ mPCh
(]
0,10

B Anabaena a
0,05 B Anabaena b

nilm n I i - ® Scytonema a
0,00

Obrazek 20 Antioxidacni aktivita extraktti z MO kultivovanych na FCH

Stejné¢ jako v predchozi metod¢ bylo prométeno celkem 13 vzorkli. Pomoci rovnice regrese
kalibracni kiivky, zévislosti absorbance A na koncentraci Troloxu, byl zjistén ubytek
absorbance vzorku, ktery byl pfepocten na ekvivalentni mnozstvi Troloxu. Kazdy vzorek byl
proméfen 3x a nasledné vypocltena prumérna hodnota. Vysledné primérné hodnoty
s chybovymi iseCkami jsou uvedeny v Obrazek 20. Z grafu (Obrazek 20) Ize vidét, Ze nejveEtsi
antioxidacni aktivitu méla Anabaena, ktera byla extrahovana v methanol:ethylacetatu (1:1),
ato 0,27 mg/g. Anabaena méla praimérné 2,5x vyssi antioxidacni aktivitu nez ostatni vzorky.
Vzorek sinice Nostoc 123 vyextrahovany také do methanol:ethylacetaitu mél antioxidacni
aktivitu oproti ostatnim vzorkiim také dobrou (0,11 mg/g). Ostatni vzorky mély antioxidacni
aktivitu zanedbatelnou, prakticky zadné antioxidacni latky neobsahovala tasa Porphyridium
cruentum, a to ani v jednom extrakénim rozpoustédle.

5.1.5 SPF faktor

Pro vypocet SPF byly pouzity hodnoty absorbanci namétené podle bodu 4.8 a SPF byl vypocten
podle rovnic v uvedenych v bodé 2.9. Takto vypoctené hodnoty SPF byly pfehledné shrnuty do
sloupcového grafu (Obrazek 21).
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Obrazek 21 SPF faktor extraktd z MO kultivovanych na FCH

Z grafu je patrné, ze nejvyssi SPF faktor mély obé extrakce Chroococcidiopsis, lepsi vsak do
30% ethanolu (SPF 1,84). Druha nejlepsi byla Scytonema, extrahovana do 30% ethanolu.
U extraktu z Chroococcidiopsis extrahoveného do methanol:ethylacetatu byly velké odchylky.
Naopak Porphyridium cruentum, Nostoc a Anabaena nevykazovali téméf zadny ochranny
faktor vii¢i Slunci.

5.1.6 Obsah chlorofylua a celkovych karotenoidi

Bylo prométfeno absorpcni spektrum podle postupu uvedeném v bod¢ 4.8 a z n¢j vypocitany
obsah chlorofylii a celkovych karotenoidti podle rovnic uvedenych v bodé 4.8.2.
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Obrazek 22 Obsah chlorofyli a karotenoidi



Na Obrazku 22 lze vidét grafické znazornéni chlorofylu a, b a celkovych karotenoidu.
U extrakti b, tedy vyextrahovanych methanol:ethylacetatem (1:1) se vyextrahovalo vice
chlorofyli a karotenoidi. VétSina extrakti extrahovanych 30% ethanolem byly z grafu
odebrany, kvuli velmi nizkému obsahu. Obsah chlorofyld a karotenoidi byl
u methanol:ethylacetatovych extraktd vice jak 100x lepSi. Nejvyssi obsah chlorofyla
(208 pg/ml) i karotenoidd (46 pg/ml) méla Anabaena. | vdruhém rozpoustédle se
vyextrahovaly tyto analyty a byly stanovitelné, pomér se vsSak vyznamné lisil u obou
rozpoustédel. Pomér chlorofylli vii¢i karotenoidiim se u kazdého extraktu lisil.

5.2 Extrakty z komer¢né zakoupenych mikroras

5.2.1 Antioxidaéni aktivita

Antioxidac¢ni aktivita byla stanovena podle postupu, ktery je uveden v bodé 4.7.3. Pro vypocet
obsahu antioxida¢nich latek v extraktech byla pouzita kalibra¢ni kiivka Troloxu. Byla zmétena
antioxida¢ni aktivita komer¢nich preparati Spirulina, rostlin a kvasinky. Dalsi méfeni
probihalo pouze s vybranymi vzorky.
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Obrazek 23 Antioxidacni aktivita extraktti z komeréné zakoupenych vzorku Spirulina

Stejné jako v predchozi metod€ bylo proméfeno prvné 16 vzorkid preparatu Spirulina. Pomoci
rovnice regrese kalibra¢ni kfivky, zavislosti absorbance A na koncentraci Troloxu, byl zjistén
ubytek absorbance vzorku, ktery byl pfepo¢ten na ekvivalentni mnozstvi Troloxu. Kazdy
vzorek byl proméfen 3x a nésledné vypoctena primérnd hodnota. Vysledné primérné hodnoty
s chybovymi tse¢kami jsou uvedeny v Obrazek 23. Z grafu jde vidét, Ze nejvétsi hodnoty
antioxidacni aktivity mély vzorky Spirulina, které byly extrahovany do vody, konkrétné
nejvyssi antioxidacni aktivitu méla Spirulina od firmy Ekokoza (0,28 mg/g). Nejlepsi vlastni
vzorek byla sinice Anabaena v extrakénim rozpoustédle methnanol:ethylacetat, ktera méla
antioxidacni aktivitu velmi podobnou, a to 0,27 mg/g. U vzorku Spirulina Vitalvibe témét
nezélezi na rozpoustédle, rozdily mezi rozpoustédly jsou malé. U poslednich vzorki je témét
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Stinasobny rozdil mezi vodou a ostatnimi rozpoustédly. Ostatni vzorky mély antioxidacni
aktivitu podobnou, nejhiife na tom byly vzorky extrahované do 60% ethanolu, zejména
Spirulina Algae (0,041 mg/g).

B Ascophyllum nodosum a
m Ascophyllum nodosum b
H Centellaa
H Centellab

Obrazek 24 Antioxidacni aktivita organismt

0,50

0,45

0,05

0,00

Dale bylo proméfeno 8 dalsich vzorkd, do grafu (Obrazek 24) byly vyneseny pouze 4, jejichz
antioxida¢ni aktivita byla vysoka. U dalsich 4 vzorka (Palmaria palmata vyextrahovana do
vody a methanol:ethylacetatu (1:1) a kvasinka R. mucilaginosa vyextrahovana do stejnych
extrakénich rozpoustédel) nebyla antioxidacni aktivita detekovand. Nejvy3$si antioxidacni
aktivitu mé¢la fasa Ascophyllum nodosum, extrahovana do 30% ethanolu, a to 0,45 mg/g.

v

Rostlina Centella, extrahovana do methanol:ethyacetatu byla nejnizsi (0,13 mg/qg).
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B Hefrms
35 Hefmanek voda
B Hefmanek etOH 96%
30
B Matefidouska voda
25 Matefidouska etOH 96%
20 B Levandule voda
15 M Levandule etOH 96%
M Kopfiva voda
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M Kopfiva etOH 96%
_ . H Olivovy list
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Obrazek 25 Antioxidac¢ni aktivita rostlin
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Nakonec byla proméfena antioxidacni aktivita rostlinnych extraktti (Obrazek 25). Nejvyssi
hodnota byla naméfena u hefmanku, ktery byl extrahovan do 96% ethanolu (38,96 mg/Q).
Vysokou antioxidacni aktivitu méla i koptiva, ktera byla extrahovana 2 zptisoby, a to do vody
a také 96% ethanolu. Naopak nejnizsi (pfesto vyssi nez mikroorganismy) antioxidacni aktivitu
m¢ély rostliny extrahované do vody a matefidouska s levanduli extrahované do 96% ethanolu,
konkrétn¢ levandule extrahovana do vody, a to 2,08 mg/g.

Vzorky rostlin byly proméfeny jen z toho diivodu, abychom mohli porovnat antioxida¢ni
aktivitu s ostatnimi vzorky. Bylo vybrano téchto 5 druhii rostlin z toho dtivodu, ze vSechny jsou
povazovany za antioxidanty, coz se i potvrdilo. Kopfiva v obou extrakénich rozpoustédlech
a hefmanek v 96% ethanolu mély primérnou antioxida¢ni aktivitu 36 mg/g. Ostatni rostliny
nemé¢ly antioxidac¢ni aktivitu tak vysokou, ale porad vyssi nez mikroorganismy, se kterymi bylo
pracovano. I prestoze mély rostliny nejvyssi antioxidac¢ni ti¢innost, nebyly vybrany pro dalsi
meéfeni, a to z toho divodu, ze jejich rist je ¢asoveé naroc¢ny, za to kultivace mikroorganismu
ne.

5.2.2 Celkova vytéZnost extrakti

Celkova vytéznost extraktt byla stanovena podle postupu uvedeném v kapitole 4.7.1. Byla
zjiSténa hmotnostni koncentrace latek v extraktu, kterd byla vyndsobena celkovym objemem
extraktu a vztazena na navazku. Takto vypocitané hodnoty byly vyneseny v procentech do
sloupcového grafu (viz Obrazek 26).
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Obrazek 26 Celkova vytéznost extraktti z komeréné zakoupenych sinic Spirulina

Na tomto grafu lze vidét vyté€znost extrakce pro extrakty pfipravené ze vzorkii komeréné
dostupnych sinic Spirulina. Pozorujeme, ze u vodnych extraktti byla vytéZnost vétsi nez
U ostatnich extrakti. Konkrétn€ nejvyssi procentualni vytéznost mela Spirulina Ekokoza, ktera
byla extrahovana do vody, a to 61 %. Latky, které byly vyextrahovany, nemusi byt vSechny
aktivni, jedna se pouze o obsah suSiny v extraktech. Ostatni vzorky jsou si velice podobné
anejhif na tom jsou vzorky extrahované do methanol:ethylacetatu, konkrétn¢ Spirulina
Vitalvibe, ktera méla vytéznost pouhych 14,33 %.
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5.2.3 Absorpéni spektrum

Pro méfeni absorpéniho spektra byly vzorky natedény extrakénim rozpoustédlem a prométeny
podle postupu uvedeného v bodé 4.8.
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Obrazek 27 Absorp¢ni spektrum Spirulina Vitalvibe ve 4 riznych extrakénich rozpoustédlech

Na tomto absorpénim spektru (viz Obrazek 27) je znazornéna jedna komeréné zakoupena
Spirulina ve ¢tyfech riznych extrakénich rozpoustédlech. Lze vidét charakteristické piky
chlorofylt a karotenoidii. Vzorek 1A ma mensi intenzitu, coz potvrzuje domnénku, Ze se ve
vodném extraktu vyextrahovalo méné chlorofyll a karotenoidu, coz lze piedpokladat z jejich
lipofilniho charakteru. Dale se u tohoto vzorku objevil pik okolo vinové délky 610 nm, to mohlo
byt zpisobeno vyextrahovanym proteinem fykocyaninem. Vzorek byl tmavé modry, a tudiz by
mél absorbovat v oranzové az Cervené oblasti spektra [60]. Naopak nejvétsi intenzitu piku
chlorofyld i karotenoidii maji vzorky, které byly extrahovany do 60% ethanolu. Dalsi druhy
komer¢né zakoupenych preparati Spirulina ve stejnych extrakénich rozpoustédlech lze vidét
viz Piiloha 4.
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Obrazek 28 Absorpcni spektrum zakoupenych MO

Na Obrazku 28 vidime absorp¢ni spektrum 2 fas, rostliny a kvasinky, které byly vyextrahovany
do vody. Z grafu vidime, Ze chybi piky chlorofyli i karotenoidd, které nebyly v extraktu
detekovany. U kvasinky to bylo zfejmé z divodu nenaruSeni bunécéné stény kvasinky pii
extrakci. Absorpéni spektrum s extrakénim rozpoustédlem methanol:ethylacetat (1:1) lze vidét
v Ptiloha 5.

5.2.4 Fenolické latky

Pro stanoveni celkovych fenolickych latek v extraktech byla pouZita kalibrac¢ni kiivka kyseliny
gallové. Do jeji rovnice byl dosazovany hodnoty absorbanci zmétené stejné jako kalibracni
kiivka podle postupu uvedeném v bodé 4.7.2.
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Obrazek 29 Fenolické latky extraktt z komeréné zakoupenych Spirulindch

Bylo prométeno 16 vzorkt, které byly komeréné zakoupeny, byly extrahovany do 4 riznych
rozpoustédel, do vody, 60% a 96% ethanolu a methanol:ethylacetatu (1:1). Kazdy ze vzorkl
byl prométen 3x a vyslednad hodnota byla zprimérovana. Vysledné hodnoty jsou uvedeny
v grafu (Obrazek 29). Z grafu lze vycist, Ze nejvétsi obsah fenolickych latek méla Spirulina
Vitalvibe, ktera byla extrahovana do methanol:ethylacetatu, a to 0,21 mg/g. | ostatni extrakce
této sinice byly pramérné 3x lep$i nez extrakty ostatnich preparatt Spirulina. Naopak fenolické
latky ostatnich extrakti si byly velmi podobné. Uplné nejhiif na tom byla Bio Spirulina,
extrahovana 96% ethanolem, ktera méla obsah fenolickych latek pouze 0,0283 mg/g.

5.2.5 Stanoveni proteini Hartree-Lowryho metodou

Proteiny byly stanovovany pouze u vodnych extraktti podle postupu uvedeném v bod¢ 4.7.4.
Pro vypocet obsahu proteintl ve vodnych extraktech byla pouZzita kalibra¢ni kiivka albuminu.
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Obrazek 30 Obsah proteinu u vodnych extraktl

U vodnych extraktt Spirulina byl stanoven obsah proteint. Byly proméfeny 4 vzorky. Kazdy
ze vzorkll byl proméfen 3x, zprimérované vysledné hodnoty jsou uvedeny v Obrazek 30.
Nejvétsi obsah proteint méla Spirulina Ekokoza (4,42 mg/ml). Jednalo se o proteiny
globularni, které jsou rozpustné ve vod¢. Naopak nejnizsi zastoupeni proteini méla Spirulina
Vitalvibe (2813,3 pg/ml).

5.2.6 SPF faktor

Pro vypocet SPF byly pouzity hodnoty absorbanci namétené podle bodu 4.8 a SPF byl vypocten
podle rovnic v uvedenych v bod¢ 2.9. Takto vypoctené hodnoty SPF byly piehledné shrnuty do
sloupcového grafu (Obrazek 31).
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Obrazek 31 SPF faktor komer¢né zakoupenych preparati Spirulina

Na tomto grafu mizeme vidét SPF faktor, ktery byl vypocten z absorpénich spekter. SPF faktor
je nejvyssi u Spirulina, které byly extrahovany do methanol:ethylacetatu (1:1), konkrétné
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nejvyssi méla Spirulina Vitalvibe (SPF 0,42). Vysoky ochranny faktor vi¢i Slunci mély

vvvvvvvv

Bio Spirulina, a to SPF 0,20). Dalsi graf s vypo¢tenym SPF faktorem pro dal$i komer¢ni
organismy mizeme vidét viz Ptiloha 6.

5.2.7 Obsah chlorofylii a celkovych karotenoidi

Bylo prométeno absorpéni spektrum podle postupu uvedeného v bod¢ 4.8 a z néj vypocitany
obsah chlorofyla a celkovych karotenoidl podle rovnic uvedenych v bod¢ 4.8.2.
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B Chlorofyla ® Chlorofyl b M Karotenoidy
Obrazek 32 Obsah chlorofyld a karotenoidii v extraktech ze sinice Spirulina

Na tomto grafu (Obrazek 32) Ize vidét grafické znazornéni obsahu chlorofylu a, b a celkovych
karotenoidll. Nejvétsi obsah vyextrahovanych chlorofyli mély vzorky extrahované do smési
methanol: ethylacetat, ale vramci vzorki mély vysoky obsah chlorofyli i extrakty
Z 96% ethanolu, coz se dalo o¢ekavat. Uplné nejvyssi zastoupeni méla Spirulina Ekokoza, a to
97 pg/ml chlorofylu a 24 pg/ml chlorofylu b. Naopak nejméné chlorofyld se vyextrahovalo
vodou a 60% ethanolem. Karotenoidy se nevyextrahovaly vodou a 60% ethanolem, coz se dalo
predpokladat  zjejich  lipofilniho  charakteru. = Pouze  pomoci  96% ethanolu
a methanol:ethylacetatu se vyextrahovalo malé mnozstvi, nejvys$si u Spirulina Vitalvibe
v methanol:ethylacetatu, a to 8,4 ug/ml. Podrobny graficky piehled vyextrahovanych pigmentt
1ze vidét v Priloha 7.

5.2.8 Stanoveni obsahu mastnych kyselin

Obsah mastnych kyselin byl stanoven u extrakti komeréné zakoupenych sinic Spirulina
a u dvou extraktll z mikroorganismu kultivovanych na FCH, konkrétné u sinice Nostoc a fasy
Scenedesmus acutus. Postup je uveden v bod¢ 4.7.5.
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Obrazek 33 Obsah jednotlivych mastnych kyselin
Z grafu (Obrazek 33) je patrné, Ze nejvyssi obsah polynenasycenych mastnych kyselin méla
fasa Scenedesmus acutus, a to 45 hm. %. Ostatni mikroorganismy mély v priméru kolem
30 hm. %. Obsah nasycenych mastnych kyselin mély Spirulina pfiblizné stejny, a to v primeéru

cvwr

vSechny komercni preparaty Spirulina.

Tabulka 6 Seznam mastnych kyselin, ktery obsahoval vzorek s nevy$$im zastoupenim PUFA

Seznam kyselin SFA MUFA | PUFA
C13 C18:2c
Scenedesmus acutus C16 C18:1c | C18:3d6
C18:3d3
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Obrazek 34 Procentualni zastoupeni lipidi v biomase

Na grafu (Obrazek 34) lze vidét procentualni zastoupeni lipidad v biomase. Nejvétsi
procentualni zastoupeni lipidd méla fasa Scenedesmus acutus. Obecné ale celkové mnozstvi
lipidd v biomase dosahovalo primérné 6,5 %, coz je o néco méné, nez by mélo. Podle studii by
m¢l obsah lipidi u sinic byt kolem 10,7 — 12,3 % [60].

5.3 Antimikrobialni testy

Antimikrobidlni aktivita extraktii byla méfend na zaklad zmény zakalu. Postup je uveden v bodé
4.9. Utinek byl testovany na bakterii E. coli.

5.3.1 Antimikrobiilni u¢inek ampicilinu

Pomoci bujonové dilu¢ni metody byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace ampicilinu
u E. coli. Byla sestavena koncentraéni fada v rozmezi 0,25 — 16 pug/ml. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulka 7. Z tabulky mtizeme vidét, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace je 4 pg/ml.

Tabulka 7 Antimikrobialni aktivita ampicilinu

Ampicilin
c
[ug/ml] | Antimiktobialni aktivita
0,25 +
0,5 +
1 +
2 ++
4 +++
8 +++
16 +++

Antimikrobialni aktivita: (<) 0 %; (+) 0 — 50 %; (++) 50 — 80 %; (+++) 80 — 100 %
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Tabulka 8 Antimikrobialni aktivita extraktd

Bio Spirulina ve vodé Spirulina Algae ve vodé
¢ Antimikrobialni aktivita ¢ Antimikrobialni aktivita
[Wl/ml] [ul/ml]
500 + 500 +
250 + 250 +
125 + 125 -
62,5 + 62,5 +
31,25 + 31,25 -
15,625 + 15,625 +
Bio Spirulina v 60% ethanolu Bio Spirulina v 96% ethanolu
¢ Antimikrobialni aktivita ¢ Antimikrobialni aktivita
[ul/ml] [uwl/ml]
500 + 500 +++
250 + 250 ++
= 125 + 125 +
© 62,5 + 62,5 -
H 31,25 + 31,25 -
15,625 - 15,625 -
Spirulina Vitalvibe v Spirulina Ekokoza v
methanol:ethylacetatu methanol:ethylacetitu
c e c
[ul/ml] Antimikrobidlni akivita [u/ml] | Antimikrobilni aktivita
500 + 500 +
250 - 250 -
125 - 125 -
62,5 - 62,5 -
31,25 - 31,25 -
15,625 - 15,625 -

Antimikrobialni aktivita: (<) 0 %; (+) 0 —50 %; (++) 50 — 80 %; (+++) 80 — 100 %

Z tabulky Tabulka 8 je patrné, ze ptipravené extrakty vykazovaly urCitou antimikrobialni
ucinnost, ktera se pohybovala v pomérné nizkém rozmezi hodnot, konkrétné 10 — 50 %.
MIC sinice Spirulina byla stanovena na 500 ul/ml. U Bio Spirulina byla MIC ur¢ena na
125 pl/ml. Graf antimikrobidlni u¢innosti je uveden v Ptiloha 8.

5.4 Dotaznik pro rodice

Za ucelem ziskani informaci ohledné pouzivané détské kosmetiky byl vytvoren dotaznik pro
rodice, jak bylo uvedeno v bod¢ 4.10. V nasledujici tabulce (Tabulka 9) muzete vidét shrnuté
vysledky odpoveédi ziskanych od 16 respondentt.
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Tabulka 9 Vysledky dotazniku pro rodice

Pocet respondenti 15
Otazka Odpovédi Procentua;(l;: ]zastoupenl
0-6 mésicu 26,7
6-12 mésicu 13,3
Vék ditéte 1 - 3 roky 26,7
3-5let 0
5+ let 33,3
ANo 6,7
Zkousite rad/a nové znacky SpiSe ano 6,7
kosmetiky? Spise ne 60
Ne 26,7
Kdyz si kupujete novy produkt, je pro Ano 6,7
Vas dulezité prvné fyzicky SpiSe ano 20
prohlédnout produkt (jak lakavy ma Spise ne 60
obal)? Ne 13,3
Ano 60
Vénujete pozorost sloZeni Spise ano 13,3
kosmetickych produkta? Spise ne 26,7
Ne 0
Silikony 60
Jaké latky, které jsou obsaZeny v Syntetickd barviva 60
komeréni kosmetice, by podle Vas Sulfaty 86,7
nemély byt v pfirodni? Hlinik 73,3
Ropné latky 73,3
Ano 53,3
Davate pirednost prirodni kosmetice? SpiSe ano 40
SpiSe ne 6,7
Ne 0
Recenze 60
Cena 66,7
Co Vas ovliviiuje pii koupi nového Vzhled 6,7
produktu? Ving 26,7
Znacka 26,7
Slozeni 20
T¢lové mléko 33,4
, . Télovy krém 26,7
Jaky typ produktu kupujete? Telovy olej 13.3
Mast 26,7
Gelovita 6,7
Mastna 33,3
Jakou konzistenci produktu Lehka 46,7
upi‘ednostiiujete? Vstiebavaci a
< 6,7
hydrataéni
Tekuta 6,7
Ochrana vici Slunci 6,7
, . e Hydrataci 60
Co od daného produktu oéekavate? Zilidiujici acinek 267
Lécivy ucinek 6,7
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Nejcastéji zastoupeny vek ditéte respondenti byl 0—6 mésici a 1—3 roky. VétSina
odpovidajicich nezkousi rada nové znacky kosmetiky. Vice jak polovina respondenti na
otazku, jestli sleduji slozeni kosmetiky a jestli davaji pfednost ptirodni kosmetice, odpovédéla,
Nejcastéji kupovanym produktem je t€lové mléko a krém. Konzistenci upiednostiuji lehkou
a od produktu, ktery kupuji, pozaduji zejména hydrata¢ni acinek.

5.5 Vysledky testovani vlivu emulzi s extrakty na lidskou pokoZzku

Z ptedchozich analyz byly vybrany dva vzorky extrakti, které byly dale ptidany jako aktivni
latky do dvou emulznich zaklada. Jejich popis je uveden v Tabulka 4. Ptipravené emulze byly
podrobeny senzorické analyze. Respondenti si aplikovali krémy po dobu 14 dnu, a to kazdy
vecer po koupeli na piedlokti. Dotaznik vypliovali po prvnim uziti a po 14ti dnech pouzivani.
Vysledky senzorickych testl jsou uvedeny Vv dalsich grafech (viz Obrazek 35 a Obrazek 36).

Tabulka 10 Charakteristika respondent

Respondenti Pocet
Zena 17
Muz 3

Pramérny vék 19 - 25 let

Tabulka 11 Ramcové sloZeni emulzi

L1 Anabaena
L2 parafinovy Cisty
L3 Spirulina
P1 Cisty
P2 Emulsun | Spirulina
P3 Anabaena
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Obrazek 35 Vysledky dotazniku po prvni aplikaci krémi na pokozku

Na grafu (Obrazek 35) jsou znazornény hodnoty senzorickych parametrii vS§ech 6 krému
ptipravenych podle postupu uvedeného v bod¢ 4.12. Parametry krému byly znamkovany podle
Ciselné stupnice od 1 do 5, tj. 1-nejlepsi, S-nejhorsi. VSechny krémy mély Spatné hodnoceni
ving, konzistence kazdého krému byla hodnocena jinak. Lesk a konzistence krémii byla podle
respondentli podobné. Nejlépe byl hodnocen krém P2, coz byl krém s Emulsunem a pfidavkem
extraktu Spirulina. Naopak nejhtife hodnoceny byl L2, coz byl krém parafinovy bez extraktu.
Krém P2 mél podle respondentd nejlepsi viini, konzistenci a hydrataci, naopak krém L2 mél
konzistenci i hydrataci nejhiife hodnocenou. Parametry lesk a roztiratelnost byly u viech vzorkt
emulzi hodnoceny stejnou primérnou zndmkou, a to 1.
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Obrazek 36 Vysledky dotazniku po 14ti dnech aplikace

Po 14 dnech pouzivani byl nejhtife hodnocen krém P2, coz byl krém s Emulsunem a ptidavkem
extraktu Spirulina, kterému se zhorsila konzistence i roztiratelnost. Parametry lesk a hydratace
byly respondenty hodnoceny stejné. Naopak nejlépe byl hodnocen krém L2, coZ byl krém
parafinovy bez extraktu. U tohoto krému byla 1épe hodnocena viné, hydratace a konzistence.
Roztiratelnost se o stupent zhorsila (Obrazek 36).

Byly jste s produkty spokojeni?
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Obrazek 37 Spokojenost respondentt s krémy
Na tomto grafu lze vidét, jak byli respondenti spokojeni s krémy. Z grafu (Obrazek 37) je
patrné, Ze 2/3 respondentti byly alesponi ¢astecné s krémy spokojeny. Nespokojena byla jen
mensina, konkrétné 18,8 %.
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Tabulka 12 Parametry ktize po 14tidenni aplikaci krémt na pokozku

Respondent Krém Deskvamace I[)g/z ]y Skvrny [%] | Vrasky [%]

Pted pouzitim 57,95 2,4 0 16,7

L1 55,9 19 0,0 23,1

L2 83,1 4,0 0,0 15,1

1 L3 54,7 2,2 0,0 20,0
P1 9,9 3,0 1,4 18,8

P2 69,9 3,6 0,0 19,2

P3 67,3 3,1 0,0 18,9

Pred pouzitim 53,7 0,6 0,0 23,1

L1 17,5 1,8 0,9 18,5

L2 31,0 3,7 0,0 16,8

2 L3 8,3 2,5 0,0 15,7
P1 2,9 3,3 0,0 22,4

P2 38,2 2,6 0,0 19,9

P3 37,3 2,7 0,0 19,0

Pied pouzitim 80,9 1,4 0,0 24,0

L1 34,3 2,0 0,0 22,9

L2 29,6 3,4 0,0 21,6

3 L3 73,8 4,1 0,0 20,1
P1 75,6 2,8 0,0 24,7

P2 50,4 15 0,0 22,8

P3 68,6 3,7 0,0 19,8

Pred pouzitim 55,6 3,0 0,8 18,5

L1 6,3 2,7 0,0 21,6

L2 77,3 2,5 0,0 22,6

4 L3 63,3 3,2 0,0 23,3
P1 68,2 2,6 0,0 20,9

P2 17,0 2,9 1,2 22,9

P3 14,1 2,3 1,0 18,9

Pted pouzitim 45,1 1,7 0,0 19,3

L1 33,2 2,4 0,0 16,2

L2 54,0 3,5 0,0 16,0

5 L3 19,7 3.4 0,0 15,7
P1 10,3 3,2 0,0 23,0

P2 21,5 2,3 0,0 23,3

P3 15,5 3,1 0,0 19,4

V tabulce mizeme vidét parametry kize, které byly prométeny pied pouzitim a po 14ti dnech
pouzivani krému s vyuzitim pfistroje Visioscope PC 35 dle postupu uvedeného v kapitole 4.13.
U kazdého respondenta bylo proméfeno 6 mist, kam byly krémy aplikovany. Byla proméfena
I produkce kozniho mazu, ale ten byl z porovnavanych parametr vyjmut, protoze hodnota byla
u vsech nulova, a to ziejmé z toho dtvodu, ze se proméfovala pokozka predlokti, kde se moc
mazu nevyskytuje.
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Deskvamace (olupovani) kiize se u vétSiny respondentll po pouzivani krému zlepsila.
Procento pora se mirn€ zvétsilo, naopak procento skvrn ziistalo stejné, témét nulové u vSech.
Nakonec bylo prométeno procento vrasek, které bylo u kazdého respondenta individualni.

U n¢koho se mirné zlepsilo, naopak u jinych se zhorsilo.

Obrazek 38 Procento port pied pouzitim krému; Po pouziti krému u respondenta ¢. 4

Na obrazku Obrazek 38 jde vidét procento porti pifed a po 14tidennim pouZivani krémd.
ZlepSeni je nepatrné, pouhé 0,3 %, pii pouzivani krému L1, coZ je parafinovy krém s ptidavkem
extraktu Anabaena.

Obrazek 39 Procento vrasek pred pouzitim krému; Po pouziti krému u respondenta ¢. 2

Na obrazku Obrazek 39 mizeme vidét procento vrasek pied a po 14tidennim pouzivani krému
L3, coz je krém parafinovy s ptidavkem extraktu Spirulina. Zlepseni vrasek ¢inilo 7,4 %.
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5.5.1 Bezpecnost extrakti

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti této bakalarské prace (viz 2.8.1), velmi dulezitym
aspektem je bezpecnost kosmetickych ptipravkil pro déti. Kosmetické produkty by nemély
obsahovat $kodlivé chemické latky, které jsou karcinogenni, mutagenni, coz u nékterych
extrakti predstavovalo pouziti methanolu v extrakéni smési. Z tohoto divodu byl pied
piidanim do emulze extrakt Anabeana v methanol:ethylacetatu odpaien na vakuové rotaéni
odparce a pevny podil byl rozpustén v ur¢itém mnozstvi ethanolu.

Po odpateni extrakéniho rozpoustédla byl zméfen obsah zbytkového methanolu pomoci
plynové chromatografie a methanol nebyl detekovan.

Do emulzi bylo pfidano pouze malé procento extrakti (3,25 %). Extrakty mély antioxidacni
ucinek, ¢astecny antimikrobidlni uc¢inek a neobsahovaly toxicka rozpoustédla. Dalsi testy
bezpec¢nosti by piesahovaly rozsah piedlozené prace a budou provedeny v navazujicich
studiich.
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6 ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyva ptipravou kosmetického produktu pro déti s ptidavkem
ptirodniho extraktu. Byly pfipravovany extrakty z fas, sinic, rostlin a kvasinky. Uvedené
extrakty byly nasledné charakterizovany pomoci stanoveni koncentrace aktivnich latek, jako
jsou fenolické latky, chlorofyly, karotenoidy a proteiny. Dale byla zméfena antioxida¢ni
aktivita, vypocitan SPF faktor, stanoveny mastné Kyseliny a testovana antimikrobialni aktivita
proti E.coli. Nakonec byly ptipraveny krémy, které byly testovany piimo na lidské pokozce.

Extrakce za svétla pii 37°C do vody, ethanolu a smési methanol:ethylacetat byly provedeny
na komer¢né dostupnych mikrotasach Spirulina, Ascophyllum nodosum, Palmaria palmata
ana rostlin¢ Centella. Nejvétsi obsah fenolickych latek byl zméfen u Spirulina vitalvibe,
zatimco antioxidacéni aktivita byla nejvyssi u vodnych extraktt a u rostliny Centella. SPF faktor
byl vyssi u ethanolovych extrakta.

Extrakce za tmy pifi 7°C byly provedeny u vzorkli mikroorganismi kultivovanych
Vv laboratotfich FCH. Bylo zjiSténo, Ze nejvetsi obsah fenolickych latek a nejvyssi antioxidacni
aktivitu ma Anabaena extrahovana do smési methanol:ethylacetat. Co se ty¢e SPF faktoru, tak
ten byl naopak nejvyssi u Chroococcidiopsis extrahovaného do 30% ethanolu.

Byla stanovena antioxidac¢ni aktivita i u vybranych rostlin, u kterych se predpoklada, ze maji
antioxidac¢ni vlastnosti. Bylo provedeno srovnani antioxida¢nich aktivit mikrobidlnich extrakta
S rostlinnymi. Mnohem vys§i antioxidacni aktivitu mély rostliny, s t€émi se ale dale nepracovalo,
protoze péstovani rostlin je Casové ndrocné. Z Casového hlediska byly vybrany
mikroorganismy, které nejsou na kultivaci tak narocné a obsahuji podobné aktivni latky, i kdyz
V nizsi koncentraci.

Dale byly vypocteny obsahy chlorofyla a karotenoidi, nejvyssi obsah chlorofylt
| karotenoidi méla fasa Anabaena, ktera byla extrahovana do smési methanol:ethylacetat.
U kvasinky Rhodotorula mucilaginosa bylo vyextrahovano malo karotenoid z divodu toho,
ze kvasinky maji pevné buiiky a pouZité extrakce nestaCily pro naruSeni bunécné stény
kvasinky.

Nakonec byl stanoven obsah mastnych kyselin a antimikrobidlni u¢inek sledovany pomoci
bujonové diluéni metody. NejvySsi obsah polynenasycenych mastnych kyselin méla fasa
Scenedesmus acutus. Obsah nasycenych mastnych kyselin mély vzorky sinic Spirulina
piiblizné stejny. Nejvice mononenasycenych kyselin bylo stanoveno u sinice Nostoc. Nejvyssi
procentualni zastoupeni lipidi v biomase méla fasa Scenedesmus acutus. Antimikrobidlni
ucinek vybranych extrakti byl pozorovany na kmenu E. coli. Pfipravené extrakty vykazovaly
urcitou antimikrobialni G¢innost, ktera se pohybovala v nizkém rozmezi, a to konkrétné¢ mezi
10 - 50 %. Byl stanoven obsah mastnych kyselin u komer¢nich vzorkd sinice Spirulina
a u dvou vzorkl, které byly kultivovany na fakulté. Nejvyssi zastoupeni polynenasycenych
mastnych kyselin méla fasa Scenedesmus acutus, ktera méla i nejvyssi procentualni zastoupeni
lipidti v biomase. VSechny 4 komeréné dostupné vzorky sinice Spirulina mély obsah mastnych
kyselin velmi podobny.

V posledni ¢asti byly vybrany 2 extrakty, které mély nejlepsi vlastnosti. Jeden byl vlastni
vzorek, kultivovan na FCH a druhy byl komer¢né zakoupen. Byly vybrany extrakty: Anabaena
b (extrahovana do smési methanol:ethylacetat) a 1D (vodny extrakt Spirulina od firmy
Ekokoza). Z nich byly vytvoteny 4 emulze.
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Jak jiz bylo zminéno v teoretické Césti této bakalaiské prace, tak dilezitym aspektem je
bezpecnost kosmetickych piipravka pro déti. Kosmetika nesmi obsahovat Skodlivé chemické
latky, které jsou karcinogenni, mutagenni, coz methanol je. Proto pfed pfiddnim do emulze byl
extrakt Anabeana v smési methanol:ethylacetat odpaten na vakuové rotacni odparce a pevny
podil byl rozpustén v daném mnozstvi ethanolu. Po odpafeni extrak¢éniho rozpoustédla byl
zméfen obsah zbytkového methanolu pomoci plynové chromatografie a methanol nebyl
detekovan.

V ramci aplikac¢ni Casti bylo celkem pfipraveno 6 krému, parafinové krémy a krémy
s Emulsunem. Tyto emulze byly testovany na lidské pokozce po dobu 14ti dnt. U zadné
Z testovanych osob se nevyskytlo poskozeni kiize, jako je ekzém ¢i vyrdzka. U emulzi byla
hodnocena v ramci senzorické analyzy téz konzistence, lesk, roztiratelnost, vstiebatelnost,
hydratace a vané. Po prvni aplikaci dopadl nejlépe krém s Emulsunem a pfidavkem extraktu
Spirulina, po 14ti dnech bylo hodnoceni odlisné a nejlépe dopadl krém parafinovy bez piidavku
extraktu.

Celkovée lze shrnout, Ze v ramci prace byly piipravovany extrakty z mikroorganismu bud’
komeréné zakoupenych nebo kultivovanych na FCH. Vsechny pfipravené extrakty vykazovaly
antioxidac¢ni aktivitu a obsahovaly aktivni latky, jako jsou polyfenoly, chlorofyly a karotenoidy.
Extrakty byly pouzity do kosmetickych ptipravkil a otestovan jejich Gc€inek in vivo, senzorické
vlastnosti a bezpecnost z hlediska obsahu toxickych latek. Navazujici prace by se mohla
zabyvat stanovenim cytotoxicity vSech pfipravenych extraktt, stabilitou vytvofenych emulzi
a jejich mikroskopickym pozorovanim.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS: 2,2¢-azinobis[3—ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6—sulfonat]

SPF: Faktor ochrany pifed slune¢nim zafenim

TEAC: Antioxidacni kapacita ekvivalentni

Troloxu Trolox: 6-hydroxy?2,5,7,8-tetramethylchroman—2—karboxylova kyselina
UV zateni: Ultrafialové zateni

UVA: Ultrafialové zafeni v oblasti od 400 nm do 320 nm

UVB: Ultrafialové zaieni v oblasti od 320 nm do 280 nm

UVC: Ultrafialové zafeni v oblasti od 280 nm do 100 nm
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9 PRILOHY
9.1 Prilohal

Tabulka 13 Slozeni Fe-EDTA roztoku

Fe-EDTA
Latka MnozZstvi
HCI (35%) 2,2 ml
dH20 250 ml
FeCI3-6H20 4,5 g
Na,EDTA 4,65¢g

Tabulka 14 slozeni Trace metal roztoku

H20

Trace metal
Latka MnozZstvi na 100 ml [g]
H3:BO3 0,31
MnS0,4.4H,0 0,223
Na;W04.2H,0 0,003
(NH4)sM07024.4H,0 0,0088
KBr 0,0119
Kl 0,0083 g
ZnS04.7H0 0,0287
Cd(NO3)2.4H.0 0,0154
Co(NO3)2.6H.0 0,0146
CuS04.5H,0 0,0125
NiSO4(NH4)2S04.6H.0 0,0198
Cr(NQOs)2.7H.0 0,0037
V204(S04)3.16H,0 0,0035
Al2(S04)3K2S504.24 0,0474




9.2 Priloha?2

Détska kosmetika

1. Vékditéte
Oznacte jen jednu elipsu.
0-6 mésicd
6-12 mésict
1-3 roky
3-Slet
) 5+

2. Zkousite rad/a nové znacky kosmetiky?
0znaéte jen jednu elipsu.
Ano
Spise ano

Spise ne
Ne

3. Kdyz si kupujete novy produkt, je pro Vas diilezité prvné fyzicky prohlédnout

produkt (jak ldkavy ma oba)?
Oznacte jen jednu elipsu.

Ano

Spide ano

Spise ne
Ne

7. Co Vas ovliviuje pii koupi nového produktu?

Zaskrtnéte vSechny platné moznosti.

Recenze
Cena
Vzhled
viné

_ Znacka
Jiné:

8. Jaky typ produktu kupujete?
Oznadte jen jednu elipsu.

Télové miéko
Té&lovy krém
Télovy olej
Mast
1 Jiné:

9. Jakou konzistenci produktu upfednostiiujete?

Oznacdte jen jednu elipsu.

Gelovitéd
Mastna
Lehké

Jiné:

5. Jaké ltky, které jsou

4. Veénujete pozornost sloZeni kosmetickych produktd, které kupujete?

Oznadte jen jednu elipsu.

__ Ano
Spise ano
_ Spise ne

Ne

1y v konvekéni ke
prirodni?
Zasdkrtnéte véechny platné moZnosti,

Silikony

Synteticka barviva

Sulféty

Hiink

Ropné latky a derivaty ropy
Jiné:

6. Davate prednost pfirodni kosmetice?

10.

Oznacte jen jednu elipsu.

Ano
| Spi$e ano
Spise ne

Ne

Co od daného produktu ocekavate?

Oznacte jen jednu elipsu.

) Ochranu viici Slunci
Hydrataci
) ZKlidiujici Gginek
' Lécivy cinek

) Jiné:

, by podie Vas nemély byt v



9.3 Priloha 3

5. Sklony k podrazdeéni *
Oznacte jen jednu elipsu.
. 8. Leskproduktd *
1. Pohlavi * 3
. Adns Oznadte jen jednu elipsu na kaZdém Fadku.
Oznacte jen jednu efipsu. Malo
Vet 1 2 3
Jena Stiedni 1 —
- _ Velmi Y
_ Muz .
L2
6. deh a
; . Nadmérna dehydratace * - —
2. Jméno* U
Oznacte jen jednu elipsu. i 5 =
) Zadng F2 .
Mald P3 q )
3. Vvek* Stredni :
Oznadte jen jednu elipsu. ) Velml
. ktl:l *
19-25 9. Roztiratelnost produ
26-30 7. Konzistence produkt( * Oznatte jen jednu elipsu na kazdém fadku.
31-35 Oznacte jen jednu elipsu na kaZdém Fadku. ) 1 " 2 8
1 2 3 4 5 L -
" . H 2 3
4. Vas typ pokozky * -
L2
e 3 L3
Oznacte jen jednu elipsu. —
L3
2 P1
Normaini e -
P1
) Suchd - P2
" P2 i
Mastna = P3
_ SmiSena P3 N
10. Vstiebatelnost produkt( *
Oznacte jen jednu elipsu na kazdém fédku.
12. Hydratace *
1 2 3 4 5 .
L 0Oznaéte jen jednu elipsu na kazdém Fadku.
1
1 2 3 4 5
L2 1
L3 L2
P1 L3
P2 P1
P3 P2 —
P3
11.  Lepivost produktd *
Oznacte jen jednu elipsu na kaZdém Fadku. 13, Ving*
1 2 3 4 5 Oznaéte jen jednu elipsu na kaZdém Fddku
4 5
L1 1 2 3
L1
L2
L2
L3
L3
P1 b =
P1
P2 )
. - P2 )
P3

P3



14. Sefadte krémy od nejlepsiho po nejhorsi (1- nejlepsi) *
Za$krtnéte véechny platné moZnosti.

L 1 2 3 ) 4 5 6
L1 V
L2

i L3
P1
P2

P3

15.  Co byste na testovanych produktech vylepsili nebo zménili? *



9.4 Priloha4
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9.5 Priloha5
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9.6 Priloha6

0,5
0,45
0,4 W Ascophyllum nodosum a
0,35 m Ascophyllum nodosum a

M Palmaria palmata a

™ Palmaria palmata b
m Centella a
H Centella b
B RM a
- ERM b
- — |

SPF faktor organismut

0,3

0,25

SPF [-]

0,2
0,15

0,1

0,05




9.7 Priloha7

12

10

¢ [ug/mi]
N H [e)]

o

Obsah chlorofyla a karotenoidu

B Karotenoidy
Chlorofyl b
H Chlorofyl a



9.8 Priloha 8
Tabulka 15 Seznam zkratek uvedenych v grafech

ZKkratka Vysvétleni
1B Bio Spirulina ve vodé
1C Spirulina Algae ve vodé
2B Bio Spirulina v 60% ethanolu
3B Bio Spirulina v 96% ethanolu
4A Spirulina Vitalvibe v methanol:ethylacetatu
4D Spirulina Ekokoza v methanol:ethylacetatu
100
90
X 80
2 70
;g © m 1B
S m1C
< 50
s m2B
E 40 N
g 30 m4A
10
0 II _ m BE [ o IJ o II o
500 250 125 62,5 31,25 15,625
c [ul/ml]

Antimikrobialni ¢inky extrakti



