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ABSTRAKT

PiedloZzena diplomova prace se zabyva ptipravou a charakterizaci biomateriald s obsahem
aktivnich ptirodnich UV filtri. Teoreticka ¢ast je zaméfena na vlivy slune¢niho zafeni na kizi
a jak je mozné se proti témto vliviim bréanit predevsim diky pouziti kosmetickych vyrobkii.
Dale byly charakterizovany materialy a postupy vyuzité K extrakci lipidového podilu
z vybranych druhi rostlinného materialu a mikroorganismii a piipravé a charakterizaci
nanocastic a emulzi.

Prakticka cast se zabyva extrakei lipidového podilu obsahujiciho aktivni latky z vybranych
druhii rostlinnych zdroja, kvasinek a fas. Dale byly tyto aktivni latky vyuzity pro enkapsulaci
do liposomovych ¢astic. U Castic byla sledovana jejich velikost, polydisperzitni index,
koloidni stabilita, enkapsulaéni G¢innost, vliv na SPF, antioxida¢ni aktivita, obsah fosfolipida
a cytotoxicita vii¢i lidskym keratinocytim. Tyto ¢astice byly vyuzity pro piipravu vysledné
emulze, u které byla stanovena jeji mira ochrany proti UVB zafeni a stabilita pomoci
analytické centrifugace.

ABSTRACT

This presented diploma thesis is focuses on preparation and characterization of biomaterials
with natural UV filters. The theoretical part is aimed at effects of sunlight on the skin and how
to avoid these effects by using cosmetic products. The materials and methods for extraction of
lipid part of the selected vegetable and microorganism species and methods for preparation
and characterization of nanoparticles and emulsions were characterized.

The practical part deals with extraction of lipid part of selected vegetable and
microorganism species. The liposome particles with encapsulated active compounds were
prepared. The particle size, polydispersity index, colloidal stability, encapsulation efficiency,
SPF, antioxidant capacity, phospholipid content and cytotoxic effect on human keratinocytes
were observed. These particles were used for preparation of the resulting emulsions. Their
protection level on UV light were set and stability were tested by using analytical
centrifugation.

KLICOVA SLOVA

UV filtry, antioxidanty, enkapsulace, liposomy, emulze, SPF, stabilita

KEYWORDS

UV filters, antioxidants, encapsulation, liposomes, emulsion, SPF, stability



PAVELKOVA, R. Piiprava a charakterizace biomaterialti s obsahem aktivnich ptirodnich UV
filtri. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2017. 76 s. Vedouci
diplomové prace prof. RNDr. Ivana Marova, CSc..

PROHLASENT

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou préaci vypracovala samostatné a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné¢ a muze byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se souhlasem
vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANT{

Na tomto mist¢ bych rdda pod€kovala vedouci mé diplomové prace prof. RNDr. Ivané
Maroveé, CSc. za odborné vedeni a fadu cennych rad. Déle bych rada podékovala Ing. Petie
Matouskové, Ph.D. a Ing. Jitce Bokrové za ochotu, trpélivost, cenné rady a pomoc pii
zpracovani experimentalni ¢asti. Dale bych rada podckovala své rodin€ a pratelim, kteti mé
pfi mém usili podporovali.



OBSAH

R U 1o Y D PP PP PPPPRT PP 8
2 TEOTELICKA CASL ...eeieiitiiie ettt ettt e ettt e e e sttt e e ettt e e s sabb e e e e e et be e e e e antaeeas 9
2.1 SIUNECENT ZATEN .. eeiiiiiiiiiie ettt e et b et e e e ab e e e s enb b e e e e s ensbeeas 9
2.2 KUZE oottt 9
2.2.1 KEIALINOCYLY ... ittt ettt ettt et 11
2.2.2 Vystaveni KGize UV ZATeNT .........ccoviiiiiiiiiiiiciiccee e 11

2.3 REAKEIVIT CASTICE .vveeiuuiiiieeiiiiiee ettt e ettt e ettt e e ettt e e ettt e e e e sbe e e e e e bbb e e e e e nnbaeaeeeanees 12
2.4 Moznosti ochrany proti slune¢nimu ZaTeni ...........cccooovveiiiiiiiiiee e 12
2.5 Kosmetické pripravky pro ochranu proti nadmérnému slune¢nimu zafen ................. 12
2.6 UV TIIY oo 12
2.6.1 FyziKAInT UV fIIY ..oooiiiiiiie e 13
2.6.2 Chemicke UV fIIY ....oooiiiiiiiiciii e 13

2.7 Oznaceni SPF (,,Sun Protection Factor®) ..........cccoviiiiiiiiiiiiiie e 14
2.8 ANTIOXIAANTY ...ttt ettt 14
2.8.1 KArOtENOIAY ....coiueieiiieiie ettt 15
2.8.2 Vitamin E....cooooiiiiii 17
2.8.3 KOENZYM QL0 ....iiiiiiiiiiie ettt e e 17

2.9 Rostlinné zdroje antioXidantll..............uvveiiiieiiiiiiiiiiiiiic e 17
2.9.1 RAJCO..oiiiiiiiiiiii i 17
2.9.1 IMIKBV ..o 17
2.9.1 PAPIIKA .. .eeeiiiiee et a e e e e e arae e 18
R I TS 1 O 18
2.10Mikroorganismy jako zdroje antioXidantll ..........ccueeeiereiiiresiieeesiee e e seee e 18
2.10.1Karotenogenni Kvasinky ...........cooiiiiiiiiiiiiieiii e 18
2.10.2ChI0rella VUIGAIIS .......veeiiiee et 19
2.11Metody extrakce lipofilnich latek z ptirodnich zdrojl..........cccoviiiiiiiiiiii 19
2.11.1Michéani, homogenizace a tTEPANT ..........cevveeiiiiiiieeiiiiiie e 19
2.11.2VIiV 1OZPOUSEEAIA ...vvvviiiieii ittt 20
2.11.3Extrakce lipidi dle FOIChe .........cocouiiiiiiiiiii e 20
2.12Charakterizace eXtTaktll..........ovieiiiiiiieiiiiie et 20
2.12.1Kapalinova chromatografie...........ccoeeiiiiiiiiiiiiiiii e 20
2.12.2RP-HPLC ... oo 21



2.12.3UV=VIS SPEKIIOMELIIE .......eeiieieiiieieeee ettt 21

2.13Vyuziti nanotechnologii v KOSMETICE ...........iiiiiiiiiiii e 21
2. LALIPOSOMY ...tttk b ekttt Rt b et R e bbb 22
2.14. 1PTIPrava lIPOSOMUL .....vvveiuiiieiiiieiiei ettt 22
2.14.2Dalsi typy Castic a polymery pouzivané pro jejich pripravu ..........coceevivveninnnnn 23
2.14.1PolyhydroxyalkanOaty ..........ccveiiiiiiiiieiiiii e 23
2.15CharakteriZACE CASLIC . .uuueeiiurireeeiiieeee e ettt e e e ettt e e e sttt e e e st e e e e s bbbt e e e s bbb e e e e s nnbbeaeeanees 25
2.15.1Metody charakterizace enkapsulacni UCINNOStT .....ccvvvervveiiieriiiiiieiieriee e 25
2.15.2Charakterizace velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla............... 25
2.15.3Charakterizace Stability CASTIC. ......cciureiuieiieiiiieiieerie et 25
2.15.4Stanoveni antioxida¢ni aktivity s vyuzitim ABTS .........cccoooiiiiiiiiiien 26
2.15.5ANAlYZA CYLOLOXICIEY . .vvreuteieiiiriesitie ettt ettt e e 27
2.1 Kosmetické pripravky na opalovAnT ...........coccveeiiiiiiiiiiiiiiec e 28
2.2 EMUIZE. ... 28
2.2.1 Mechanismus emMUIZIFIKACE. ...........ccueiiiiiiiiiieee e 28
2.2.2 Hydrofiln€—lipofilni rovnoVANA .........c.ccoiiiiiiiiieiiiice e 29
2.2.3 Suroviny pouzité na pripravu emulze O/V ......cccccviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee s 29
2.2.4 Analyza emulzi pomoci analytické centrifugace ..........cccvevvveeeriiiiiiiiiiiiiieennnnns 31
L3 1 (S o) - oL P OO TP PPPPPPPPPPPP 33
EXPerimentalng CASE........cuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34
4.1 PouZité ChemiKAlIE ........ooviiiiiii i 34
4.2 KOSMELICKE PIEPATALY....cciiiiiiiiiiiiiii ittt a s 34
4.3 POUZIEE PIISTIOJC .vvvvvvrreeeeiisiiiiiieitte e e e e s s sttt et e e e e s s sttt e e e e e e s s bbb b et e e e e e s s s snnbbbrbeeeeeas 35
4.4 POUZIEE OTZANISIIIY ..rvrrieeesiisiiiiiieeeeeeesssssssittseseaeeesssssssbbbseeaaeeeesssssbbbbeneaaeeesssassbbareneaeeas 35
4.5 Optimalizace extrakce lipofilnich latek z ptirodnich zdrojli ........ccceeevviiiieiiiiincnnne 36
4.5.1 Extrakce dle FOIChE ........c.cciiiiiiiiiic e 36
4.6 Analyza extraktu lipofilnich latek...........ccooeiiiiiiii i 36
4.6.1 Obsah aktivnich latek stanoveni pomoci HPLC ..........cccccciiiiiiiiiiiiiiiiices 36
4.6.2 Méteni UV-VIS spekter pomoci nanofotometru...........ueveeviiiiieeiiiiiiieeiiiiineenns 37
4.7 Ptiprava liposoml metodou SONIKACE ........cceeiiiiriieiiiiiieeiiiiii e e e 37
4.8 Liposomy s ptidavkem aktivnich TAtek ..........ccovviiiiiiiiiiiiiie e 38
4.9 Stanoveni enkapsulacni UCEINNOSET .......cciiviiiiiiiiiiiie it 38
4.10Stanoveni velikosti ¢astic pomoci DLS a stability pomoci zeta-potencialu ................ 38



4.11Stanoveni antioXidaCni aKEIVILY .......cciiviiiiiiiiiiii e 38

4.12Stanoveni koncentrace fosfolipidit v HPOSOMECH .........ocviiiiiiiii 39
4.13Stanoveni cytotoxicity pomoci MTT teStU.......c.ccoviiiiiiiiiiiiiciiie e 39
4.14Ptiprava kosmetickych emulzi..........cocoviiiiiiiiiiiii 39
4.14.1Porovnavani absorbance v UVB oblasti a stanoveni SPF ............c.cccccooiiennee, 39
4.14.2Ptiprava emMUIZE O/V ....coooiiiiiiiiiiiic e 40
4.14.3Stanoveni vlastnosti systémi pomoci analytické centrifugace.............ccccocveen 41

O Vysledky @ diSKUZE ......oooiiiiiiiii e 42
5.1 Extrakce lipidovych podilti ze VZOTKU.........cooovviiiiiiiiiiii e 42
9.1.1 Vazkoveé stanoveni obsahu SUSINY .........cccvviiiiiiiiiiiniic e 42

5.1.2 Optimalizace extrakeniho KroKu ..........ccocviiiiiiiiiiiii e 42

5.1.3 Sledovani stability extraktti v prab&hu uchovavani .............cccoeevviiiiiiicninnnn 44

9.1.4 Analyza sloZeni eXtraktll ..........coooimiiiiiiiiiiieeice e 46

5.2 LIPOSOMOVE CASLICE ....eeeuvrieiniiieiitie et ee ettt ettt e e 47
5.2.1 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci DLS a stability pomoci zeta-potencialu....... 48

5.2.2 Stanoveni enkapsulani UCINNOSET .......vveeiiiiiiiiieiiii et 53

5.2.3 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS .......ooooiiiiiiiiiiiiiiiiicceeees 54

5.2.4 Stanoveni koncentrace fosfolipida v liposomech ............cccceeviiiiiiiiie i 55

5.2.5 StANOVENT CYLOtOXICIEY tovveeiiiiiiiiiiiiieeee s s ittt e e e e e e s s e e e e e s s e e e e e e e e e 55

5.3 EMUIZE OV ..o 57
5.3.1 Stanoveni SPE ... 57

5.3.2 Stanoveni stability emulzi pomoci analytické centrifugace ...........ccccvvvvieennnnnns 62

B ZAVET ..ottt 67
A =110 1o - =TSSR 69
8 Seznam pouzitych zkratek a Symboll...........ccviviiiiiiiiii 76



1 UvoD

VétSina energie na povrchu Zemé pochazi z fotonti sluneéniho zafeni. To zahrnuje
infracervené, viditelné a UV zateni, které je zastoupeno 5 %. Vlivy UV zafeni na kiizi mohou
byt jak pozitivni, jelikoZ je nutné pro syntézu vitaminu D3, tak negativni, vyvolavajici zanét,
zarudnuti a prehrati. Negativni vlivy vSak vétSinou pifevazuji. Pokud je kiize opakované
vystavovana vétSimu mnozstvi UV paprskid, dochazi jejich vlivem k chronickym zménam
zahrnujicim urychlené starnuti a vyvoj koznich tumord.

Prestoze je klize sama o sob¢ do jisté miry schopna se proti témto negativnim vlivim UV
zateni branit, je dulezité ptirozené obranné mechanismy podpofit pouzitim kosmetickych
prostredki s UV filtry a antioxidanty. Soucasné kosmetické piipravky vyuzivaji casto
organické UV filtry, na které¢ je fada lidi alergicka. Dale jsou hojn¢ vyuzivany anorganickeé
UV filtry jako oxid titani¢ity a oxid zine¢naty. Navic obsahuji pfipravky na ochranu proti
slune¢nimu zafeni i vitamin E, B-karoten a koenzym Q10, jelikoZ maji kromé antioxida¢ni
aktivity i vliv na ochranu proti UVA i UVB zafeni. Zvyseni stability, potlaceni degradace a
zvySeni fotoprotektivniho efektu téchto aktivnich latek, mize byt dosazeno pii enkapsulaci do
¢astic, které nasledné budou vyuzity pti formulaci kosmetického ptipravku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Sluneéni zateni

Slunce je ptirozenym zdrojem elektromagnetického zareni. Vyzafuje Siroké spektrum
vlnovych délek. Na zemsky povrch vSak dopada jen ¢ast tohoto zafeni, jelikoz je filtrovano
prichodem atmosférou a tim neobsahuje vinové délky pod 290 nm. Pfi slunéni na lidskou
kazi dopada zafeni ultrafialové (UV, 290-400 nm), viditelné (VR, 400-780 nm) a
infraéervené (IR, 780-3 000 nm) [1]. Infracervené zafeni se rozdéluje na IRA (780-
1 400 nm), také oznacované jako blizké, IRB (1 400-3 000 nm) a IRC (3 000 nm-1 mm). U
infracerveného zafeni mizeme fici, ze ¢im ma zéafeni del$i vlnové délky, tim vétsi ma
zastoupeni, ale mén¢ pronikd do pokozky. Podobné jako IR, tak i UV zafeni je rozdé€leno na
UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) a UVA, které dale délime na UVA Il (320-340 nm)
a UVA | (340-400 nm). U ultrafialového zafeni plati, ze ¢im del$i ma vlnovou délku, tim
veétsi ma zastoupeni a zaroven pronika hloubé€ji do pokozky. Naopak pokud ma UV zafeni
poskozeni [2].

UVC zateni (100-290 nm) diky svému vyuziti pii prostorové desinfekci operacnich sali a
laboratotfi se také nazyva germicidni. BéZn€ se s nim ale na Zemi nesetkame, jelikoZ je
odfiltrovano pii prichodu atmosférou [1]. Proto je slozeni slune¢niho zafeni na povrchu Zemé
slozeno jen z ménicich se poméri UVA a UVB zaieni prochazejiciho atmosférou i pii dnech,
kdy je zataZzeno. Tato proménlivost je dana fadou faktort, jako je zemé&pisna Siika, ¢ast dne,
nadmotska vySka, atmosférické podminky a dalsi [2]. Béhem typického letniho dne je UV
zateni dopadajici na zemi slozeno z 96,5 % UVA a zbytek, tedy jen 3,5 % UVB zafeni. Pti
porovnani s celkovym zafenim dopadajicim na zemi tvoii UVA slozka 9,5 % [3].

UVB zifeni (290-320 nm) piedstavuje 1% celého energetického objemu slune¢niho
zéafeni, které dopada na zemsky povrch. Po ozéfeni kiize vyvolava erytém, pigmentaci, je
vyuzivano vV dermatologické fototerapii [1] a pfimo poskozuje DNA prosttednictvim tvorby
thyminovych dimera [4].

UVA zafeni (320400 nm) tvoii 4 % sluneéniho zafeni. Je vyuzivano piredevSim
Vv solariich a v dermatologické fototerapii. Muze stejné jako UVB zatfeni vyvolat erytém a
pigmentaci, ale pfi sto- az tisicinasobné davce. Pronika hloub¢ji do kiize, mtize tedy ovlivnit
vice hlubsi struktury v koriu (imunosupresivni efekt, akcelerace aktinického starnuti) [1].
Vytvaii také velmi reaktivni druhy kysliku, které nepiimo poskozuji DNA [4].

2.2 Kiize

Kize je nejvétsim organem lidského téla. Predstavuje 16 % jeho celkové hmotnosti. Zajistuje
komunikaci organismu s vn¢jS$im prostiedim a také chrani organismus pied skodlivymi vlivy.
Zevni vrstva je relativné nepropustnd pro vodu a brani ztratdm tekutin. Dale se podili na
termoregulaci organismu, ucastni se nékterych metabolickych pochodi a exkrece nékterych
latek. Povrchovy reliéf kiize vytvaii individualni charakteristickou kresbu zvanou papilarni
linie (dermatoglyfy), ktera pomaha pfi identifikaci osob [5]. Jeji vrstevnaté sloZzeni umoziuje
co nejlépe vykonavat ochrannou funkci rozhrani mezi organismem a zevnim prostfedim.
Kiuze (integumentum commune) se sklada ze tii zakladnich ¢asti: epidermis (pokozka), dermis
(korium, $kara) a tela subcutanea (subcutis, podkozi, podkozni tukova tkan) [6].
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Epidermis je nejsvrchnéjsi a zaroven nejtenci (0,3-1,5 mm) cast kize [6]. Z kosmetického
hlediska je tato vrstva velice dilezita, jelikoz urcuje texturu ktze, jeji vlhkost a pfispiva i
kjeji barvé [3]. Je tvofena piedevSim keratinocyty, melanocyty, Langerhansovymi a
Merkelovymi bunkami. Epidermis se déli na pét vrstev: stratum basale, stratum spinosum,
stratum granulosum, stratum lucidum a nejpovrchovéjsi stratum corneum [6].

Pro zevni aplikaci kosmetickych piipravkl je velice dilezitd pravé nejsvrchnéjsi vrstva
pokozky stratum corneum. Je to rohova vrstva skladajici se z 15-20 vrstev plochych
keratinizovanych bunék korneocytl, které jsou bez jadra. Jejich membrany jsou ztlustélé,
buiiky jsou vyplnény fibrilirnimi a amorfnimi proteiny. Dulezitou slozkou matrix, ktera
zaléva svazky tonofibril, je vlaknity skleroprotein keratin [7]. Jsou zrohovatélé, zcela ploché,
hust¢ na sebe kladené a tvofi Sestithelnikové lamely, které jsou vétSinou seskupeny do
sloupcti. Kompaktni spodni ¢ast této vrstvy nazyvame stratum conjunctum a perifernéjsi Cast,
jez se olupuje, nazyvame stratum disjunctum [6]. Stratum corneum je pokryto proteinovym
filmem, ktery se nazyva bunééna obalka (,,cell envelope®), ten pomaha pii zabranéni ztraty
vody a absorpci nezadoucich latek [3].

Dulezitou slozkou pokozky jsou kromé jiného také melanocyty, bunky jednotlivé se
vyskytujici v stratum basale. Melanocyty jsou mezi keratinocyty uspofadany pravidelné.
Pomér po¢tu melanocytt a keratinocytd ve stratum basale je v dané oblasti konstantni. Maji
sféricky tvar s nepravidelnymi, velmi dlouhymi vybézky, které pronikaji mezi stratum basale
a stratum spinosum. Funkci melanocytii je syntéza melaninu. Zakladnim pochodem je
pieména tyrozinu pusobenim tyrozinazy nejprve na 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA), ktery
se dal§imi transformacemi méni v melanin. Melanin se poté uchovava v melanozomu. Jeho
tvar byva ovalny, o rozmérech 0,4 - 1 um. Zralé melanozomy migruji cytoplazmatickymi
vybézky melanocytti a jsou predavany keratinocytim stratum spinosum a stratum basale.
V cytoplazmé keratinocytii se melaninovd granula akumuluji v oblasti nad jadrem. Chréni
délici se jadra pted Skodlivym téinkem ultrafialového zateni [7]. Celkovy fez pokozkou je
zobrazen na Obr. 1.

Kuze zastava tedy hned nékolik ochrannych funkci, a to chemickou, biologickou a
fyzikalni.

Chemicka bariéra vyuziva vlastnosti kyselého kozniho plasté a acidorezistence keratinu.
Agresivnéjsi chemikalie s afinitou k bilkovindAm se navazou na keratinocyty a s nimi se
odlou¢i zkozniho povrchu. Chemikélie, které proniknou hloubé&ji, jsou zachyceny
Langerhansovymi buiikami a indukuji imunologické reakce se vSemi dtsledky [6].

Biologicka bariéra je zajistovana neporusenou rohovou vrstvou, kterd je piekdzkou pro
koky a jejich enzymy. Kyselé pH ochranného koZniho filmu (pH 5-6) plisobi antimikrobidlné,
rezidentni koZzni mikrofléra vykazuje antimikrobialni aktivitu proti bakteriim ptfechodné
mikroflory. Kolonizaci koZzniho povrchu podporuje ptehnand ocista (detergenty, mydlo),
mechanické poskozeni, hyperkeratdza, macerace sty¢nych ploch a mokvani [6].

Fyzikalni bariéra mé funkci mechanickou, kdy zajiStuje pevnost, pruznost a soudrznost.
Dale méa funkci elektrické bariéry, ktera funguje jako elektricky dipol (na povrchu
elektronegativni a uvnitf pozitivni). Timto fyzikalnim jevem je ztiZena penetrace iontl do
klze a souhlasné€ nabité ¢astice prachu, mikrobil a necistoty jsou odpuzovany. Kize disponuje
také fotoprotektivni funkci (ochrana pfedev§im proti ultrafialovému zéateni). Podili se na ni
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rohova vrstva, keratohyalinové struktury stratum granulosum (odraz), obsah urokanové
kyseliny, melaninu, aminokyselin, nukleovych kyselin, beta-karotenu a hemoglobin
(absorpce) [6]. Kiize ma schopnost se na sezénni vykyvy adaptovat. Vyuziva k tomu ztlusténi
pokozky a melanogenezi [1].

2.2.1 Keratinocyty
Pro testovani cytotoxicity a ucinnosti pfipravenych biomateriali Ize s vyhodou pouzit lidské
keratinocyty. Tyto buriky jsou hlavni bunéénou slozkou vrstevnatého rohovéjiciho epitelu
epidermis [8].

Obr. 1: Slozeni epidermis

a — kiiZe, tvar, zvétseno 645x. C — stratum corneum, G — stratum granulosum, S — stratum spinosum, B
— stratum basale, L — Langerhansova burnka, M — melanocyt

b — zjednodusené schéma, Kol Il — fibrily kolagenu typu III. Sipky v M naznacuji smér transportu

dozravajicich melanosomit, prevzato z [8]

2.2.2 Vystaveni kize UV zareni
Vyzkum starnuti vlivem svétla nam dovoluje 1épe porozumét molekularni podstaté procesi
starnuti. UV zafeni prochdzi kiZzi v zavislosti na své vlnové délce a interaguje s riznymi
vrstvami kiize. UVB s krat$imi vinovymi délkami je z vétsi ¢asti pohlceno v epidermis, kde
ovliviiuje pfedevsim keratinocyty. UVA o delSich vlnovych délkach pronikéd hloub¢ji a miize
interagovat s keratinocyty a dermalnimi fibroblasty. Kuze také obsahuje melanocyty - buiiky
vytvarejici koZni barvivo melanin, které absorbuje UV zéfeni a tim chrani koZzni bunky pred
negativnimi G¢inky UV zafeni [2].

UVA zéfeni vétSinou pisobi nepfimo pomoci tvorby reaktivnich druhi kysliku (,,reactive
oxygen species ROS). ROS vykazuji Siroké pole vlivu jako je peroxidace lipidl, aktivace
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matricovych metaloprotedz a poskozovani jaderné i mitochondrialni DNA. Také UVB zateni
muze tvofit ROS. Hlavnim mechanismem je interakce s DNA, kterd nasledné vyvold jeji
poskozeni [1], [4].

Poskozeni kiize sluncem muze také navodit stav chronického zanétu, kdy jsou uvolnovany
proteolytické enzymy, které¢ poskozuji dermalni matrix. Spaleniny zptisobené slunénim jsou
velmi dobfe znamym akutnim projevem vystaveni slunci. Jsou klinicky viditelné jako
zarudnuti zpusténé zanétem. Poté co je kiize vystavena prahovému mnozstvi UV zafeni,
nastava zpozdéna a prodlouzena vasodilatace. Ta umozni prostup lymfocytti a makrofagt do
tkané, coz vyvola zanét a projevi se jako chronicky zanét. Pro snizeni zarudnuti (tvorby
erytému) zpusobeného UV zafenim, je doporuCeno piijimat antioxidanty a protizanétlivé
latky [2].

r wr

2.3 Reaktivni Castice

Reaktivni druhy kysliku ROS tvofi nedilnou soucast metabolismu tkani, tedy i pokozky.
Vétsina kysliku v téle je pouZzita v bunééném metabolismu. Molekularni kyslik je pomoci fady
reakci, kdy je odstraiovan elektron, pfeméfhovan na superoxidovy anion (Oz7), peroxid
vodiku (H207), hydroxylovy radikal (HO¢), az nakonec na vodu. K vétsin¢ téchto reakci
dochazi v mitochondriich a jsou spojeny s produkci energie [9].

Superoxidovy anion, hydroxylovy radikal a peroxylovy radikal patii mezi volné radikaly,
coz jsou atomy nebo molekuly s neparovym elektronem. Tyto Castice jsou vysoce chemicky
reaktivni s kratkou dobou zivota. Proto reaguji pfimo v misté, kde jsou tvotfeny. Dalsi
reaktivni &astice jako je molekularni kyslik, singletovy kyslik (*O) a peroxid vodiku jsou
schopné zahajit oxidativni reakci a vytvoftit tak volné radikaly [9].

2.4 Moznosti ochrany proti slune¢nimu zareni

Obleceni a bryle jsou hlavni slozkou ochrany naseho téla pied UV zafenim. Mira ochrany,
kterou mize obleceni poskytnout, je ovlivnéna tloustkou latky, barvou, kdy tmavsi barvy
chrani vice, dale pevnosti a vlhkosti. Postupem Casu se zacina dostavat obleceni s UV
protektivni funkci 1 ke komerénimu vyuziti pro osoby pracujici ve venkovnich prostorach a
sportovce [10]. U takovychto ochrannych textilii je Stupen poskytované ochrany oznacovan
faktorem UPF (,,UV-protective Factor®) [6]. U bryli je velice dulezita jejich schopnost
ochrany proti UVA zafeni. Akutni poranéni 0¢i ma podobné znaky jako ty, které ma vliv UV
zafeni na pokozku. Mize zplsobit zadnét spojivek, zdnét rohovky a v tézkych ptipadech i
ptechodnou ztratu zraku. Chronickd expozice mize vést az k Sedému zakalu a makularni
degradaci [10].

2.5 Kosmetické pripravky pro ochranu proti nadmérnému slune¢nimu zareni
Pritomnost UV filtrii v kosmetickych ptipravcich predstavuje kli¢ovou vyhodu, kterou mize
kosmetika poskytnout. Nebezpeci, které ultrafialové zateni predstavuje, je znamo jiZ dlouho.
UV zéteni poskozuje pokoZku piimo prostiednictvim vlivu na DNA a nepiimo, kdy ovliviiuje
imunitni systém [2].

2.6 UV filtry
UV-filtry byly vyvinuty jako ochranny prvek pted Skodlivymi vlivy ultrafialového zateni. UV
zatfeni je v pokoZce absorbovano fadou chromofort, jako je melanin, DNA, RNA, proteiny,

12



aromatické aminokyseliny (napf. tyrosin a tryptofan), lipidy, voda a jiné. Absorbovani UV
zateni témito chromofory vede k riznym fotochemickym reakcim a sekundarnim interakcim
zahrnujicim reaktivni ¢astice (kysliku a dusiku), které vedou ke skodlivému ucinku [10].

Kaze sama disponuje mechanismem antioxida¢ni obrany, ktera zahrnuje enzymatickou a
neenzymatickou slozku. Jakozto enzymaticky systém mame k dispozici superoxiddismuzazu,
katalazu a Se-glutathionperoxidazu, které pievadéji superoxidovy anion na peroxid vodiku a
ten na vodu. Neezymatickou slozku zastupuji ¢etné endogenni antioxidanty jako glutathion,
a-lipoovd kyselina, koenzym Q a fada dalSich. Antioxidanty jako jsou vitaminy a
polyfenolové slouceniny jsou ziskavany z potravy. Celkové ma tento systém za snahu opravit
poSkozenou DNA. Presto vSak miuZze vlivem UV zéafeni dochazek k jejimu poskozovani,
mutacim a genetické nestabilité [4]. ZvySeni poctu ROS a zaroven vy€erpani antioxida¢niho
systému zputisobi oxidativni stres, ktery mize vést aZ k poskozeni tkané [2]. Obvykle tvoii
obsah UV filtru v kosmetickém ptipravku 0,1-10 % [11].

Prvni kosmetické ptipravky obsahujici UV filtry plsobily pouze proti UVB zafeni, a tim
pusobily pfedevsim proti zarudnuti pokozky a spaleni pokozky vlivem slunce. Nyni je kladen
diraz blokovat také UVA sloZku, potlacit immunosupresi a tim zmirnit pravdépodobnost
vytvofeni melanomu [3].

2.6.1 Fyzikalni UV filtry
Anorganické (fyzikalni) UV filtry zateni odrazeji a také dochazi k rozptylu svétla. Oba tyto
jevy jsou uskutecnovany na Sirokém spektru zateni od UV, pfes viditelné az po infraCervené.
Témito UV filtry jsou mineralni mikrocastice jako TiO, a ZnO [12]. Dalsimi piiklady mutze
byt talek (magnézium silikat), oxid Zeleznaty a zelezi¢ity [6].

Fyzikalni UV filtry jsou fotostabilni, ale pti jejich pouziti je nutné nanést vétsi mnozstvi,
aby bylo dosazeno pozadovaného ucinku [13]. Oxid zine¢naty disponuje lepsi UVA
ochrannou, zatimco oxid titanicity vykazuje lepsi UVB ochranu [14].

Miniaturizaci ¢astic na velikosti 10-50 nm se snizi rozptyl viditelného svétla a posune se
k vyuziti v kosmetickych piipravcich, nez jejich vétsi a neprithledné varianty. Malé Castice
maji vSak vyssi tendenci k agregaci a tim se snizuje efektivita rozptylu svétla. Diky vysoké
fotostabilité jsou fyzikalni UV filtry vyuzivany piedevsim pro slunecni ochranu déti a jedinct
alergickych na organické UV filtry [4].

2.6.2 Chemické UV filtry

Organické UV filtry, také znamé jako chemické, jsou zodpovédné za absorpci slunecniho
zateni, predev§im UVB [10]. UVB chemické filtry absorbované zafeni preménuji na tepelnou
energii [4]. Patii mezi né naptiklad aminobenzoaty, cinamaty, salicylaty, benzofenony a dalsi
[6]. Vétsina téchto sloucenin absorbuje jen v ur€ité oblasti, a proto je vétSinou nutné pouzit
kombinaci nékolika UV filtri za vzniku produktu s ochranou proti Sirokému spektru UV
zafeni. Cinamaty a salicylaty se Casto pouzivaji v kombinaci s dalsimi UVB filtry, aby se
docililo zvySeni SPF (,,Sun Protection Factor®). Organické a anorganické filtry mohou
vykazovat synergisticky efekt a také zvySovat SPF [4].
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2.7 Oznaceni SPF (,,Sun Protection Factor*)
SPF se pouziva k oznaceni uc¢innosti UVB filtru. Tato hodnota udava, kolikrat déle je mozné
setrvat na slunci pfi opalovani, nez vznikne erytém. V praxi, pokud u dané osoby vznikne
erytém za 10 minut, po pouziti dostatecného mnozstvi opalovaciho prosttedku s SPF 10 by se
tato doba méla prodlouzit na desetinasobek, tedy 100 minut [6]. Pfi porovnavani ucinnosti
pak vyrobek s ochrannym faktorem 15 odfiltruje 94 % UVB paprski [4] , vyrobek
s ochrannym faktorem 30 jich odblokuje 96,7 % a s SPF 60 98,3 % [6].

Tento faktor udava pomér energie UV zafeni potiebné k vytvofeni MED (,,minimal
erythemal dose®) v chranéné pokozce vici nechranéné pokozce [15].

minimalni eryt. davka v pokozce s ochranou
minimalni eryt. davka v pokozce bez ochrany ()

SPF =

Velice jednoduchd a spolehliva je metoda urceni SPF in vitro, kdy se u zfedéného vzorku
zméfti absorbance v rozmezi 290-320 nm s krokem 5 nm. Ze ziskanych dat vypoc¢itame SPF
pomoci Mansurovy rovnice [16].

SPF = CF- i EE(%)-1(1)- Abs(n) (2)

290

Kde CF je korela¢ni faktor (10), EE (L) je erytemogenni efekt zafeni pii dané vinové délce,
Abs (M) je spektrofotometrickd absorbance vzorku pti dané vinové délce. Hodnoty EE-I jsou
konstanty, které stanovili Sayre a kolektiv (1979) a jsou zobrazeny v Tab. 1 [15].

Tab. 1. Hodnoty konstant EE‘I pro slunecni zdarené o vinovych délkach 290-320 nm s krokem 5 nm
A [nm] | 290 295 300 305 310 315 320
EE-1 0,0150 | 0,0817 | 0,2874 | 0,3278 | 0,1864 | 0,0837 | 0,0180

Krom¢ ucinnosti ochrannych prostiedkti v UVB oblasti pomoci SPF lze také méfit
ochranny faktor u UVA zéfeni, to je vSak obtiznéjsi a tato méfeni nejsou jednotna [6].

2.8 Antioxidanty

Jsou definovany jako latky, které jsou do zna¢né miry schopny potlacit nebo zpomalit oxidaci
substratu pfi pfitomnosti jiz v malych koncentracich v porovnani s oxidovatelnym substratem.
Z antioxidantu se pii ziskani elektronu nestane volny radikal, jelikoZz je stabilni v obou
formach [17]. V dermatologii jsou antioxidanty Siroce vyuzivanymi ingrediencemi pro
topické pouziti. Nase télo je neustdle vystavovano plsobeni oxidantli. Endogenni zdroje jsou
spojeny s metabolismem, kdy enzymy tcastnici se napiiklad mitochondridlni respirace
vytvaieji superoxid a peroxid vodiku, dale k tomuto pfispiva i fada dal$ich enzymut jako
lipoxygendzy a NADH oxiddza. Vné&j8i oxidanty pochédzeji ze znec€iSténi, jako kouf, smog,
UV zafeni a strava. JakoZto odpovéd’ na tyto stresy se vyvinula fada systémovych
antioxidantli, jejichz funkce spoc¢iva v zachyceni reaktivnich castic kysliku, pfedchazeni
poskozeni makromolekul jako jsou lipidy, DNA a proteiny [2]. Sit' antioxidanti v kazi
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zahrnuje vitamin E, vitamin C, glutathion, koenzym Q10 a kyselinu lipoovou. Ty jsou
podporovany flavonoidy a karotenoidy [18]. Z tohoto vyctu antioxidantl se piedloZzena prace
zabyvala ptedevsim karotenoidy, vitaminem E a koenzymem Q10.

2.8.1 Karotenoidy
Karotenoidy zahrnuji skupinu vice nez 600 sloucenin, které mizeme nalézt ve vétSin€ forem
zivota, kde plni fadu rtiznych funkei od jejich pivodni vyvojové funkce, jako fotosyntetické
pigmenty, ptes antioxidanty, prekurzory vitaminu A po barviva podilejici se na vizualnim
upoutani pozornosti U hmyzu jakozto opylovaci kvétin nebo u zivoc¢ichii pii vybéru partnera
na pafeni. Struktura karotenoidl je odvozena od fytoenu. VétSinou jsou to uhlovodiky se
ctyficeti atomy uhliku, které obsahuji na svych koncich dva cyklické kruhy spojené fetézcem
s konjugovanymi dvojnymi vazbami nebo polyenovym systémem. V ramci karotenoidt
rozliSujeme piedev§im dvé skupiny, karotenoidy vyhradné¢ uhlovodikové povahy a
Xanthofyly, které jsou jejich oxidovanymi derivaty. Kyslik mize byt pfitomen ve formé
hydroxylové skupiny (zeaxanthin), oxy-skupiny (kanthaxanthin) nebo jako kombinace obou
(asthaxanthin) [19].

Karotenoidy také hraji vyznamnou roli pii ochrané rostliny pied foto-oxidativnim
poskozenim. Jejich absorpéni spektra jsou zobrazena na Obr. 2. Zastavaji funkci antioxidantt
stejné¢ tak jako zhaSecu singletového kysliku a peroxylového radikalu. U cloveka se
karotenoidy zapojuji do systému antioxidativni obrany a synergicky interaguji s dal$imi
antioxidanty. Maji za nasledek Cervené, oranzové a Zluté zbarveni listl, plodd a kvéth u
rostlin a dale také pigmentaci u nékterych druhti ptakt, hmyzu, ryb a korys$i. Prestoze
karotenoidy mtize obsahovat fada zvirat diky své strave, schopnost jejich syntézy maji pouze
rostliny, bakterie, houby a fasy [17].

Karotenoidy jakozto lipofilni molekuly vyzaduji k absorpci zivo€iSnym organismem
mechanizmy pro absorpci tukd, jako jsou pankreatické Stavy, Zlu¢ ¢i tvofeni micel. PO
absorpci vykazuji tendenci k akumulaci v lipofilnich ¢astech buiiky, jakou jsou lipoproteiny
[17].

Karotenoidim je pfipisovana fada dilezitych funkci zlepsujicich zdravotni stav, jako je
antioxidacni  aktivita, posileni imunitniho systému a snizeni rizika onemocnéni
degenerativnimi chorobami napf. rakovina, kardiovaskularni choroby, Sedy zakal a makularni
degradace. Kromé biologickych vlastnosti jsou karotenoidy vyuzivany jako pfirodni
antioxidanty pfi vyrobé funkénich potravin nebo jako aditiva do potravin za ucelem
prodlouZzeni jejich doby skladovatelnosti. Lykopen a B-karoten jsou povolenymi ptirodnimi
barvivy pro potravinaistvi [20].

V rostlinach se ve vétsiné ptipadt vyskytuji spolu s chlorofylem. Skupina karotenoidii je
velice Sirokd, jelikoz tyto latky wvytvafeni fadu stereoizomerli a ptislusnych esterd.
Karotenoidy obsahujici ve své struktuie f-iononovy kruh jsou fyziologicky vyznamné, jelikoz
plni funkci provitaminu A [21]. Celkové jsou tedy karotenoidy velice dilezitou skupinou
sloucenin nachazejicich uplatnéni ve farmaceutickém, chemickém, potravinarském primyslu
a zemé&delstvi nejen diky tomu, Ze mohou byt vyuzity jako provitamin A, ale také pro svou
barvu, antioxida¢ni aktivitu a mozné pozitivni u¢inky na snizeni rychlosti riistu nadort [19].
Lutein spolu se zeaxanthinem snizuji riziko makularni degradace spojené s vékem [22].
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The photosynthetic pigments absorb much of the spectrum
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Obr. 2: Absorpcni spektra prirodnich fotosyntetickych pigmentii [23]

2.8.1.1 p-karoten

Tento oranzovo-zluty pigment z fady karotenoidi se bézné vyskytuje jak v rostlinnych, tak i
v zivoc¢iSnych tkénich. Kromé produkce rostlinami ho dokédze sysntetizovat 1 fada
mikroorganizma jako je druh Sphingomonas (bakterie), Dunaliela bardawil (fasa), Blakeslea
trispora (houba) a druh Rhodotorula (kvasinka). p-karoten je velice oblibené aditivum do
potravin, krmiv, kosmetiky a 1é¢iv, predevsim diky své barve, antioxidacnim a protinddoroveé
aktivité [24]. Kromé B-karotenu existuji také a-karoten a y-karoten. Ten je hlavni vétvici bod
v syntéze karotenoidii a je prekurzorem [-karotenu a torulenu. Z n&j pak hydroxylaci a
oxidaci vznika torularhodin [18].

2.8.1.2 Lykopen

Lykopen (w,y-caroten) patii mezi jeden z karotenoidii nachazejicich se v pfirodé. Ma
necyklickou (alifatickou) a nevétvenou strukturu a je rozpustny v tucich. Lykopen se
nejcastéji v prirodé vyskytuje jako trans karotenoid. Jeho hlavnim zdrojem je rajée, to
obsahuje az 5 mg lykopenu ve 100 g [17]. Je vysoce u¢inny zhase¢ singletového kysliku.
Vyznamny pokles v citlivosti na erytém vyvolany UV zafenim byl pozorovan pfi peroralnim
podavani po dobu 1012 tydnt byl u zdravych dobrovolniku [10]. Dale je vyznamny diky své
vysoké absorpci modrého svétla, které mize vyznamné poskodit buiiku [18]. Lykopen je
prekurzorem cyklickych karotenoidi (f-karoten, y-karoten, torulen, torularodin a astaxanthin)
[19].
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2.8.2 Vitamin E

Je hlavni lipofilni antioxidant v kiizi a zaroven je nejpouzivanéj$im pifirodnim antioxidantem
pro topické pouziti. Nachazi se ve vSech ¢astech kiize, v dermis a epidermis, stejné tak jako ve
stratum corneum. Vitamin E zahrnuje osm v pfirodé se vyskytujicich isoforem, a to Ctyfi
tokoferoly (a-, B-, y-, 6-) a Ctyfi tokotrienoly (a-, B-, y-, 8-). Veskeré formy obsahuji
chromanolovou hlavu, kterd nese redoxné aktivni fenolovou hydroxy- skupinu a lipofilni
fetézec [2]. Vitamin E je produkovan mazovymi zlazami ve formé a- a y-tokoferolu. Fakt, ze
je a-tokoferol tak silnym antioxidantem, zaroven zpusobuje jeho rozklad v pfitomnosti
kysliku nebo pfi vystaveni svétlu. Z tohoto divodu se v kosmetice vyuziva jeho stabilnéjsi
esterifikovana forma o-tokoferol acetat. Ten vSak nepatii mezi antioxidanty a musi byt
pfeveden do aktivni formy [25]. Pokud je vitamin E podan ptes pokozku, posiluje
fotoprotekci. Pacienti, jez takto uzivali vitamin E, byli méné spaleni a jejich opaleni bylo
svétlej$i. Vitamin E je vSak fotosenzitivni a mize byt oxidovan do inaktivni podoby [18].

2.8.3 Koenzym Q10
Koenzym Q10 je silny inhibitor volnych radikalt, ktery zabrafuje oxidaci lipidd
v plazmatické membrané. Hraje vyznamnou roli v produkci bunééné energie. Piitomnost
koenzymu Q10 v mitochondrii muze také hrat roli v pfedchazeni bunécné apoptdzy vlivem
oxidativniho stresu, jelikoz pravé z mitochondrie se odesilaji signaly o apoptdoze. Koenzym
Q10 vykazuje antioxida¢ni aktivitu a inhibici exprese kolagenaz v lidskych fibroblastech,
které byly vystaveny UV zafeni [25].

2.9 Rostlinné zdroje antioxidanti

Existuje cela fada rostlinnych zdroji obsahujicich vysoké mnozstvi antioxidantli karotenoidni
povahy. Patii k nim mimo jiné i mnoho zastupct ovoce a zeleniny, které jsou hojné¢ dostupné
po vétsinu roku. Piirodni smési se schopnosti absorbovat UV zéifeni mohou byt izolovany
praveé z téchto zdroji. V dalsim textu jsou diskutovany vybrané druhy regionalnich zéastupci
zeleniny, které byly vybrany pro experimentalni cast prace (rajce, mrkev Spenat a paprika).
Slozeni téchto vybranych druhti zeleniny je zobrazeno v Tab. 2.

2.9.1 Rajce
Lycopersicon esculentum patii do rodiny Solanaceae, ktera zahrnuje 1 500 tropickych a
subtropickych druhii pochazejici ze Stfedni a Jizni Ameriky. Rajce je vybornym zdrojem
karotenoidl a lykopenu, ktery mu dava jeho atraktivni ¢ervenou barvu [17]. Obsahuje rizné
bioaktivni latky jako je kyselina askorbova, tokoferoly, polyfenoly, karotenoidy, nékteré
terpeny a steroly [20].

Cervenou barvu rajéat zpusobuje pfitomnost lykopenu, ktery tvoii 95 % veskerych
karotenoidi v rajéeti, a dale xantofyly a beta-karoten. Z dalSich biogennich sloucenin
obsahuje vitamin B1, B2 a vitamin C [21].

29.1 Mrkev
Mrkev obsahuje v porovnani s bézné vyuzivanymi druhy ovoce a zeleniny nejvétsi obsah -
karotenu a vysoky obsah minerdlnich latek s vhodnym zastoupenim mikroprvkli a
makroprvku [21].
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2.9.1 Paprika

Paprika Capsicum annuum L. je druh zeleniny velice oblibeny u stravnikd. Jeji barva mize
byt Cervend, zlutd, zelena a oranzova. Rizné barevné druhy papriky obsahuji rizné slozeni
karotenoidii. Cervena paprika obsahuje pfedev§im kapsanthin a kapsorubin, lutein je prevazné
V paprice zluté a zelené a B-karoten se vyskytuje v oranzové paprice. Jelikoz se v rostlinach
druhu Capsicum vyskytuje vysoky podil B-karotenu, lze je vyuzit k doplikové 1é¢bé
nedostatku vitaminu A [22]. Paprika obsahuje také fadu dalSich vitamind, jako je vitamin C,
nékteré vitaminy skupiny B a vitamin E. Palivou latkou v paprice je kapsaicin [21].

Tab. 2: Slozeni vybranych druhii zeleniny, prevzato z [26], [27], [28] a [29].

mnozstvi g/100 g

zelenina lipidy | cukry | vlaknina | proteiny | voda |vitamin E| vitamin C
rajce 0,200 2,60 1,2 0,90 94,50/ 0,54:10°° 14,0-10°3
mrkev 0,24 4,70 2,8 0,93 88,00 0,66-107° 5,9-10°°
$penat 0,40 0,40 2,2 2,90 91,40 2,00:10°° 28,0-1073
paprika 0,30 4,20 2,1 0,99 92,21 1,58:10°° 12,7:10°3
mnozstvi ug/100 g

zelenina B-karoten |a-karoten|lutein + zeaxanthin| lykopen |B-kryptoxanthin
rajce 449 101 123 2573 0
mrkev 8 285 3477 256 1 0
Spenat 5626 0 12 198 0 0
paprika 1624 20 51 0 490

2.9.2 Spenit
Z vyzivového hlediska je zajimavy obsah B-karotenu, vitaminu C a kyseliny pantotenové.
Ditlezity je obsah mineralnich latek (1,5 %), ze kterych madji nejvyss§i zastoupeni fosfor,
vapnik a zelezo [21].

2.10 Mikroorganismy jako zdroje antioxidantu

2.10.1 Karotenogenni kvasinky

Tato skupina kvasinek je schopna akumulovat az 70 % intracelularnich lipidd v poméru
k biomase. Lipidové mikrokapi¢ky jsou slozené z TAG s relativnim zastoupenim acylovych
zbytkd mastnych kyselin: olejova (18:1) > palmitova (16:0) > linolenova (18:2) = stearova
(18:0). Klicovym enzymem je ATP-citratlyaza, jejiz aktivita rozhodne, zda je kvasinka
schopna akumulace lipidd ¢i ne. Produkce mikrobialnich lipida typu SCO (,,single.cell oil®)
pomoci kvasinek je mimotfadné zajimava, jelikoZz lipidotvorné kvasinky jsou schopné rist i na
levnych ¢i odpadnich surovinach, jako je syrovatka, melasa a ropa. Kromé druhti Rhodotorula
glutinis a R. graminis sem patii také napiiklad druhy Candida curvata, Lipomyces lipofear a
Yarrowia lipolytica [30].

2.10.1.1 Rhodotorula
Tento rod fermenta¢né neaktivnich karotenogennich kvasinek nalezicich do pomocné tiidy
Blastomycetes ma jméno podle feckého slova ,rhodeos (rizovy) a z latinského slova
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Htorulus® (lalucek, hrbolek). Maji zna¢né vyvinuty pentdézovy cyklus vyuzivani glukozy, tedy
jeji ptimou oxidaci. Jde o kvasinky oranzové az ¢ervené barvy, jelikoZ obsahuji karotenoidni
barviva. Ta je chrani ptfed skodlivymi u¢inky UV slozky slune¢niho zafeni. Tato skutecnost
jim umoziuje vyskytovat se ve vetSim mnozstvi v ovzdusi [31]. Dale se také vyskytuji
v pudé, sladkych a slanych vodach, na rostlinach i v riiznych organech zivocisného téla.
Kolonie jsou hladké, lesklé a slizovité. V tekutém médiu tvofi Rhodotorula sediment a
prstenec. Vytvari Cervené barvivo karotenoidni povahy, nerozpustné ve vodé, lokalizované na
vnitini stran¢ plazmatické membrany a nedifundujici do média. Podminkou jeho tvorby je
piistup kysliku a svétla [32].

Bunky rodu Rhodotorula jsem kulovité, subgloboidni az kratce ovalné o velikosti 2-5 pm.
Nekteré druhy této tukotvorné kvasinky jsou schopny vyprodukovat pifi rastu na pudé
s vhodnym pomérem C:N 64 % a vice tuku v susiné [31].

Rhodotorula glutinis je studovana jiz del$i dobu a vykazuje potencial pro primyslovou
vyrobu karotenoidli, jelikoz nabizi vyhodu diky vysoké rychlosti ristu a vyuziti
nizkonakladovych substratt [24].

2.10.2 Chlorella vulgaris
Kromé makroskopickych fas mohou byt zdrojem surovin také mikrotfasy. Tato skupina
fotosyntetizujicich mikroorganismii vyzaduje ke svému rastu pouze oxid uhli¢ity, vodu a
ziviny (napt. dusik, fosfor a draslik) [33]. Biomasa obsahuje 48-58 % proteinti, 8-17 %
uhlovodikt, 14-22 % lipida a 6-9 % popela. Krom¢ skladby aminokyselin ma obsah Zivin
podobny plodinam jako je s6ja [34]. Obsah lipidi mize za urcitych podminek dosdhnout az
80 % obsahu biomasy [33].

2.11 Metody extrakce lipofilnich latek z prirodnich zdroji

Extrakce pomoci rozpoustédla je nejpouzivanéjsi zptuisob pro ziskani bioaktivniho materialu
z Sirokého spektra rostlinnych zdrojt. Je to jednotkova operace pouzivana za cilem separace
vybranych sloucenin z matrice (pevné nebo kapalné) zaloZena na principu, kdy rozpoustédlo
difunduje do matrice a rozpousti se v ném cilové latky. Pii extrakci pevna latka-kapalina se
cilova latka selektivné rozpousti ve zvoleném extrakénim c¢inidle na rozdil od zbylych
komponentli pevné matrice. Existuje fada technik rozpoustédlové extrakce, avSak volbu
konkrétni techniky urcuji predevsim procesni podminky, tedy povaha cilové slouceniny, typ
rozpoustédla a teplota [20].

2.11.1 Michani, homogenizace a tfepani
Michani je béZna metoda pouzivana v primyslu, vSeobecné aplikovand pro mleté materialy.
Tato metoda zahrnuje michani rozpoustédla spole¢né s rostlinnym materialem, kdy jsou
ponechéany v kontaktu po dobu minut az hodin. Poté néasleduje krok separace rozpoustédla a
pevny podil je vétsinou podroben druhé extrakci [20].

Michani zahrnuje spojeni michacky k nadobé obsahujici surovinu, zatimco homogenizace
zahrnuje sméSovani rozpoustédla a suroviny, které jsou nasledné ponechany v kontaktu bez
dal§iho michani a protfepavani zahrnuje michdni smési obsahujici rozpoustédlo a suroviny.
Dispergace Castic v rozpoustédle pomoci michani zajistuje kontakt pevné latky s kapalnou,
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coz urychluje cely proces difuze extrahovanych slozek a zabranuje nadmérné saturaci v tésné
blizkosti povrchu pevné latky, ze které je dany produkt extrahovan [20].

2.11.2 Vliv rozpoustédla

Volba rozpoustédla je povazovana za nejdilezitéjsi parametr celé extrakce. Jelikoz je
vétSina karotenoidii lipofilni, bézné se pro jejich extrakci vyuzivaji rozpoustédla jako je
hexan, aceton, ethanol, ethylacetat, chloroform a petrolether, stejné tak jako smési polarnich a
nepolarnich rozpoustédel v riznych pomérech. Rozpoustédla jako je diethylether a
tetrahydrofuran nejsou vyuzivana, jelikoz mohou obsahovat peroxidy, které by mohly
reagovat s karotenoidy [20].

2.11.3 Extrakce lipidia dle Folche
Metoda byla navrzena roku 1951 Jordi Folchem. Ptivodni postup zahrnoval dva kroky.
V prvnim je vzorek homogenizovan s rozpoustédly (chloroform a methanol v poméru 2:1) a
zfiltrovan. V druhém kroku je filtrat promyt desetindsobnym objemem vody od necistot
hydrofilni povahy. Spodni chloroformova faze obsahuje lipidy a vrchni vodna faze obsahuje
necistoty. Tento krok zahrnoval ztratu 1 % lipida [35].

Tato metoda je vhodnd pro vzorky s vy$Sim obsahem vody a polarnich lipidi jako
fosfolipidi a komplexnich lipidd, tedy zdroji zivoc¢iSného piivodu. Proto se vyuziva pro
analyzu naptiklad masa a masnych vyrobkll. Methanol umozni kvantitativni extrakci lipida
vazanych na bilkovinné podily. Ztraty gangliosidll a nékterych dalSich velmi polarnich lipida
se daji snizit pifidavkem chloridu draselného nebo chloridu vapenatého do promyvaci vody
[36].

2.12 Charakterizace extrakti
SlozZeni lipidovych extrakti lze provést fadou technik, analyzu karotenoidti pak piedevs§im
pomoci kapalinové chromatografie a dale také pomoci UV—VIS spektrofotometrie.

2.12.1 Kapalinova chromatografie
Chromatografie je separa¢ni metoda zaloZzena na separaci slozek vzorku mezi nepohyblivou
(stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi. Pohybem mobilni faze je vzorek unaSen soustavou.
Jednotlivé slozky vzorku jsou zadrzovany staciondrni fazi rtizn¢ dlouho, tak jsou od sebe
separovany. Na déleni se podileji interakce slozek vzorku se stacionarni fazi a rovnéz také
zvolena mobilni faze [37].

Pro zvysSeni Gi¢innosti kapalinova chromatografie se béhem poslednich let vyvinula HPLC
(,,High Performace Liquid Chromatography*). Jeji vyhodou je vysoka rychlost a u¢innost,
kterych je dosazeno diky vysokym pritokiim a tlakli, mobilni fize a s pouzitim kratkych
kolon naplnénych jemnymi ¢asticemi. Pohyb eluentu je zabezpecen vysokotlakym cerpadlem
[37].

PrestoZe je kapalinova chromatografie méné citlivd (mensi rozliSeni), je velice Casto
vyuzivana ke kvantitativnim analyzadm, jelikoZ miZeme analyzovat i malo té¢kavé slouceniny
[11].
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2.12.2 RP-HPLC
Kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi = reverzni chromatografie (,,reversed-phase
chromatography*, RP) s nepolarni stacionarni a polarni mobilni fazi. Umoznuje separaci
velkého mnozstvi organickych sloucenin, ale i komplexi elektricky neutralnich, poptipadé
s omezenou polaritou. Retence sloucenin klesa v fad¢: aklany>aromaty>halogenové derivaty
uhlovodikti>ethery>nitroslouc¢eniny>estery>aminy>amidy>karboxylové kyseliny>sulfonové
kyseliny [38].

Nejcastéji se jako detektor vyuziva UV-VIS spektrometr. Muze byt pouzit jak spektrometr
S jednou vInovou délkou, nebo detektor s diodovym polem DAD, ktery umozituje snimat pro
kazdy pik celé spektrum a tim poslouzit i pro identifikaci [11].

2.12.3 UV-VIS spektrometrie
Jak jiz bylo zminéno vySe, spektrometrie byva velice €asto pouzivana pii detekci po separaci
pomoci chromatografie. Je mozné ji v§ak pouzit 1 jako samostatnou metodu.

Absorpéni spektrofotometrie patti mezi optické metody, zalozené na interakci vzorku
s elektromagnetickym zatfenim. Oblast pouZzitého zéafeni se pohybuje od UV v rozmezi 200-
400 nm do viditelného zafeni 400-800 nm [37].

Kvantitativni analyza je zaloZzena na Lambert-Beerové zakong, kdy hodnota absorbance A
je ptimo tmérna latkové koncentraci [mol-1"] pii dané vlnové délce a zavisla na tloustce
kyvety | [cm] a molarnim absorp&nim koeficientu &; [dm?* mol™*-cm™].

A=g, -c-I (3)

Platnost tohoto zakona je dodrZzena pro monochromatické zareni pii nizkych koncentracich
(mensich nez 10 mol-1*) [37].

Pokud bychom chtéli ur¢it obsah latky s funkci UV-filtru piimo v kosmetickém p¥ipravku,
byla by naSe prace ztizena faktem, Ze prostiedi, v kterém je dana latka rozptylena, by mohlo
interferovat [11].

2.13 Vyuziti nanotechnologii v kosmetice
Kosmeticky priimysl byl jeden z prvnich, ktery zacal vyuzivat nanotechnologické principy ve
vyvoji novych produkti. Béhem let 1994 az 2005 byla firma L Oreal SA hodnocena jako 5.
spole¢nost na své€tovém trhu, ktera podala nejvice patentli souvisejicich s nanotechnologiemi
[39]. Pravdépodobné nejbéznéjsim vyuzitim nanotechnologii v kosmetice je zvySeni prostupu
kosmetickych ingredienci do kize. Ktomuto uéelu lze vyuZzit naptiklad liposomy.
Nanomaterialy mohou také slouzit k zvySeni stability ingredienci, které mohou podléhat
rozkladu vlivem oxidace a z jinych davoda [40].
V navrhu doporuceni Evropské komise je nanomaterial definovan, jako material, ktery
spliiuje alespon jedno z nasledujicich kritérii:
e O0bsahuje castice, S jednim a vice rozméry v rozmezi 1-100 nm, které jsou zastoupeny
ve vice nez 1 % velikostni distribuce
e maji vnitfni nebo povrchové struktury, které v jedné nebo vice dimenzich maji
velikost od 1-100 nm
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e maji pomér specifické povrchové plochy k objemu vétsi nez 60 m?-cm 2, s vyjimkou
¢astic mensich nez 1 nm [39].

2.14 Liposomy

Jako liposomy oznacujeme vacky tvotfené ptirodnimi nebo uméle piipravenymi lipidy (fosfo-
a sfingolipidy), které mohou obsahovat dalsi sou¢asti dvojvrstvy jako cholesterol a hydrofilni
polymery konjugovanych lipida [41]. V 60-tych letech Bangham a kolektiv demonstrovali, ze
disperze fosfolipidii ve vodném roztoku vede k vytvoieni uzavienych vezikularnich struktur.
V roce 1986 se na trhu objevil prvni produkt obsahujici liposomy- Capture® [2]. Schopnost
samotvoteni maji liposomy diky své amfifilni povaze. Polarni hlavicka sméruje do polarniho
rozpoustédla (vody) a tim chrani nepolarni konce [42]. Struktura liposomu je identicka se
strukturou bunééné membrany. Diky této podobnosti byly navrzeny jako vhodny nosiCovy
systém pro zlepSeni ptenosu aktivnich latek do ktze [43].

2.14.1 Priprava liposomii
MozZnosti ptipravy liposomt je nepteberné mnozstvi. Pti riznych zplsobech ptipravy vznikaji
liposomy o rizné velikosti a lamelarité. Podle lamelarity rozliSujeme jednolamelarni
liposomy (ULV ,unilamelar vesicules*) a multilamelarni (MLV ,multilamelar vesicules®).
Posledni je rozd€leni podle velikosti SUV malé jednolamelarni a LUV velké unilamelarni
vacky [44]. Béhem bakalaiské prace byl postup piipravy liposomi optimalizovan a bylo
dosazeno zavéru, Ze nejlepSim postupem je v tomto piipadé sonikace.

Je to nejrozsirenéj$i metoda pro piipravu SUV. Multilamelarni liposomy jsou sonikovany

pomoci vanickového nebo sondového sonikdtoru. Mezi dalsi metody, kterymi lze z MLV
piipravit LUV a SUV, patii také French press a membranova extruze [45], [46].
Hlavnimi nevyhodami liposomu pfipravenych pomoci sonikace, jsou maly vnitini objem a
tim 1 niz8i enkapsula¢ni ucinnost, degradace fosfolipidi a sloucenin k enkapsulaci a
V neposledni fad¢ také kontaminace kovy ze sonikacni sondy. Béhem sonikace nemusi dojit
k rozbiti vSech multilamelarnich vesikli, a tak mohou koexistovat spolu s malymi
unilamelarnimi vesikly, coz vede k zvysSeni polydisperzity a je nezadouci [45].

Dale lze liposomy pftipravit napi. metodami odpafeni na tenké vrstvé, kdy jsou vytvotfeny
MLV pii rehydrataci lipidového filmu vodnim pufrem [47]. Dvoukrokovym procesem je
metoda odpafeni reverzni faze, kdy je nejprve piipravena emulze fosfolipidd a pufru
Vv piebytku organického faze a nasledného odstranéni organické faze za snizeného tlaku [44].
Pomalym odstrafiovanim rozpoustédla se z emulze tvofené¢ micelami vytvofii gelovitd hmota.
Pfi dal§im odpatfovéani se gel zhrouti. Piebytek fosfolipidii vede k seskupeni druhé vrstvy
okolo micel a tim k vytvofeni liposomt [45]. Pomoci membranové extruze se suspenze
multilameldrnich liposomt extruduje nekolikrat pifes polykarbonatovou membranu se
stejnymi pory valcovitého tvaru. Stfedni velikost liposomil se sniZuje se zvySujicim se
transmembranovym tlakem a poctem cykll extruze. Metoda je €asto vyuzivana pro redukci
MLV na SUV a LUV [46]. V neposledni tadé lze také piipravit liposomy metodou
ethanolového, popiipadé etherového vstiikovani, odstranénim trichloracetatu sodného z lipidi

dialyzou, opakovanym zamrazenim a roztanim liposomil a dehydrataci a rehydrataci SUV
[44].
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2.14.2 Dalsi typy ¢astic a polymery pouZivané pro jejich pripravu

Kromé liposomil jsou pro enkapsulaci aktivnich latek do kosmetickych piipravki pouzivany i
dal$i polymery — syntetické i ptirodni. Polymerni Castice patii mezi nadéjné typy nosicu,
zejména nosiCe pripravené z polymert snadno degradovatelnych in vivo. Lze wvyuzit
polymery, resp. biopolymery v nativni formé i po vhodné chemické ¢i fyzikalni modifikaci.
K nejvice pouzivanym syntetickym polymerim v kosmetice patii PVA (poly(vinylalkohol)),
PAA (poly(akrylamid)), PEO (poly)ethylenoxid)), PPO (poly(propylenoxid)), PVP
(poly(vinylpyrolidon)) [48]. Z ptirodnich biopolymeri pak jsou vyuzivany zejména poly o-
estery jako kyselina poly-L-mlééna, polyglykolova kyselina, kopolymer kyseliny mlé¢né a
glykolové a poly(e-kaprolakton) dale polyalkylkyanoakrylaty, krystalicka celuldza, chitosan,
alginat, kyselina hyaluronova, cyklodextriny, Skrob a jeho derivaty a dalsi [49].
Syntetické polymery a zplsoby jejich vyroby umoziuji pfipravovat materidly S dobie
definovatelnou a reprodukovatelnou strukturou, dobrymi mechanickymi vlastnostmi 1
degradabilitou. Jejich aplikace zejména v medicin€, ptipadné kosmetice €i vyzive ale Casto
nardzeji na problémy s nizkou bioaktivitou a biokompatibilitou, které mohou vést k zanéttim,
vyvolani nezddouci imunitni odpovédi nebo piimo k toxicité materialii. Ptirodni polymery
tyto problémy Casto nemaji, zase ale trpi variabilitou vlastnosti v zavislosti na jejich zdroji,
mikrobidlni kontaminaci a obvykle hor§imi mechanickymi vlastnostmi. Jednou ze
zkoumanych mozZnosti, jak vSechny tyto problémy fesit, je pfiprava materialii kombinujicich
oba druhy polymera [48].

Jednim z vhodnych biopolymert jsou mikrobidlni polymery — polyhydroxyalkanoaty, jez
jsou biokompatibilni a rovnéz pIn¢ biodegradabilni. PHA patii stejné¢ jako polymery kyseliny
mlécné do skupiny polyesterti; potencial PHA pro piipravu ¢asticovych nosi¢ovych systému
S vyhodnéjsimi vlastnostmi je stale velmi malo prozkouman [49], [50].

2.14.1 Polyhydroxyalkanoaty
Polyhyroxyalkanoaty jsou intracelularni polyestery, které jsou vytvaieny a uchovavany ve
form¢ granuli pfi nadbyte¢ném piisunu zdroje uhliku u vice nez tfi set druhtt Gram-
pozitivnich a Gram-negativnich bakterii i archei [50]. Slouzi mikroorganismim ptfedev§im
jako zasobarna energie. Jakmile v médiu zacne dochazet zdroj uhliku, nastoupi depolymerazy
a rozlozi ulozené PHA. Produkty této degradace jsou vyuzity v buné¢ném metabolismu [51].

Jejich fyzikalni vlastnosti jsou podobné polyetylenu a polypropylenu. Jsou izotaktické,
opticky aktivni, piezoelektrick¢é a termoplastické. Pro svou biokompatibilitu a
biodegradabilitu byly navrzeny jako vhodné materidly pro biomedicinské aplikace [50].
Komer¢né nejdostupnéjsi a zdroven nejvice studované jsou PHA s kratkym fetézcem s 3 az 5
atomy uhliku, pfedev§im poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) zobrazen na Obr. 3 a poly(3-
hydrxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV). Jejich hlavni nevyhodou jsou vysoké produkéni
naklady. Ty vSak lze snizit utilizaci odpadnich zdroji uhliku, napi. jablecné vlakniny,
kukuticné pice [52], kavové sedliny [53], fritovaciho oleje [54] nebo navic degradovat
aromatické slouceniny (fenol, naftalen, 4-chlorfenol) pfitomné v pifirodé pomoci bakterie
Bacillus sp. CYRI, za soucasné produkce PHB [55].
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Obr. 3: Vzorec pro PHB (poly(3-hydroxybutyrat))

Poly-3-hydroxybutyrat byl poprvé izolovan a charakterizovan vroce 1926. Je to
termoplasticky polymer s teplotou skelného ptechodu 4-7 °C a teplotou tani 175-180 °C.
Jelikoz je izotakticky jeho linearnimi fetézce maji tendenci vytvaret béhem krystalizace velké
sferulity, coz vede k vysoké krystalinité (> 60 %) a v disledku toho je vysledny material
kiehky [50].

2.14.1.1 Specifika p¥ipravy Castic na bazi PHA

K ptipravé castic z hydrofobniho polymeru PHA se vyuZivaji nckteré specifické techniky.
Jednou skupinou metod je tzv. mikroenkapsulace, kterd vyuziva koacervaci, sprayovani a
Vvyparovani rozpoustédla a umoziiuje produkcei ¢astic do 1 um. Pfi nanoprecipitaci dochazi ke
spontanni emulzifikaci a vznikaji ¢astice mensi nez 1 um. Nejprve je polymerni material,
ktery bude tvofit télo Castice, rozpustén v semipolarnim organickém rozpoustédle misitelném
s vodou (aceton nebo smés acetonu s ethanolem). V tomto ptipadé dochazi k difuzi, ktera
zapiic¢ini samovolnou emulzifikaci. Dal§i moznosti je vyuzit rozptyleni aktivni latky v roztoku
polymeru pomoci vysokorychlostniho michani, nebo rozpustit aktivni latku pfimo v roztoku
polymeru. Nasledné je rozpoustédlo odstranéno pomoci odpatfovani, pomoci vyssi teploty,
vakua, kombinaci obou nebo pomoci cross-flow-filtrace. Dal§im krokem je promyti ¢astic
vodou a izolace pomoci centrifugace, membranové filtrace nebo tzv ,,freeze drying* procest
[56].

V pribéhu nanoprecipitace pomoci vymény rozpoustédel (tzv. ,,solvent displacement
technique®) je PHB nejprve rozpusténo v acetonu a vstiikovano kapku po kapce do
destilované vody s Tween-80 za stalého michéani. Jelikoz aceton je misitelny s vodnym
prostiedim, ale PHB je ve vod¢ nerozpustny, vede tento krok k vytvofeni Castic. Aceton je
ptidavan az do 30 % (v/v). Vznikly roztok je centrifugovan pti 16 000 rpm po dobu 1 hodiny.
Ziskany pelet je resuspendovan v destilované vodé¢ k ziskani samotnych ¢astic [51].
univerzalni moZnosti, jak pfipravit materidly spojujici kyzené vlastnosti riznych polymert,
které umozni $irs$i uplatnéni téchto biopolymert. Jednou z jednoduchych variant je produkce
pomoci sméSovani PHA s malymi molekulami jako je B-karoten, s6jovy olej nebo tri(ethylen
glykol) bis(2-etylhexanoat) jako nuklea¢nich ¢inidel nebo zmékcovadel ke snizeni velikosti
sferulitt a zabranéni vytvoteni prasklin [50].

SméSovanim homopolymeri a kopolymerl s polyhydroxyalkonoaty byly vytvoteny smési
s Sirokym rozptylem vlastnosti, napf. poly(L-mlécna kyselina) (PLA), poly(e-kaprolakton)
(PCL), poly(propylen karbonat), poly(vinyl pyrrolidon), poly(metyl acrylat), skrob, chitosan,
acetobutyrat celulozy a kopolymer acetobutyrat celulozy s poly(ethylen glykolem) [50].
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2.15 Charakterizace ¢astic

Aby bylo mozné ptipravené Castice dale zkoumat a porovnavat jejich vhodnost pro vyuziti v
kosmetice, je obvykle nutné je charakterizovat podle rdznych kritérii. Mezi hlavni
porovnavané vlastnosti ¢astic patfila enkapsulacni ucinnost, velikost, stabilita a dale také
antioxidacni aktivita, obsah fosfolipidli a podobn¢. Soucasti oveéfeni bezpecnosti nanoc¢astic je
testovani cytotoxicity [57], [58], [59], genotoxicity [60] a dalSich potencialné negativnich
ucinkti na biologické systémy.

2.15.1 Metody charakterizace enkapsula¢ni uc¢innosti
Enkapsula¢ni Uc¢innost nam udava, kolik procent z aktivni latky se inkorporovalo do
liposomti, kdy aktivni latka miize byt dle své lipofilni ¢i hydrofilni povahy umisténa v jejich
dvojvrstvé nebo ve vnitini vodni kavité. Pro vypocet enkapsula¢ni G¢innosti, je nutné veédét
pouzité mnozstvi dané latky a poté urcit koncentraci aktivni latky v okolnim roztoku a takeé
Vv samotnych liposomech.

Podle povahy enkapsulovanych latek lze pro stanoveni jejich obsahu zvolit vhodnou
kvantitativni metodu, napt. UV-VIS spektrofotometrii, kapalinovou chromatografii a dalsi.

2.15.2 Charakterizace velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla
Castice se v roztoku neuspoiadand pohybuji diky tomu, Ze do nich naraZeji okolni molekuly.
Tento pohyb je oznaCovan jako Brownlv pohyb. Rychlost pohybu cCastic zavisi na jejich
velikosti. Je zndmo, ze malé molekuly se v roztoku pohybuji rychleji a velké pomaleji. Tento
pohyb Castic neustava, a proto potidime-li za sebou dva snimky ve velice kratkém casovém
sledu (100 pS), mtizeme vidét, jak moc se Castice pohnula, a tak zjistit i jak je velka. Pokud
zname vztah mezi difuzni rychlosti a velikosti, mizeme ur¢it velikost ¢astice [61].

Dynamicky rozptyl svétla (PCS — Fotonova korelacni spektroskopie) meti Brownav pohyb
a vztahuje ho k velikosti ¢astice. Castice vzorku jsou osvétlovany laserem a naslednd jsou
analyzovany odchylky intenzity rozptylu svétla [61].

2.15.3 Charakterizace stability Castic
Zeta potencial se méfi pomoci kombinace elektroforézy a laserové Dopplerovy velocimetrie
(laserova Dopplerova elektroforéza). Tato technika méfi, jak rychle se castice pohybuji
V kapaliné v elektrickém poli. Jakmile zndme rychlost pohybu Céstice a velikost pouzitého
elektrického pole, mizeme pomoci dvou znamych konstant vzorku (viskozita a dielektricka
konstanta) vypocitat zeta potencial [61].

Rozsah zeta potencidlu udava potencialni stabilitu koloidniho systému. Pokud maji veskeré
Castice systému vyrazné negativni nebo pozitivni zeta potencial, budou se navzajem
odpuzovat, a naopak nebudou mit tendenci k shlukovani. Pokud vSak maji ¢astice nizky zeta
potencial neptisobi na né zddné odpudivé sily a dochézi k flokulaci. VSeobecné se za hrani¢ni
hodnoty povazuji —30 mV a + 30 mV. Pokud je zeta potencidl mezi témito hodnotami,
takovéto Castice povazujeme za nestabilni [61]. Obr. 4 znazorfiuje Castici s negativnim
povrchovym nabojem, jeji elektrickou dvojvrstvu a zeta potencial. Hodnota zeta-potencialu je
vyrazné zavisla na pH. Hodnota pH, pfi které je astice neutralni se nazyva isoelektricky bod.
Pfi tomto pH je systém nejméné stabilni [61].
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Obr. 4: Zndzornéni éastice se zapornym povrchovym ndabojem. Prevzato a upraveno z [61].

2.15.4 Stanoveni antioxidacni aktivity s vyuzitim ABTS
Oxidativni stres muze pfispét k vyvoji fady negativnich fyziologickych stavii. Sledovani
antioxidac¢ni aktivity riznych latek je cilem fady analytickych metod. TEAC analyza ,,Trolox
equivalent antioxidant capacity* byla poprvé predstavena Millerem v roce 1993 [62]. Od té
doby se dale vyvijela. Principem vylepS$ené formy této metody je pohlcovani radikalu ABTS™
(oxidant), pfedem vytvofeného pomoci oxidace 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonova kyselina) (ABTS®) persulfatem [63]. Dochazi k odbarveni ABTS™ pomoci
slouCeniny, ktera vykazuje antioxidac¢ni aktivitu. Tato reakce je zobrazena na Obr. 5.
Vysledna barevnd zména je umérna mnozstvi radikalu pohlceného po dané dobé (vétSinou
5 min) a zaroven se da vztahnout ke koncentraci troloxu [64]. Trolox je ve vodé rozpustny

analog vitaminu E a pouziva se v této analyze jako standard. Zaznamenavan je tedy pokles
absorbance pii A = 734 nm [65].

-035 N—< U O, antioxidant
@ >—N T - K3S0s
IIC2H5 CZHﬁ
ABTS " (Amax = 734 nm)

-oasU >_N""< Usna-

Csz
Csz
ABTS? (bezbarvy)

Obr. 5: Reakce premény fialového ABTS radikdlu na bezbarvy produkt. Prevzato a upraveno z [63].
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2.15.5 Analyza cytotoxicity

Testovani bunécné proliferace je Castou metodou pro piimé urceni, zda dand latka puasobi
cytotoxicky a vede nakonec kusmrceni buiiky. Redukce tetrazoliovych soli, redukce
resazurinu a analyza proteazové aktivity zkoumaji soucasti obecného metabolismu nebo
enzymatickou aktivitu jakozto parametri referujicich o zdravi bunky. VSechny tuto metody
vyzaduji inkubaci reagentu s populaci zivych bun¢k, aby mohlo dojit k pfeméné substratu na
barevny ¢i fluorescenéni produkt, ktery miize byt posléze detekovan napiiklad pomoci ELISA
readeru. VétSinou pii standardnich kultivacnich podminkach je barevna zména produktu
proporciondlné umeérnd poctu zivych bunck. Pokud buika zemie, jeji schopnost pfemény
substratu v produkt rapidné klesa [66].

2.15.5.1 MTT test

Terazoliovou sil 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid, methyl-
thiazolyl-tetrazolium neboli MTT navrhl pro testovani cytotoxicity bunék v roce 1983
Mosmann [67]. Predpoklada se, ze jejim zakladnim principem je pfeména Zluté tetrazoliové
soli pomoci mitochondridlniho enzymu sukcinat dehydrogenazy v zivych buiikach na fialovy
formazan, ktery vytvaii krystalky nerozpustné ve vodé [57]. Pfesny mechanizmus redukce
MTT na formazan neni prozatim zcela objasnén, ale pravdépodobné zahrnuje reakce s NADH
nebo podobnymi redukénimi molekulami, které transportuji elektrony na MTT (viz Obr. 6)
[66]. Formazan musi byt opétovné rozpustén, aby bylo mozné vzorky dale
spektrofotometricky analyzovat. Padné byl rozpoustén pomoci isopropanolu okyselen¢ho
kyselinou chlorovodikovou [67]. Dale je také mozné pouzit DMSO, dimethylformamid, SDS
a kombinaci detergentu a organického rozpoustédla [66].
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N-N N-NH
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MTT Formazan

Obr. 6. Struktura zlutého MTT a fialového produktu formazanu [66].

Mezi dalsi testy vyuZivajici kolorimetrické stanoveni patii SRB test a test vyuzivajici
Alamarovou modf. Sulforhodamin B (SRB) je syté rizové aminoxynthenové barvivo. V
mirné¢ kyselém prostiedi se SRB navaze na bazické aminokyseliny proteini v buiikach
fixovanych trichloroctovou kyselinou. V tomto piipadé je bunééna kultura fixovana
trichloroctovou kyselinou a barvena 30 min 0,4 % roztokem sulforhodaminu B (SRB)
rozpusténym V1 % kyselin€ octové. Prebytecné barvivo je odstranéno promytim 1 %
kyselinou octovou. Promyti je opakovano ctyfikrat. Barvivo navdzané na proteinech je
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extrahovano 10 mM tri(hydroxymethyl)aminomethanem pH 5 a nasledné je analyzovana
opticka hustota pfi A = 564 nm [59].

Alamarova modrt je citlivy oxida¢né-redukéni indikator, ktery fluoreskuje a méni svou
barvu po redukci zivymi buitkami. Pfeména je pravdépodobné indukovana mitochondridlnimi
enzymy zivych bunék. Po pfidani alamarové modii jsou vzorky inkubovany po dobu 5 hodin,
a poté vystaveny excitaénimu zafeni o vinové délce 530 nm. Emise je méfena pii 590 nm.
Procentualni zastoupeni zivych bunék je vyjadfeno intenzitou fluorescence testovanych
slozek jako procenta z intenzity fluorescence kontrolniho vzorku [57].

2.1 Kosmetické piipravky na opalovani
Pro ochranu proti slune¢nimu zafeni se pouziva fada ptipravkil, které mohou byt ve formeé
krému, emulze nebo oleje. Pravé emulze patii mezi nejpouzivangjsi kosmetické ptipravky.
Pokud ma emulze kapalny charakter, oznacujeme ji jako lotion (mléko). Krém je pak emulze
vyskytujici se v polotuhém stavu [2].

2.2 Emulze
IUPAC definuje emulze jako kapicky tekutiny nebo fluidni krystaly dispergované v kapaling.
Dispergovana faze se oznacuje také jako vnitini a vnéjsi faze jako kontinualni. Jestlize je
vnitini faze lipofilni napf. rostlinny olej nebo parafin dispergovany v hydrofilnim vodnim
prostiedi, ziskame emulzi tytu oleje ve vodé o/v,v opaéném piipadé pak emulzi vody v oleji
v/o [2].

Emulze vykazuji veSkeré vlastnosti metastabilnich koloidii jako je Browntiv pohyb, vratny
fazovy prechod jako vysledek interakci kapek a nevratny fazovy prechod, ktery obecné
zahrnuje jejich zniceni [68].

2.2.1 Mechanismus emulzifikace
K vytvofeni emulze je nutné mit jednotlivé slozky, a to vodu, olej, surfaktant (povrchové
aktivni latka) a energii. Velice dulezitd je metoda, kterou pouzijeme na smichani vSech
potiebnych komponent. Pokud chceme vytvofit makroemulzi, tak sta¢i pouze pouzit
vyZzaduje velké mnozstvi smacedla nebo energie [69].

Pro ziskani emulze s kapkami o priiméru v rozmezi 100-500 nm se pouziva ultrazvuk a
vysokotlaky homogenizator, jelikoZz obycejné michani neposkytuje pozadovany energeticky
efekt [69].

Ptidavek emulgétoru hraje pti formovani emulzi zasadni roli tim, Ze sniZzuje mezifazové
napéti. Emulgatory také pomahaji stabilizovat vzniklé emulze. Jak jiz bylo zminéno vyse,
emulze jsou metastabilni systémy a jednotlivé faze se snazi oddélit diky koalescenci napf.
pokud se jednotlivé kapky spoji. Tento proces je tedy mozné zpomalit ptidavkem vhodného
surfaktantu [2].

Molekuly emulgatoru se adsorbuji na povrchu olejovych kapek b&hem homogenizace a
zajistuji ochranou membranu, ktera brani kapkam ve flokulaci a koalescenci [68]. Hydrofilni
¢ast emulgatoru je v kontaktu s vodni fazi a lipofilni ¢ast je ve styku s lipofilni fazi. Velké
molekuly mohou svymi lipofilnimi ¢astmi zasahovat az do olejové faze a tim ji stabilizovat.
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Pridavek latek zvysujicich viskozitu dale zvySuje stabilitu emulzi a také zlepSuje konzistenci

[2].

2.2.2 Hydrofilné-lipofilni rovnovaha

Okolo roku 1940 zavedla firma ICI Americans Inc. Systém HLB ,Hydrophile—Lipophile
Balance system®. Tento systém ma za tkol zjednodusit pfipravu emulzi tak, ze pomtze
piifadit ¢islo k dané ingredienci ¢i kombinaci ingredienci, které maji tvofit olejovou fazi
emulze a poté vybrat vhodny emulgator nebo smés emulgatorl, jez maji stejné Cislo [70].
HLB c¢islo emulgatoru vyjadfuje jeho hydrofilné-lipofilni rovnovahu, tedy rovnovahu mezi
velikosti a silou hydrofilni (polarni) ¢asti molekuly a lipofilni (nepolarni) ¢asti. [71]. Lipofilni
emulgator bude mit HLB ¢islo nizsi neZ 9,0 a hydrofilni naopak vyssi nez 11,0. Takové
emulgatory, které maji HLB vrozmezi od 9-11, oznadujeme za stfedni [70]. Pouziti
jednotlivych emulgatord podle hodnot HLB je uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3: Hodnoty HLB a pouziti prislusnych emulgdtoril. Prevzato z [70]

Rozmezi HLB Pouziti
4-6 Emulgatory pro emulze V/O
7-9 Smacedla
9-18 Emulgatory pro emulze O/V
13-15 Detergenty
10-18 Solubilizatory

Pied samotnou pfipravou emulze je nutné si tedy promyslet, jaky typ emulze chceme
piipravit, a jaké slozky budou v olejové fazi. Z téchto tidaji si jiz podle tabulek muzeme
procentualnim zastoupenim vypocitat ptislusné HLB cislo olejové faze. V dalsim kroku
mame hned nékolik moZnosti, a to bud’ najit emulgator, ktery odpovida vypocitané hodnoté
HLB olejové faze, nebo si vybrat dva emulgatory, jeden s nizsi hodnotou HLB, nez ma
olejova faze a druhy s vyssi hodnotou HLB. Nasleduje opét vypocet, kdy si dopocitame
hmotnosti zastoupeni jednotlivych emulgatort, abychom ziskali poZzadovanou hodnotu HLB.
Pro vypocet HLB olejové faze tvorené¢ nckolika slozkami, tak 1 pro vypocet poméri
jednotlivych emulgatort 1ze pouzit vypocet pomoci nasledujicich rovnic. U emulgatoru si
vétsinou vystac¢ime jen se dvéma slozkami [70].

HLB, -w, + HLB, - W, + HLB. - W, = HLB,,, (4)

W, + W, + W, =1 ()

2.2.3 Suroviny pouZité na pripravu emulze O/V
Pro piipravu emulze O/V byla vybrdna fada latek, jejichz popis a vliv na vlastnosti emulzi je
uveden nize.

2.2.3.1 Glycerol (INCI Glicerin)

Je to pruhledna, bezbarva, husta a hygroskopicka kapalina bez zapachu. Je misitelny s vodou
a alkoholem, mirn¢ rozpustny v acetonu a téméf nerozpustny v chloroformu a etheru. Bézné
se vyuziva jako rozpoustédlo, zmekcovadlo, sladidlo, lubrikant a konzervant. Glycerol je
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vyuzivan v kosmetickych produktech jiz dlouhou dobu. Vyuzivd se predev§im jako
humektant a pro své ochranné vlastnosti. Pfi hydrataci suché pokozky se vyuziva ptidavek
corneum (SC) a zabranuje tak krystalizaci jejich lamelarni struktury in vitro pti nizké relativni
vihkosti. Inkorporace glycerolu do modelové smési lipidd z SC umoziuje lipidim zistat
v podob¢ kapalnych krystalti i pii nizké vlhkosti. Glycerol tedy ovliviiuje hydrataci SC a
epidermalni bariérovou funkci. Poprvé byl pfipraven v roce 1779 svédskym védcem C. W.
Scheelem z hydrolyzovaného olivového oleje [2].

2.2.3.2 Germaben Il (INCI Propylene Glycol (and) Diazolidinyl Urea (and)
Methylparaben (and) Propylparaben)

Germaben Il je prahledny, ve vod¢ rozpustny konzervaéni systém s vysokou viskozitou. Jeho

aktivni slozky jsou rozpuStény v propylenglykolu, takze se snadno véleni do emulzi

s obsahem olejové faze do 25 %. Bézné je jeho piidavek v rozmezi 0,5-1 % [72].

2.2.3.3 Oleje

Nejhojnéji vyuzivanym piiznivym uG€inkem kosmetickych kréml je zvySeni hydratace
pokoZky. VSe zac¢ind u faktu, Ze voda je jediné sloucenina, ktera dokaze zme&k¢it horni mrtvé
vrstvy epidermis a dodat jim tak opét pozadovany vzhled mékké a jemné pokozky. Pokud
dochazi k rychlym ztratdm vody, a ty nejsou dostatecné kompenzovany piisunem vody
Z nizsich vrstev epidermis, pokozka se stdva dehydratovanou a ztraci pruznost. Pro obnoveni
pruznosti pokozky jsou vyuzivany emulze oleje a vody. Bézné se pro vyreseni toho problému
pouzivaji kosmetické piipravky na bazi ropy (napt. parafinovy olej, vazelina). Moznou
alternativou Kk parafinovému oleji mohou byt oleje rostlinné. Zjisténi, ze pH pokozKky je
kyselé, podpofilo vyuziti rostlinnych oleji v kosmetice. Maji také kysely charakter, a jsou
snadno biodegradovany a vice kompatibilni s lipidy pokozky nez parafinovy olej. Také
mohou pusobit jako zvlhcujici, zmé€kcéujici a okluzni materidly, které pomahaji obnovit
hydrataci pokozky [73].

2.2.3.4 Cetylalkohol

Cetylalkohol je organicky alkohol s dlouhym fetézcem, ktery se vyuziva jako povrchoveé
aktivni latka, zahuStovadlo, stabilizator a zmatiujici latka. Miize mit rostlinny i zivoc¢iSny
puvod [74].

2.2.3.5 Dimethikon

Polydimethyl siloxany, také nazyvané dimethikonu, jsou nerozpustné ve vodé nebo v roztoku
tenzidl. Maji linearni strukturu o molekulové hmotnosti 700—100 000. Pro ptipravu emulzi
S témito nepolarnimi nerozpustnymi silikony je nutna emulzifikace za tepla a vhodny
stabilizator emulze. V kosmetickém pramyslu jsou silikony vyuzivany od 50. let dvacatého

stoleti. Dnes jsou obsaZeny témét ve vice nez 40 % novych produktl ptivedenych na trh
v USA [2].

2.2.3.6 Emulgdtory
Emulgatory jsou latky, které se pfi piipravé emulzi ptidavaji pro docileni stability tohoto
systému. Stejné tak jako slozky olejové faze maji i emulgatory své HLB cislo, podle n¢hoz
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jsou vybirany k danému slozeni olejové faze. Ercawax BMI1 je emulgator slozeny
z cetearethu-20 a jeho HLB je 15,2 + 1. Casto pouzivanym emulgatorem byl lecithin s HLB
9,7 £ 1. Emulgatory je mozné kombinovat stejn¢ tak jako lze modifikovat slozeni olejové
faze. Muzeme tak dosdhnout hodnoty HLB shodujici se s hodnotou pro olejovou fazi.
Celkovy ptidavek emulgatort se pohybuje okolo 2 % [71].

2.2.4 Analyza emulzi pomoci analytické centrifugace

Jednim z hlavnich dtvodt koloidni nestability emulzi, obecné oznacovanych jako
sedimentace, je separace fazi podle mérnych hmotnosti. Jedna se o proces, pii kterém dochazi
vlivem piisobeni hmotnostni (objemové) sily vyvolané gravitanim zrychlenim k odd¢leni
dispergovanych castic od disperzniho prostfedi. Smér usazovani zavisi na rozdilu hustot, kdy
¢astice s vySsi hustotou, nez disperzni prostiedi se pohybuji ve sméru gravitacniho zrychleni a
Castice s niz§i hustotou proti nému. Proto v pifipadé¢ emulze tuku ve vod€é hovoiime o
vyvstavani tuku. Rychlost pohybu ¢éstice v, pfi pomalém usazovani, kdy je hodnota
Reynoldsova kritéria pro usazovani Re,<0,2 (obvyklé pro malé ¢astice), vyjadiujeme pomoci
Stokesova vztahu. Jelikoz je usazovani v gravitatnim poli obvykle relativné pomalé, je
vhodné pro ucely hodnoceni sedimentacni stability proces separace fazi urychlit tak, ze
gravitaéni zrychleni nahradime zrychlenim odstiedivym. Casto se pro vyjadieni odstiedivého
zrychleni pouZziva relativni ndsobek tihového zrychleni.

2=t ©

¢ 981

Ze zavislosti rychlosti usazovani na odstiedivém zrychleni Ize pak extrapolaci odhadnout
rychlost separace fazi pii skladovani v gravitacnim poli. Za ptedpokladu linearni zavislosti
pak Kk tomuto odhadu posta¢i pouze jeden udaj o rychlosti sedimentace pii pusobeni
zvoleného odstiedivého zrychleni [75].

Pomoci analytické centrifugy tedy miizeme charakterizovat sedimentujici Castice, jejich
molekulové hmotnosti, sedimentacni koeficient a dalsi hydrodynamické vlastnosti (difuzni
koeficient). Z namétenych dat ziskavame informace o pfiblizné velikosti a tvaru ¢astic, udaje
o distribuci jednotlivych typt ¢astic ve vzorku a mizeme také sledovat rovnovazné systémy a
uréit jejich rovnovazné konstanty [76].
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Obr. 7: Schéma analytické centrifugy prevzato a upraveno [75].

LUMisizer je temperovana odstiedivka, ktera umoznuje fotometrické sledovani zmén
koncentrace dispergovanych latek ve vzorku, vyvolanych piisobenim odstfedivé sily. Vzorky
jsou umistény v kyvetach, ve kterych je ve zvoleném intervalu sledovan profil transmitance
NIR zafeni [75].

Sedimentace dispergovanych Castic se projevi vyCefenim C¢asti vzorku, tedy zvySenim
transmitance a tvorbou sedimentu, tedy sniZzenim transmitance [75]. Obr. 7 znazorfuje
schéma analytické centrifugy, princip méfeni a vysledny graf.
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3 CILE PRACE

Predlozend prace je zaméfend na vyvoj vhodnych typli polymernich ¢astic a jejich vyuziti pro
enkapsulaci vybranych ptirodnich UV filtri. Pfipravené materidly budou testovany pro
vyuziti v ochrannych kosmetickych ptipravcich.

V ramci této diplomové prace budou fesSeny nasledujici dil¢i ukoly:
1. vybér polymernich materidlt a piirodnich UV filtra
2. charakterizace materiald a jejich slozek
3. testovani biologickych ucinkt ptipravenych material
4. vyuziti ptipravenych materiali jako slozek kosmetickych piipravka
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Aceton — LachNer (CR)

Antibiotic-Antomycotic 100X(Biosera), Biotech (SRN)
B-karoten 95 % typ I: synteticky — Sigma (SRN)

Cetylalkohol (Mi¢a a Harasta s.r.0., Blansko, (CR)
2,6-dichlorindofenol — Sigma-Aldrich (SRN)

Diethyl ether>99% — VWR (USA)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. — Vitrum-LachNer (CR)
DL-a-tokoferol acetat — MERCK (SRN)

Dodecylsiran sodny — Serva (SRN)

Ethanol pro UV-spektroskopii — LachNer (CR)

Eusolex® 2292 — MERCK (SRN)

Eusolex® 9020 — MERCK (SRN)

FBS fetalni bovinni sérum — HyClone (USA)

Germaben Il — International Specialty Products (New Jersey, USA)
Glycerin bezvody p.a. — LachNer (CR)

Chlorid sodny p.a. — Vitrum-LachNer (CR)

Chloroform pro HPLC — LachNer (CR)

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3p-olu — Serva (SRN)
Lecithin from soy bean — Serva (SRN)

Médium KGM Gold Single Quods — Lonza, (SWI)

Methanol pro HPLC, Gradient Grade — Sigma (SRN)

MTT (methyl-thiazolyl-tetrazolium) — Duchefa Biochemie (NL)
PHB Lot 720 — Biomer (SRN)

Trypsin - Versene EDTA — P-Lab (CR)

4.2 Kosmetické preparaty

Astrid olej SPF 15 (CR)

Avokadovy olej — 1. Aromaterapeuticka KH a.s. aromaterapie Karel Hadek, Sttibro, (CR)
Bioderma Matifying fluid SPF 30 (FR)

Dimetikon 350 c¢s — Mi¢a a Harasta s.r.0., Blansko, (CR)

Ercawax MB1 — Mica a Harasta s.r.o., Blansko, CR)

Jojobovy olej — Mida a Harasta s.r.o., Blansko, CR)

Kokosovy olej — Purity vision (CR)

Konopny olej — Netuwee (CR)

Makadamiovy olej — 1. Aromaterapeuticka KH a.s. aromaterapie Karel Hadek, Stifbro, (CR)
Mandlovy olej — 1. Aromaterapeuticka KH a.s. aromaterapie Karel Hadek, Sttibro, (CR)
Olivovy olej — Alnatura (SRN)

Parafinovy olej (Miga a Harasta s.r.0., Blansko, (CR)

Palmovy olej — Fabio produkt spol. s.r.o, (SRN)

Ricinovy olej — 1. Aromaterapeuticka KH a.s. aromaterapie Karel Hadek, St¥ibro, (CR)
SunDance olej SPF 6 —,DM-drogeriemarkt (SRN)
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Uriage krém SPF 30+ (FR)
Vazelina bild — Mi¢a a Harasta s.r.0., Blansko, (CR)

4.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy (AND HR-120)

CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (SRN)

Centrifuga — U-32-R, Boeco (SRN)

ELISA ReaderBio Tek ELx808

IMPLEN Nanophotometer UV-VIS (SRN)

Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)
Laminarni box Aura mini, Bioair

LUMIiSizer — Dispersion analyzer — Lum (USA)

Magneticka micha¢ka: Lavat (CR)

Mikrocentrifuga — Mikro 200, Hettich Zentrifugen

Mikroskop — Intraco Micro (CR)

Opticky mikroskop a software DinoCapture

Sestava HPLC

- Termostat — Ecom spol s.r.0.LCO 10126

- Pumpa — Finnigan Surveyor MS Pump Plus

- Kolona Eclipse plus XDB-C18, S5um, 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies — USA)
- Detektor — Finnigan Surveyor PDA Plus detektor

Sestava pro elektrospining

- NE-1000 Single Syringe Pump, Labicom (CR)

- Regulovatelny zdroj napéti

Spektrofotometr — Helios y, Unicam (VB)

Ultrazvuk — PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SR)
Ultrazvukovy homogenizator/dispergator — Sonopuls, Bandelin (SRN)
Vakuova odparka — HB4 Basic, HBA Labortechnik (SRN)

Vortex — Genius 3, IKA Vortex (SRN)

ZetaSizer Nano ZS — Malvern (VB)

4.4 Pouzité organismy

HEK (102-105a) - Cryopreserved Epidermal Keratinocytes;, adult;, firma Culture Collections,
Public Health England

Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26

Chlorella vulgaris CCALA 924
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4.5 Optimalizace extrakce lipofilnich latek z p¥irodnich zdroju

Nejprve byla provedena optimalizace extrakce lipidovych podilti z vybranych druhti zeleniny,
a to papriky a Spenatu, jakozto reprezentantli vSech ostatnich druhti zeleniny a z vybranych
mikroorganismii. Byla porovnavdna extrakce dle Folche a extrakce pomoci dalSich
rozpoustédel, které byly vybrany dle literatury, a to aceton, DMSO a ethylacetat [20], [77].
Pii téchto extrakcich bylo jako kontroly pouzito i1 extrakce dle Folche, tedy smési
chloroform:methanol v poméru 2:1 (v:v). VZdy bylo pouzito 30 g vzorku a 60 ml extrak¢niho
¢inidla.

4.5.1 Extrakce dle Folche
Metoda je dimenzovana na 1 g vzorku, kdy celkovy objem rozpoustédel ¢ini 30 ml, tedy
tficetindsobek pivodniho objemu. Priméarné tato metoda vSak slouZzi k extrakci lipofilnich
latek z tkani jako je svalova, jaterni a nervova, které obsahuji vysoky podil lipofilnich latek
[35], [78].

Pomér extrakéniho ¢inidla a hmotnosti vzorku pro extrakci lipofilnich latek ze zeleniny,
kvasinek a fasy byl modifikovan s ohledem na obsah lipofilnich latek, ktery je u vétSiny
vzorkli desetkrat mensi neZ u masa z lososa. Proto byl pomér hmotnosti homogenizovaného
vzorku v gramech ku objemu extrakéniho ¢inidla pozménén na 1:2.

Vzorky zeleniny byl homogenizovany a poté byl homogenizat michéan s extrakéni smési pii
laboratorni teploté po dobu 60 minut. Poté byl extrakt piefiltrovan pies skladany filtr. Vzorek
z filtru byl pfeveden zpét do Erlenmeyerovy banky a smichan se poloviénim mnoZstvim
extrakéni smési nez v prvnim kroku a michan opét pii laboratorni teploté 30 minut. Extrakty
Z obou kroki byly smichany a byl k nim pifidan 1,2-nasobek objemu destilované vody a takto
piipravena smés byla prelita do centrifugacnich kyvet a centrifugovana 5 minut pfi
1 000 otackach za minutu. V kyvetach se vytvorily dvé faze, vrchni prevazné vodna a spodni
pievazné chloroformova. Vodna faze byla opatrné odstranéna. Zbyla chloroformové faze byla
piekapéana pies bezvody siran sodny pfimo do zvazené baiky s kulatym dnem a nésledné
odpaiena na vakuové rotani odparce pii 40 °C. Vyextrahované lipidy byly rozpustény
V nezbytném mnozstvi chloroformu, pievedeny do 5 ml I€kovek. K poloviné extraktu byl
navic pro stabilizaci pfidan o-tokoferol acetat. Ztakto pfipravenych roztokd bylo
odpipetovano 5-100 ul do zkumavek typu Eppendorf a chloroform byl ponechan volné
odparovat v digestofi. Po odpareni chloroformu byly veskeré vzorky uchovavany pii —18 °C.

Stejny postup byl proveden pro veskeré vzorky zeleniny (rajce, mrkev, paprika, Spenat
avokado), dale mikrotasy Chlorella vulgaris a kvasinky Rhodotoruay glutinis.

4.6 Analyza extraktu lipofilnich latek
K porovnani riiznych postupli extrakce byla pouzita kapalinova chromatografie s UV-VIS
detektorem, dale spektrofotometrické stanoveni a vazkova metoda.

4.6.1 Obsah aktivnich latek stanoveni pomoci HPLC
Zastoupeni aktivnich latek v jednotlivych extraktech bylo stanoveno metodou HPLC pomoci
sestavy pro kapalinovou chromatografii od firmy Thermo Fisher Scientific a k vyhodnoceni
byl pouzit software Xcalibur. Odpafeny extrakt byl rozpustén v chloroformu
chromatografické kvality, zfiltrovan pte filtr 450 nm a pfeveden do zkumavky typu
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Eppendorf. Vzorek byl davkovan davkovaci smyckou o objemu 20 pl. Podminky analyzy
byly nastaveny na teplotu 45 ©°C, pritok 1 ml'min’, mobilni fize byla
acetonitl:methanol:chloroform v poméru 80:15:5 a kolona Eclipse plus XDB-C18. Detekce
byla provadéna pti absorpénich maximech jednotlivych analyzovanych latek (285 nm pro
ubichinon, ergosterol a a-tokoferol acetat, 450 nm pro karotenoidy). Ziskana data byla
zpracovana a vyhodnocena na zakladé¢ porovnani se standardy o-tokoferol acetatu, B-
karotenu, ergosterolu a ubichinonu. Kromé téchto molekul byla stanovovana i celkova
koncentrace karotenoidt. Pro toto stanoveni byla z divodu komercni nedostupnosti a finan¢ni
narocnosti jednotlivych standardd karotenoidl pouzita kalibracni kiivka pro p-karoten, jelikoz
jsou si jednotlivé struktury karotenoidi podobné a jejich absorp&ni maxima se pohybuji okolo
450 nm viz Obr. 2.

4.6.2 Méreni UV-VIS spekter pomoci nanofotometru
Pro jednotlivé vzorky bylo vzdy zméteno absorpéni spektrum pii vinové délce 290-800 nm.
Pokud bylo nutné, byl nejprve ze vzorkli odpafen chloroform, poté byly vzorky nafedény
ethanolem na koncentraci 200 pg-ml " a prom&feny proti blanku (ethanol).

Pti porovnavani raznych extrak¢nich rozpoustédel byly vzorky nafedény desetkrat a
proméfeny proti blanku (ethanol). Z takto ziskanych spekter bylo mozné dale vypocitat SPF a
obsah karotenoid{i.

4.6.2.1 Vypocet SPF

Pro vypocet SPF byly vzorky nejprve nateddny ethanolem na koncentraci 200 pg-ml ™, a poté
Z namé&ienych spekter vybrany hodnoty absorbance pro hodnoty vinové délky v rozmezi 290—
320 nm s krokem 5 nm. Tyto hodnoty byly pouzity pro vypocet SPF dle Mansurovy rovnice
(viz kapitola 2.7).

4.6.2.2 Stanoveni celkovych karotenoidit

Z namétenych spekter byl dale vypocitan celkovy obsah karotenoidl. Nejprve byla ptipravena
kalibrace obsahu karotenoidu, jako zavislost absorbance pii 450 nm na koncentraci standardu
B-karotenu. Koncentrace karotenoidi ve vzorku byla vypocéitana dle nasledujici rovnice
kalibra&ni kiivky., kdy koncentrace je uvedena v mg-ml ™.

A=4,724-c-0158 4 )
R? =0,990 1

4.7 Priprava liposomi metodou sonikace

Nejprve byly ptipraveny zasobni roztoky lecithinu a cholesterolu v chloroformu. Ze
zasobniho roztoku lecithinu bylo pipetovano mnozstvi odpovidajici 70 mg a ze zasobniho
roztoku cholesterolu mnozstvi odpovidajici 10 mg cholesterolu do kadinky s 10 ml
destilované vody. Takto pfipraveny vzorek byl sonikovan tyCovym ultrazvukem po dobu
4-15 sekund a chlazen vodou. Po sonikaci byla kadinka se vzorkem dana na magnetickou
michacku s ohifevem, kdy bylo docileno odpateni chloroformu pii 40 °C.
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4.8 Liposomy s piidavkem aktivnich latek

Pii ptipravé liposomi s pridavkem aktivnich latek byl k roztokiim lecithinu a cholesterolu
V chloroformu pfidan extrakt zrajéete, mrkve, papriky, Spendtu, avokada, kvasinky
Rhodotorula glutinis a fasy Chlorella vulgaris.

4.9 Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti
Enkapsulaéni G¢innost byla stanovena u vzorki ¢astic S prislusnymi extrakty, jako podil
koncentrace enkapsulované latky k piivodni koncentraci ve vzorku.

EU = C aktivm’létkyvliposomech.100 0 =
C

C aktivnilatkyv liposomech 100 %

- ®)

celkova aktivnilatky aktivnilatkyv Iiposomech+ Caktivnl'létkyv roztoku

Obsah karotenoidti byl stanoven pomoci metody popsané v kapitole 4.6.2.2 a nasledné
vypocitdna enkapsula¢ni i€innost pomoci vyse uveden¢ho vzorce.

4.10 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci DLS a stability pomoci zeta-potencialu
Vzorky klasickych liposomt, liposomd s ptidavkem lipidového extraktu z rajcete, mrkve,
papriky, Spenatu, avokada, kvasineky Rhodotorula glutinis a fasy Chlorella vulgaris a
kombinované liposomy pfipravené pomoci ultrazvuku byly vhodné ziedény destilovanou
vodou a prométena jejich velikost a koloidni stabilita pomoci pfistroje ZetaSizer Nano ZS.
Stejny postup byl u vySe uvedenych vzorku jesté opakovan v ¢asovém horizontu jednoho
tydne a jednoho mésice, kdy byla pozorovana dlouhodoba stabilita. Dale byly vzorky
samotnych liposomi vystaveny teploté 80 °C po dobu 1,5 hod. V tomto piipadé byla
sledovana vhodnost Castic pro ptipravu emulzi, kdy jsou jednotlivé slozky temperovany na
80 °C.

4.11 Stanoveni antioxidacni aktivity
Pro stanoveni antioxidacni aktivity byla zvolena metoda TEAC s vyuzitim ABTS radikalu,
jejiz princip je popsan v kapitole 2.15.4. Nejprve byl piipraven roztok radikalového kationu
ABTS' smichanim 7 mM roztoku ABTS a 2,45 mM roztokem peroxosiranu draselného.
Tatko pfipraveny roztok byl ponechan 12 hod ve tm¢. Pfed samotnym méfenim byl takto
piipraveny roztok cinidla ziedén ethanolem pro UV-VIS spektrofotometrii na absorbanci
0,70, pti A = 734 nm. JakoZto blank byl pouzit ethanol pro UV-VIS spektrofotometrii.
Standardem metody byl roztok Troloxu, ktery byl rozpustén v 60 % ethanolu. Postup
méteni byl nasledujici. Do zizené kyvety byl pipetovan 1 ml ABTS™ a 10 ul vzorku. Vzorky
byly proméfeny v €as t = 0 s, poté byly uchovavany 10 min ve tmé a jejich absorbance opét
proméfena v ¢ase t=10min. Veskera naméfend data byla vyhodnocena jako zména
absorbance v ¢ase tg a ¢ase t1o. Kalibra¢ni rovnice:

y = 0,001 32x
R? =0,99113 )
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4.12 Stanoveni koncentrace fosfolipidi v liposomech

Nejprve byl ptipraven roztok Cinidla rozpusténim 2,7 g hexahydratu chloridu zelezitého a
3,05 g thiokyanatanu amnonného ve 100 ml destilované vody. Do centrifugacnich zkumavek
bylo pipetovano 50 ul vzorku, 450 pl destilované vody, 2 ml roztoku cinidla a 3 ml
chloroformu. Nasledné byl vzorek 20 s promichavan pomoci vortexu. Poté byly vzorky
centrifugovany pti 1 000 rpm po dobu 5 min. Takto pfipravené vzorky byly méfeny na
spektrofotometru pii A =450 nm. Jako blank byl pouzit chloroform. Obsah fosfolipida ve
vzorku byl vypocitan pomoci kalibra¢ni kfivky pro so6jovy lecithin.

4.13 Stanoveni cytotoxicity pomoci MTT testu

Pro studovéni cytotoxicity byly vybrany lidské keratinocyty, jelikoz sledované roztoky ¢astic
by mohly najit své uplatnéni v kosmetice, jako slozky prostfedkti na opalovani. Testovany
byly vybrané druhy ¢astic v rozmezi koncentraci 2—14 %. Postup byl pfevzat z [79] a
upraven.

Bunky byly nejprve kultivovany na 96—jamkovych destickach s plochym dnem. Hustota
bun&k byla 2-5 - 10° na ml, kdy do kazdé jamky bylo napipetovano 100 ul bunééné kultury a
ta ponechana rist po dobu 16 az 24 hod v kultivaénim médiu.

Testované roztoky ¢astic byly nejdiive zfedény 1:1 destilovanou vodou, poté prefiltrovany
ptes sterilni filtr (200 nm) a dale fedény na koncentrace 2-14 % kultivaénim médiem. Do
kazdé jamky bylo pfidano 100 pl, takto piipravené fady vzorki. Jako kontrola slouZilo
kultivacni médium (,,CC — cell control®), dale jako pozitivni kontrola byl pouZit ethanol.
Cytotoxicky efekt na buriky byl méfen po 24 hod kultivace.

MTT bylo rozpusténo pro dosaZeni koncentrace 2,5 mg-ml * PBS a sterilizovéno filtraci a
do kazdé¢ jamky bylo pfidano 20 pl. Desticky byly kultivovany po dobu 3 hod. Pro zvyseni
rozpustnosti tmavé fialovych krystalii formazanu bylo pfidano vzdy 100 pl 10% SDS v PBS
(pH 5,5). Desticky byly skladovany ve tmé pii laboratorni teploté a test byl vyhodnocen
spektrofotometricky druhy den pii A =543 nm. Pro vyhodnoceni byly tyto hodnoty
absorbance porovnavany s absorbanci blanku (kultivatnim médium). Pokud by absorbance
vzorku klesla pod 50 % kontroly, dany vzorek by byl cytotoxicky.

4.14 Priprava kosmetickych emulzi
Pro vytvoieni vhodnych emulzi byla nejprve nutnad optimalizace a testovani fady komponent

S ohledem na SPF a celkové porovnani absorbanci jednotlivych slozek v UVA, a ptedevSim
v UVB oblasti.

4.14.1 Porovnavani absorbance v UVB oblasti a stanoveni SPF
Pro pfipravu emulzi byla nejprve porovnadvana UV absorbance a SPF riznych komercéné
dostupnych oleju, dale ptipravenych extraktli ze zeleniny, Rhodotorula glutinis a Chlorella
vulgaris a vzork vSech ¢astic.

Vzorky oleji byly rozpustény v ethanolu a 5 min sonikovany, poté byly vzorky dale
fedény ethanolem na vhodnou koncentraci. Nasledné byla proméfena absorbance v rozsahu
290-700 nm. Jako blank byl pouzit ethanol. Pro vypocet SPF byly pouZzity hodnoty 290—
320 nm s krokem 5 nm. Vypocet byl proveden dle Mansurovy rovnice popsané v kapitole 2.7.
Se vzorky extraktl bylo postupovano stejné jako v piipadé komerénich oleju.
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Vzorky liposomi byly nejprve desetkrat nafedény ethanolem a sonikovany 5 min. Poté
byla prométena jejich absorbance pii A = 290—700 nm. Pro vypocet SPF byl proveden stejny
postup vypoctu jako se vzorky olejli a extraktii.

4.14.2 Priprava emulze O/V
Ptiprava emulzniho zékladu O/V se fidi principem vytvofeni stdlé homogenni smési vodné a
tukové faze. Ptiprava emulznich zdkladl byla provadéna v laboratofi pii laboratorni teplot¢.
Nejprve je nutné piipravit zvlast vodni a olejovou fazi. Nasledujici postup byl pouzit pro
ptipravu 100 ml emulze.

Pii ptipravé vodni faze bylo do kadinky odméteno 84,0 ml destilované vody, 3,0 ml
86,5 % glycerolu (2,6 ml 100 % glycerolu a 0,4 ml destilované vody) a 0,5 ml germabenu 1.
Cela smés byla zahtivana na teplotu 75-80 °C.

Pro ptipravu olejové faze bylo do kadinky navazeno 2,5g Ercawax BM1, 3,09
cetylakoholu, 1,5g bilé vazeliny a napipetovano 4,0 ml parafinového oleje a 1,5 ml
dimethikonu. Vznikla smés byla opét za stalého michani zahtivana na teplotu 75-8 °C.
Jakmile mély ob¢ faze teplotu 75 °C, byla do vodné faze za stalého michani postupné ptidana
faze olejova. Béhem procesu michani byla smés chlazena na vodni lazni. Po emulgaci byla
vznikla smés intenzivné michana az do vychladnuti na 20 °C.

SloZeni této zakladni emulze bylo dale optimalizovano a modifikovano pro dosaZeni co
mozna nejlepSich vysledka. Nejprve bylo optimalizovano slozeni olejové faze, pro docileni
zvyseni absorbance v UV oblasti. Byla proméfena UV-VIS absorpéni spektra pro fadu
komer¢né dostupnych oleji. Ty byly opét proméieny dle metody popsané v kapitole 4.6.2.1.
Modifikace jednotlivych fazi jsou zobrazeny v Tab. 4.

Tab. 4: Modifikace piivodniho slozeni emulzi. ME — extrakt z mrkve s vitaminem E, PHB -
polyhydroxybutyrat, RGCH — extrakt z Rhodotorula glutinis a Chlorella vulgaris

vzorek modifikace vodni faze modifikace olejové faze
aktivni latka mnozstvi aktivni latka mnozstvi
A B B kor}opny olej (ndhrada parafinového 0,619
oleje)
konopny olej (ndhrada parafinového

B — - . . . 1,299

oleje a dimethiconu)

C extrakt z papriky 0,62 mg - -

D extrakt z papriky 1,1mg - -

E extrakt z papriky 3mg - -

F liposomy ME 6 ml konc. - -

G liposomy PHB 5mi extrakt Rhodotorula glutinis s vit. E 6,3 mg
liposomy RGCH | 10 ml konc. | extrakt Chlorella vulgaris s vit. E 3,9 mg
liposomy PHB 5ml konopny olej 139

H . extrakt Rhodotorula glutinis s vit. E 10,0 m
liposomy RGCH | 10 ml konc. d - - g

extrakt Chlorella vulgaris s vit. E 3,7 mg
. extrakt Rhodotorula glutinis s vit. E 6,0 mg
liposomy PHB 5ml - -

| P y extrakt Chlorella vulgaris s vit. E 6,5 mg
. k y olej 1,3
liposomy RGCH | 10 ml konc. Or_lOp.ny o) g

lecithin 0,66 g
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4.14.2.1 Stanoveni SPF in vitro emulzi

Nejprve byly proméfeny vzorky komeréné dostupnych krémi s UV protektivnim ucinkem
tak, ze byly vhodné ziedény v ethanolu, sonikovany 5 minut ve vanovém ultrazvuku ethanolu
a zmé&fena jejich absorbance na UV-VIS spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 290—
320 nm s krokem 5 nm dle metody popsané vyse v kapitole 2.7. Nasledné byl stejny postup
pouzit i pro vzorky vSech pfipravenych emulzi.

4.14.3 Stanoveni vlastnosti systémi pomoci analytické centrifugace
Vybrané vzorky ptipravenych emulzi byly analyzovany pomoci analytické centrifugy, a tim
byla zjisténa jejich dlouhodoba stabilita. Piistroj byl nastaven na 2 210 g, po dobu 200 min.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Extrakce lipidovych podili ze vzorki
Pro extrakci lipidového podilu byly vybrany vzorky rajéete, mrkve, papriky, Spenatu,
kvasinky Rhodotorula glutinis a fasy Chlorella vulgaris.

5.1.1 Vazkové stanoveni obsahu suSiny
Pfed samotnym extrakénim krokem bylo nutné vzorky homogenizovat a stanovit obsah
susiny. Vysledky tohoto stanoveni jsou zobrazeny v Tab. 5.

Tab. 5: Procentudini obsah susiny ve sledovanych vzorcich. Pro vzorky Rhodotorula glutinis a
Chlorella vulgaris jsou obsahy susiny uveden v jednothkich gl *média.

vzorek susina [hm %], * [g-1"]
rajce 6,54+ 0,18
mrkev 12,27 £ 0,14
paprika 9,19+0,19
Spenat 7,99 +0,43
Rhodotorula glutinis * 6,13 +0,27
Chlorella vulgaris * 2,22 +0,01

Z téchto vysledki vidime, Ze vzorky rajcete, papriky a Spendtu jsou si co do obsahu suSiny
relativné podobné a obsahuji okolo 8 % suSiny. Mrkev obsahovala nejvice susiny 12,27 %. Z
poslednich dvou vzorki byl obsah susiny vyssi pro kvasinku Rhodotorulu glutinis s 6,13 g-I'™*
kultury. Mikrofasa Chlorella vulgaris obsahovala tietinové mnozstvi susiny.

5.1.2 Optimalizace extrakéniho kroku
Pro optimalizaci extrakce byla vybrana série ¢tyf extrakénich rozpoustédel, které byly nejprve
otestovany na vzorku papriky a Spenatu. Vzorky po extrakci byly vhodné nafedény a byla u
nich proméfena UV-VIS spektra (viz Obr. 8 a Obr. 9) a ta nasledné porovnavana. Dale byl ze
spekter vypocitan obsah B-karotenu (karotenoidi) dle rovnice kalibra¢ni kiivky viz kapitola
4.6.2.2. Vysledné koncentrace karotenoidii po extrakci jsou pro vzorky papriky uvedeny
v Tab. 6 a pro vzorky Spenatu v Tab. 7.

Z namétenych dat pro vzorek papriky vyplyva, Ze karotenoidy se nejlépe extrahovaly do
smési chloroformu a methanolu 2:1, tedy pti extrakci dle Folche. Obsah karotenoidi byl
stanoven na 2,75 mg'ml™*. Druhym nejlep$im rozpoustédlem byl aceton, zde se vsak
extrahovalo 1,64 mg-ml ", coz odpovida téméi poloviénimu mnoZstvi.

Tab. 6: Obsah karotenoidii v extraktech pripravenych z papriky

Extrak¢ni ¢inidlo A ¢ [mg-mlI']
aceton 0,503 1,40 £ 0,02
DMSO 0,175 0,58 +£0,14
ethylacetat 0,545 1,49 +0,08
metoda dle Folche 1,143 2,75+0,15
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Jako druhy byl analyzovan vzorek Spenatu. Zde byl nejlepSim rozpoustédlem aceton
s dosazenym vyt&zkem karotenoidd 3,65 mg-ml ™" a jako druhou nejlepsi extrakéni smés dle
Folche o koncentraci 1,89 mg-ml ™.
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Obr. 8: Absorpcni UV-VIS spektrum pro vzorky extraktii z papriky
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Obr. 9: Absorpcni UV-VIS spektrum pro vzorky extraktii ze Spendtu
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Tab. 7: Obsah karotenoidii v extraktech pripravenych ze Spendtu

Extrakéni ¢inidlo A ¢ [mg-ml"]
aceton 1,513 3,54 +0,29
DMSO 0,209 0,78 £0,17
ethylacetat 0,639 1,69 +0,11
Folch 0,733 1,89 £ 0,10

Jelikoz bylo pro extrakeci nutné vybrat pouze jediny postup, bylo po shrnuti téchto dat
dosazeno zavéru, ze jako hlavni extrakéni postup bude dale vyuzivan postup dle Folche. Pro
vzorek papriky vychazi tento postup jako nejucinnéjsi. Pro vzorek Spenatu byla extrakce dle
Folche az druha nejlepsi, jako nejlepsi extrakéni ¢inidlo byl vyhodnocen aceton. Extrakce dle
Folche ma vsak standardizovany postup, ktery je v laboratofi dlouhodobé zaveden a jeho
pouziti i pro vzorek Spenatu se jevi stale jako vhodné.

5.1.3 Sledovani stability extrakti v pribéhu uchovavani
U stejnych vzorkii byla dale sledovana vhodnost dané¢ho rozpoustédla pro uchovavani po
dobu jednoho mésice. Naméfena data a jejich porovnani s daty naméfenymi u Cerstvych
vzorkid jsou zobrazena na Obr. 10 a Obr. 11. Z téchto naméfenych hodnot byly vypocitany
koncentrace karotenoidu, které jsou zobrazeny v Tab. 8.
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Obr. 10: Absorpcni UV-VIS spektra extraktii z papriky - porovnani pro extrakty cerstvé a po mésici

uchovavani
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Tab. 8: Obsah karotenoidii v extraktech z papriky po mésici uchovavdini

Extrakéni ¢inidlo A ¢ [mg-ml™]

aceton 0,582 1,57 +£ 0,022
DMSO 0,201 0,760,013
ethylacetat 0,655 1,72 +0,014
Folch 1,665 |3,86+0,020

Pii porovnani extraktti po dob¢ jednoho mésice muzeme vidét, ze vzorky extrahované
pomoci acetonu a ethylacetatu se témét nezménily. U extrakce pomoci DMSO miizeme vidét
mirny pokles v absorbanci. Naopak u extraktu pomoci extrakce dle Folche pozorujeme urcity
narust absorbance. Jednim z moznych divoda je skutecnost, ze v prubéhu dlouhodobého
uchovavani mohlo dojit ke zménam struktury, ptipadné k ¢astecné degradaci karotenoidii a
k prechodu nekterych derivatti do chloroformové faze. Nelze vyloucit ani ndhodnou chybu
meéfeni.

Pro vzorky extrakti ze Spenatu byla také naméfena absorpéni spektra po 1 mésici
uchovavani a porovnana s naméfenymi daty pro Cerstvy vzorek viz Obr. 11 a vypocitany
koncentrace karotenoidt, hodnoty jsou zobrazeny v Tab. 9.
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——aceton mésic ——DMSO mésic ~ ——-ethylacetat mésic —— Folch mé&sic

Obr. 11: Absorpcni UV-VIS spektra pro extrakty ze Spendtu - porovnani pro extrakty cerstvé a po
mésici uchovavani

Pfi porovnani dat extrakce ze Spenatu vidime, Ze i po mésici je nejvice karotenoidl
obsazeno v acetonu. Jejich obsah viak klesl o vice neZ 0,5 mg-ml*. Obsahy karotenoidd
v extrakci dle Folche po mésici skladovani jsou téméf shodné, pokles jen o 0,08 mg-ml ",
s obsahem karotenoidl stanovenych pfimo po extrakci.
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Tab. 9: Obsah karotenoidii v extraktech ze Spendtu po mésici

Extrakéni ¢inidlo A ¢ [mg-ml"]
aceton 1,216/2,91 + 0,01
DMSO 0,275/0,92 £ 0,02
ethylacetat 0,754(1,93 +£ 0,03
Folch 0,697(1,81 + 0,02

Vysledky stanoveni koncentrace karotenoidi po mesici skladovani podpofily vybér
extrakce dle Folche, jako vhodny postup extrakce karotenoidu i pro dlouhodobou stabilitu.

5.1.4 Analyza sloZeni extraktu
Pro ziskani vét§tho mnozstvi extrakti z vybranych druhti zeleniny a mikroorganismti byla po
piredchozi optimalizaci vybrana extrakce dle Folche. Postup extrakce je popsan vyse
v kapitole 4.5.1.

5.1.4.1 Analyza sloZeni extraktit pomoci HPLC
Extrakty byly dale analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s UV-VIS detektorem.
Postup méfeni je popsan v kapitole 4.6.1. Tab. 10 a Tab. 11 zobrazuji slozeni jednotlivych
extraktl analyzované bezprostifedné po piipravé a po dob€ jednoho mésice uchovavani.
Nejvice karotenoidi obsahoval vzorek mrkve. Ty tvofili vice nez 90 hm% extraktu.
Z tohoto mnozstvi tvofil B-karoten piiblizné 50 %. Tato data se shoduji s hodnotami
uvadénymi v Tab. 2. U vzorki rajéete a papriky zastoupeni karotenoidi dosahovalo 40-50 %
celkové hmotnosti extraktu. Spenat a Chlorella obsahovaly okolo 15 % a extrakt z kvasinky
Rhodotorula jen 2 %. Dale vzorky osahovaly prumérné 3,14 hm% o-tokoferol acetatu a dale
okolo 0,5 % koenzymu Q10. Vyjimku tvofil jen vzorek mrkve a Spenatu, které obsahovaly
4,12 hm% a 1,59 hm% koenzymu Q10.

Tab. 10: Obsah sledovanych aktivnich latek v extraktech

vzorky celkové karotenoidy | pB-karoten | a-tokoferol acetat | koenzym Q10
[hm %] [hm %] [hm %0] [hm %]
rajce 43,34 27,89 1,71 0,54
mrkev 91,09 50,73 4,66 4,12
paprika 52,64 3,72 1,26 0,49
Spenat 16,63 4,42 3,34 1,59
Rhodotorula glutinis 2,07 - 0,79 0,27
Chlorella vulgaris 14,18 - 7,08 0,34

Vzorky extrakti z rajcete, mrkve, papriky a Spendtu byly analyzovany po mésici
uchovavani. Celkové obsahy karotenoidl se pii analyzy po meésici vyrazné neliSily, avSak
slozeni jednotlivych karotenoid bylo odlisné. Retencni ¢as pro pB-karoten byl 8,71 min. Pti
analyze po mésici vSak eluce veSkerych slozek absorbujicich pfi 450 nm koncila v Case
6,5 min, coz svédci o probihajici oxidaci pfitomnych pigmentli a posunu retenénich Cast
k niz§im hodnotam odpovidajicim vySe oxidovanym derivatim. Dale také vzorky

46



neobsahovaly a-tokoferol acetat. Posledni sledovanou slozkou byl koenzym Q10, jenz byl
stale ptitomen ve vSech vzorcich.

Tab. 11: Obsah aktivnich latek v extraktech po dobé jednoho mésice skladovani

vzorky celkové karotenoidy | p-karoten | a-tokoferol acetat | koenzym Q10
[hm%o] [hm%o] [hm%o] [hm%o]
rajce 47,42 - — 0,16
mrkev 72,16 - - 0,21
paprika 51,66 - — 0,77
$penat 22,42 - - 0,62

5.2 Liposomové ¢astice

Liposomové Castice byly ptipraveny dle postupu popsaného Vv kapitole 4.7. Krom¢ prazdnych
castic byly také ptipraveny ¢astice s pridavkem lipidovych extraktli ze zeleniny, kvasinky a
mikrofasy a dale s pridavkem PHB. Jejich roztoky jsou zobrazeny na Obr. 12 a Obr. 13.
U jednotlivych vzorkii byla charakterizovana jejich velikost a stabilita pomoci pfistroje
ZetaSizer Nano, dale byla stanovena jejich enkapsula¢ni ucinnost (EU) a antioxidaéni
aktivita. U vybranych vzorku byl dale stanoven obsah fosfolipidti a mira cytotoxicity vici
lidskym keratinocyttm.

FNE T

Obr. 12: Vzorky liposomui s pridavkem extraktii. Zleva vzdy prvni z dvojice je bez vitaminu E a druhy s
vitaminem E, dvojice vzorkii jsou uvedeny v poradi dle enkapsulované slozky: rajce, mrkev, paprika a
Spenat.
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Obr. 13: Vzorky liposomii. Zleva extrakt z Rhodotorula glutinis bez a s vitaminem E, extrakt z
Chlorella vulgaris bez a s vitaminem E; ddle liposomy s kombinaci extraktu z Rhototorula a Chlorella,
a S obéma extrakty s vitaminem E. Liposomy s piidavkem PHB: nejprve prdzdné, poté s extraktem

Z rajcete a Spenatu, mrkve a Spenatu a papriky a Spendtu

5.2.1 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci DLS a stability pomoci zeta-potencialu
U veskerych vzorka ¢astic byla porovnavana jejich pramérna velikost, polydisperzitni index
(PdI) a hodnota zeta-potencialu, které jsou zobrazeny v Tab. 12.

Pro porovnani byly naméfené hodnoty také vyneseny podle podobnosti do grafu
vyobrazenych na Obr. 14 a Obr. 15. Pramérna velikost pfipravenych liposomt se pohybovala
okolo 150-300 nm. Polydisperzitni index se u vSech vzorkt pohyboval do hodnoty 0,5, coz
nam udava, ze vzorky byly relativné malo polydisperzni a byly proto vhodné pro meéteni
velikosti touto metodou. Navic vétSina liposomi méla hodnoty Pdl v rozmezi 0,1-0,2, coz
nam o téchto vzorcich tika, ze byly relativné¢ monodisperzni.

Ptipravené liposomové roztoky obsahovaly prvni den po ptipravé 4,1-19,2 % liposomi 0
velikosti do 100 nm, data viz Tab. 13. Hodnoty odpovidaji ptesnéji liposomiim do 91 nm,
jelikoz dal$i naméfend hodnota byla az pro 105 nm. Dany interval hodnot je vyssi nez 1 %, a
proto miizeme dané roztoky povazovat za roztoky nanocastic [39].
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Obr. 14: Zastoupeni velikosti liposomii prvni den po jejich pripravé

10 -
9 -
8 -
7 -
g 61
g - |
g,
3 -
2
1
0 - ‘ —I/ ‘ ‘ ‘
1 10 100 1000 10000
r [nm]
—rajCe vit. E mrkev vit. E == paprika Spenat Spenat vit. E

Obr. 15: Zastoupeni velikosti liposomii prvni den po priprave

Dale byl méfen zeta-potencial ptipravenych ¢astic. Veskeré vzorky mély absolutni hodnotu
zeta-potencialu nad hodnotou [30

, cozZ odpovida stabilnim vzorkiim.

Kromé klasickych liposomt byly ptipraveny také liposomy obohacené o PHB. Jejich vlastnosti pfi
méfeni prvni den po piipravé a po mésici jsou také zobrazeny v Tab. 12. Oproti klasickym liposoma
maji tyto ¢astice mirn€ veétsi primery. Jejich polydisperzitni index ale opét nepiekracuje hodnotu 0,50.

Jejich koloidni stabilita vykazuje velmi vysoké hodnoty pohybujici se kolem —43 mV.
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Hodnoty pro velikosti ¢astic, polydisperzitni index a zeta potencialu byly proméfeny také

po dobé jednoho tydné a mésice, aby bylo mozno stanovit, zda maji Castice stale stejné

vlastnosti a zda jsou jejich roztoky koloidné stabilni. Jelikoz se velikost a polydisperzitni
index Castic naméteny po dobé jednoho tydne nijak vyrazné neliSily od hodnot namétenych
po mésici, byly pro stru¢nost tyto hodnoty vynechany a uvedeny pouze hodnoty pro den 31.
Pouze pro porovnani koloidni stability byla vynesena do Obr. 18 veSkera namétena data.
Naméfené hodnoty jsou zobrazeny v Tab. 12.

Tab. 12: Vlastnosti liposomit naméiené v prvni den po priprave a po mésici; d — primeér liposomii,; Pdl

— polydisperzitni index; ZP — zeta-potencial

Vzorky liposomi 1. den 31. den
s vitaminem E d [nm] Pdl ZP [mV] d [nm] Pdl ZP [mV]
Rajce 273,9+1,7|0,348+0,022| —45,7+1,2| 1776+1,5(0,179+0,010| —35,6+2,3
mrkev 323,1+0,6|0,465+0,006| —44,2+4,4| 210,7+4,0|0,254+0,007| —42,2+ 3,0
paprika 135,5+2,9|0,160+0,004| —-42,4+0,9| 137,0+1,1|0,162+0,010| —38,6+2,9
Spenat 271,8+6,0/0,373+0,036| —45,5+0,7| 168,7+1,8(0,192+0,010| —42,8+1,0
Rhodotorula 177,5+1,1 {0,264 +0,005| —45,6 +0,5| 126,5+0,8|0,110+0,003| —45,0+ 1,0
Chlorella 157,9+1,1]0,156 +0,003| -43,0+1,6| 1551+0,9/0,168 +0,013| —47,9+14
Rhodotorula a
Chlorella 139,6 +0,6/0,147+0,013| -455+1,0] 1358+0,5/0,123+0,008| —42,5+0,5
PHB rajée a Spenat 308,0+6,2|0,221+0,019| —46,7+1,8| 321,8+2,0(0,358+0,045| —42,1+0,2
PHB mrkev a $penat 4245+7,7|10,433+0,008| —454+15| 321,4+25|0,269+0,008| —42,7+ 1,6
PHB paprika a $penat 390,9+1,5|0,405+0,032| -453+1,4| 283,4+54|0,250+0,018| —-43,6+1,2
Liposomy bez vit. E d [nm] Pdl ZP [mV] d [nm] Pdli ZP [mV]
Rajce 140,1+1,29|0,134 + 0,037 | —38,4+1,5/149,34+1,8/0,199 +£0,006| —41,1+0,1
mrkev 136,5+7,28|0,166 + 0,014 | —39,2+1,1|141,14+2,2/0,160 +0,018| —40,4+0,8
paprika 188,8 +2,12| 0,362 + 0,008 | —44,0+1,2| 143,04 + 0,3|0,236 0,006 | —44,6 +0,1
Spenat 295,1 +3,23/0,399 + 0,006 | —40,8 +2,3|298,84 + 3,6 0,377 £0,009| —42,2+0,8
Rhodotorulla 241,7 £3,8 | 0,266 +0,002 | —46,6 + 2,3| 159,1+0,8 {0,136 +0,009| —33,1+0,9
Chlorella 136,7+1,3/0,160+0,017| 41,3+ 1,1| 134,1+0,4 |0,162+0,006| —48,4+14
PHB 285,0+15(0,242+0,009| —40,7+1,1| 279,2+1,4 |0,264 +0,003| —39,7+0,7

Tab. 13: Procentudlni zastoupeni liposomii do priméru 100 nm

procentualni zastoupeni liposomu do 100 nm | bez vitaminu E s vitaminem E
rajce 144+25 52+1,2
mrkev 18,7+0,9 41+1,0
paprika 13,9+0,9 192+1,4
Spenat 44+11 53+1,3

Z dat uvedenych vyse vyplyva, Ze pii porovnani s daty z prvniho dne se tyto hodnoty nijak

vyrazné¢ nezménily. Jak primér castic, polydisperzitni index, tak jejich zeta-potencial

nevykazuji 7adné vyrazné zmény. Castice jsou tedy z hlediska t&chto porovnavanych
parametri stabilni. Pro pfehlednost byla data pro distribuci velikosti liposomua s pridavkem
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extraktll vyobrazena na Obr. 16, data pro distribuci velikosti liposomi s ptidavkem PHB pak
na Obr. 17.
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Obr. 16. Zastoupeni velikosti liposomii — zmény po 1 mésici uchovdavani
Z vyse uvedeného grafu vidime, ze dané roztoky liposomt jsou monodisperzni a z dat
uvedenych v Tab. 12 mizeme fici, Ze u vétSiny roztokt liposomi Se jejich praimérna velikost

pohybuje okolo 150 nm. I polydisperzitni index dosahuje hodnot okolo 0,20, coz opét
potvrzuje, Ze tyto ¢astice jsou spiSe monodisperzni.
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Obr. 17: Zastoupeni velikosti liposomii s pridavkem PHB po 1 mésici uchovavani
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Castice s piidavkem PHB jsou jiz vice polydisperzni, piedeviim vzorek s ptidavkem
extraktu zrajéete a Spenatu s vitaminem E. Toto skute¢nost ukazuji i vy$$i hodnoty
polydisperzniho indexu. Hodnota Pdl vsak stale neptesahla hodnotu 0,50, proto se jedna stale
0 relativné stabilni vzorky vhodné pro dalsi praci.
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Obr. 18: Porovnani koloidni stability u pripravenych castic prvni den po priprave, po tydnu a 1 mésici

uchovavani

Pii porovnani stabilit (viz Obr. 18) je ukazano, Ze veSkeré roztoky &astic byly stabilni
ihned po ptiprave, tak i po tydennim a mésic¢nim skladovani. Objevuji se zde mirné odchylky,
avSak 74dna hodnota zeta-potencialu v absolutni hodnoté neklesla pod hodnotu 30 mV.

Celkovée tedy miizeme shrnout, Ze veskeré vzorky ptipravenych roztoki ¢astic jsou stabilni
1 po mésici skladovani a vhodné i pro dalsi praci.

Tab. 14: Porovnani velikosti, Pdl a koloidni stability u vzorku liposomii a liposomii s PHB vystvenych
teploté 80 °C po dobu 1,5 hod, d — priimer liposomii; Pdl — polydisperzitni index; ZP — zeta-potencidl

vzorky Eastic d [nm] Pdl ZP [mV]

liposomy 155,6 +0,9 0,177 + 0,027 -33,9+0/4
liposomy pfi 80 °C | 177,9+1,1 0,232 £ 0,011 -43,0+0,8
PHB 268,2+0,5 0,270 + 0,007 -29,5+0,3
PHB pfti 80 °C 377,2+5,0 0,304 + 0,056 -38,5+15
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Kromé jiného byly také Castice testovany, zda zistanou stabilni i po vystaveni teploté
80 °C, jelikoz pti formulaci emulzi jsou vodna i olejova faze temperovany na tuto teplotu.
Z dat vyobrazenych v Tab. 14 mizeme usoudit, ze Castice po vystaveni teploty 80 °C maji
Vv piipad¢ liposomt jen mirné¢ vétsi velikost (0 20 nm) a také mirné vyssi polydisperzitni
index, avSak jejich koloidni stabilita se zvysila z hodnoty —33,9 mV na—-43,0mV. Pro
vzorky s ptidavkem PHB jsou oba trendy, tedy zvysSeni velikosti, Pdl i zvySeni zeta-
potencidlu stejné jako u liposomi. Castice se zvétsily téméf o 100 nm, PdI se také zvysil
vyraznéji nez v piipad¢ klasickych liposomi. Stabilita se zvySila podobné jako u liposomt
témef 0 10 mV, tedy z hodnoty —29,5mV na —38,5mV .

5.2.2 Stanoveni enkapsulaé¢ni ucinnosti
Enkapsula¢ni uéinnost byla stanovena jako koncentrace karotenoidii v supernatantu po
centrifugaci liposomt a Vv rozpusténych liposomech. Dale byly vzorky piipravené diive
proméieny opét po dobé jednoho mésice uchovani, a to vramci sledovani dlouhodobé
stability liposomi. Vysledky jsou znazornény v Obr. 19.
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Obr. 19: Porovnani enkapsulacni ucinnosti pro pripravené vzorky liposomii po jejich pripravé a po
mésici skladovani. Oznaceni vzorki: R-rajce, M-mrkev, P-paprika, S-spendt, Ch-Chlorella vulgaris,
Rg-Rhodotorula glutinis, x-bez vitaminu E, E-s vitaminem E, RHB — liposomy obohacené o
polyhydroxybutyrat, RES — rajce a Spendt a s vitaminem E, MES — mrkev a Spenat s vitaminem E, PES

— paprika a Spenat s vitaminem E.
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Enkapsula¢ni u¢innosti nad 50 % bylo dosazeno u obou vzorku rajcete, Spenatu, Chlorella,
dale vzorkti mrkve s vitaminem E, kombinace Chlorella a Rhodotorula. U vsech vzorkt
s ptidavkem PHB byly hodnoty EU velice vysoké. Pro vzorek PHB s pfidavkem rajcete a
Spenatu to bylo 69,2 %, pro PHB s extraktem z mrkve a $penatu 85,7 % a 98,4 % pro vzorek
PHB s paprikou a $penatem.

Dale u diive ptipravenych vzorkli proméfena enkapsulac¢ni ucinnost po dobé jednoho
mésice uchovavani. U vétsiny vzorkd se hodnoty EU nijak vyrazné nelisily. Vyjimkou byl
vzorek s pridavkem extraktu z mrkve svitaminem E, kde klesla enkapsula¢ni Gi¢innost o
10 %. Presto vsak i po mésici zistava jeho EU pii porovnani s ostatnimi extrakty ze zeleniny
nejvy$si. Uéinné latky, tedy zistaly enkapsulované v liposomech a neuvoliovaly se do
vnéjsiho prostiedi.

5.2.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS
Stanoveni antioxida¢ni aktivity bylo provedeno dle postupu popsaného v kapitole 4.11. Data
jsou vynesena na v Obr. 20 a Obr. 21.
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Obr. 20: Antioxidacni aktivita liposomii. Vzorky oznacené R-roztoky liposomii bez upravy, S-

supernatant a C-rozsuspendované castice

Z vypocitanych dat pro veskeré extrakty (viz Obr. 21) plati, ze nejvyssi antioxidacni
aktivitu maji vzorky liposomi bez dalsi ipravy. Pii porovnani jednotlivych extrakt je patrné,
ze vzorky s jednim extraktem jsou si velice podobné. Pfi pouziti dvou riznych extraktl
pozorujeme vyrazny narust antioxida¢ni aktivity.
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Obr. 21: Antioxidacni aktivita roztokii liposomil, R — neupravené roztoky liposomii

5.2.4 Stanoveni koncentrace fosfolipida v liposomech
Stanoveni koncentrace fosfolipidii u vybranych vzorka liposomt bylo provedeno dle postupu
popsaného v kapitole 4.12. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 15a Tab. 16V nasledujici kapitole
5.2.5.

5.2.5 Stanoveni cytotoxicity
Stanoveni cytotoxicity vybranych vzorku liposomt bylo provedeno dle postupu popsaného
v kapitole 4.13. Na Obr. 22 jsou vyfoceny keratinocyty s MTT a Obr. 23 zobrazuje
mikrotitra¢ni desticku s hotovym MTT testem. Tab. 15 a Tab. 16 ukazuji piesné slozeni
testovanych liposomu, tedy koncentraci fosfolipidi stanovenou metodou dle Stewarda a
obsah aktivni latky a dale, zda dany vzorek ovlivnil metabolismus bun¢k, coz bylo sledovano
pomoci MTT testu.
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Obr. 22: Keratinocyty s MTT
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Obr. 23: Vzorky po vyhodnoceni MTT testu,
sloupce: 2 — kontrola, 3-9 — vzriistajici koncentrace liposomii 2-14 %, 10 a 11 B-D kontrola, 11 E-G

negativni kontrola (ethanol)
rady: B, C a D — liposomy s extraktem z Rhodotorula glutinis, E, F a G - liposomy s extraktem
z Chlorella vulgaris

U vzorki s extraktem z Rhodotorula glutinis prvni tii nejnizsi koncentrace keratinocyty
nijak neovlivnily. Dale se zvysujici se koncentraci liposomi dochazelo k mirnému poklesu
metabolické aktivity bunck. AvSak ani nejvyssi testovand koncentrace neovlivnila rist bunék
natolik, aby mohl byt tento vzorek povazovan za cytotoxicky.

Tab. 15: Slozeni testovanych vzorkii liposomii s extraktem z Rhodotoruly glutinis a vyhodnoceni MTT
testu

vzorek fosfolipidy [mg-ml™] extrakt [mg] aktivita metabolismu [%0]
2% 0,066 + 0,008 0,0019 + 8,77-10°° 100,10 + 0,97
4 % 0,131+ 0,016 0,0037 +1,75-10°° 103,70 + 4,04
6 % 0,197 + 0,024 0,0056 + 2,63-107° 104,49 + 2,67
8 % 0,263 + 0,032 0,0075 +3,51-10°° 85,41 + 2,64
10 % 0,329 + 0,040 0,0093 + 4,83-107° 81,99 + 0,17
12 % 0,394 + 0,048 0,0112 + 5,26:10°° 69,36 + 5,05
14 % 0,460 + 0,056 0,0131+6,14-10°° 70,37 £1,52

Pro vzorky liposomt s extraktem z Chlorella vulgaris byly zjistény velice podobné

metabolismus nijak neovliviiuji. Pro vys$§i koncentrace opét pozorujeme podobny trend, kdy
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se zvySujici se koncentraci dochazelo k mirnému snizovani aktivity bunééného metabolismu.
Opét vSak mizeme fici, Ze zadny ze vzorki neni cytotoxicky.

Tab. 16: SloZeni testovanych vzorki liposomii s extraktem z Chlorelly vulgaris a vyhodnoceni MTT
testu

vzorek fosfolipidy [mg-ml™] extrakt [mg] aktivita metabolismu [%0]
2% 0,079 + 0,007 0,0021 +1,49-10°° 100,38 + 4,15
4% 0,159 + 0,014 0,0041 +2,98-10°° 104,82 + 4,82
6% 0,238 + 0,020 0,0062 + 4,46-10°° 102,25 + 7,07
8 % 0,317 + 0,027 0,0083 +5,95-10°° 98,07 +5,95
10 % 0,397 + 0,034 0,0104 + 7,44-10°° 90,51 + 9,81
12 % 0,476 + 0,041 0,0124 + 8,93-10°° 93,25 + 1,61
14 % 0,555 + 0,047 0,0145 + 1,04-107* 81,67 +5,14

5.3 Emulze O/V

Jako finalni produkt byly navrzeny 10 % emulze O/V. Pro jejich ptipravu bylo nejprve nutné
otestovat fadu latek na miru ochrany proti slune¢nimu zéateni. Poté byly emulze pfipraveny
stanovena jejich mira protekce viici UVB zafeni a na zavér otestovana jejich stabilita pomoci
analytické centrifugy.

5.3.1 Stanoveni SPF
Stanoveni SPF bylo provedeno dle postupu popsaného v kapitole 4.6.2.1. Nejprve byla
testovana vhodnost samotné metody pomoci komer¢nich dostupnych prostfedka na opalovani,
a dale pak vybrané oleje, aktivni latky, ¢astice, a nakonec 1 ptfipravené emulze.

5.3.1.1 Komercni produkty na ochranu proti slune¢nimu zaieni
Pro otestovani vybrané metody stanoveni SPF byly nejprve vybrano nékolik komercné
dostupnych prostiedkt na opalovani. Postup méfeni je uveden v kapitole 4.6.2.1.

Tab. 17: Porovnani hodnot SPF deklarovanych vyrobcem a vypocitanych hodnot

vzorky SPF deklarované vyrobcem SPF vypocitané
Uriage krém 30+ 35,54 + 1,60
Bioderma Matifying fluid 30 25,45+ 1,16
Astrid olej 15 14,23 +£ 0,27
SunDance olej (DM) 6 11,52 +£0,11

Tab. 17 zobrazuje testované opalovaci prostfedky, jejich SPF zobrazeny na obalu a dale
nami vypocitanou hodnotu SPF. U prvniho a tfetiho vzorku se deklarovand hodnota nijak
vyrazné nelisi od vypocitané. U druhého vzorku je ndmi vypocitand hodnota mirné nizsi.
Naopak u posledniho vzorku je ndmi vypocitand hodnota vyssi. To v§ak mohlo byt zplisobeno
faktem, Ze se firma chrani proti mozné degradaci vzorku béhem pouZzivani pii teplych letnich
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podminkach a do vzorku radé&ji pfidava aktivni latky o trochu vice. Testovana metoda byla
vyhodnocena jako vhodna pro méfeni SPF v rozmezi hodnot 6-30.

5.3.1.2 Komercné dostupné oleje

U komer¢né dostupnych oleji byla porovnavana absorpéni spektra a znich vypocitana
hodnota SPF. Obr. 24 znazornuje porovnani absorp¢nich spekter téchto oleju. Parafinovy olej
(¢erné), ktery je hlavni sou¢asti ptivodniho postupu pro pfipravu emulze, absorboval ze vSech
testovanych oleji nejméné UVB zafeni, proto byla snaha tento olej vemulzi nahradit
vhodnéjsim. Za timto ucelem byla otestovana celd fada dalSich oleja.
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Obr. 24: Porovndni absorpcénich spekter pro komercni oleje

Makadamovy olej (zIut¢), jojobovy (Sed€) a kokosovy (tmavé modie) absorbovaly zateni
velice podobné a hodnota absorbance se ve sledovaném rozsahu vlnovych délek vyrazné
neliSila. Jesté Iépe na tom byly vzorky oleje olivového (fialove) a palmového (hnéd¢€), jejichz
absorbance meéla Vv pribchu sledovanych vlnovych délek o néco vysSi hodnoty nez u
piedchozich oleji, ale mirné klesajici charakter. U mandlového oleje méla absorbance ve
sledovaném rozsahu vlnovych délek vyrazné klesajici charakter, a proto nebyl vybran jako
vhodny pro dal$i praci. Oleje ricinovy (svétle modie) a avokadovy (oranzoveé) vykazovaly
absorbanci také s klesajicim charakterem, ale jejich absorbance neklesla pod hodnotu 0,1.
Jako nejlepsi olej byl diky nejvys$Sim hodnotam absorbance, a tim i SPF vybran olej konopny
(tmavé zelen¢), ktery byl 1 dale v této préaci vyuzivan.

Dale tento vybér potvrzuje i porovnani SPF pro jednotlivé oleje (viz Obr. 25). Z néj
vidime, ze nejvyssi SPF ma olej konopny s hodnotou SPF 2,9. Dale vykazuji srovnatelné
vysoké hodnoty 1 dalsi oleje: avokadovy s SPF 2,3 a ricinovy SPF 2,1, coz jsou hodnoty
nékolikanasobné vyssi nez pro parafinovy olej s hodnotou SPF 0,04.
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Obr. 25: Porovndni hodnot SPF u olejii

5.3.1.3 Aktivni latky

Pii porovnani absorpénich spekter extraktd s vitaminem E (viz Obr. 26), vidime, Ze jako
nejlepsi z hlediska UV absorpce se jevi vzorek papriky, rajéete a extraktu mikrotasy Chlorella
vulgaris. Piesto bylo dale pracovano i s dalSimi extrakty a vyuzito aditivniho charakteru
absorpce zafeni vzorky.
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Obr. 26: Porovnani absorpcnich spekter extraktii s vitaminem E
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5.3.1.4 Liposomy

Pti porovnani absorp¢nich spekter roztokl liposomi na Obr. 27 vidime, Ze nejvysSich
absorpci zateni dosahuje roztok liposomi s extraktem z Rhodotorula glutinis v kombinaci
s Chlorella vulgaris. Poté nasleduji vzorky Spenatu bez vitaminu E a chlorely s i bez vitaminu
E. Absorbance vzorkt s piidavkem PHB je vSak v porovnani s klasickymi liposomy mnohem
vys$i (viz Obr. 28). Vliv pridavku extraktt je patrny, vSak druh extrakti nehraje az tak
vyznamnou roli. Na Obr. 29 pak vidime pfimo porovnani hodnot SPF, které potvrzuji, Ze
z vzorkt liposomi je nejlepsi vzorek s kombinaci extrakti s Rhodotorula glutinis a Chlorella
vulgaris. Dale pak je patrny vyrazny narust SPF u vzorka s ptidavkem PHB.

1,2

0
290,0 295,0 300,0 305,0 310,0 315,0 320,0
A[nm]
Rxr ——Rer Mx lip ——Mer Pxr Per
——SXR ——Chxr Cher ChRg r——Rgx r

Obr. 27: Porovndni absorpcnich spekter roztoki liposomii v UVB oblasti extrakty: R — rajce, M —
mrkev, P — paprika, S — spenat, Ch - Chlorella vulgaris, Rg — Rhodotorula glutinis, ChRg — Chlorella
vulgaris a Rhodotorula glutinis, X — bez vitaminu E, E — S vitaminem E, r — roztoky liposomii
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Obr. 28: Porovndani UVB spekter pro roztoky liposomii S PHB a vzorek s kombinaci extraktii z
mikroorganismii Rhodotoruly glutinis a Chlorelly vulgaris, PHB r — roztok liposomii s pridavkem PHB
bez enkapsulovaného extraktu, RES r — roztok liposomii s PHB a enkapsulovanym extraktem z rajcete
a Spendtu s vitaminem E, MES r - roztok liposomu s PHB a enkapsulovanym extraktem z mrkve a
Spenatu s vitaminem E, PES - roztok liposomii s PHB a enkapsulovanym extraktem z papriky a
Spenatu s vitaminem E, ChRg r — roztok liposomu s extraktem z Chlorella vulgaris a Rhodotorula
glutinis.
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Obr. 29: Porovndni SPF roztokii éastic
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5.3.1.5 Emulze

Emulzni zéklady byly ptipraveny dle postupu popsané¢ho v kapitole 4.14. Pro dosazeni co
nejlepsiho SPF byla testovana fada modifikaci jak vodné, tak olejové faze emulze. Jelikoz
v kapitole 5.3.1.2 byl vyhodnocen jako nejlepsi olej konopny, byl dale pouzit ve dvou
riznych ptidavcich pro modifikaci olejové faze (vzorky A a B viz

Tab. 4 Obr. 30). Z uvedenych vysledki vidime, ze vétsi pridavek konopného oleje ptispél
k zvySeni SPF az na hodnotu 5,2.

Dale byly testovany rizné piidavky extraktd. Jako modelovy extrakt byla vybrana paprika,
kdy bylo ptidano 0,62—-3,00 mg tohoto extraktu. Na Obr. 30 miizeme opét pozorovat zvySeni
SPF s vyssim ptidavkem extraktu. Tyto zmény vSak nejsou pitili§ vyrazné. Jako posledni byl
testovan ptidavek liposomu, ktery také prispél ke zvyseni SPF.

Finalnim vzorkem byl tedy vzorek I, ktery kombinuje vSechny vySe popsané modifikace
jak olejové, tak vodné faze, kdy bylo takto mozné dosahnout emulze s SPF 9,7.
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Obr. 30: Hodnoty SPF pripravenych emulzi

5.3.2 Stanoveni stability emulzi pomoci analytické centrifugace
U vzorkll pfipravenych emulzi byla sledovana sedimentacni stabilita pomoci analytické
centrifugace. Vysledkem toho méfeni byla fada grafii znazoriujicich transmisni profil vzorkt
v riznych Castech kyvety v ¢ase a také hodnoty indexu nestability. U jednotlivych vzorka
byly sledovany rtizné projevy nestability. Individudlni vzorky emulzi po analyze jsou
zobrazeny na Obr. 31 a jejich slozeni popisuje Tab. 18.
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Obr. 31: Emulze po analyze pomoci analytické centrifugy

Tab. 18: Oznaceni emulzi a jejich slozeni

oznaceni vzorku
vzorek v sloZeni emulze
Tab. 4
A F liposommy s extraktem z mrkve
B | konopny olej, extrakt_z RG a ChV, castice, stabilizator
lecithin a ercawax
C D extrakt z papriky 1,17 mg
D H konopny olej, extrakt z RG a ChV, ¢astice, stabilizator
ercawax
E C extrakt z papriky 0,62 mg
F - Pavodni slozeni emulze
G E extrakt z papriky 3,0 mg
H G extrakt z RG a ChV, &astice

Hlavnim sledovanym parametrem byl index nestability, ktery uddavd miru nestability
vzorku. Cim vy$§i hodnotu ma index nestability hodnotu, tim méné stabilni vzorek je.

Hodnoty indexu nestability pro jednotlivé vzorky jsou zobrazeny na Obr. 32,

63




03 0,282

0,25
0,205 0,205
0,15
1
0,074
0,048 0,053
0,05 0,033
s 100
0 -
B C D E F G

A

o
N

Index nestability

o

Obr. 32: Hodnoty indexu nestability

Nejstabiln¢jsim vzorkem byl vzorek G emulze s 3,0 mg extraktu z papriky. U toho vzorku
nebyly pozorovany zadné vyrazné projevy nestability, jak ukazuje Obr. 33. Jednotlivé
nasnimané profily vzorku jsou totozné, coz nam tikd, ze pti analyze nedoSlo k Zadné¢ zméné
sedimentacni stability.

r I 1 . 1 ; . 1 L 1 L : L 1 1 1 :
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Obr. 33: Graf zavislosti transmitance na poloze v kyveté pro nejstabilnéjsi vzorek (G) emulze
S pridavkem extraktu z papriky 3,0 mg

Vzorkl A, C, E a F vykazovaly mirné vyS$si index nestability. Jelikoz byly jejich grafy
velice podobné, byl pro ilustraci vybran graf vzorku A. U téchto vzorka byl sledovan vliv
ptidavku aktivni latky, slozeni emulzniho zakladu zlstalo neménné. Jak je vidét na Obr. 34,
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dochazelo u téchto vzorkt k oddélovani vodné faze, coz se projevilo jako zvySeni transmise u
dna kyvety.
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Obr. 34: Graf zavislosti transmitance na poloze v kyveté pro vzorek emulze s pridavkem liposomii (A)

U vzorka B, D a H byl sledovan vliv pouzitého oleje a emulgatoru na stabilitu emulze.
SloZeni aktivnich latek se neménilo. Prestoze vzorky D a H maji stejny index nestability, byly
si podobnéjsi grafy vzorki B a D. Jako jejich zastupce je zde zobrazen graf vzorku B viz Obr.
35. Zde krom¢& mirného oddélovani vodné faze u dna kyvety dale pozorujeme, Ze vzorek se jiz
od zacatku analyzy zacal stlacovat smérem ke dnu kyvety, coz se projevilo posunem menisku
a zvySenou transmitanci v této oblasti. Pfestoze piidavek emulgatoru do vzorku B odpovidal
vypocitanému HLB, byla nakonec stabilnéjsi emulze, ktera obsahovala konopny olej a jako
emulgator pouze ercawax, ktery ma HLB vyssi. Pfi testovani vlivu pouzitého oleje pii
porovnani vzork D a H vidime, Ze hodnoty indexu nestability jsou stejné, ale projevy emulze
navenek odlisné. U vzorku H totiz dochazelo ke stejnému projevu nestability jako u vzorki A,
C a E (oddé¢lovani vodné faze), jen ve vyssi mite, jeho index nestability tedy vzrostl az na
hodnotu 0,205.
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Obr. 35: Graf zavislosti transmitance na poloze v kyveté pro vzorek emulze s konopnym olejem
s pridavkem extrakti a cdstic (B)

Pti celkovém vyhodnoceni véetné zohlednéni dalSich charakterizaci emulzi, kdy konopny
olej podporuje ochranu proti UV zafeni, Ize za nejstabilnéj$i vzorek povazovat emulzi D.
V dalsi fazi prace by méla nasledovat podrobnéjsi optimalizace vybéru vhodného emulgatoru
ke konopnému oleji, aby bylo mozné dosdhnout zvyseni stability vysledného produktu.
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6 ZAVER

PiedloZzena diplomova prace se zabyva pripravou a charakterizaci biomateriald s obsahem
aktivnich ptirodnich UV filtrd. Jako aktivni latky byly vybrany extrakty lipofilni povahy
z vybranych druht zeleniny (rajée, mrkev, paprika, Spenat), kvasinky Rhodotorula glutinis a
mikrofasy Chlorella vulgaris. Nejprve byl optimalizovan extrakéni postup porovnavanim
ucinnosti extrakce pomoci fady riznych rozpoustédel. Jako nejefektivnéjsi postup byla
vybrana extrakce dle Folche vyuzivajici smési chloroform:ethanol 2:1. Nasledné byly
provedeny extrakce a analyzovano slozeni téchto extraktdt pomoci HPLC. Nejvice
karotenoidii obsahovala mrkev, coz korespondovalo s informacemi z literatury. Dale
obsahovala vysoké mnozstvi karotenoidii paprika a rajée. Kromé obsahu celkovych
karotenoidi byl sledovan individualné obsah B-karotenu, o-tokoferol acetatu a koenzymu
Q10.

Ptipravené extrakty byly enkapsulovany do liposomovych ¢astic ptipravenych metodou
sonikace. U castic byla charakterizovana pramérna velikost, ktera se u vétSiny vzorka
pohybovala v rozmezi 150-300 nm. Polydisperzitni index nepiekrocil hodnotu 0,50, takze
vzorky byly relativné monodisperzni. Pii sledovani koloidni stability bylo zjiSténo, Ze roztoky
liposomil byly stabilni jak po pfipravé, tak 1 po jednom tydnu a jenom mésici uchovavani.
Zaroven 1 velikost liposomi zlstavala témef nezmeénénd po dobu jednoho mésice skladovani.
Enkapsula¢ni a¢innost dosahovala primérné 50 %. Vyjimku tvoftily ¢astice s ptidavkem PHB,
u kterych dosahovala enkapsula¢ni ti€innost i vice nez 70 %.

Déle byla sledovana antioxidacni aktivita prazdnych liposomd, liposomt s aktivni slozkou
a supernatantli. NejvySs$i antioxidacni aktivita byla prokazana u roztoki liposomt. Pii
porovnavani jednotlivych typ liposomi vykazoval nejvyssi antioxidacni aktivitu vzorek
s enkapsulovanymi extrakty z mrkve a Spenatu. U vybranych typa ¢astic byl dale stanoven
obsah fosfolipidi a cytotoxicky efekt na lidské keratinocyty. Liposomy s extraktem z
kvasinky ani z mikrofasy nevykazovaly cytotoxicky efekt na lidské keratinocyty pii zadné
Z testovanych koncentraci.

Poslednim krokem byla pfiprava emulzi oleje ve vod¢ s piidavkem aktivnich latek.
Nejprve byla testovana metoda pro stanoveni SPF, ktera se osvéd¢ila v rozmezi SPF 6-30.
Touto metodou byly sledovany protektivni G¢inky proti UVB zafeni u jednotlivych
komponent navrZzenych emulzi (oleji, extraktti a Castic) a i vyslednych emulzi. Jelikoz
parafinovy olej, ktery byl sloZzkou ptvodniho sloZeni emulze, vykazoval jen maly protektivni
ucinek, byla snaha tento olej nahradit vhodnéj$im typem. Proto byla nasledné testovéana celd
fada rostlinny olejl, ze kterych byl vybran olej konopny s SPF 2,9.

Z extraktti mély nejvyssi absorbanci v UV oblasti extrakty z rajcete, papriky a mikrofasy
Chlorella vulgaris. Z roztoki ¢astic byl nejucinngjsi v ochrané proti UVB zafeni vzorek se
smésnym extraktem z kvasinky Rhodotorula glutinis a mikrotasy Chlorella vulgaris
vykazujici SPF 7 a poté se Spenatem se SPF 5,8. Ptidavek PHB pii formulaci liposomi
umoznil nasledné dosahnout hodnoty SPF 20. U pfipravenych emulzi byl dale sledovan vliv
jednotlivych slozek na SPF, a to pfidavkd konopného oleje, extraktu a liposomi. Pfi pouziti
konopného oleje doslo k zvyseni SPF az na 5,2. Dale pridavek extraktu zvysil SPF na
hodnotu 2,1 a ptidavkem 5 ml liposomil na hodnotu 1,8. Nakonec byla pfipravena emulze
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s kombinaci vSech predeslych modifikaci. Takto bylo dosazeno ptipravy findlni emulze s SPF
9,7.

Jako posledni byla sledovéana stabilita navrzenych emulzi pomoci analytické centrifugace.
Nejstabilngjsi byl vzorek emulze s puvodnim zakladem a s pfidavkem 3,0 mg extraktu
Z papriky. Pti komplexnim posouzeni dat sedimentacni stability emulzi zohledfiujicich rovnéz
miru protekce vii¢i UVB zafeni i stabilitu ¢astic byla jako nejlepsi vyhodnocena emulze
s modifikaci olejové faze konopnym olejem, pfidavkem extraktu z Rhodotorula glutinis a
Chlorella vulgaris a ¢astic, kdy byl jako emulgator pouzit ercawax. V navazujici praci by
bylo vhodné dale testovat slozeni emulzi piredev§im s ohledem na emulgatory, aby bylo
mozné zvysit vyslednou stabilitu navrzenych emulzi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

UV zéfeni — ultra fialové zafeni

UVA — ultrafialové zateni v oblasti 320-400 nm

UVB - ultrafialové zafeni v oblasti 280-320 nm

DNA/RNA — deoxy/ribonukleova kyselina

ROS — ,,Reactive oxygen species® reaktivni ¢astice kysliku

SPF — ochranny faktor proti slunecnimu zareni

PHA — polyhydroxyalkanoaty

PHB — poly(3-hydroxybutyrat)

ABTS - 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova kyselina)
TEAC — ,,Trolox equivalent antioxidant capacity*

MTT - terazoliovou sil 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid,
methyl-thiazolyl-tetrazolium
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