VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

PRIPRAVA A VYUZITIi VYBRANYCH TYPU NANOCASTIC V
KOSMETICE

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE JULIE HOOVA
AUTHOR

BRNO 2015



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

PRIPRAVA A VYUZITIi VYBRANYCH TYPU
NANOCASTIC V KOSMETICE

PREPARATION AND USE OF SELECTED NANOPARTICLES IN COSMETICS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE JULIE HOOVA

AUTHOR

VEDOUC| PRACE prof. RNDr. IVANA MAROVA, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2015



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani bakalarskeé prace

Cislo bakalarské prace: FCH-BAKO0869/2014 Akademicky rok: 2014/2015
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Julie Hoova

Studijni program: Chemie a technologie potravin (B2901)

Studijni obor: Potravinarska chemie (2901R021)

Vedouci prace prof. RNDr. lvana Méarova, CSc.

Konzultanti: Ing. Jitka Bokrova

Nazev bakalarské prace:

Priprava a vyuziti vybranych typl nano¢astic v kosmetice

Zadani bakalarske prace:

1. ReSer8e zaméfena na prehled materiald a technik pouZivanych pro pfipravu nanocastic pro kosmetické
Ucely

2. Zavedeni a optimalizace metod enkapsulace, stanoveni velikosti astic a stability v rizném prostfedi

3. Experimentalni studie - srovnani ucinnosti enkapsulace vybranych pfirodnich latek a stability ¢astic v
nékolika typech kosmetickych pfipravkd

4. Vyhodnoceni vysledk( a diskuse

Termin odevzdani bakalarskeé prace: 22.5.2015

Bakalafska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poétu exemplafll na sekretariat Gstavu a v
elektronické formé vedoucimu bakalafské prace. Toto zadani je pfilohou bakalafské prace.

Julie Hoova prof. RNDr. Ivana Marova, CSc. prof. RNDr. Ivana Marova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Gstavu
V Brné, dne 30.1.2015 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Tato bakalarskd prace je zaméfena na piipravu a vyuziti vybranych typti nanocastic
v kosmetice. Teoreticka Cast se zabyva obecnou charakterizaci a vyuzitim kofeinu, polyfenola
a vitaminu C v kosmetice. Také byly charakterizovany liposomy a moznosti enkapsulace
aktivnich latek ziskanych z pfirodnich zdrojii. V experimentalni Casti byly tfemi riznymi
technikami p¥ipraveny liposomy s enkapsulovanymi aktivnimi latkami. Uginnost enkapsulace
kofeinu  byla stanovena pomoci HPLC/PDA, celkovych polyfenoli  pomoci
spektrofotometrické metody a vitaminu C pomoci titraéni metody. U pfipravenych ¢éstic byla
sledovana jejich velikost a stabilita metodou dynamického rozptylu svétla. Také byla
sledovana jejich dlouhodoba stabilita v modelovych podminkach stanovenim zmény
koncentrace nebo mnozstvi danych aktivnich latek. V praci bylo zjisténo, ze ko-
enkapsulované liposomy jsou nejvhodnéjsi aplikacni formou z testovanych moznosti, a tak
mohou byt vyuzity do pletové vody ¢i gelu. Ko-enkasulované liposomy vykazovaly pomérné
vysokou enkapsulac¢ni u¢innost, dobrou stabilitu a diky vlastnostem aktivnich latek vyhovuji
pozadavkim spotiebitele kosmetického primyslu.

ABSTRACT

The Bachelor thesis is focused on preparation and use of selected nanoparticles in cosmetics.
The theoretical part deals with general characterization and use of caffeine, phenolics
and vitamin C in cosmetics. Further, characterization of liposomes and possibilities
of encapsulation of active substances gained from natural sources were introduced.
In experimental part liposomes with encapsulated active substances were prepared by three
different techniques. Encapsulation efficiency was determined by HPLC/PDA, phenolics
spectrophotometrically and vitamin C by titration. Prepared particles were monitored for size
and stability by dynamic light scattering. Furthermore, long-term stability of liposomes
in model conditions was evaluated as the amount of the active substances released during
incubation. In this work was found out that from all tested samples co-encapsulated liposomes
are probably the best application form which can be used in face lotion or gel. Co-
encapsulated liposomes exhibited relatively high encapsulation efficiency, good stability
and thanks to quality of active substances they meet customer’s requirements of
cosmetic industry.

KLICOVA SLOVA: kofein, polyfenoly, vitamin C, enkapsulace, liposomy, pletova kosmetika

KEYWORDS: caffeine, phenolics, vitamin C, encapsulation, liposomes, skin care cosmetics
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1 UvVOD

V dnesni, velmi uspéchané dobé lidé nestradaji tolik jako pfed 100 lety. S kazdym novym
dnem piichazi novy objev nebo vynélez, ktery lidstvu usnadnuje Zivot, avSak na nékteré véci
jsme my lidé stale kratci. Nejvétsim nepiitelem ¢lovéka je ¢as. Cas nejde zastavit, natoZ vzit
zpét. Jiz v minulych dobach se proto alchymisté snazili vynalézt tzv. ,elixir mladi, ktery by
zastavil projevy starnuti, navratil uzivateli tohoto zazra¢ného Iéku husté a lesklé vlasy nebo
vyhladil plet. Avsak nalezeni nebo vytvoreni elixiru mladi se nikomu doted’ nepodafilo.
Do komer¢né prodavanych vyrobkll se proto zacaly ptidavat latky, at’ uz pfirodni nebo
syntetické, které slibuji uzivateli oddalit vnéjsi ptiznaky stafi. V komercnich upoutavkach se
Casto setkavame s piipravky obsahujici kofein, které lakaji na plet’ bez vrasek nebo dlouhé,
husté vlasy. Mnozstvi kofeinu je v téchto ptipravcich vSak tak malé, Ze by nemélo dochazet
k negativnim U¢inkiim nebo dokonce k predavkovani jako u pfimého pozivani potravin
obsahujici kofein. Ptipravky déle také mohou obsahovat vyznamné slozky jako vitamin C
pro rozjasnéni a vyzivu pleti nebo polyfenoly, které chrani pokozku pied Skodlivymi vlivy.
Bakalafskd prace se zabyvd moZnosti enkapsulace kofeinu, polyfenoli a vitaminu C
do membranového obalu apouzitim takto piipravenych castic s aktivnimi slozkami
do kosmetickych ptipravkl jako je pletova voda nebo gel. Tato metoda byla pfipravena
pro ptenos aktivni latky na misto plisobeni bez jakéhokoliv znehodnoceni této latky.

V préci byly pfipraveny liposomy ze s6jového lecithinu a cholesterolu. Byla zkouména také
jejich enkapsulac¢ni ucinnost a stabilita.

Nakonec byl navrZzen kosmeticky ptipravek s ¢asticemi, které byly pfipravené nejvhodné;si
metodou enkapsulace a které obsahuji aktivni slozky. NavrZzeny kosmeticky piipravek by tak
mél splitovat pozadavky spotiebitele.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kofein

2.1.1 Charakterizace kofeinu

Kofein, jehoz systematicky nazev je 3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1H-purin-2,6-dion, se fadi
mezi purinové alkaloidy. Tato skupina, purinové alkaloidy, patfi mezi methylderivaty
xanthinu. Sumarni vzorec kofeinu je CsH;(N4O, a jeho molekulovd hmotnost cini
194,91 Da [1]. Kofein je bila, pevna, krystalicka latka bez zapachu, kterou nelze zapalit. Bod
tani kofeinu je v rozmezi 235-239 °C [2]. Jako jedna z mala latek se vyskytuje pfirozené, a to
az v 60 riiznych rostlindch [3]. Kofein se vyskytuje v semenech, listech a plodech mnoha
rostlin, jako je kavovnik, kakaovnik nebo také ¢ajovnik a guarana [4]. Rovnéz je pfidavan
do potravin pro spotiebitele, jelikoz je levny a snadno dostupny [5]. Napftiklad je ptidavan
do mnoha energetickych napoji, analgetik nebo sirupti proti kasli [6].

(@) /CH3
>—N
H,C— N
()
o 7
H,C

Obrazek 1 Strukturni vzorec kofeinu [1]

2.1.2 Vyskyt kofeinu v prirodé

2.1.2.1 Kadvovnik

Kavovnik je velmi rozsifena rostlina, ktera roste v celém tropickém a subtropickém pasmu.
Radi se mezi ovocné dieviny, ktera se rtizné kultivuje, roubuje a Fizkuje pro lepsi odolnost
a vetsi zisk plodd. Kavovnik patii do rodu Coffea, ktery se tfadi do celedi motenovitych,
jez zahrnuje okolo 500 rodd a 6 000 druh.

Zrna kavovniku jsou pred exportem do celého svéta jeSté zpracovany a zbaveny slupek.
Obsah kofeinu zavisi na botanickém druhu rostliny, jejim pivodu a prostiedi péstovani,
napiiklad C. arabica obsahuje az 1,7 % kofeinu, C. robusta az 3,2 %. DalSimi alkaloidy
obsaZenymi v kavé jsou theobromin a theofylin, které se vSak vyskytuji v mnozstvi mens$im
jak 0,005 % [7].

Kéva je charakterizovana jako povzbuzujici a nealkoholicky napoj s potencidlnim dopadem
na lidské zdravi. Patii mezi nejvice konzumované népoje na svété [8].

2.1.2.2 Cajovnik

Rostlina, zniz se vyrabi ¢aj, se botanicky nazyvd Camelia sinesis, tedy cajovnik Cinsky.
Cajovnik patii do rodu Camelia, ktery se fadi do eledi Theacae.

Cajovnik Ize péstovat v Sirokém subtropickém az tropickém pasmu okolo rovniku.

Hlavni u¢innou slozkou je kofein ptedstavujici 2,5-5,5 % suSiny z ¢ajovych listkli, z dalSich
alkaloidl obsahuje theobromin, 0,07-0,17 % suSiny, a theofylin, 0,002—0,013 % suSiny [9].
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Dale se v ¢ajich vyskytuji polyfenoly, zejména flavony a katechiny, které odpovidaji za chut’
a barvu napoje. Caj ma antioxidaéni i mirné dezinfekéni G&inky. Zeleny &aj také obsahuje
fluor, ktery rostlina absorbuje z piidy a okolniho vzduchu. Pii vétsi konzumaci maze dojit
k intoxikaci. Na druhou stranu pfiznivé ovlivituje stav zubni skloviny a zpomaluje rist
bakterii zodpovédnych za tvorbu zubniho kazu.

Caj také patii celosvétové k nejvice konzumovanému napoji. Nejéast&ji se setkavame se tiemi
typy €aju, a to s cernym, zelenym a bilym [10].

2.1.2.3 Guarana

Guarana, neboli Paulinie cupana, se tadi do ¢eledi mydelnikovitych. Pivodné se vyskytovala
v oblasti Amazonie, dnes je péstovana prevazné v Brazilii, Venezuele a Uruguayi.

Semena, tzv. guaranové ofiSky, jsou velice hotkd a po rozemleti se pouZivaji do kapsli
a tinktur. Obsahuji 4-8 % kofeinu.

Guarana se pouziva podobné jako kava pro své povzbuzujici ucinky, udrZeni pozornosti
a bd¢losti. Povrchové rozsifuje cévni a mizni systém, a proto je pouzivdna v pfipravcich
redukujicich celulitidu [11].

2.1.3 Vyskyt v potravinach

Kofein nalezneme v €aji, kave, alkoholickych i1 nealkoholickych napojich a také v cokoladé.
Celkovy obsah kofeinu v nealkoholickych napojich se pohybuje v rozmezi 50-250mg v 11
napoje. V energetickych napojich je obsah kofeinu jesté vyssi. Primérny obsah kofeinu
v jednom Salku kavy je asi 80 mg, v instantni kadvé 29-91 mg, v prekapavané kaveé 37—
132 mg, vSe vztazeno na 100 ml kévy. Mnozstvi kofeinu je samoziejm¢e zavislé na teploté
vody a dobé extrakce. Cajové listy obsahuji asi 2 % kofeinu v susing. Bé&zny 3alek Gaje tak
pfedstavuje jednu polovinu az jednu tfetinu kofeinu ve srovndni se Salkem kavy
stejné velikosti [12].

2.1.4 Vyskyt v kosmetickém primyslu

Kofein se ¢im dal vice pouZiva v kosmetickém primyslu diky své biologické aktivité
a schopnosti proniknout ptes kozni bariéru. Komeréné dostupné piipravky obvykle obsahuji
az 3 % kofeinu. Mezi nejvice pouzivané kosmetické produkty s obsahem kofeinu patii denni
nebo no¢ni krémy, zeStihlujici krémy a také vlasové Sampony. Krémy proti celulitidé
nebo starnuti kiize na trhu nabizeji uzivateli samolécbu s viditelnymi vysledky po nékolika
tydnech. Koncentrace proniknuti kofeinu do lidského téla ale zélezi na dobé absorpce, tedy
ptfimého pusobeni kosmetického produktu na lidské kiizi [13].

2.1.4.1 Utinky kofeinu v kosmetice

Kosmetické tucely této latky jsou pfevazné ve vyuZivadni jeji UcCinné formy
v produktech zabranujici vznik celulitidy, tzv. pomerancové klzZe, protoze zamezuje
hromadéni tukt v buiikach. Celulitida je nepatologicky stav pokozky, ktery odrazi strukturalni
zmény ve vrstvé dermis a hypodermis. Zapojuje se do malého obéhového a lymfatického
systému, a také se nachdzi v ptebytecném podkoznim tuku. Ptiblizné 85 % Zen starSich 20 let
trpi ur€itym stupném celulitidy. Nejvyssi hodnota absorpce kofeinu pres lidskou pokozku se
pohybuje kolem 2,24 +1,43pg-cm™ -h™".



Kofein ma také silné antioxidacni ucinky, které poméhaji chranit buiiky proti UV zéfeni
a které navic zpomaluji starnuti pokozky. Také podporuje rust vlasii a inhibuje aktivitu
enzymu 5-a-reduktasa, ktery zodpovidd za vypadavani vlasi. Tento enzym preménuje
testosteron na jeho aktivnéj$i formu dihydrotestosteron. Na tuto pfeménu jsou nejvice
nachylné vlasové folikuly [13].

2.2 Vitaminy

Vitaminy jsou organické slouceniny, které reguluji a podporuji biochemické reakce v lidském
téle, které obecné neni schopné je syntetizovat. Vitaminy jsou proto do téla dodavany
z potravy ve stopovém mnozstvi. Samy o sob¢ nevytvareji energii, ale pomahaji prevadeét
lipidy a sacharidy na potiebnou energii.

Vitaminy se obecné dé€li podle jejich rozpustnosti na vitaminy rozpustné v tucich, do této
skupiny patii vitaminy A, D, E a K, a vitaminy rozpustné ve vod¢, do této skupiny patii
vSechny ostatni vitaminy.

Vhodné mnozstvi pfijmu vitaminu je také dilezitym ukazatelem jejich spravné funkénosti.
Védecky vyzkum potvrdil, ze nadbyteny piijem nekterych vitamini miize vyvolavat stejné
symptomy jako pfi jejich nedostatku. Vitaminy rozpustné v tucich se 1épe udrzuji v téle,
proto mize dojit i k ptekroceni toxické hladiny.

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni vitaminu v potravindch je dulezitou strankou
potravinového pramyslu. Casto se vyuzivaji spektrofotometrické, titraéni a chromatografické
metody [14].

2.2.1 Vitamin C

Vitamin C neboli kyselina L-askorbova patii mezi vitaminy rozpustné¢ ve vod¢. Je velmi
labilni a oxiduje se na kyselinu L-dehydroaskorbovou. Radi se mezi antioxidanty, které
pomahaji chranit buniky ptfed poSkozenim zplisobenym volnymi radikaly. Upeviiuje imunitni
systém a odolnost viici infekcim. Je dileZitym kofaktorem hydroxylaénich reakci, ucastni se
mimo jiné biosyntézy kolagenu a adrenalinu.

Nejvétsi mnozstvi vitaminu C nalezneme v Cerstvém ovoci a zeleniné, a to zejména ve sladké
paprice, ¢erstvém pomeranci, jahodach, erném rybizu nebo brokolici.

Nedostatek tohoto vitaminu se projevuje kurdéjemi, mékkymi a krvacejicimi dasnémi,
nateklymi a bolavymi klouby, popraskanim a krvacenim pokozky nebo modfinami, coz
souvisi s poruchami syntézy kolagenu.

OH OH
OH OH
0 5 _ 0 5
Oxidace =
HO OH O [0/
L-askorobova kyselina L-dehydroaskorbova
kyselina

Obrazek 2 Strukturni vzorec kyseliny L-askorbové a jeji oxidované formy[15]
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V soucasnosti se k jeho stanoveni vyuzivaji spektrofotometrické a titraéni metody za pomoci
2,6-dichlorfenolindolfenolu nebo 2,4-dinitrofenylhydrazinu. Déle se pouziva také kapalinova
chromatografie s UV detekei, fluorescencni detekei, diodovym polem nebo plynova
chromatografie s plamenovym ionizacnim detektorem, papirova chromatografie
a chromatografie na tenké vrstvé.

Pro detekci vitaminu C existuje mnoho analytickych postupii, ale mnohé jsou neuspokojivé
a malo specifické [14].

2.2.2 Vitamin C v kosmetice

Kyselina L-askorbova se v kosmetickém prumyslu vyuzivéa jako bélici ¢inidlo. Kyselina je
vSak velmi nestabilni, a proto se Castéji pouzivaji jeji derivaty, napt. askorbyl-2-fosfat
hotecnaty nebo askorbyl-6-palmitat.

Diky svym antioxidaénim u¢inkiim chrani vitamin C tkané¢ a builky pfed oxida¢nim
poskozenim [16]. Vitamin C a jeho derivaty také ovlivituji syntézu kolagenu, poméahaji
udrzovat pruznost pokozky a napomahaji rozjasnit a opravit poskozenou ktzi [17].

2.3 Polyfenoly

Jedna se o fenolické slouceniny v potravinach a nutraceutikach z rostlinnych zdroji. Rostliny
a potraviny obsahuji Sirokou $kdlu rGznych fenolickych derivati, véetné samotného fenolu,
derivat benzoové kyseliny, stilbenu nebo flavonoidu [14].

Polyfenoly jsou vyznamnymi antioxidanty, které pomahaji odvadét z télesné tkané volné
oxida¢ni radikaly, ¢imZ se sniZuje poSkozeni bun€k i vznik rakoviny [10].

Analyza fenolickych latek se 1i8i podle toho, zdali chceme detekovat celkové mnoZstvi fenolil
nebo kvantifikovat urcitou skupinu nebo tfidu sloucenin. Pro jejich stanoveni se vyuziva
spektrofotometrickych metod.

Pro kvantifikaci fenolickych sloucenin v rostlinnych materidlech byl vynalezen nespocet
spektrofotometrickych metod. Ty se od sebe 1i8i v principech a jsou pouzivany ke stanoveni
strukturnich skupin nachazejicich se ve fenolické slouceniné. Jednoduché fenoly vykazuji
absorp¢ni maxima pfi vinovych délkach od 220 do 280 nm [14].

2.3.1 Polyfenoly v kosmetice

Polyfenoly se v dnesni dobé dodavaji do kiize s cilem ji ochrénit pied oxidacnim stresem,
pfedcasnym starnutim nebo pfed koznimi nemocemi. Polyfenolické extrakty mohou inhibovat
koZni enzymy, které katalyzuji hydrolyzu kolagenu, vldkna elastinu a kyseliny hyaluronové
ve vrstvé pokozky [18]. Také chrani pokozku tim, Ze diky polyfenolim se 1épe
absorbuje a udrzuje vlhkost, pokozka je tedy dostate¢né¢ hydratovana. Navic ji chrani
1 pted slunecnim zéafenim [19].

2.4 Lidska kuze
Lidska kiize je nejvetsim organem lidského téla. Tloustka kize se lisi podle jednotlivych €asti
téla a pohybuje se od 0,4 mm na ocnich vickach az po 4 mm na zadech. Kaze plni celou
fadu funkci, ma naptiklad funkci ochrannou, termoregulacni, smyslovou, vylucovaci,
vstiebavaci atd. [20].



Kuze se sklada ze tfi zakladnich ¢asti. Pokozka, epidermis, je zevni vrstva tvofena nékolika
vrstvami koznich bunék a neobsahuje cévy. Priblizné kazdé 3 tydny dochazi ke kompletni
obméné pokozky. Skara, dermis, je stfedni vrstva kiiZe, ktera obsahuje vazivo s bohatou siti
cév a nervovych zakonceni. Také obsahuje cévy dilezité pro regulaci tepla a imunitni buiky.
Tato vrstva rozhoduje o pruznosti, mechanické odolnosti a pevnosti ktize. Podkozi, subcutis,
je nejhlubsi vrstvou kuze, kterd je tvofena fidkym vazivem a tukem. Tvofi izolacni vrstvu
chranici kizi proti teplotnim vliviim a mechanickému poskozeni.

Kize obsahuje 1 kozni derivaty jako jsou nehty, vlasy, chlupy, mazové a potni zlazy, mlécné
zlazy a pachové zlazy [21].

pokodka

Skara

podkoa

Obrdzek 3 Stavba kize[20]

2.4.1 Typy pleti

Existuji 4 zakladni typy pleti. Typ pleti je dan geneticky, avSak aktudlni stav je odrazem
pusobeni riznych vnitinich a vnéjsich faktord, kterym je plet’ vystavena.

Mezi nejcastéjsi problémy pleti patii akné, které se projevuje predevSim v puberté a které
s rostoucim v€kem odezni. Hormonalni poruchy, Spatna funkce jater ¢i traviciho systému
anevhodna strava vSak podporuji vyskyt akné 1 v dospclosti. Dale se setkdvame
s popraskanymi cévkami a vlivem starnuti také s vraskami [22].

2.4.1.1 Normalni plet’
Je optimaln¢ vyvazena, neni ptili§ mastné ani pfili§ sucha [21].

2.4.1.2 Sucha plet

Tato plet’ produkuje méné kozni mazu nez normalni plet’ a diky tomu postrada lipidy pottebné
k zadrzovani vlhkosti a spravnému fungovani ochranné bariéry proti vn&jSim vliviim [21].
2.4.1.3 Mastna plet

Tato plet se vyznacuje zvySenou tvorbou kozniho mazu. Plet’ je leskld a obsahuje
viditelné pory [21].

2.4.1.4 SmiSenda plet’

Tento typ pleti je tvofen kombinaci vice typt [21].
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2.5 Enkapsulace

2.5.1 Princip

Enkapsulace je definovana jako proces zachyceni jedné latky druhou, ktera pravé tuto aktivni
latku ohranicuje. Latka, ktera je enkapsulovana se nazyva aktivni, jadro nebo téz vnitini faze.
Naopak latka, ktera enkapsuluje aktivni latku se ¢asto nazyva nosny material, kapsule, povlak
nebo vnéjsi faze atd.

Proces enkapsulace je pouzivan z mnoha riznych divodi a ma nespocet uplatnéni v riiznych
odvétvich, naptiklad ve farmaceutickém, chemickém, textilnim nebo také v environmentalnim
primyslu. V technologickém odvétvi se nejvice vyuziva k uvolnovani obsahu biologicky
aktivnich latek regulovanou rychlosti po delsi casovy usek za specifickych podminek.
Enkapsulace mize byt také pouzita k imobilizaci bunék nebo enzymi pii vyrobé
potravinovych materiali nebo produkti fermentace. Dal§im divodem je zabranéni
nezadoucich reakci s dalSimi slozkami v roztoku, a to pfedev$im s kyslikem a vodou.
Enkapsulovanym materidlem mtize byt latka pevného, kapalného i plynného skupenstvi.
Velikost pfipravenych ¢astic se pohybuje od n¢kolika nm do mm [23].

2.5.2 Materialy

Existuje celd tada latek, kterda mize byt vyuZita k zachyceni a zabaleni pevnych, kapalnych
nebo plynnych ¢astic. AvSak vyuziti téchto latek se 1isi podle toho, v jakém technologickém
odvétvi se pouziva. Jen mala cast téchto ¢astic spliuje pozadavky k aplikaci v potravinach.
Piedpisy dané pro potravinovy prumysl jsou mnohem pfisnéj$i nez pro kosmeticky
a pro farmaceuticky pramysl [24].

2.5.3 Kritéria

Pro vybér spravného materidlu pro enkapsulaci neni mozné splnit vSechny kritéria jeho
pouziti. Je proto duilezité zaméfit se predevsim na misto pisobeni, tedy prostredi, ve kterém
ma byt materidl pouzit, na jeho aktivitu a ucel. Také musi byt zohlednény vnéjSich vlivy
pusobici na prostfedi, ve kterém se vyskytuje zabalend cCastice, a to zména pH, teploty
nebo osmotického tlaku [24].

2.5.4 Druhy enkapsulace

K zabaleni ¢éstic existuje nespoCet metod. Vzhledem k tomu, ze se enkapsulované Castice
Casto nachazeji prevazn¢ v kapalném prosttedi, je mnoho téchto metod zalozenych na suSeni.
Mezi metody patii naptiklad sprejové suSeni, sprejové chlazeni, sprejové mrazeni, fluidni
vrstva, exkruze, liposomové zachyceni aj. [25].

2.5.4.1 Sprejové suseni

Sprejové suSeni je jednou z nejstarSich a nejvice pouZzivanych enkapsulacnich metod
v potravinovém prumyslu. Produkuje ¢astice velmi dobré kvality a jejich velikost je mensi jak
40 um. I pfes svou velkou vyuzitelnost v primyslovém odvétvi, ma tato metoda isvé
nevyhody. Nejvétsi nevyhodou je sloZitost zafizeni a nerovnomérné podminky v suSici
komote. Navic je Casto obtizné kontrolovat velikost Castic [26]. Tato metoda je vhodna
k ptipraveé bylinkovych extrakti [23].



2.5.4.2 Sprejové chlazeni a sprejové mraZeni

Tyto dvé metody zaloZzené na suSeni jsou na pohled velmi podobné. V obou ptipadech se
do susici komory vhani studeny vzduch, ¢imz nedochazi k odparu vody z roztoku. Rozdil
v ptipad¢€ sprejového mrazeni je v rozmezi 3445 °C, u sprejového chlazeni je teplota bodu
tani o néco vyssi [24];[27].

2.5.4.3 Hpydrogely

Hydrogely jsou nerozpustné ve vodé a mohou byt pfipraveny pomoci kovalentnich
anekovalentnich vazeb. K pfipravé se pouziva in situ polymerizace kationtovych
a aniontovych polymerti. Polymerizace je ale zdlouhavy proces [28].

Rozsah aplikace hydrogelti je omezen jejich mechanickym chovanim. VétSina hydrogelt
nevykazuje vysokou taznost. Vétsina hydrogelt je také velmi kiehkych [29].

2.5.4.4 Emulze

Tato metoda se uplatiiuje v ptipadech, kdy je aktivni latka rozpustna ve vod¢. Jsou znamy dva
se vyuziva k vytvotreni kapsli, které se vyznacuji dobrou stabilitou. Tato metoda miize byt
kombinovéna s jinymi metodami suseni [30].

2.5.4.5 Liposomy

Liposomy jsou castice o velikosti od 30 nm do nékolika pum. Mohou byt nazyvany
syntetickymi analogy pfirodnich membran. Mechanismus vytvoteni liposomovych ¢astic je
zaloZen na hydrofilné-hydrofobni interakci mezi fosfolipidy a molekulami vody [23].

2.6 Liposomy

2.6.1 Charakterizace liposomi
Liposomy jsou mikroskopické lipidové utvary, sférického tvaru, pfirozené se vyskytujici
v matefském mléku. Jsou to transportni systémy zabezpecujici priinik latek v nich obsazenych
do pokozky 1dale do hlubSich vrstev. Podobaji se kulovym méchyikiim velmi malych
rozmérit tvofenym lipidovou, dvojvrstvou. Slozenim se velmi piiblizuji podobé lipidové
dvojvrstvy bunécné membrany, jelikoz také obsahuji fosfolipidy a sterol, nejCastéji
cholesterol. Liposomy byly objeveny jiz v 60. letech 20. stoleti, ale az po néjaké dob¢ bylo
zkoumano jejich vyuziti v medicing [31];[32].
Déli se na ti1 zdkladni typy:

e Monolamelarni (SUV) malé o priméru 25-50 nm

e Monolamelarni (LUV) velké o priméru 200—1 000 nm

e Multilamelarni (MLV) o priméru 50—10 000 nm
Velikost a stabilita liposomt ur€uje, jak hluboko 1ze dopravit transportni latky. Malé a stabilni
liposomy mohou dopravit obsazené latky aZz do krevniho ob&hu, zc&ehoz vyplyva,
ze s rostouci velikosti liposomti a malé stabilit¢, vedouci k jejich rychlému rozpadu, klesa
hloubka jejich priniku do pokozky [31].
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Liposom

Micela

Obrazek 4 Srovnani stavby liposomu, micely a lipidové dvojvrstvy[33]

2.6.2 Priprava

Zakladni slozkou pro pfipravu liposomu je kyselina fosfatidova, respektive jeji estery
s alkoholem. Pro pfipravu se nejvice pouziva napiiklad fosfatidylcholin (lecithin),
pro stabilizaci membran se k nému piidava cholesterol. Diky své omezené rozpustnosti
ve vodé se fosfolipidy reorganizuji do dvojvrstev. Dvé vrstvy fosfolipidii obsahujici
hydrofobni fetézce se orientuji témito fetézci k sobé a hydrofilni fosfatovou hlavickou
k okolnimu vodnému polarnimu prostiedi [32].

Liposomy se daji pfipravit mnoha zplsoby. I pfes riizné sloZeni lipidovych ¢astic, mohou byt
liposomy pfipraveny stejnou metodou. Mezi zékladni metody patii protfepani, nejcastéji
ultrazvukem, dale odpafovani na tenké vrstvé a metoda reverznich fazi. K ziskdni ¢astic
odané velikosti, napfiklad nanocéstic, je dulezitd filtrace pfes membranu o urcité
velikosti port.

2.6.3 Stabilita

Stabilita liposomli miiZze byt posuzovana jak z fyzikéalniho, tak i z chemického a biologického
hlediska. Chemické rozloZeni liposoma miize byt zpisobeno hydrolyzou nebo oxidaci lipidi.
Diky castému vyskytu nenasycenych vazeb v hydrofilnim fetézci, dochazi v této Casti
nejcastéji k oxidaci. Z fyzikdlniho hlediska zkouméame stalost obsahu tuku v mikromolekule
a velikost dané Castice. Z biologického hlediska naopak zkoumdme prostiedi, ve kterém se
vytvofené liposomové Céstice nachazeji. Obecné jsou liposomy stabilnéjs$i pii nizsi teploté,
po dikladné sterilaci a teploté 4 °C jsou stabilni dlouhodobé [34].

2.6.4 Zakladni slozKy liposomi

2.6.4.1 Lecithin

Lecithin je dalezitou slozkou pro pfipravu liposomul. Ziskava se rafinaci rostlinnych oleji
jako vedlejsi produkt. Mze byt ziskavan napiiklad ze sojovych bobii, slunecnicovych jader
a fepkovych semen [34]; [35].



Lecithin izolovany z pfirodnich materiali se sklada z fosfolipidl, glykolipidd, sacharidd,
triglyceridi a v malém mnoZzstvi obsahuje také vodu, steroly a volné mastné kyseliny.
Z chemického hlediska ma ¢isty lecithin strukturu fosfatidylcholinu. Siroce se vyuZivéa jako
pfirodni emulgator patfici mezi povrchové aktivni latky v potravinach, v kosmetice,
v I€karstvi a také v biotechnologickém pramyslu. Vlastnosti lecithinu jsou zpiisobeny
pfedev§im povrchovou aktivitou fosfolipidi. Fosfolipidy obsahuji navazany glycerol,
na kterém jsou pomoci esterové vazby navazany dvé mastné kyseliny a fosfatova skupina.
Na fosfatovou skupinu se také muze navazat alkoholova slozka, krom¢ cholinu se miize
jednat o ethanolamin nebo inositol [34]; [35].

, } Nepolirni 57/\

"
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Obrazek 5 Struktura lecithinu [36]

2.6.4.2 Cholesterol

Cholesterol je organicka sloucenina tukové povahy, kterd je pfirozenou soucasti bunck
lidského téla. Radi se mezi steroly [37]. Do organismu je piijimam z Zivo&isnych zdroju,
ale je syntetizovan 1 v lidském téle. V téle je prenaSen krvi pomoci lipoproteint.
RozliSujeme dva hlavni typy transportnich forem cholesterolu, a to LDL cholesterol

a HDL cholesterol [38].
H,C._ CH,
3 C/\/\< .

CH, CH

3

HO
Obrdazek 6 Struktura cholesterolu [37]

LDL cholesterol je povazovan za zdravi Skodlivy, protoze jeho vysokéd koncentrace zvySuje
riziko vzniku srde¢né cévnich onemocnéni. V této forme je cholesterol transportovan cévnim
reciStém do okrajovych tkani, kde se uklada do stény cév. HDL cholesterol je pfiznivy a je tak
transportovan piebytecny cholesterol z krevniho fecisté do jater. Doporucend denni davka by
neme¢la prekrocit 300 mg. Cholesterol nalezneme piedev§im ve vaje¢ném Zloutku, mozku,
svaloving, syru, mléku 1 v palmovém oleji [38]. Je také vyznamnou slozkou pro enkapsulaci
diky své schopnosti zaclenit se do fosfolipidové dvojvrstvy ve vodném prostiedi, a tak
stabilizovat liposomy [30].
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2.6.5 Druhy priprav liposomu

2.6.5.1 Ultrazvukova enkapsulace

Liposomy mohou byt pfipraveny pomoci ultrazvuku. Zakladnim materidlem je smés
fosfolipidu a cholesterolu v roztoku enkapsulované slozky. Takto pfipravena smés je opatrné
dispergovana pomoci ultrazvukovych vin [39].

2.6.5.2 Odparovani na tenké vrstvé

Smés fosfolipidu a cholesterolu je rozpusténd v organickém rozpoustédle, miize se jednat
o chloroform nebo smés chloroform:methanol v poméru 2:1. Poté dochazi k odpaieni
organickych ¢inidel na vakuové rotacni odparce. Suchy lipidovy film pfichyceny na sténach
baiiky s kulatym dnem je hydratovan pfidanim vodného roztoku enkapsulované slozky a smés
je nakonec promichana [40]; [41].

2.6.5.3 Metoda reverznich fazi

Liposomy jsou pfipraveny obdobnym zpusobem jako pfi odpafovani na tenké vrstve.
Lipidovy film je pfipraven odpafenim organického rozpoustédla za snizeného tlaku a poté
jsou lipidy znovu rozpustény v druhém organickém rozpoustédle, obvykle se vyuziva
ethylether nebo isopropylether. Do smési je poté pfidan vodny roztok enkapsulované slozky
a organické rozpoustédlo je opét odpareno na vakuové odparce [42].

2.7 Metody vyuzivané k analyze ¢astic a enkapsulovanych latek

2.7.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pii analyze castic s enkapsulovanou latkou lze wvyuZzit vysokoucinné kapalinové
chromatografie k detekci mnozstvi enkapsulované nebo uvolnéné aktivni slozky.
Chromatografie patii mezi separacni metody zaloZené na existenci fazového rozhrani dvou
fazi, z nichZ jedna je mobilni a druhd stacionarni. Mobilni faze je pohybliva, unasi tak vzorek
a obtéka nepohyblivou stacionarni fazi. SloZky vzorku mohou snadno adsorbovat na povrchu
staciondrni faze, ¢cimZ dojde k zadrZeni jedné €asti slozky vice nez druhé. K vyjadieni déleni
vzorku mezi staciondrni a mobilni fazi, tedy pomér mezi mnoZstvim latky ve stacionarni fazi
k mobilni, slouzi distribu¢ni konstanta. Cim vétsi hodnotu konstanta ma, tim déle je vzorek
zadrzovan ve staciondrni fazi. Retencni ¢as je charakteristicky pro kazdou latku a udava dobu,
kterd uplyne od néstfiku vzorku do dosaZeni maxima elu¢ni kiivky. Reten¢ni objem udéava
objem mobilni faze, kterd za tento Cas protekla. Mezi rozd€lovaci faktory pro kapalinovou
chromatografii patii vybér mobilni faze a také vybér kolony [43].

Ptistroj pro HPLC se sklada z téchto zékladnich ¢asti: zdsobniku mobilni faze, sméSovace,
Cerpadla, davkovace vzorku, kolony 1 popiipadé¢ predkolony, detektoru, odpadu
a vyhodnocovaci jednotky. Zasobnik slouci pro dostate¢né mnozstvi mobilni faze. SmeSovac
slouzi ke smichani mobilni faze ve zvoleném poméru, pokud se jedna o gradientovou eluci.
Existuji tf1 typy Cerpadel, a to pneumatickeé, pistové a reciprocni cerpadlo. V praxi se pouziva
soubor dvou a vice Cerpadel kvili predchazeni pulzovéni, které naruSuje dlouhodoby
konstantni pratok mobilni faze [44]. Detektori existuje celd fada, mezi nejznaméjsi patii
fotometricky, refraktometricky, fluorescencni, elektrochemicky detektor ¢i hmotnostni [43].
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Obrazek 7 Schéma zarizeni HPLC [43]

2.7.2 UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie je dal$i metodou, ktera se vyuziva pfi stanoveni aktivnich latek
a k detekci jejich enkapsulovaného ¢i uvolnéného mnozstvi.

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového a viditelného
zateni, o vlnové délce 200 az 800 nm, zfedénymi roztoky molekul. Pti interakci molekuly se
zafenim dochazi ke zméndm energie molekuly v elektronovych orbitalech a ve vibra¢nich
a rotacnich hladinach [45].

Transmitance T je relativni ¢ast pro§lého zafeni a Casto se uvadi v procentech. Absorbance je
zaporny dekadicky logaritmus transmitance. Je-li absorpce nulova, je nulovéd i1 absorbance.
S rostouci absorpci zareni roste 1 absorbance.

V této metod€ se uplatiiuje Lambertiiv-Beerliv zdkon. Ten udéava, Ze absorbance je pfimo
umérna koncentraci absorbujici latky a tloust'’ce absorbujici vrstvy.

Kvalitativni analyza pomoci ultrafialového a viditelného spektra se doplikové vyuZzivaji
k identifikaci nezndmé organické latky. Kvantitativni analyza pomoci méteni absorbance se
hojné vyuziva k ur¢eni koncentrace sloucenin. Pracuje se obvykle metodou kalibra¢ni kiivky.
Soucasti spektrometru je zdroj zafeni, monochromator, misto pro kyvetu se vzorkem
a detektor zareni [43].

2.7.3 Roztokova volumetricka analyza

Rovnéz titrace je metodou, ktera se vyuziva pfi stanoveni aktivnich latek a lze ji vyuZit
1 k detekci enkapsulovaného ¢i uvolnéného mnozstvi.

Princip metody spocivd v méfeni objemu definovanych roztokl titracniho c¢inidla, které
reaguje s analyzovanou komponentou. Obsah hledané komponenty se zjiStuje z objemu
a koncentrace pouzitého Cinidla po uplném zreagovani titratniho Cinidla s analytem, tedy
po dosahnuti bodu ekvivalence.

Mezi zékladni typy titraci patii acidobazické, redoxni, sraZeci a komplexometrické titrace.
K dosazeni spravnosti volumetrické podminky musi byt splnén jednotny reakéni pribéh
chemické reakce, také jeji dostatecna rychlost a dokonalé vymezeni bodu ekvivalence [44].
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2.7.4 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla je rovnéz zndm jako fotonova korelacni spektroskopie nebo téz
kvazielasticky rozptyl svétla. Jde o metodu slouzici ke stanoveni velikosti ¢Céstic
v nesedimentujicich koloidnich disperzich. Jako budici zdroj svétla se vyuziva laser o dané
vlnové délce. Timto laserem je osvétlen vzorek. Castice, které se pohybuji na zakladé
Brownova pohybu, jsou zdrojem rozptyleného svétla. Ohyb je nepfimo Umeérny jejich
velikosti. Velké ¢astice ohnou paprsek pod malym thlem a intenzita paprsku ziistava stale
vysokd. U malych c¢astic je tomu pravé naopak. Ptistroj ur¢i diftizni koeficient ¢astic, jehoz
hodnota zavisi na tfech veli¢inach, a to na teploté kapaliny, na jeji viskozité a na velikosti
suspendovanych c¢astic. Pokud zname teplotu a viskozitu, Ize jednoduse urcit pomoci Stokes-
Einsteinovy rovnice velikost Castic. Ziskand hodnota se nazyva hydrodynamicky primér
odpovidajici priméru koule, kterd by méla za stejnych podminek stejny zméteny
diftzni koeficient [46].

2.7.5 Zeta potencial

Zeta potencidl je fyzikalni vlastnost kazdé Castice v suspenzi. Tato fyzikalni vlastnost je tedy
mirou velikosti elektrostatického naboje a je jednim z parametrti, ktery ovlivituje stabilitu
¢astic. Detailn€ popisuje pticiny disperze, agregace nebo flokulace [47].

Castice o zeta potencidlu mensim neZ 30 mV jsou velmi nestabilni a naopak &astice o zeta
potencidlu vétsim jak 60 mV jsou vysoce stabilni. Stabilita ¢astic, a tedy i zeta potencial, je
ovliviiovan také pH prostfedim, ve kterém se ¢astice nachazeji.

Zeta potencidl se stanovuje pomoci elektroforetické pohyblivosti pouzitim Henryho rovnice.
Kolem kazdé Castice v suspenzi se vytvoii elektricka dvojvrstva. Kapalina obtékajici ¢astice
se rozd¢luje na vnitini a vné&jsi difuzni oblast. V diftzni vrstvé se nachazi hranice oddé¢lujici
ionty pohybujici se s ¢astici a ionty neputujici s ¢astici. Zeta potencial se nachdzi prave
na této hranici [48].



3 CIL PRACE

Cilem prace bylo srovnat stabilitu, efektivitu a moznost vyuziti nanocastic pfipravenych

zriazného materidlu a s enkapsulovanou piirodni slozkou k aplikaci do kosmetickych

piipravkai.

1. Zpracovani reserSe zaméfenou na prehled material a technik pouzivanych pro ptipravu
nanocastic pro kosmetické ucely.

2. Zavedeni optimalizace metod enkapsulace, stanoveni velikosti ¢astic a stability v rizném
prostiedi

3. Experimentalni studie —srovnani ucinnosti enkapsulace vybranych piirodnich latek
a stability ¢astic v n€kolika typech kosmetickych ptipravkl

4. Vyhodnoceni vysledku a diskuse
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1 Chemikalie

Methanol: VWR Chemicals BDH PROLABO (UK)
Kyselina chlorovodikové 35%: Lach:Ner (CR)
Chloroform: VWR Chemicals BDH PROLABO (UK)
Diethylether: VWR Chemicals BDH PROLABO (UK)
Methanol pro HPLC: VWR Chemicals BDH PROLABO
Kofein: Sigma-Aldrich (SRN)

Lecithin ze sojovych bobtli: Serva (SRN)

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3-olu: Serva (SRN)
Uhli¢itan sodny bezvody: Lach:Ner (CR)
2,6-dichlorindofenol: Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina L-askorbova: Sigma-Aldrich (SRN)

Carbomer 980: Sino Lion (USA)
Karboxymethylceluldza, sodna sil: Sigma-Aldrich (SRN)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Penta (CR)

Kyselina gallova — Sigma-Aldrich (SRN)

4.1.2 Pristroje a pomiicky
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen: (SRN)
Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS: Malvern (UK)
Sestava HPLC Thermo Finnigan: Thermo Fischer (USA)
e Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR (Thermo, USA)
e Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR (Thermo, USA)
e Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
e Davkovaci analyticky ventil smyckovy C R54157
e Vyhodnocovaci systém Clarity
o Kolona Kinetex 5u C18, 4,6 x 150 mm
Analytické vahy: Boeco (SRN)
Ultrazvukovy homogenizator/dispergator-Bandelin SonoplusHS3200-SonorexTechnik (GER)
Membranovy extrudér — LiposoFast, Avestin (GER)
Vortex: Genius 3, IKA Vortex (SRN)
Opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/co LED (CR)
Software Dino-Capture 2.0 (CR)
Spektrofotometr Thermo Spectronic Helios 6 (UK)
Vakuové odparka Werke RV06-ML: IKA (SRN)
Magneticka micha¢ka: Lavat (CR)



4.2 Priprava extrakti s obsahem kofeinu
Roztoky byly pfipraveny podle navodu na obalu.

4.2.1 Sypany zeleny ¢aj — Formosa Gunpowder, zemé piivodu Tchaj-wan

Susené listky byly zality vodou o teploté¢ 70-80 °C v poméru 1,5 dl na 1 ¢ajovou lzicku
(2,820 0 g). Piipraveny caj byl ponechan k louhovani 2-3 minuty. Poté byl pfefiltrovan
pres dvojitou gazu.

4.2.2 Sypany &erny ¢aj — Gunpowder Black, zemé piivodu Cina
Susené listky byly zality vrouci vodou v poméru 1,5dl na 1¢ajovou lzicku (2,191 8 g).
Ptipraveny ¢aj byl ponechéan k louhovani 3—5 minut. Poté byl prefiltrovan ptes dvojitou gazu.

4.2.3 Sypany bily ¢aj — Pai Mu Tan, zemé& pavodu Cina

Susené listky byly zality vodou o teploté ptiblizné 90 °C v poméru 1,5dl na 1 ¢ajovou 1zicku
(1,979 1 g). Ptipraveny c¢aj byl ponechan k louhovani 5 minut. Poté byl pfefiltrovan
pres dvojitou gazu.

4.2.4 Guarana semeno mleté — Paullinia cupana, zemé ptivodu Brazilie
1 cajova lzicka (2,475 6 g) byla zamichdna do vrouci vody. Poté byl pfipraveny roztok
prefiltrovéan pies dvojitou gazu.

4.2.5 PraZena zrnkova plantazni kava (100% arabica) — Brazilia Santos, zemé pivodu
Brazilie

Zrnka kavy byly pomoci mlynku rozemlety. Na 1 porci byly pouzity 2 kavové 1zicky mleté

kavy (1,981 3 g). Kava byla zalita horkou vodou o teploté¢ 93-94 °C. Pfipraveny roztok byl

ponechan chvili k louhovani a poté byl prefiltrovan pies dvojitou gazu.

Obrazek 8 Priprava napojovych extrakti, zleva zeleny caj, cerny caj, bily ¢aj a guarana

4.3 Priprava bylinného extraktu levandule
Susené kvéty levandule (0,100 2 g) byly zality 10 ml horké vody a roztok byl ponechan
k louhovéni 15 minut. Poté byl roztok ptefiltrovan pies dvojitou gazu.

23



24

4.4 Priprava ovocnych extrakti

Stava z citronu, pomeranée a kiwi byla ziskana od§tavnénim piislusného ovoce. Diky duZing
byla $tdva velmi hustd, proto byla $t'dva prefiltrovana pies dvojitou gazu. Roztoky byly déle
odstiedény pii 7 500 otackach za minutu po dobu 5 minut. Takto pfipravené roztoky byly
ponechany pro dal$i méfeni.

4.5 Stanoveni kofeinu metodou HPLC s PDA detekci

K analyzovani extrakti a stanoveni vSech sloucenin z potravin je dulezité nalézt u¢innou
arychlou analytickou metodu. K tomuto stanoveni se obvykle vyuzivd vysokouc¢inna
kapalinovd chromatografie (HPLC) sreverzni fazi. Vzorky kofeinu byly aplikovany
na kolonu pomoci davkovaci smycky o objemu 20 pl. Déleni smési probihalo na koloné
Kinetex 5u C 18 s reverzni fazi pii 30 °C. Eluce byla pouzita izokratické pti pritoku mobilni
faze 0,6 ml-min”'. Mobilni fizi byla smés methanolu a vody v poméru 60:40. Vzorky byly
detekovany na PDA detektoru pii vinové délce 270 nm. Z chromatogramti o riznych
koncentracich kofeinu byly zjistény plochy piki a sestavena externi kalibracni kiivka
pro kvantitativni stanoveni koncentrace kofeinu.

4.6 Priprava liposomii

4.6.1 Ultrazvukova enkapsulace — Ultrazvuk 1

V 10 ml roztoku enkapsulované slozky bylo rozmichdno 180 mg s¢jového lecithinu a 20 mg
cholesterolu. Roztok byl ultrazvukovan po dobu jedné minuty pii intenzit¢ 70 %. Kadinka
sroztokem byla pfi ultrazvukovdni ponofena do studené vodni lazné, aby se
pfedchézelo pftilis vysokému zahtati roztoku, coZ by mohlo vést k rozpadu liposom1l.

4.6.2 Ultrazvukova enkapsulace s pridavkem chloroformu — Ultrazvuk 2

K 10 ml enkapsulované slozky byl pfidan 1 ml chloroformu se 100 mg s6jového lecithinu
a 10 mg cholesterolu. Smés byla 1 minutu ultrazvukovana za vzniku emulze. Kadinka
sroztokem byla pfi ultrazvukovani ponofena do studené vodni lazné, aby se
predchazelo pfili§ vysokému zahtati roztoku, coz by mohlo vést krozpadu liposomi.
Na zavér byl z emulze michanim na magnetické michacce pii 50 °C odpaten chloroform.

4.6.3 Odparovani na tenké vrstvé — TLE

80 mg sojového lecithinu a 10 mg cholesterolu bylo rozpusténo v 10 ml smési chloroformu
a methanolu v poméru 80:20. Roztok byl pielit do odpafovaci banky a na vakuové odparce
byl odpafen do sucha. K vytvofenému lipidovému filmu bylo pfiddno 10 ml enkapsulovano
vzorku asmés byla stfidavé michdna na vortexu a ultrazvuku do Uplného rozpusténi
lipidového filmu ze stén banky.

4.6.4 Metoda reverznich fazi — RP-TLE
50 mg sojového lecithinu a 12,5 mg cholesterolu bylo rozpusténo ve smeési chloroformu
a methanolu v poméru 80:20. Roztok byl pielit do odpafovaci banky a na vakuové odparce
odpafen do sucha. Vytvoteny lipidovy film byl rozpustén v 8 ml etheru. K tomuto roztoku
byly pfidany 2 ml enkapsulovaného vzorku.



Smés byla dale s prestavkami ultrazvukovana po dobu 1 minuty do vytvofeni emulze. Poté
byl ether odpatfen na vakuové odparce a vznikla vodna suspenze byla doplnéna destilovanou
vodou na kone¢ny objem 10 ml.

4.7 Stanoveni enkapsulac¢ni Gcinnosti

Vzorek kofeinu po enkapsulaci danymi metodami byl centrifugovan 5 minut pii 14 800
otaCkach za minutu, supernatant byl slit, zfedén v ur¢itém poméru a byla v ném stanovovana
pomoci HPLC koncentrace zbylého volného kofeinu, stejné¢ tak jako ve vzorku
pred enkapsulaci. Z téchto dvou hodnot byla poté vypocitdna enkapsulacni Uc¢innost
dané metody.

4.8 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci metody dynamického rozptylu svétla
Velikost ¢astic rtizné ptipravenych vzorkil liposoml byla stanovena na pfistroji Zetasizer
Nanoseries, ktery vyuziva dynamického rozptylu svétla. Tento piistroj méfi Casovou zavislost
kolisani intenzity rozptyleného svétla dané¢ Brownovym pohybem c¢astic. Analyza intenzity
rozptyleného svétla umoziuje urcit difuzni koeficient Castic a vypocitat distribuci velikosti
¢astic v daném vzorku.

Ptipravené Castice byly zfedény Mili-Q vodou a analyzovany.

4.9 Stanoveni stability Castic

4.9.1 Stanoveni zeta potencialu

M¢éfeni zeta potencialu bylo provedeno na piistroji Zetasizer Nanoseries. Méfeni je zaloZeno
na technice ,Laser Doppler Velocimetry”, tedy na tom, jak rychle se pohybuji Castice
v kapaliné za plsobeni elektrického pole. Zeta potencial je rozdil potenciald na pohybovém
rozhrani, ktery se ustavuje pifi relativnim pohybu tuhé faze s elektrickou dvojvrstvou
vuci roztoku. Znaménko je opacné nez znaménko iontl vngjsi vrstvy elektrické dvojvrstvy.
Cim vé&t§i naboj Gastice nese, tim je stabilngjsi.

4.10 Stanoveni polyfenoli UV-VIS spektrofotometrickou metodou

4.10.1 Priprava vzorki

Do zkumavky byl pipetovan 1 ml 10x zfedéného Folin-Ciocalteuova €inidla, 1 ml destilované
vody a 50 pl vzorku. Takto pfipraveny roztok byl ponechan v klidu 5 minut. Poté byl pfidan
1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného a takto pfipraveny vzorek byl ponechéan ke stani
15 minut. Po uplynulé dobé byl vzorek ziedén v poméru 1:1 a poté byla proméfovana
absorbance vzorku pii vinové délce 750 nm.

4.10.2 Kalibra¢ni kiivka

Do zkumavky byl pipetovan 1 ml 10x zfedéného Folin-Ciocaltova ¢inidla, 1 ml destilované
vody a 50 ul vzorku kyseliny galové o koncentraci 0,1 — 0,7 mg-ml™. Takto pfipraveny roztok
byl ponechén v klidu 5 minut. Poté byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného
atakto pfipraveny vzorek byl ponechan ke stdni 15 minut. Po uplynulé dobé byla
proméfovana absorbance vzorkt pii vinové délce 750 nm.
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4.11 Stanoveni vitaminu C

4.11.1 Priprava vzorku

4 ml vzorku byly rozpustény v malém mnozstvi 2% kyseliny chlorovodikové. Roztok byl
kvantitativné pfeveden do odmérné banky o objemu 100 ml a po rysku doplnén 2% kyseliny
chlorovodikové. Z takto ptipraveného roztoku bylo pipetovano 25 ml do titracni banky
aroztok byl titrovin odmérmym roztokem 2,6-dichlorindofenolem o koncentraci
0,000 5 mol-dm™ do lososové riizového zbarveni stalého minimalng 15 sekund.

4.11.2 Standardizace odmérného roztoku 2,6-dichlorindofenolu

Navazka 10 mg kyseliny L-askorbové byla rozpusténa v malém mnozstvi 2% kyseliny
chlorovodikové a nasledné kvantitativné prevedena do 10 ml odmérné banky, objem byl
doplnén po rysku 2% kyselinou chlorovodikovou. Do titra¢ni baniky bylo pipetovano 10 ml
2% kyseliny chlorovodikové a 1 ml standardu. Takto pfipraveny roztok byl titrovan
odmémym roztokem 2,6-dichlorindofenolem o koncentraci 0,000 5 mol-dm™ do lososové
rizového zbarveni stalého minimalné 15 sekund.

4.12 Stanoveni dlouhodobé stability pripravenych ¢astic v modelovych
podminkach

U vybranych ¢astic byla pouZitim membranového extrudéru velikost upravena na primérnou
hodnotu 100 nm. Castice byly poté piidany do modelového vodného roztokd a uchovavany
pii laboratorni teploté¢ a pfedevSim pifi snizené teploté nez je teplota laboratorni.
Ve stanovenych intervalech byl proveden odbéry roztoku pro stanoveni obsahu
uvolnénych slozek.



5 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato prace byla zaméfena na studium enkapsulace vybranych piirodnich extrakti s obsahem
kofeinu pro aplikaci v kosmetice. Byly testovany moznosti enkapsulace extraktl kavy,
¢ern¢ho Caje, zeleného caje, bilého Caje a guarany. Dale byly tyto extrakty kombinovany
s ovocnymi a bylinnymi extrakty. V praci byly pouzity extrakty pomerance, citronu, kiwi
a levandule. VSechny pfirodni extrakty byly nejprve charakterizovany a nasledné pouzity
k enkapsulaci. Déle bylo sledovano jejich chovani a stabilita v prostfedi modelového
kosmetického produktu.

5.1 Charakteristika prirodnich extrakti

Ptirodni extrakty byly charakterizovany na obsah kofeinu, polyfenolii a vitaminu C. Piiprava
extraktu pro stanoveni obsahu kofeinu a polyfenolii byla provedena dle postupu uvedené¢ho
v kapitole 4.2. Ovocné extrakty pro charakterizaci polyfenolli a obsahu vitaminu C byly
ptipraveny dle postupu v kapitole 4.4. Bylinny extrakt levandule byl pfipraven dle postupu
v kapitole 4.3.

5.1.1 Stanoveni kofeinu

Stanoveni mnozstvi kofeinu bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.5
za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (Obr. 9, 10). VSechna méfeni byla
provedena dvakrat a z naméfenych hodnot byl vypocitan primér ze dvou méfeni (Tab. 1).
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Obrdazek 9 Kalibracni kiivka pro kvantitativni stanoveni kofeinu
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Obrazek 10 Chromatogram kofeinu ze stanoveni kalibracni kiivky na HPLC
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Tabulka 1 Namérené hodnoty obsahu kofeinu v jednotlivych prirodnich extraktech

Ptirodni zdroj Cerny &aj | Zeleny ¢aj Bily ¢aj Guarana Kéava
h kofei

Obsah kofeinu 74,79 83,35 73,54 121,99 104,06
[mg-g ]

5.1.2 Stanoveni polyfenoli

Stanoveni polyfenoli bylo provedeno pomoci reakce s Folin-Ciocaulteovym cinidlem.
Jako standard byla pouzita kyselina gallova (Obr. 11). Pfesny postup je uveden v kapitole
4.10. Vsechna méfeni byla provedena dvakrat a z namétenych hodnot byl vypocitan pramér
ze dvou méfeni (Tab. 2, 3).

1,000
0,800 A
0,600 -
A y=1,3418x
0,400 - R2=0,9967
0,200 A
0,000 T T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

¢ [mg-ml-']

Obrazek 11 Kalibracni kiivka pro kvantitativni stanovent polyfenolii

Tabulka 2 Namérené hodnoty obsahu polyfenolii v jednotlivych prirodnich extraktech

Ptirodni zdroj Cerny &aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj Guarana Kava Levandule
Obsah polyfenolt
- 38,00 87,50 98,95 81,10 55,80 41,12
[mgg l] s s s s ) )
Tabulka 3 Namérené hodnoty obsahu polyfenolii v jednotlivych ovocnych extraktech
Ovocna slozka Citron Kiwi Pomeran¢
Obsah polyfenola
[mg-ml'] 0,05 0,02 0,01

5.1.3 Stanoveni obsahu vitaminu C

Obsah vitaminu C v ovocnych extraktech byl stanoven titratné dle navodu uvedeného
v kapitole 4.11. VSechna méfeni byla provedena dvakrat a z naméfenych hodnot byl
vypocitan pramér ze dvou méieni (Tab. 4).

Tabulka 4 Namerené hodnoty obsahu vitaminu C v jednotlivych ovocnych extraktech

Ovocna slozka Citron Kiwi Pomeranc¢
Obsah vitaminu C
[mg'ml’] 1,00 0,39 0,32
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5.2 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti kofeinu

5.2.1 Enkapsula¢ni ucinnost standardniho roztoku kofeinu

Zasobni roztok kofeinu byl pfipraven z 10 mg kofeinu, které byly kvantitativné prevedeny
do odmémé banky 100 ml. Odmérnd banika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.
Takto pfipraveny roztok byl dale pouzit k enkapsulaci. Vzorek kofeinu po enkapsulaci
danymi metodami byl centrifugovan 5 minut pii 14 800 otaCkach za minutu, supernatant byl
slit, zfedén ve vhodném poméru a byla v ném stanovovana pomoci HPLC koncentrace
zbylého volného kofeinu, stejné jako ve vzorku pted enkapsulaci. Z téchto dvou hodnot byla
poté vypocitana enkapsulacni G¢innost dané metody. VSechna méteni byla provedena dvakrat
a z naméfenych hodnot byl vypocitdn primér ze dvou méfeni. Metody pro pfipravu

jednotlivych typt liposomi jsou uvedeny v kapitole 4.7.

Tabulka 5 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Koncentrace kofeinu v roztoku

Zabaleno [%]

Nezabaleno [%]

-1
Cpodatetni [mg ‘ml ]

Ckonetné [mg ’ ml-l]

64,12

35,88

0,100

0,036

Tabulka 6 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2

Koncentrace kofeinu v roztoku

Zabaleno [%]

Nezabaleno [%]

-1
Cpodatetni [mgml ]

Ckonetné [mg ’ ml-l]

64,12

35,88

0,100

0,036

Tabulka 7 Liposomy pripravené metodou TLE

Koncentrace kofeinu v roztoku

Zabaleno [%]

Nezabaleno [%]

-1
Cpocatetni [mgml ]

Ckonetna [mg ’ ml-l]

56,64

43,36

0,100

0,043

Tabulka 8 Liposomy pripravené metodou RP-TLE

Koncentrace kofeinu v roztoku

Zabaleno [%]

Nezabaleno [%]

1
Cpocatetni [mg ‘ml ]

Ckonetna [mg ) ml-l]

67,43

32,57

0,100

0,033

Enkapsula¢ni ucinnost kofeinu u jednotlivych metod byla srovnatelnd, coz je ziejmé

z obrazku 12.
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Obrazek 12 Porovnani enkapsulacni ucinnosti kofeinu u jednotlivych metod
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Nejvyssi ucinnost 67,43 % byla stanovena u metody RP-TLE, avSak vytvofené castice
nedosahovaly vhodné stability, agregovaly a sedimentovaly. Nejvhodnéjsi metodou byla tedy
metoda za pouziti ultrazvuku, kde byly Castice stabilni a u€innost byla az 64,15 % (Tab. 5-8,
Obr. 12).

5.2.2 Enkapsula¢ni ucinnost kofeinu z prirodnich zdroji

Roztoky z pfirodnich zdrojii kofeinu byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.
Poté byly extrakty enkapsulovany, centrifugovany 5 minut pii 14 800 otackach za minutu,
supernatant byl slit, zfedén v poméru 1:9 na 1 ml a pomoci HPLC byla zméfena koncentrace
kofeinu v jednotlivych roztocich, stejné jako ve vzorku pted enkapsulaci. Z téchto dvou
hodnot byla poté vypocitdna enkapsulacni ucinnost dané metody. VSechna méfeni byla
provedena dvakrat a z naméfenych hodnot byl vypocitdn primér ze dvou méfeni. Metody
pro ptipravu jednotlivych typt liposomt jsou uvedeny v kapitole 4.6.

Tabulka 9 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Koncentrace Cerny &aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj | Guarana | Kava
kofeinu 1 pred enkapsulaci | 1,947 1,693 1,210 1,761 | 1343
[mg-ml ] -
Po enkapsulaci 0,562 0,584 0,514 0,747 0,557
Enkapsula¢ni u¢innost [%] 71,15 65,50 57,55 57,55 58,51
Tabulka 10 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2
Koncentrace Cerny &aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj | Guarana | Kava
kofeinu 1 pred enkapsulaci | 1,947 1,693 1,210 1,761 | 17343
[mg-ml] 5
Po enkapsulaci 0,683 0,574 0,491 0,683 0,549
Enkapsula¢ni uc¢innost [%] 66,36 66,07 59,38 61,24 59,14
Tabulka 11 Liposomy pripravené metodou TLE
Koncentrace Cerny ¢aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj | Guarana | Kava
kofeinu 1 pred enkapsulaci | 1,947 1,693 1,210 1,761 | 1,343
[mg-ml] 5
Po enkapsulaci 1,511 1,156 1,071 1,603 1,392
Enkapsula¢ni a¢innost [%] 14,18 40,62 36,72 8,97 0,00

Nejvyssi enkapsulaéni ucinnost kofeinu ziskaného z pfirodnich zdroji byla stanovena
ve vSech pfipadech u metod s vyuzitim ultrazvuku, coz je zfejmé z obrazku 13.
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Obrazek 13 Srovnani enkapsulacni ucinnosti kofeinu extraktii z prirodnich zdrojii kofeinu

u jednotlivych metod

Obé metody ultrazvuku byly srovnatelné, pfi¢emZ pomoci metody Ultrazvuk 1 u extraktu
z ¢erného caje byla ucinnost az 71,15 % a pomoci metody Ultrazvuk 2 u extraktu ze zelen¢ho
¢aje byla ucinnost az 66,07 %. Enkapsulace pomoci metody TLE byla stanovena ve vSech

v

stanovena u extraktll ze zelen¢ho a bilého caje, kdy dosahovala az 40,62 % (Tab. 9-11,
Obr. 13).

5.2.3 Enkapsulaéni uéinnost kofeinu z prirodnich zdroji kofeinu ko-enkapsulovanych
s ovocnou slozkou

Roztoky z ptirodnich zdroji a ovocnych slozek byly pfipraveny podle postupu uvedeného
v kapitole 4.2 a 4.4. Extrakty z pfirodnich zdroji a ovocnych slozek byly smichany v poméru
8:2. Poté byly extrakty enkapsulovany, centrifugovany 5 minut pii 14 800 otackach
za minutu, supernatant byl slit, zfedén v poméru 1:9 na 1 ml a pomoci HPLC byla zmétena
koncentrace kofeinu v jednotlivych roztocich, stejné jako ve vzorku pted enkapsulaci.
Z téchto dvou hodnot byla poté vypocitdna enkapsulacni ucinnost dané metody. VSechna
meéfeni byla provedena dvakrat a z naméfenych hodnot byl vypocitan primér ze dvou méteni.
Metody pro ptipravu jednotlivych typt liposomi jsou uvedeny v kapitole 4.6.

Tabulka 12 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Extrakt kofeinu | Cerny ¢aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj | Guarana Kéva
Koncentrace | Qvocn4 slozka Citron Citron Kiwi | Pomeran¢ | Pomeranc
kofeinu oTod
mg-ml’! re
[mg ] enkapsulaci 1,639 1,567 1,456 2,013 1,375
Po enkapsulaci 0,370 0,344 0,385 0,448 0,357
Enkapsulacni u¢innost [%] 71,79 72,57 66,92 72,16 67,54
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Tabulka 13 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2

Extrakt kofeinu | Cerny ¢aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj | Guarana Kéva
Koncentrace | Qyocna slozka Citron Citron Kiwi | Pomeran¢ | Pomerané
kofeinu rod
mg-ml” re
[mg-ml"] enkapsulaci 1,639 1,567 1,456 | 2,013 1,375
Po enkapsulaci 0,651 0,641 0,442 0,816 0,545
Enkapsula¢ni u¢innost [%] 50,38 48,89 62,08 49,31 50,42
Tabulka 14 Liposomy pripravené metodou TLE
Extrakt kofeinu | Cerny ¢aj | Zeleny &aj | Bily ¢aj | Guarana Kéva
Koncentrace | Ovocna slozka Citron Citron Kiwi | Pomeran¢ | Pomerané
kofeinu "
Pred
ol
[mg-ml ] enkapsulaci 1,639 1,567 1,456 2,013 1,375
Po enkapsulaci 0,510 0,577 0,494 0,501 0,578
Enkapsulacni u¢innost [%] 61,10 53,96 57,60 68,92 47,28

Vybér kombinaci ovocné slozky a ptirodnich zdroji kofeinu byl spiSe intuitivni, pfi¢emz byl
bran zietel zejména na kompatibilitu chuti a byly vyuZity jiz ovéfené kombinace (Caj a citron
nebo Cokoldda s pfichuti pomerance apod.). Pfiddnim ovocné slozky mohlo dojit jednak
k ovlivnéni enkapsulace kofeinu, dale k celkovému navysSeni mnozstvi polyfenolii v roztoku
navic doplnény o vitamin C. Komplexni produkt pfipraveny ko-enkapsulaci by mohl byt
dobfte pfijiman spotiebiteli a pfedstavuje funkéni potravinovou komponentu nového typu.
Nejvyssi enkapsulacni ucinnost kofeinu ziskaného ko-enkapsulaci ptirodnich zdroji kofeinu
a ovocnych slozek byla stanovena ve vSech piipadech u metody Ultrazvuk 1, coZ je zfejmé
z obrazku 14. Metody Ultrazvuk 2 a TLE byly srovnatelné.
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Obrdazek 14 Srovnani enkapsulacni ucinnosti kofeinu ko-enkapsulovanych extraktii z prirodnich zdrojii

a ovocnych slozek

Nejvyssi enkapsulacni uc¢innost metody Ultrazvuk 1 byla stanovena u extraktu ze zelené¢ho
caje, kdy dosahovala az 72,57 %. Nejméné& se enkapsuloval kofein z extraktu z kdvy pomoci
metody TLE, kdy enkapsula¢ni t€innost dosahovala pouhych 47,28 % (Tab. 12—14, Obr. 14).




5.3 Stanoveni enkapsulac¢ni acinnosti polyfenoli

5.3.1 Enkapsula¢ni ucinnost polyfenoli z piirodnich zdroju kofeinu

Roztoky z ptirodnich zdroji kofeinu byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.
Vzorek s polyfenoly po enkapsulaci danymi metodami byl centrifugovan 5 minut pii 14 800
otackach za minutu, supernatant byl slit, zfedén v poméru 1:1 v 1 cm kyveté a byla v ném
stanovovana pomoci spektrofotometrické metody koncentrace zbylych volnych polyfenolt,
stejné¢ jako ve vzorku pied enkapsulaci. Z téchto dvou hodnot byla poté vypocitdna
enkapsulacni u¢innost dané metody. VSechna méieni byla provedena dvakrat a z naméfenych
hodnot byl vypoc€itdn pramér ze dvou meétfeni. Metody pro piipravu jednotlivych typi
liposomt jsou uvedeny v kapitole 4.6.

Tabulka 15 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Koncentrace Cerny &aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj | Guarana | Kava
polyfenoldt ["pred enkapsulaci [ 0,370 1,096 0,435 | 1338 | 0,737
[mg-ml] ™ enkapsulaci | 0.359 1032 | 0409 | 0,747 | 0,725
Enkapsulac¢ni a¢innost [%] 2,97 5,91 6,01 44,19 1,67
Tabulka 16 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2
Koncentrace Cerny ¢aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj | Guarana | Kava
polyfenolit ["ped enkapsulaci | 0,370 1,096 0,435 1,338 | 0,737
(mg'ml] [pg enkapsulaci | 0,357 1,065 0429 | 1230 | 0718
Enkapsulaéni a¢innost [%] 3,51 2,83 1,36 2,86 2,65
Tabulka 17 Liposomy pripravené metodou TLE
Koncentrace Cerny &aj | Zeleny &aj | Bily ¢aj | Guarana | Kava
polyfenolt - "pred enkapsulaci | 0,370 1,096 0435 | 1338 | 0,737
(mg'ml] by enkapsulaci | 0,279 0,729 0312 | 0539 | 0,903
Enkapsula¢ni a¢innost [%] 24,75 33,47 28,43 59,75 8,76

Enkapsula¢ni uc¢innost celkovych polyfenolt z pfirodnich zdroji kofeinu neni tak vysoka jako
v pfipad€ enkapsulace kofeinu, u kterého byla nejucinngjsi metodou ultrazvukova metoda.
Pti enkapsulaci polyfenoli byla nejucinnéj§i metodou metoda TLE, coz je ziejmé
z obrazku 15. Enkapsula¢ni ucinnost metody TLE dosahovala u extraktu z guarany
az 59,75 %. Ultrazvukovou metodou se pomérné velké mnozstvi polyfenoli neenkapsulovalo.
Nejvyssi enkapsulaéni G€innost pomoci metody Ultrazvuk 1 byla stanovena u extraktu
z guarany, kdy dosahovala 44,19 %, a pomoci metody Ultrazvuk 2 u extraktu z erného caje,
kdy dosahovala pouhych 3,51 % (Tab. 15-17, Obr. 15).
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Obrazek 15 Srovndni enkapsulacni ucinnosti polyfenolii z prirodnich zdroju kofeinu

u jednotlivych metod

5.3.2 Enkapsulaéni uéinnost polyfenolii ovocnych a bylinnych slozek
Roztoky z ovocnych a bylinnych slozek byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole
4.3 a 4.4. Vzorek s polyfenoly po enkapsulaci danymi metodami byl centrifugovan 10 minut
pti 7 500 otackéach za minutu, supernatant byl slit, zfedén v poméru 1:1 v 1 cm kyveté a byla
vném stanovovana pomoci spektrofotometrické metody koncentrace zbylych volnych
polyfenolti, stejné jako ve vzorku pied enkapsulaci. Z téchto dvou hodnot byla poté
vypocitana enkapsulacni ucinnost dané metody. VSechna méfeni byla provedena dvakrat
a z namétenych hodnot byl vypocitan primér ze dvou. Metody pro ptipravu jednotlivych typl
liposomt jsou uvedeny v kapitole 4.6.

Tabulka 18 Liposomy

pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Koncentrace Citron Pomeran¢ Kiwi Levandule
POlYfenl‘_’}ﬁ Pred enkapsulaci | 1,250 0,866 0,685 0,412
[mg-ml] Po enkapsulaci | 0,516 0,272 0,170 0,116
Enkapsulaéni u¢innost [%] 58,73 68,54 75,18 71,90
Tabulka 19 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2
Koncentrace Citron Pomeran¢ Kiwi Levandule
POlYfenl‘_’}ﬁ Pred enkapsulaci | 1,250 0,866 0,685 0,412
[mg-ml”] Po enkapsulaci | 0,598 0318 0,119 0,008
Enkapsulacni acinnost [%] 52,17 63,32 82,59 80,50
Tabulka 20 Liposomy pripravené metodou TLE
Koncentrace Citron Pomeranc¢ Kiwi Levandule
Polyfenlc}}ﬁ Pred enkapsulaci | 1,250 0,866 0,685 0,888
[mg ml"] Po enkapsulaci | 0,655 0,421 0311 0,789
Enkapsula¢ni a¢innost [%] 44,13 45,00 59,17 11,24

Nejvyssi enkapsulacni tcinnost polyfenola ziskanych ze tii druhti ovoce a jedné bylinky byla
stanovena ve vSech pfipadech u metod ultrazvuku, a to pfedev§im u metody Ultrazvuk 1,
coz je zfejmé z obrazku 16.
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Obrazek 16 Srovnani enkapsulacni ucinnosti polyfenolit ovocnych a bylinné slozky

u jednotlivych metod

Nejvyssi G€innost pomoci této metody byla stanovena u extraktu z kiwi a dosahovala
az 75,18 %. RovnéZ u extraktu kiwi byla stanovena nejvyssi G€innost metody Ultrazvuk 2,
ktera dosahovala az 82,59 %. Enkapsulace pomoci metody TLE byla stanovena obecné

cvwr

metody byla stanovena u extraktu z kiwi, kdy dosahovala az 59,17 % (Tab. 18-20, Obr. 16).
5.4 Stanoveni enkapsulaéni Gcinnosti vitaminu C

5.4.1 Enkapsula¢ni u¢innost vitaminu C z ovocnych slozek

Roztoky z ovocnych slozek byly ptipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.4. Ovocné
extrakty po enkapsulaci danymi metodami byly centrifugovany 10 minut pii 7 500 otackach
za minutu, supernatant byl slit a pouZit na titra¢ni stanoveni vitaminu C, stejné jako ve vzorku
pted enkapsulaci. Pomoci zjisténé spotfeby odmérného roztoku 2,6-dichlorindofenolinu bylo
zjisténo mnozstvi kyseliny L-askorbové ve vzorcich. Z téchto dvou hodnot byla poté
vypocitana enkapsula¢ni U¢innost dané metody. VSechna méfeni byla provedena dvakrat
a z naméfenych hodnot byl vypocitan primér ze dvou méfeni. Metody pro pfipravu
jednotlivych typt liposomi jsou uvedeny v kapitole 4.6.

Tabulka 21 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Mnozstvi Citron Pomeranc Kiwi
kyseliny L-askorbové ["pzeq e hicapsulact 25,07 15,61 15,98
[me] Po enkapsulaci 20,89 7,52 12,68
Enkapsulacni acinnost [%] 16,65 51,85 20,63

Tabulka 22 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2
Mnozstvi Citron Pomeranc Kiwi
kyseliny L-askorbove ["pzeq e icansulact 25,07 15,61 15,98
[me] Po enkapsulaci 20,89 6,36 11,76
Enkapsulacni acinnost [%] 16,65 59,23 26,41
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Tabulka 23 Liposomy pripravené metodou TLE

MnozZstvi Citron Pomeranc¢ Kiwi
kyseliny L-askorbové [Mpreqchicansulact 25,07 15,61 15,98
[mg] Po enkapsulaci 2320 13,51 15,13
Enkapsulacni ucinnost [%] 7,45 13,44 5,34

V piipadé enkapsulace kyseliny L-askorbové byla nejvySsi ucinnost stanovena u metod
Ultrazvuk 2, ale ani v tomto pfipad¢ se od nich stanovené ucinnosti metod Ultrazvuk 1 tolik
nelisi, coz je zfejmé z obrazku 17.
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Obrazek 17 Srovnani enkapsulacni ucinnosti kyseliny L-askorbové ovocnych slozek

u jednotlivych metod

Celkové byla nejvyssi Gcinnost stanovena u extraktii z pomerance, kdy bylo pomoci metody
Ultrazvuk 2 enkapsulovdano az 59,23 % kyseliny L-askorbové a pomoci Ultrazvuk 1
az 51,85 %. Enkapsulace pomoci metody TLE byla stanovena obecné ve vSech piipadech
nejnizs$i oproti metodam ultrazvuku. Nejvyssi G¢innost pomoci této metody byla stanovena
u extraktu z pomerance, kdy dosahovala 13,44 % (Tab. 21-23, Obr. 17).

5.5 Stanoveni velikosti ¢astic

5.5.1 Vizualizace ¢astic pod svételnym mikroskopem

Velikosti a tvar vSech pfipravenych c¢astic byla pozorovana pod svételnym mikroskopem
s kamerou. Velikost zvétSeni byla ve vSech ptipadech 2 000krat. Pfedevsim, byl sledovan vliv
velikosti ¢astic v zavislosti na druhu pouzité metody a enkapsulované slozky.

U vSech enkapsulovanych pfirodnich extraktd byl zaznamenan stejny trend, kdy nejmensi
Castice byly detekovany v pfipadé Castic pripravenych metodami za pouziti ultrazvuku
a naopak nejvetsi ¢astice byly pozorovany po piipravé metodami RP-TLE a TLE.

Pro ptedstavu jsou v nasledujici tabulce 24 uvedeny jako piiklad obrazky liposoml
s enkapulovanym kofeinem pro jednotlivé metody.




Tabulka 24 Srovnani velikosti ¢astic u jednotlivych metod pomoct svételného mikroskopu

Obrdzek 18 Castice vytvorené Ultrazvukem 1 Obrazek 19 Castice vytvorené Ultrazvukem 2

20.0 um

Obrazek 20 Castice pripravené metodou TLE Obrazek 21 Cistice pripravené metodou RP-TLE

5.5.2 Stanoveni velikosti ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla

Velikost liposomovych ¢astic byla stanovena za pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS. Metoda
stanoveni velikosti ¢astic je zde zaloZzena na méfeni rozptylu svétla, tzv. DLS (dynamicky
rozptyl svétla, ,,Dynamic Light Scattering®). Prochézejici paprsek je rozptylovan pohybem
¢astic, pricemz plati zavislost, kdy s mensim primérem Castic roste rychlost pohybu, a tim

1 rychlost rozptylu paprsku.
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Ultrazvuk 1 Ultrazvuk 2 TLE
Obrdazek 22 Srovnani velikosti castic u jednotlivych metod stanovenou pomoci metody DLS

Nejvetsi velikost Castic vykazovaly castice piipravené metodou TLE, coz je patrné
z obrazku 22. Tyto ¢astice dosahovaly primérné velikosti az 260 nm.

Soucasné tyto Castice lehce agregovaly a byly méné stabilni nez Castice piipravené
ultrazvukovou metodou, jejich velikost se pohybovala v rozmezi 170 — 212 nm.

Déle byla stanovena velikost Castic pfipravenych metodou ultrazvuku, do kterych byl
enkapsulovan kofein z jednotlivych extraktl, viz obrazek 23. Velikost takto pfipravenych
¢astic se pohybovala v rozmezi 170 =190 nm, jen u extraktu z kavy byla velikost o poznani
niz$i a pohybovala se kolem 118 nm.
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Obrazek 23 Srovnani velikosti castic jednotlivych extraktii vytvorenych metodou ultrazvuk 1

a stanovenych metodou DLS

5.5.2.1 Srovnani velikosti liposomii piipravenych riiznymi metodami

Velikost castic pfipravenych pomoci ultrazvukové metody se pohybovala v rozmezi 68,06 —
458,7 nm (Obr. 24).

Velikost ¢astic ptipravenych pomoci ultrazvukové metody s pfidavkem chloroformu se
pohybovala v rozmezi 58,77 — 1 718 nm (Obr. 25).

Velikost ¢astic pripravenych pomoci metody TLE se pohybovala v rozmezi 28,21 — 3 580 nm
(Obr. 26). Céstice vytvofené pomoci této metody vykazovaly nejvétsi velikost ze viech ti

pouzitych metod k ptipravé ¢astic, ale také jako jediné mély velikost nesjednocenou.
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Obrazek 24 Zavislost intenzity rozptylu svétla na velikosti a distribuci cdstic pripravenych

ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1
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Obrazek 25 Zavislost intenzity rozptylu svétla na velikosti a distribuci castic pripravenych

ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2
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Obrazek 26 Zavislost intenzity rozptylu svétla na velikosti a distribuci castic pripravenych
metodou TLE

5.5.2.2 Liposomy s enkapsulovanym piirodnim extraktem pripravené pomoci ultrazvukové
metody — Ultrazvuk 1

Castice pfipravené pomoci ultrazvukové metody mély sjednocenou velikost, ktera se ve viech

ptipadech podobala.

Nejmensi velikost vykazovaly Castice s enkapsulovanym extraktem z kavy, jejichz velikost

se pohybovala od 50,75 do 190,1 nm. Naopak nejvétsi velikost mély Castice

s enkapsulovanym extraktem z levandule, jejichz velikost se pohybovala od 37,84 do 825 nm

(Obr. 27— 32).
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Obrdzek 27 Zavislost intenzity rozptylu svétla na velikosti a distribuci cdstic u cerného caje
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Obrdazek 28 Zavislost intenzity rozptylu svetla na velikosti a distribuci cdstic zeleného caje
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Obrazek 29 Zavislost intenzity rozptylu svetla na velikosti a distribuci castic bilého caje
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Obrazek 30 Zavislost intenzity rozptylu svétla na velikosti a distribuci ¢dstic guarany
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Obrazek 31 Zavislost intenzity rozptylu svétla na velikosti a distribuci castic kavy
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Obrazek 32 Zavislost intenzity rozptylu svetla na velikosti a distribuci ¢dstic u levandule



5.5.3 Stanoveni stability ¢astic pomoci zeta potenciilu
Stabilita liposomovych ¢astic byla méfena pomoci pfistroje Zetasizer Nano od firmy Malvern
Instruments Ltd.

Tabulka 25 Namérené hodnoty zeta potencialu u jednotlivych metod

Metoda Ultrazvuk 1 | Ultrazvuk 2 TLE RP-TLE
ZP [mV] —33,40 —43.77 — 47,47 —39,97
Tabulka 26 Namérené hodnoty zeta potencialu
Extrakt kofeinu | Cerny ¢aj | Zeleny ¢aj | Bily &aj Guarana Kéva
ZP [mV] — 49,00 - 51,77 — 4747 —37,00 —40,20

Naméfené hodnoty zeta potencidlu vytvorenych castic se ve vSech piipadech nachazely
mimo interval nestability, ktery se nachazi mezi —30 mV az 30 mV. Je mozné tedy o vSech
o Casticich tvrdit, Ze jsou stabilni (Tab. 25, 26). U ¢astic ptipravenych bez kofeinu byl nejvétsi
zeta potencial 47,47 mV stanoven u metody TLE, naopak nejmensi zeta potencial 33,40 mV
byl stanoven u metody Ultrazvuk 1. U ¢astic ptipravenych s kofeinem z ndpojovych extrakta
pomoci ultrazvukové metody byl naméfen vétSi zeta potencidl nez u Castic bez kofeinu
pfipravenych stejnou metodou. Nejvétsi zeta potencidl —51,77 mV byl stanoven

u enkapsulovaného extraktu ze zeleného caje anaopak nejmensi — 37,00 mV u extraktu
Z guarany.

5.6 Stanoveni dlouhodobé stability pripravenych ¢astic v modelovych
podminkach

Castice s enkapsulovanym standardnim kofeinem, extrakty z piirodnich zdroji a kombinace
extraktll z ptirodnich zdroji a ovocnych slozek byly pfipraveny podle postupu uvedeného
v kapitole 4.6. Velikost castic byla poté upravena pomoci membranového extrudéru
na pramérnou hodnotu 100 nm. Dale byl pouzit postup uvedeny v kapitole 4.12. Po uplynuti
daného Casového intervalu bylo vzdy proméfeno mnoZstvi uvolnéni kofeinu, polyfenola
a mnozstvi kyseliny L-askorbové a ziskané vysledky byly porovnany.

5.6.1 Stabilita pFipravenych ¢astic s enkapsulovanym kofeinem

5.6.1.1 Liposomy se standardem kofeinu

Zména koncentrace kofeinu pfipravenych ¢astic nebyla po 1 tydnu detekovana, proto byly
¢astice uchovavany delsi dobu, a to 3 tydny. Vysledky procentualniho uvolnéni kofeinu jsou
uvedeny v tabulce 27, ze které vyplyva, Ze k mensimu uvoliiovani mnozstvi kofeinu dochazi
pii sniZené teploté.

Tabulka 27 Srovnani stability liposomii udrzovanych pri rizné teplote

Metody ptiprav liposom Ultrazvuk 1 | Ultrazvuk 2 TLE RP-TLE
3 tydny Laboratorni teplota 12,11 17,50 0,00 0,00
[%0] SniZena teplota 0,00 31,06 0,00 0,00
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Pti laboratorni teploté nebyla po 3 tydnech detekovana zména koncentrace kofeinu u metod
TLE a RP-TLE. Nejvice kofeinu se uvolnilo u ¢astic pfipravenych pomoci metody
Ultrazvuk 2, a to 17,50 %. Pti snizené teploté nebyla detekovana zména koncentrace kofeinu
u metod Ultrazvuk 1, TLE a RP-TLE. Kofein se tedy uvolnil pouze u ¢astic pfipravenych
pomoci metody Ultrazvuk 2, a to 31,06 % (Tab. 27).

5.6.2 Liposomy s extrakty z prirodnich zdroji obsahujicich kofein

Zména koncentrace kofeinu Castic s extrakty z pfirodnich zdroja, které byly pfipraveny
pomoci metody Ultrazvuk 1, byla po 1 tydnu proméfena. Zména nebyla detekovana nebo byla
nepatrna, proto lze usuzovat, ze ¢astice byly stabilni a nerozpadaly se.

Tabulka 28 Srovnani stability liposomii pripravenych ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Extrakt kofeinu
3 tydny [%]

Cerny &aj | Zeleny Caj Bily ¢aj Guarana Kava

0,00 30,95 0,00 18,77 0,00

Koncentrace kofeinu byla prométena po 3 tydnech, kdy se v nékterych ptipadech ¢ast kofeinu
jiz uvolnila. Zména koncentrace kofeinu nebyla detekovéna u castic s enkapsulovanym
extraktem cerné¢ho Caje a kavy. Naopak nejvice kofeinu se uvolnilo z ¢astic s extraktem
zeleného Caje, a to az 30,95 % (Tab. 28).

5.6.2.1 Liposomy s ko-enkapsulovanymi extrakty z piirodnich zdrojit kofeinu

a ovocné slozky
Také u ¢astic pripravenych ko-enkapsulaci extraktd z ptfirodnich zdroji kofeinu a ovocné
slozky nebyla po 1 tydnu detekovana zména koncentrace kofeinu nebo byla minimalni.
Castice se nerozpadaly a byly stabilni.

Tabulka 29 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Extrakt kofeinu Cerny aj | Zeleny ¢aj | Bily ¢aj Guarana Kéva
Ovocna slozka Citron Citron Kiwi Pomeran¢ | Pomeranc
3 tydny [%] 32,76 27,39 7,75 44,96 25,25
Tabulka 30 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2
Extrakt kofeinu Cerny ¢aj | Zeleny ¢aj | Bily caj Guarana Kava
Ovocna slozka Citron Citron Kiwi Pomeran¢ | Pomeranc
3 tydny [%] 3,08 0,00 14,62 0,00 43,14
Tabulka 31 Liposomy piipravené metodou TLE
Extrakt kofeinu Cerny &aj | Zeleny &aj | Bily ¢aj Guarana Kéva
Ovocna slozka Citron Citron Kiwi Pomeran¢ | Pomeranc
3 tydny [%] 0,00 0,00 0,00 3,56 2,97

Koncentrace kofeinu byla tedy prométena po 3 tydnech, kdy se cast kofeinu jiz uvolnila.
Z diagramu, viz obrazek 33, je patrné, Ze se nejméné kofeinu uvolnilo z ¢astic pfipravenych
pomoci metody TLE. Zména koncentrace kofeinu nebyla detekovana u Castic s extrakty



z ¢cerného, zeleného a bilého caje. Nejvice kofeinu se pak uvolnilo z Castic s extraktem
z guarany, a to az 3,56 %. Touto metodou vSak bylo zarovenl enkapsulovano nejmensi
mnozstvi kofeinu, proto mohlo dochazet k tak malému uvolfiovani kofeinu do roztoku.
Naopak k nejvétsimu uvolnéni kofeinu dochazelo u ¢&astic pfipravenych pomoci metody
Ultrazvuk 1. Zména koncentrace kofeinu byla nejnizsi u extraktu z bilého caje,
kdy dosahovala 7,75 % a nejvyssi u extraktu z guarany, kdy dosahovala 44,96 % (Tab. 29—

31).
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Obrazek 33 Srovnani zmény koncentrace kofeinu ko-enkapsulovanych extraktii skladovanych po dobu
3 tydnii
5.6.3 Stabilita pFipravenych ¢astic s enkapsulovanymi polyfenoly

5.6.3.1 Enkapsulace extraktu z piirodnich zdrojit kofeinu pomoci ultrazvukové metody —

Ultrazvuk 1
Tabulka 32 Srovnani stability liposomii pripravenych ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1
Extrakt kofeinu Cerny aj | Zeleny &aj | Bily &aj Guarana Kéva
1 tyden [%] 20,38 18,74 18,07 28,17 28,24
3 tydny [%] 30,00 54,25 36,09 39,30 42,27

Koncentrace polyfenolti extraktd z pfirodnich zdroji kofeinu, enkapsulovanych pomoci
metody Ultrazvuk 1, se po 1 tydnu navysila (Obr. 34). Nejmensi mnozstvi polyfenoli se
uvolnilo z ¢astic s enkapsulovanym extraktem z bilého c¢aje, a to 18,07 %. Naopak nejvice se
uvolnilo z ¢astic s enkapsulovanym extraktem z kavy, a to az 28,24 % (Tab. 32).

Po 3 tydnech byla koncentrace polyfenolli znova proméfena a z diagramu (Obr. 34), je
ziejmé, ze doslo opét k narGstu uvolnénych polyfenoli. Nejmensi mnoZstvi polyfenoll se
uvolnilo z ¢astic s enkapsulovanym extraktem z ¢erného cCaje, a to 30,00 %. Naopak nejvice
se uvolnilo z ¢astic s enkapsulovanym extraktem ze zeleného cCaje, a to az 54,25 % (Tab. 32).
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Obrazek 34 Srovnani zmeny koncentrace celkovych polyfenoli enkapsulovanych extraktii kofeinu

5.6.3.2 Ko-enkapsulace extrakti 7 piirodnich zdroju kofeinu a ovocné sloZky

Tabulka 33 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 1

Extrakt kofeinu | Cerny ¢aj | Zeleny &aj Bily ¢aj Guarana Kava
Ovocna slozka Citron Citron Kiwi Pomeran¢ | Pomeran¢
1 tyden [%] 22,02 8,69 1,88 6,87 5,71
3 tydny [%] 26,45 19,90 20,02 9,66 24,84
Tabulka 34 Liposomy pripravené ultrazvukovou metodou — Ultrazvuk 2
Extrakt kofeinu | Cerny ¢aj | Zeleny &aj Bily ¢aj Guarana Kava
Ovocna slozka Citron Citron Kiwi Pomeran¢ | Pomeranc
1 tyden [%] 4,52 14,07 14,04 5,66 49,48
3 tydny [%] 11,64 15,12 16,93 13,37 56,37
Tabulka 35 Liposomy pripravené metodou TLE
Extrakt kofeinu | Cerny ¢aj | Zeleny &aj Bily ¢aj Guarana Kava
Ovocna slozka Citron Citron Kiwi Pomeran¢ | Pomeranc
1 tyden [%] 2,13 25,83 0,31 0,35 6,02
3 tydny [%] 15,21 31,13 18,78 6,85 21,37

Koncentrace polyfenolti ko-enkapsulovanych extrakti se po 1 tydnu navySila u vSech tii

metod (Obr. 35).

Nejvice polyfenolt se uvolnilo z Castic ptipravenych metodou Ultrazvuk 1 s enkapsulovanym
extraktem z kavy, a to az 49,48 %. Naopak nejméné celkovych polyfenolii se uvolnilo z ¢astic
pfipravenych metodou TLE s enkapsulovanym extraktem z bilého ¢aje, a to pouhych 0,31 %,

a guarany, a to 0,35 % (Tab. 33-35).
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Obrazek 35 Srovndni zmény koncentrace celkovych polyfenolit ko-enkapsulovanych extraktii
u jednotlivych metod za 1 tyden

Koncentrace polyfenolt ko-enkapsulovanych extraktii byla prométena znova po 3 tydnech,
kdy se uvolnilo jesté v&tsi mnozstvi, nez tomu bylo po 1 tydnu (Obr. 36).
Nejveétsi mnozstvi uvolnénych polyfenold bylo opét stanoveno u ¢astic ptipravenych metodou
Ultrazvuk 2 s enkapsulovanym extraktem zkavy, a to az 56,37 %. Naopak nejméné se
po 3 tydnech uvolnilo obecné z ¢astic s enkapsulovanym extraktem z guarany, kdy se
napiiklad pomoci metody TLE uvolnilo pouhych 6,85 % (Tab. 33-35).
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Obrazek 36 Srovnani zmeny koncentrace celkovych polyfenoli ko-enkapsulovanych extraktii
u jednotlivych metod za 3 tyden

Z diagramu (Obr. 37), je ziejmé, Ze dochdzelo k postupnému uvoliiovani polyfenoll z ¢astic
pripravenych metodou Ultrazvuk 1. Po 1 tydnu se nejméné celkovych polyfenoli uvolnilo
z Castic s enkapsulovanym extraktem z bilého caje, a to 1,88 %, a nejvice z Castic
s enkapsulovanym extraktem z ¢ern¢ho caje, a to 22,02 %. Po 3 tydnech bylo stanoveno
nejmensi mnozstvi uvolnénych celkovych polyfenoli u castic s enkapsulovanym extraktem
z guarany, a to 9,66 %, a nejvice u ¢astic s enkapsulovanym extraktem z cerné¢ho Caje, a to

26,45 % (Tab. 33).
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Obrazek 37 Srovnadni zmény koncentrace celkovych polyfenolit ko-enkapsulovanych extraktii pomoci

metody Ultrazvuk 1v daném casovém intervalu

Z diagramu (Obr. 38), je ziejmé, Ze dochdzelo k postupnému uvoliiovani polyfenoll z ¢astic
ptfipravenych metodou Ultrazvuk 2, avSak nedochazelo ktak vyraznym zménam jako
u metody Ultrazvuk 1. Po 1 tydnu se nejméné polyfenolti uvolnilo z ¢astic s enkapsulovanym
extraktem z ¢erného cCaje, a to 4,52 %, a nejvice z Castic s enkapsulovanym extraktem z kavy,
a to 49,48 %. Po 3 tydnech bylo stanoveno nejmensi mnozstvi uvolnénych polyfenoli u ¢astic
s enkapsulovanym extraktem z c¢erného c¢aje, a to 11,64 %, a nejvice u ¢astic
s enkapsulovanym extraktem z kavy, a to az 56,37 % (Tab. 34).
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Obrdazek 38 Srovnani zmény koncentrace celkovych polyfenoliiko-enkapsulovanych extraktii pomoci

metody Ultrazvuk 2 v daném casovém intervalu

Z diagramu (Obr. 39), je ziejmé, Ze dochdzelo k postupnému uvoliiovani polyfenoll z castic
pfipravenych metodou TLE. Po 1 tydnu se nejméné polyfenolli uvolnilo z ¢astic
s enkapsulovanym extraktem z bilého caje, a to pouhych 0,31 %, a nejvice z Castic
s enkapsulovanym extraktem ze zeleného Caje, a to 25,83 %. Po 3 tydnech bylo stanoveno
nejmensi mnozstvi uvolnénych polyfenolii u ¢astic s enkapsulovanym extraktem z guarany,
ato 6,85 %, a nejvice u c¢astic s enkapsulovanym extraktem ze zeleného ¢aje, a to 31,13 %
(Tab. 35).
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Obrazek 39 Srovnadni zmény koncentrace celkovych polyfenolii ko-enkapsulovanych extraktii pomoci

metody TLE v daném casovém intervalu

5.6.4 Stabilita pripravenych ¢astic s enkapsulovanym vitaminem C

5.6.4.1 Ko-enkapsulace extraktii 7 piirodnich zdrojit s ovocnou sloZkou

Stabilita ¢astic s enkapsulovanym vitaminem C nelze pfesné posoudit, jelikoz jiz po 1 tydnu
u vSech tii jednotlivych metod dochézelo k takika 100% degradaci volného vitaminu C. Nelze
jednoznacné fici, zda doslo k uvoliovani a zarovei k soucasné degradaci vitaminu C.

5.7 Navrh vhodnych liposomii s enkapsulovym obsahem prirodnich extraktu
a jejich kombinaci pro vyuziti v kosmetice

Jako nejvhodnégjsi liposomy pro kosmetickou aplikaci byly zvoleny liposomy pfipravené
pomoci metod s vyuzitim ultrazvuku, a to predev§im pomoci metody Ultrazvuk 1. Tyto
¢astice vykazovaly dobrou stabilitu a u vSech enkapsulovanych extrakti bylo dosaZeno
vysoké enkapsulacni ucinnosti kofeinu. Také dlouhodoba stabilita pfipravenych ¢&éstic
vyhovovala aplikaénim pozadavkiim, napiiklad u liposoma s extrakty zkavy, cerného
a bilého ¢aje nedoslo po 3 tydnech k uvolnéni zddného kofeinu. Testované extrakty zeleného,
bilého, cerné¢ho cCaje, guarany i kavy jsou tedy vhodné k pouziti do omlazujici kosmetiky.
Béhem skladovani nedochézelo k vyraznému uvoliiovani kofeinu, pfi¢emz lepsi stability bylo
vzdy dosaZzeno pii uchovavani ¢astic pii nizsi teploté.

Pro zlepSeni ucinkt kosmetického vyrobku byly extrakty obohaceny o ovocnou slozku a tyto
smési byly ko-enkapsulovany. Takto pfipravené c¢astice vykazovaly opét vysokou
enkapsula¢ni uc¢innost kofeinu, polyfenold i vitaminu C a bylo dosaZeno i vyssi dlouhodobé
stability v porovnani s liposomy se samotnymi extrakty z ptirodnich zdroji kofeinu.
Ko-enkapsulované liposomy jsou nejvhodnéjsi aplikacni formou z testovanych moznosti.
Nejvhodnéjsi aplikacni forma by byla pletova kosmetika, zejména pletova voda ¢i gel.
Vhodné mnozstvi ptidavanych liposom do pletové vody bylo 10 %. Takto pfipravena
kosmetika by obsahovala dostatecné mnozstvi aktivnich latek jako kofein, polyfenoly
a antioxidanty aj. Soucasné€ nebyla pozorovana vizualni zména findlniho vyrobku. V ptipadé
gelu Ize pouzit vyssi koncentraci liposomil, a to az do 25 %, kdy dochézi k mirné vizuélni
zméng, a to z husté bilé barvy do zakalené mlécné. V piipadé gelu lze tedy docilit vyssi
koncentrace aktivni slozky. V naSem ptipad¢ byl gel zahu$tén carbomerem, coZ je jedna
z nejpouzivangjSich gelotvornych latek v kosmetickém primyslu (Tab. 36). Dalsi moznosti
piipravy gelu bylo zahusténi pomoci CMC.
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Tabulka 36 Srovnani pripravenych gelii zahusténych pomoci carbomeru

E <
Obrazek 40 Cisty gel Obrazek 41 Gel s pridavkem Obrazek 42 Gel s pridavkem

liposomii enkapsulovaného extraktu

z kavy a pomerance

Porovnanim obou produkti, pletové vody a gelu, se jako u¢innéjsi aplikacni forma jevi gel,
ve kterém maji Castice vetsi dlouhodobou stabilitu. Dale lze pfipravit vyrobek s vyssi
koncentraci liposomu se zabalenym kofeinem a dalSimi aktivnimi latkami. Také pii aplikaci
na pokozku diky delsi dobé ptisobeni mize byt dosazeno vyssiho ucinku. Takto pfipraveny
gel by byl vhodny nejen jako Cistici kosmetika, ale také v aplikaci jako pletovd maska
pro maximalni ucinek. Pokud by se pfipraveny vyrobek pouzival jako no¢ni kosmetika,
pfidaly by se do n&j i Castice s extraktem z levandule. Castice by postupné uvoliiovaly
levandulovou viini, ktera by pozitivné ptisobila na smysly spotiebitele.

U liposomt byla déle sledovéana difuze z vodného do nepolarniho prostiedi, kde byl v souladu
s literaturou prokazan prostup liposomt do pokozky a jejich nésledny rozpad. Aktivni latky,
ato predevsim kofein, jsou tak pomoci liposoml pienaseny na mista plisobeni ve vrstveé
pokozky obsahujici tuk [49].




6 ZAVER

Predlozena bakalaiska prace byla zaméfena na ptipravu a vyuziti vybranych typli nanocastic
v kosmetice. V teoretické Casti byl charakterizovan kofein, polyfenoly, vitamin C, také plet’,
dale mozZnosti enkapsulace a vlastnosti liposomil. V experimentélni ¢asti byla vyhodnocena
enkapsulac¢ni ucinnost kofeinu, polyfenoli a vitaminu C z pfipravenych extrakti, a také
stabilita ¢astic pfipravenych pomoci tfi metod.

Jako nejvhodnéjsi pro enkapsulaci standardniho roztoku kofeinu byly vyhodnoceny metody
za pomoci ultrazvuku. Nejvyssi G¢innost byla stanovena u metody Ultrazvuk 2, diky které se
podafilo enkapsulovat az 64,15 % kofeinu a pfipravené €astice vykazovaly dobrou stabilitu.
Pti enkapsulaci kofeinu z pfirodnich zdroj, a to z ¢erného, zeleného a bilého caje, dale
z guarany a kavy byla nejvysSsi enkapsulacni u¢innost stanovena opét u metod s vyuzitim
ultrazvuku, a to u enkapsulovaného extraktu z ¢erného caje s G€innosti 71,15 %. Utinnost
enkapsulace u ko-ekapsulovanych extraktii z pfirodnich zdroji a ovocné slozky se neliSila
od enkapsulace samotnych ptirodnich extrakti. Ovocné slozky, extrakt z citronu, pomerance
a kiwi, tedy negativné neovliviiovaly enkapsulaci kofeinu z pfirodnich zdrojii, v nékterych
pfipadech naopak doslo k vy$Simu zabaleni kofeinu. Nejvyssi enkapsulacni Gc¢innost byla
stanovena u ¢astic piipravenych metodou Ultrazvuk 1 s extraktem z ¢erné¢ho caje, kdy bylo
zabaleno az 71,79 % kofeinu.

Dale byla stanovena enkapsula¢ni uc¢innost polyfenolt z ptirodnich zdroji kofeinu, ovocnych
slozek a bylinné slozky, levandule. Enkapsulace polyfenolli z ptirodnich zdroji nebyla tak
uspésna jako v ptipad€ kofeinu. Pomoci ultrazvukovych metod byla enkapsulaéni ucinnost
velmi mald a nejvice se tedy uplatnila enkapsulace pomoci metody TLE, kdy nejvyssi
ucinnost enkapsulace byla stanovena u extraktu z guarany a dosahovala 59,75 %. Nejvyssi
enkapsula¢ni Gc€innost polyfenold u ovocnych slozek byla stanovena u kiwi, a to pomoci
metody Ultrazvuk 2, kdy bylo zabaleno az 82,59 % polyfenolii. Uéinnost ultrazvukovych
metod byly jinak v tomto pfipadé opét srovnatelné.

Pro kosmetické ucely je také dllezity vitamin C, proto byla stanovena i enkapsulacni ti€innost
vitaminu C ziskaného z ovocnych slozek. Nejvyssi enkapsulacni G€innost vykazovaly ¢éstice
pfipravené¢ pomoci ultrazvukovych metod, pfedevS§im metodou Ultrazvuk 2. Nejvétsi
mnozstvi vitaminu C se zabalilo z extraktu z pomerance, a to az 59,23 %.

Stabilita pfipravenych Ccastic byla stanovena pomoci zeta potencidlu. VSechny castice
vykazovaly vybornou stabilitu, jelikoz se jejich zeta potencidl nachazel mimo oblast
nestability. Navic u ¢astic s kofeinem z extraktli byl naméfen vétsi zeta potencial nez u ¢astic
bez kofeinu pfipravenych stejnou metodou.

Dlouhodoba stabilita Castic byla analyzovana v modelovych podminkéach, a to ve vodé
simulujici prostfedi pletové vody a v gelu. Po uplynuti 1 tydne nebylo zaznamenano zadné
uvolnéni kofeinu ve vSech typech pfipravenych c¢éstic. Po uplynuti 3 tydnG jiz doSlo
k &asteénému rozpadu nékterych Gastic, a tim i kuvolnéni kofeinu. Céstice pfipravené
metodou Ultrazvuk 1 byly stabilni a narGst koncentrace kofeinu byl zaznamendn pouze
u zeleného Caje a guarany, kdy dosSlo k uvolnéni az 30,95 % kofeinu. Také castice s ko-
enkapsulovanymi extrakty z ptfirodnich zdroji kofeinu a ovocné slozky byly stabilni.
Po 3 tydnech se nejméné kofeinu uvolnilo z €astic pfipravenych metodou TLE, pfiCemz
nejvice se uvolnilo z ¢astic s extraktem s guarany a pomerance, a to pouhych 3,56 %.
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Touto metodou se vSak mnoho kofeinu neekapsulovalo, proto mohlo dojit k tak malému
uvolnéni kofeinu. Vhodnéjsi metodou se tedy jevila metoda Ultrazvuk 2, kdy u céstic
s extraktem ze zelené¢ho Caje a guarany nedosSlo k zadnému uvolnéni kofeinu a u ostatnich
Castic s extrakty se kofeinu uvolnilo 3,08-43,14 %.

Polyfenoly se v liposomech neudrzovaly tak dobfe jako kofein. Jiz po 1 tydnu byl
zaznamenan narust koncentrace uvolnénych polyfenoli. S delSim c¢asovym tsekem
uchovavani dochéazelo k vyrazn&jsimu uvoliiovani téchto aktivnich latek. Nejstabilnéjsi byly
Castice s extraktem z ¢erného Caje pripravené metodou Ultrazvuk 1, kde doslo k uvolnéni
pouze 30 % polyfenold po 3 tydnech. U ko-enkapsulovanych ¢astic byla nejstabilngjsi Castice
s guaranou, kdy se nejméné polyfenold uvolnilo z ¢astic pfipravenych metodou TLE a to
pouhych 6,85 %. I v tomto ptipad€ se vSak touto metodou mnoho polyfenolti neekapsulovalo..
Vhodnéjsi metodou se tedy jevi metoda Ultrazvuk 2, kdy se z Castic uvolnilo mnozstvi
polyfenolti v rozmezi 11,64—56,37 %.

Stabilita ¢astic s enkapsulovanymi extrakty nelze posoudit podle mnozstvi uvolfiovaného
vitaminu C, jelikoz dochdzelo k jeho takika 100% degradaci. Mohlo i nemuselo tedy dochazet
k uvolilovani a soucasné k degradaci vitaminu C.

Jako nejvhodnégjsi cCastice pro kosmetické ucely byly vybrany liposomy piipravené
ultrazvukovou metodou. Tyto ¢astice mély dobrou stabilitu a u vSech pfipravenych ¢astic byla
také stanovena vysoka enkapsulacni ti€innost. Také dlouhodobé stabilita pfipravenych astic
vyhovovala aplikaénim pozadavkiim, naptiklad u liposomi s extrakty zkavy, cerného
a bilého ¢aje nedoslo ani po 3 tydnech k uvolnéni zddného kofeinu.

Testované extrakty zeleného, bilého, Cerného ¢aje, guarany 1 kavy jsou tedy vhodné k pouziti
do omlazujici kosmetiky. Navic pro zlepSeni kvality a stability liposoml byly extrakty
obohaceny o ovocnou, poptipadé bylinnou slozku a takto ko-enkapsulované liposomy byly
stanoveny jako nejlepsi varianta. Uginkem kofeinu lze docilit pfevazné vyhlazeni pleti.
Pfidanim ovocné slozky lze pak plet’ rozjasnit a dodat potfebnou pruznost a sv€zZest. Takto
ucinny ptipravek je vhodny pro denni aplikaci. Naopak pokud kofein kombinujeme
s extraktem z levandule, nejen Ze se navysi odolnost pleti vii¢i poskozeni, ale také uvoliovani
levandulové viiné miiZze pozitivné ovlivnit smysly spotiebitele. Jako nejvhodnéjsi aplikacni
forma obsahujici liposomy byla na zékladé vysledki této prace navrzena pletova voda nebo
gel, pouzivany jako pletova maska, ktery diky delS$i dobé plisobeni na pokozce vykazuje
1 lepsi u¢inek.
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8 SEZNAM ZKRATEK

Pouzité jednotky
g — gram

mg — miligram
pg — mikrogram

1 —litr

dl — decilitr

ml — mililitr

h — hodina

mm — milimetr
um — mikrometr
nm — nanometr

°C — stupné Celsia

Ostatni

SUV — Small unilamellar vesicles, malé monolamelarni Castice
LUV — Large uniamellar vesicles, velké monolameldrni ¢astice
MLYV — Multilamellar vesicles, mnoholamelarni ¢astice

TLE — Thin Layer Evaporation, metoda odpafovani na tenké vrstvé

RP-TLE — Reverse Phase-Thin Layer Evaporation, metoda odpafovdni na tenké vrstvé

reverznich fazi

HPLC — High  Performance Liquid Chromatography, vysokoucinna
chromatografie

PDA — Photodiode array, fotodiodové pole

DLS — Dynamic Light Scattering, dynamicky rozptyl svétla

UV — ultrafialovéa oblast

VIS — viditelna oblast

HDL — High Density Lipoproteins, lipoproteiny o vysoké hustoté

LDL — Low Density Lipoproteins, lipoproteiny o nizké hustoté

kapalinova



