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Abstrakt

Predlozena diplomova praca je zamerand na pripravu nanocastic a nanovlakien s prirodnymi
UV filtrami. V praci boli pripravené lipozomové Castice, do ktorych boli enkapsulované vodné,
etanolové a olejové extrakty. Dalej boli vytvorené nanovlakna z PHB s obsahom olejovych
extraktov.

V préci bola spracovana reSer§ zamerana na prirodné materialy S potencialnym u¢inkom UV
filtrov. Teoreticka Cast' popisuje nanocastice, nanovldkna a metdédy ich pripravy a
charakterizacie.

V experimentalnej Casti prace boli pripravené vodné, etanolové a olejové extrakty z praZene;j
kavy, zelenej kavy a cascary. Extrakty boli spektrofotometricky charakterizované na obsah
polyfenolov, flavonoidov, antioxidantov, taninov a bolo stanovené ich SPF. Z extraktov boli
pripravené castice, u ktorych bola stanovena enkapsula¢na ucinnost’, kratkodoba stabilita,
dlhodoba stabilita a SPF. Pomocou metédy DLS bola stanovena velkost’ Castic, polydisperzitny
faktor a koloidna stabilita. Pomocou elektrospinningu a forcespinngu boli vytvorené vlakna
z PHB s obsahom olejovych extraktov. Pripravené vlakna boli analyzované FTIR-ATR, testom
antioxidacnej aktivity a bolo vykonané stanovenie kratkodobej a dlhodobej stability.
Z vybranych druhov Castic boli pripravené emulzie a gély a bolo stanovené ich SPF. Z emulzii
boli vybrané 3 typy, ktoré boli testované na dobrovolnikoch a bola stanovena ich stabilita
pomocou analytickej centrifigy.

Na zaver prace bola stanovend cytotoxicita vybranych druhov castic a vldkien na
keratinocytoch.

Krucové slova
Nanocastice, nanovladkna, polyhydroxybutyrat, UV filtre, keratinocyty, SPF, stabilita



Abstract

The presented diploma thesis is focused on preparation of nanoparticles and nanofibres with
natural UV filters. Liposomes with encapsulated aqueous, ethanol and lipid extracts were
prepared. Nanofibers from PHB containing lipid extract were prepared too.

As a part of this work, an overview of natural sources with potential effects as UV filters
were introduced. Moreover, nanoparticles and nanofibers and methods of their characterization
were described. Size, polydisperse index and colloid stability of prepared nanoparticles were
characterized via DLS.

In experimental part aqueous, ethanol and lipid extracts were prepared from roasted coffee,
green coffee and cascara. These extracts were spectrophotometrically characterized for the
content of polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, tannins and their SPF. Liposomes and
liposomes containing PHB with these extracts were prepared and the encapsulation effectivity,
short-term and long-term stability as well as SPF of nanoparticles were determined.
Nanofibers from PHB containing lipid extracts were prepared via electrospinning and
forcespinning methods. Prepared nanofibers were examined via FTIR-ATR. Antioxidant
activity, short-term and long-term stability were determined spectrophotometrically.

From selected nanoparticles, emulsions and gels were prepared and their SPF was also
determined. Three types of emulsions with the best SPF were selected and tested on volunteers.
Sedimentation stability of emulsions was tested by analytical centrifuge. Finally, cytotoxicity
of selected nanoparticles and nanofibers was tested via MTT assay using human keratinocytes.

Key words
Nanoparticles, nanofibres, polyhydroxybutyrate, UV filters, keratinocytes, SPF, stability
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1 UVvOoD

Elektromagnetické ziarenie, ktoré dopadé zo Slnka na zemsky povrch ma na 'udské zdravie
nielen pozitivne, ale aj negativne u¢inky. Medzi pozitivne u¢inky patri napr. produkcia
vitaminu D alebo zlepSenie chronickych ochoreni koze. Avsak coraz diskutovanejSie su
negativne U€inky UV Ziarenia. Ludia sa voci tomuto Ziareniu chrania oblecenim, okuliarmi a
pokryvkami hlavy, no je vhodné pouzivat' aj opal'ovacie pripravky. Kozmetické produkty
obsahujiice UV filtre nielenze dokazu predizit dizku vystavenia slne¢nému Ziareniu, ale tiez
chranit’ zdravie spotrebitel'a. Dopyt po opalovacich pripravkoch sa teda coraz viac zvysuje.

Pritomnost’ Struktar pripravenych na principe nanotechnologickych postupov slizi nielen
ako lakadlo pre spotrebitela pri kape, ale predovsetkym ma vyznamny vplyv na vyrobu
a samotny finalny produkt. Preto spolo¢nosti s kozmetickymi produktmi viac a viac zac¢lenuji
do svojho portfolia vyrobky s obsahom nanocastic a nanovlakien. Zaroven je potrebné pri
vyvoji tychto produktov dbat’ na poZziadavky a preferencie spotrebitelov. Ti uprednostiiuji
produkty s obsahom prirodnych latok, ktoré na rozdiel od syntetickych zlucenin nezatazuju
zivotné prostredie. Dovodom dovery v prirodné latky je aj to, Ze mnohé z nich sa od nepaméiti
pouzivaju v 'udovom lieCitel'stve a ich ucinky na l'udsky organizmus, ¢i uz pozitivne alebo
negativne, si overené mnohymi generaciami. Zaroven je ¢oraz viac l'udi uvedomelych v otazke
odpadov a ich postupného znizovania. Preto by mnohi spotrebitelia ocenili produkty s pridanou
hodnotou.

Prikladom takéhoto materidlu je bipolymér PHB (poly—3-hydroxybutyrat), ktory je
produkovany baktériami, pricom ako zdroj zivin méze sluzit' odpadny fritovaci olej. Z tohto
materidlu mozu byt’ vytvorené uz vyssie spomenuté nanostruktury, pricom by sa stale jednalo
0 prirodny, biokompatibilny a biodegradabilny materidl. Zaroven by z PHB mohli byt
vytvorené obaly tychto pripravkov, ktoré by sa jendoduchsie a rychlejSie rozlozili po
spotrebovani produktov a zat'az na zivotné prostredie by sa znizila.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Koza

Koza predstavuje najvacsi samostatny organ 'udského tela a tiez prvotnua bariéru medzi telom
a vonkajSim prostredim. Jej ulohou je zabezpecit komunikaciu organizmu s okolitym
prostredim a taktiez ochranovat’ pred skodlivymi vplyvmi prostredia, ako je napriklad UV
ziarenie. Z vonkajsej strany je koza pomerne nepriepustna pre vodu, a tak brani strate tekutin.
Spolu s derivatmi koze sa podiela na termoregulacii [1,2].

Skladba koze pozostava z epitelovej zlozky, ktorou je pokozka (epidermis). Pod fiou sa
nachddza vizivova zlozka zvand zamsSa (dermis, corium). Po dermis nasleduje vrstva
podkozného viziva (hypodermis), ktora je tvorend riedkym kolagénovym vizivom. Ulohou
hypodermis je pripajat’ kozu k hlbsie ulozenym tkanivam [1].

Celkova hrubka koZe je odlisna na roznych cCastiach tela. Na zaklade toho delime typ koZze
na tlsty a tenky. Tlsty typ sa nachadza na dlaniach a chodidlach, priCom hrubka epidermis je
v rozmedzi 400-600 um. Tenky typ koZe pokryva ostatné Casti tela a hrabka epidermis sa
pohybuje medzi 75 az 150 um. V kozi tenkého typu sa vyskytuju aj kozné adnexy ako vlasy
a chlpy [1].

Pre klasifikaciu typu koze, ale aj pre postidenie mozného rizika rakoviny koze, bol vyvinuty
tzv. Fitzpatrickov test. Koza je klasifikovana na zaklade jej farby areakcie po vystaveni
slne€nému ziareniu. Urcenie spravneho fototypu koze je dodlezité, pretoze rakovina koze
predstavuje jednu z najrozsirenejSich foriem rakoviny vo svete ako u zien, tak aj u muzov.
V Tabul’ka 1 st uvedené jednotlivé typy koze a ich vlastnosti [3,4].

Tabulka 1: Fitzpatrickova klasifikacia typov koze [4]

Typ koZe Typické vlastnosti Reakcia na slne¢né Ziarenie
| Svetlo biela koza, modré alebo orieskové oci, rySavé Vzdy spalena, pokozka sa
alebo blond vlasy neopali

1 Svetla plet, modré oci Lahko sa spali

1] Krémovo biela plet Obcas mierne spalena koza

v Lahko hnedé pokozka Minimalne sa spali

\Y% Hned4 koza Spalenie koze je zriedkavé

Vi Tmavohnedd az ¢ierna koza KoZa sa nikdy nespali

2.1.1 Epidermis

Za bariérova funkciu koze zodpovedd predovSetkym epidermis. Predstavuje tak fyzikalnu,
chemicku a imunologicku bariéru organizmu. Okrem toho spomal’uje proces transepidermalnej
straty vody, posobi ako antimikrobidlna bariéra, ako ochrana proti UV Ziareniu a plni tiez
biosenzorické funkcie. Pokozka pozostdva z viacvrstvového dlazdicového rohovejuceho
epitelu. Bunky vytvarajice tento epitel, teda rohovejice epitelové bunky, nazyvame
keratinocyty. V epidermis sa okrem keratinocytov nachadzajt aj melanocyty, Langerhansove
a Merkelove bunky. V epidermis rozliSujeme celkovo 5 vrstiev a to: stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum [1,5].

2.1.2 Dermis

Zakladom zamSe je vizivové tkanivo, ktoré prepdja epidermis so subkutis. Dermis vyznamne
prispieva k mechanickym vlastnostiam koze v dosledku kolagénovych a elastinovych vlakien,
ktoré obsahuje. Tie umoziiuji vysokt uroven deformacie a pruznosti pri natahovani. Hrubka
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zamse je odlisna v zavislosti od umiestnenia na 'udskom tele, pricom najhrubsia je na chrbte
[1,6].

Rozhranie medzi epidermis a dermis je tvorené bazalnou membranou, kde vybezky dermis,
nazyvané papily, zasahuju do epidermis. Ulohou papil je privadzanie ciev blizsie k vrstvam
epitelovych buniek epidermis a zaroven posiliiovat’ dermo—epidermalne spojenie. Papily su
najviac lokalizované na miestach, ktoré musia odolavat’ vysokému mechanickému zatazeniu
koze. V zamsi rozoznavame dve vrstvy, a to stratum papillare a stratum reticulare [1].

2.2 Charakteristika vybranych bioaktivnych zloZiek prirodnych latok

2.2.1 Antioxidanty
Su biologické latky, ktoré chrania pred reaktivnymi druhmi kyslika (ROS — reactive oxygen
spieces). ROS pri vysokych koncentraciach spdsobuju poskodenie biomolekul ako DNA, RNA,
proteinov a lipidov. Tieto poskodenia vedu k vzniku patologickych stavov. ROS st prirodzene
produkované Zivymi bunkami, priCom produkcia prebiecha najmid v organelach ako
mitochondrie, peroxizémy, endoplazmatické retikulum. Najvacsie mnozstvo je vyprodukované
prostrednictvom mitochondridlneho respiracného komplexu pocas vysokej tvorby ATP,
oxiddcie mastnych kyselin ¢i v priebehu detoxikaénych procesov. Zdravy systém je
charakterizovany rovnovahou medzi vyprodukovanymi ROS a ich zachytdvanim pomocou
antioxidantov. Ak dojde k naruSeniu rovnovahy, dochadza k vzniku oxida¢ného stresu [7].

Antioxidanty pdsobia ako lapace pre vol'né radikaly a zabranuji oxidaénym reakciam, ktoré
vedu k vzniku réznych choréb. Dalej vykazuju protivirusové, protizapalové a protirakovinové
ucinky [7].

Mechanizmus ucinku antioxidantov, ktory ilustruje Rovnica 1, je zalozeny na poskytovani
atomového vodika k zneskodneniu ROS [8].

RO-O + AH —» ROOH + A
peroxidovy antioxidant peroxid radikal (1)
radikal antioxidantu

Radikal antioxidantu je malo reaktivny, ateda nie je schopny vyvolat d’alSiu retazovi
reakciu. Namiesto toho ma tendenciu sa spajat’ s d’alsim radikalom (A*, ROO’, RO") alebo sa
disproporcionovat, pricom vznika povodny antioxidant a odpovedajtci chinon [8].

Aj napriek ich mnohym benefitom je ich negativom nizka stabilita pri tepelnych procesoch.
Ako adekvatne rieSenie odstranenia tohto nedostatku je zapuzdrenie antioxidantov do
nanocastic. Enkapsulécia aktivnych latok ul'ah¢i nasledujiice manipulacie, zvysi stabilitu, zlepsi
rozpustnost’ vo vode, zvysi u¢innost’ a uvolnovanie biologicky aktivnych latok sa stane riadené
[9].

Vidsina antioxidantov je produkovana rastlinami, a teda sa jedna o fytochemikalie [7].
2.2.2 Flavonoidy
St sekundarne polyfenolické metabolity, ktoré sa beZzne nachadzaji v mnohych hubach a
rastlinach [10].

Molekula obsahuje C15 flavanovy cyklicky skelet, ktory pozostava z dvoch substituovanych
benzénovych jadier A aB a pyranového kruhu C, ktory je spojeny s kruhom A. Za typické
reakcie flavonoidov je zodpovedny heterocyklus C, ktory obsahuje atom kyslika. Modifikaciou
zakladnej Struktury prostrednictvom réznych druhov oxidacii alebo substituentov na C kruhu
mozeme flavonoidy rozdelit’ do ré6znych tried [8,10].
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Prikladom klasifikacie flavonoidov je Clenenie na zaklade stupiia oxiddcie pyranového
kruhu, ktory je znazorneny na Obrazok 1. RozliSujeme flavany, flavanoly, flavony, flavonoly,
anthokyanidiny a chalkony. Kazda z podtried je d’alej ¢lenena [8].
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Obrazok 1: Klasifikacia flavonoidov [10]

Flavonoidy maji mnoho benefitov na l'udské zdravie. Ako priklady je mozné uviest
antioxidac¢nu aktivitu, vplyv na reguldciu hmotnosti, ochranu pred kardiovaskularnymi
ochoreniami, ochranu pred krehnutim ciev, protizapalova aktivitu, prevenciu pred
neurodegenerativnymi ochoreniami ¢i ochranu pred virusovymi a bakteridlnymi infekciami.
Konzumacia ¢erstvého ovocia a zeleniny bohatych na vitaminy A, C, E, p—karotén a flavonoidy
predstavuje ochranu proti rakovine pluc, pfs, prostaty alebo hrubého Ereva. Flavonoidy sa
pouzivaju aj ako chemoterapeutické ¢inidla [10].

2.2.3 Polyfenoly

Heterogénna skupina bioaktivnych latok, ktoré su produkované ako sekunddrne metabolity
rastlin. Z chemického hladiska sem patria latky, ktoré maju vo svojej Strukture aspon jeden
benzénovy kruh, ktory je substituovany jednou alebo viacerymi hydroxylovymi skupinami a
funkénym bo¢nym retazcom [11,12].

Uginok polyfenolov je zalozeny na ich antioxidaénej a protizapalovej aktivite. Stadie, ktoré
boli vykonané in vitro na humannych bunkovych kultarach, ako aj na zvieratach, potvrdzuju
ich protektivny ucinok proti chronickym ochoreniam. Z nich je mozné menovat’ napriklad
kardiovaskularne choroby, diabetes mellitus, rakovinu, neurodegenerativne ochorenia ako
Alzheimer a Parkinson ¢i ochorenia plic a pe¢ene [11,13,14].

Bol preukdzany aj vplyv na zloZenie a funkénost mikroflory v traviacom trakte, ¢i ako
prevencia pri dentalnych ochoreniach [12].

Kvalitnym zdrojom polyfenolov je napriklad hrozno a ¢ervené vino [12].
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2.2.4 Taniny

Taniny alebo tiez triesloviny, st heterogénnou skupinou fenolickych latok, ktoré sa prirodzene
vyskytuju v rastlinnej risi ako sekundarne metabolity. Ich lohou je regulovat’ rast rastlin a tiez
Chranit’ pred pripadnou konzumadciou predatorom, pretoze rastlinné tkaniva, v ktorych sa
nachadzaju triesloviny, st nepozivateI'né. Tato skupina latok sa rozliSuje roznymi chemickymi
Struktarami, avS§ak mé jednu spolocnu vlastnost’, ato viazat' a zrazat proteiny. Taniny sa
rozdeluji do troch skupin, ktorymi su hydrolyzovatelné taniny, kondenzované taniny
a flototaniny. Prvé dve skupiny trieslovin sa vyskytuju len v suchozemskych rastlinach, zatial
o tretia skupina sa nachddza len v hnedych morskych riasach. Bohatym zdrojom taninov st
obilniny, lie¢ivé rastliny, Caje, ale aj rézne druhy ovocia ako banany, jablka, ostruziny i
hrozno. Vo vSeobecnosti plati, ze najvacS§ie mnozvo taninov sa nachadza v novych listoch
a kvetoch, teda v zraniteInych Catiach rastliny. Jednotlivé druhy rastlin obsahujti taniny liSiace
sa nielen chemickymi Struktirami, ale aj ich mnozstvom v rastline. Podmienkami, ktoré
ovplyviiuju tato variabalitu st napr. rozne rastové Stadia a rastové podmienky ako je teplota,
intenzita svetla dopadajiiceho na rastlinu alebo dostatok zivin [15,16].

2.3 Charakterizacia prirodnych extraktov

Extrakty je mozné charakterizovat’ prostrednictvom niekol’kych rychlych a jednoduchych
metod. Medzi oblubené metody patria nielen chromatografické, ale predovSetkym
spektrofotometrické.

2.3.1 UV=VIS spektrofotometria

Predstavuje metodu, ktorej podstatou je absorpcia UV a VIS ziarenia (200-800 nm) zriedenymi
roztokmi molekul. V priebehu samotného merania prechadza ziarivy tok cez kyvetu so vzorkou.
Prejdeny ziarivy tok je ochudobneny o odrazené, rozptylené a absorbované ziarenie. Nakol'’ko
sa rozptyl a odraz ziarenia zanedbavaju, predpoklada sa, Ze za ochudobnenie Ziarivého toku je
zodpovedna absorpcia. Relativnu ¢ast’ prejdeného ziarenia vyjadruje transmitécia, ktora sa
udava v percentdch. Vo vypoctoch sa vSak zvykne pouzivat’ absorbancia, ¢o je zaporny
dekadicky logaritmus transmitacie. Koncentraciu zriedeného roztoku vypocitame na zdklade
Lambert-Beerovho zakona zobrazeného Rovnicou 2, kde &) je molarny absorpény koeficient
(dm® -mol™? -cm™), ¢ je latkova koncentracia (mol -dm) a 1 je hrabka absorbujucej vrstvy (cm)
[17].

Ayl @

2.4 UV ziarenie

Solarne elektromagnetické spektrum je zlozené zo Sirokého spektra lucov, vratane UV ziarenia.
UV ziarenie sa rozdel'uje na UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) a UVC (200-280 nm).
UVC ziarenie, ktoré je povazované za vel'mi posSkodzujice, je uplne absorbované zemskou
atmosférou. UV Ziarenie, ktoré dosahuje zemsky povrch, je UVB a UVA. UVA Ziarenie je
d’alej mozné rozdelit’ na UV A 1, alebo tiez d’aleké UVA (340-400 nm), a UVA II, oznacované
aj ako blizke UVA (320-340 nm) [18,19].

Expozicia UVA a UVB ziareniu moze byt pri¢inou podrazdenia pokozky, spalenia, ba
dokonca rakoviny koze. Ako ochrana pred nepriaznivymi G¢inkami UV Ziarenia sa pouziva
oblecenie, okuliare a opalovacie krémy [18,20].

UV ziarenie ma okrem negativnych tc¢inkov aj pozitivny vplyv na l'udské zdravie. Z tychto
benefitov moézeme menovat’ napr. produkciu vitaminu D v pokozke, ktora je sprostredkovana
UVB Ziarenim, zvySenie melaninu v pokozke pri opal'ovani, zlepSenie psoriazy a atopickej
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dermatidy. Vystavenie UV ziareniu zniZuje tlak a dokonca mdZze zlepSit' naladu pomocou
uvolnenia endorfinov [20].

2.5 UV filtre

Na zaklade mechanizmu u¢inku rozdel'ujeme UV filtre na chemické a fyzikalne [19]. Idealny
UV filter by mal absorbovat’ UVA aj UVB Ziarenie, dobre pril'nat’ k pokozke a byt vodoodolny
[18].

2.5.1 Chemické UV filtre

Tento typ filtrov je Siroko pouZivany v opal'ovacich pripravkoch. Z chemického hl'adiska sa
jedna o aromatické zluceniny konjugované najcastejsie s karbonylovou skupinou. Chemické
UV filtre pracuju na principe absorpcie UV Ziarenia o vysokej intenzite, pricom dochadza
k excitacii elektronu zo zakladného stavu do excitovaného stavu. Tieto filtre moézu byt
klasifikované na zaklade chemickej §truktary alebo podla ich absorpéného spektra [18,19,21].

Medzi organické UV filtre poskytujiice ochranu proti UVB Ziareniu patri napriklad PABA,
oktokrylén, fenylbenzimidazol-sulfonova kyselina. Filtre poskytujuce ochranu proti UVA
ziareniu su napriklad oxybenzon, dioxybenzon ¢i avobenzon [22]

Prebiehajuce vyskumy naznacuju, ze ako organické UV filtre maju velky potencial
antioxidanty [18].

Schopnost’” organickych UV filtrov absorbovat UVA a UVB Ziarenie sa vyuziva aj
Vv priemyselnej vyrobe, kde su tieto latky pouZzivané ako prisady do polymérov, z ktorych sa
vyrabaju produkty ako obalové materialy, sklo, farby a lepidla. Jedna sa o produkty, ktoré
podlichajt fotodegradacii, a preto je ich potrebné chranit’ pred UV ziarenim [23].

Aj napriek ich rozsiahlemu pouzivaniu v produktoch chraniacich proti UV Ziareniu, boli
zaznamenan¢ ich vedl'ajsie ucinky, ako napriklad naruSenie endokrinného systému ¢i zvySenie
rizika rakoviny pfs. Na zaklade toho bola v Eurdpskej legislative pre kozmetické vyrobky
Vv prilohe VI upravend maximalna povolend koncentracia organickych UV filtrov vo vyrobkoch
osobnej starostlivosti. Povolena koncentracia sa pohybuje vrozmedzi 4 az 10 % hm.
Vv zavislosti od typu zluceniny [21].

2.5.2 Fyzikalne UV filtre

Fyzikalne UV filtre funguju na principe odrazu alebo rozptylu UV ziarenia, a to v celom
rozsahu UV spektra. Medzi nechemické blokatory patria anorganické mikrocastice TiO2 alebo
Zn0. Oxid zino¢naty poskytuje dobrt ochranu proti UVA, zatial’ ¢o oxid titanicity zabezpecuje
vybornii ochranu proti UVB. Dal§im fyzikalnym blokatorom je oxid Zelezity, ktory sa vd’aka
cervenému sfarbeniu, ktoré je podobné prirodzenému sfarbeniu koze, pouziva na maskovanie
neprichladnym ¢astic TiO2 a ZnO. Vyhodou anorganickych UV flitrov je, ze nedrazdia
pokozku, a tak st vhodné pre deti a alergikov. Naopak nevyhodou je ich fotoreaktivita a fakt,
ze pre dosiahnutie pozadovaného ucinku je potrebné aplikovat’ vyssiu hustotu Castic[19,22].

2.6 Prirodné UV filtre

Biologicky aktivne latky z prirodnych zdrojov st Casto pouZivané V pripravkoch uréenych
k ochrane proti slneénému Ziareniu na doplnenie fotoprotektivneho ucinku syntetickych
zluCenin a k zvyseniu fotostability. Priklady takychto prirodnych latok su uvedené v Tabulka
3. K synergickému ucinku prispievaju najmé antioxidanty zahfhajuce predovsetkym fenoly,
askorbat a tokoferoly. Tieto zlu€eniny maji schopnost’ vychytadvat’ vytvorené volné radikaly
sposobené¢ UV ziarenim v kozi, a tak zabranovat ich reakciam s proteinmi, DNA ¢i
membranovymi lipidmi.[24,20].
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Prirodné latky st vSak Coraz viac skimané aj ako potencidlna alternativa syntetickych
organickych zloziek opal'ovacich pripravkov uréenych k topickej aplikacii. Nevyhodou tychto
organickych komponent je obmedzena fotostabilita a vytvaranie fotoindukovanych reaktivnych
druhov [25].

Zapuzdrenim uc¢innych zloziek z prirodnych latok sa zvysi ich u€innost’ prostrednictvom
zvysenia absorpcie alebo rozptylu UV ziarenia, znizi sa toxicita, zvysi stabilita a ich vlastnosti
uvolfiovania su regulované [25].

2.7 SPF
K vyjadreniu G¢innosti opal'ovacieho pripravku vo¢i UVB Ziareniu sa pouziva oznacenie SPF
(,,sun protection factor*). SPF udava pomer ¢asu potrebného na ozarovanie slneénym ziarenim,
kym neddjde k vzniku erytému na pokozke, ktora je chranena opal'ovacim pripravkom K ¢asu
potrebnému k vzniku erytému nechranenej pokozky [19].

Ochranu koze pred G¢inkami ultrafialového Ziarenia zndzorniuje Rovnica 3 [26].

SPF — minimalna eryt. davka v pokozke s ochranou 3)

minimalna eryt. ddvka v pokozke bez ochrany

Jednoduchou a spol'ahlivou in vitro metodou je mozné stanovit’ SPF. Pre vypocet sa pouziva
Mansurova rovnica, Rovnica 4, do ktorej st dosadené absorbancie zriedenych roztokov
v rozmedzi 290-320 nm s krokom 5 nm [27].

320
SPF=CFx Y EE()x 1(2)x Abs(2) (4)
290
Kde CF je korekény faktor (10), EE () je erytmogénny ucinok ziarenia pri odpovedajuce;j
vinovej dizke, Abs (1) je spektrofotometricka absorbancia vzorky pri odpovedajucej vinovej
dizke. Hodnoty EExI su konstanty, ktoré zobrazuje Tabulka 2 [28].

Tabulka 2: Hodnoty konstant EE xI pre slnecné Ziarenie s vinovymi dizkami 290-320 nm
s krokom 5 nm [28]

A [nm]

290

295

300

305

310

315

320

EEXI

0,0150

0,0817

0,2874

0,3278

0,1864

0,0837

0,0180
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Tabulka 3: Vybrané druhy rastlin s fotoprotektivnymi ucinkami [20]

Pouzivané Casti Hlavny
Nazov rastliny Botanicky nazov ou:::llilﬁ;as ! Typ zluceniny e;le‘ljiy Biologicky ucinok
Bazalka prava Ocimum basilicum listy meuvedené NF UV absorbér
fenolické zluceniny .
. : L redukuje erytém koze indukovany
Borovica primorska Pinus pinaster ihlic¢ie polyfenoly, derivaty SPE Je ery er’n oze’ H,l Y F)V’any
4 UVB, zachytava vol'né radikaly
prokyanidinu
. inhibuje vznik poSkodeni
. kaempferolové glykozidové
Broskyna oby¢ajna Prunus persica kvety P V ’g yRozIcov SPE vyvolanych UVB/UVC,
derivaty ..
antioxidant
znizuje tvorbu ROS vyvolani UV
Brusnica ziarenim, utlmuje UV A, ktora
. , Vaccinium myrtillus L. plody polyfenoly, anthokyaniny SPE spdsobuje peroxidaciu
Cucoriedkova , e
membranovych lipidov
a intracelularneho GSH
hrafiuje pokozk
Citrénovnik ) ) ) S _ ?c am,l]e pokoz u, pred
., Citrus sinensis plody cyanidinové 3—glykozidy A, SPE poskodenim vyvolanym UV,
pomarancovy L.
antioxidant
. L . tirakovinovy, protizapalovi
Cajovnik ¢insky Camellia sinensis neuvedené polyfenoly A, SPE ,pvr.o e Ovmov}.] .p r(v) 1,Zap e OV.u
ucinok, fotostabilizacna kapacita
Cernugka siata Nigella sativa L. semena neuvedené NF potencialny UV absorbér
y - : . . hrani pred zapal lany
Datelina li¢na Trifolium pratense neuvedené izoflavonoidové zluceniny SPE chrant pre za?.a Om, vyvolanym
UV Ziarenim
. . . h d slneénym ziareni
Fialka trojfarebna Viola tricolor neuvedené flavonoidy NF oclirana pred sinectiym zlarenltl,
SPF > 20
Gastan jedly Castanea sativa listy neuvedené A antioxidant
. . . . . tioxidant, zniZuj Cet spaleni
Ginko dvojlalo¢né Ginkgo biloba zelené listy neuvedené A, SPE antioxicant, zhizuje pocet spaienin

indukovanych UV Ziarenim
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, o . . anthokyanidiny, znizuje pocet dimérov v pokozke
Granatovnik punsky Punica granatum plody, kéra hydrolizovatené taniny SPE indukovangch UVB
antioxidant, redukuje vznik
Kapara tfnita Capparis spinosa kvetné puciky fenolické zluceniny A, SPE kozného erytému indukovaného
UvB
Kavovnik Coffea genus zelené zrniecka lipidové frakcia NF UV absorbér, emolient
, , S . zabranuje oxida¢nému stresu
Nechtik lekarsky Calendula officinalis kvety polyfenoly, flavonoidy SPE indukovanho UV siarenim
Pestrec mariansky Silybum marianum semena flavonolignany A, SPE inhibuje pogkOd.eni.a vyvolane
UVB, antioxidant
Plesnivec alpinsky Leontopodium alpinum neuvedené derivaty luteinu NF UV absorbér
potencialny UV absorbér, inhibuje
Pupava lekarska Taraxacum officinale listy a kvety neuvedené A, NF, SPE poskodenia vyvolané¢ UVB,
antioxidant
RyZa siata Oryza sativa ryzové otruby GAM MA—or’yzanol., inozitol, A, SPE antioxidant, UVA absorbér
mastné kyseliny
zachytava vol'né radikaly, znizuje
Vini¢ hroznorody Vitis vinifera semena polyfenoly SPE , ,0 x1d§cny Strés’, z.e‘lbranuje ,
lipidovej peroxidacii vyvolanej
UVB aUVC
zamedzuje poskodeniam koze
Vres obecny Calluna vulgaris cela rastlina polyfenoly, flavonoidy SPE a posobi ako prevencia koznych
ochoreni vyvolanych UV ziarenim

Vysvetlivky: Prirodzeny UV filter (NF), antioxidant (4), synergické fotoprotektivne ucinky (SPE)
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2.8 Prirodné latky potenciilne obsahujice UV filtre

2.8.1 Kava

Kavovnik patri do ¢elade Rubiaceae, rod Coffea. NajvyznamnejSie hospodarske druhy su
Coffea arabica, C. liberica a C. robusta. Jedna sa o nizky strom, ktory vo vol'nej prirode dorasta
do vysky 7,6 m, avSak pri komerénom pestovani sa udrziava vo vyske 150-185cm. To
zabezpecuje jednoduchsi zber a tiez optimalny tvar stromu. Kavovnik sa pestuje v tropickych
krajinach medzi obratnikmi Raka a KozoroZca. Do tejto oblasti spadaju krajiny ako Brazilia,
Strednd Amerika, Zapadna India, Jdva, Sumatra, Etiopia, Nigéria, Libéria a Juznd Arabia.
Idealna nadmorské vyska pre rast kavovnika je 600—1 200 m, pricom plati, Ze ¢im je nadmorska
vyska vysSia, tym je aj kvalita kdvy vysSSia. Obmedzujicim faktorom pri raste rastliny je
neschopnost’ odolavat’ mrazom. Preto je optimalna teplota pre pestovanie kavovnika
v rozmedzi 30 az 40 °C s thrnom zrazok 150—200 cm. Rastlina zac¢ina produkovat’ plody vo
veku 3-5 rokov a produkcia trva 30 az 40 rokov [29,30].

Kavové zrnka su pri spracovani zbavené oplodia, pripadne aj osemenia. V surovej kdve sa
nachadza 0,9 az 2,6 % kofeinu, 30 % ostatnych latok rozpustnych vo vode, 8 az 17 % tuku.
Kofein obsiahnuty v kavovych zrnkdch ma euforizujtci t€¢inok a ul'ah¢uje asocidciu myslienok.
Konzumentom citlivym na srdce a krvny obeh sa odporuca pozivat’ kavu bez kofeinu [30].

2.8.1.1 Zber a fermentacia kavovych bobul’

Zrelé plody, tzv. kdvové CereSne, moOzu byt zbierané rucne alebo sa striasaju. Duzina sa
odstrafiuje najcastejSie mokrou Upravou, a to tak, ze plody sa vnesu do flotacnej suspenzie.
Dobré plody klesnu na dno, zatial' ¢o menej kvalitné plavaju na povrchu a dochadza k ich
stahovaniu. Nasledne sa kvalitné plody rozdrvia a tym dojde k uvolneniu hlavného podielu
duziny a osemenia. Zvysky, ktoré aj nad’alej lipnu, st zmikcené 1 az 2 ditovou fermentaciou
v kadiach. Dal§im krokom je pranie, po¢as ktorého sa oddeli vicsia ¢ast’ Supky semena. Na
zaver sa semena ususia na vzduchu alebo v mechanickych susiacich jednotkach [30].

Druhou moznostou upravy plodu je tzv. suchd tprava, ktord je zalozena na suseni plodov na
vzduchu za viacnasobného obracania. Obal, ktory sa stane krehkym sa mdze rozbit' medzi
valcami. Zrna je mozné zo zmesi ziskat’ preosievanim [30].

2.8.1.2 PraZenie zelenej kavy

Dodana surova kava sa €isti od cudzich primesi ako drevo, kovové Castice, kamienky a prach.
Pre ziskanie kdvovej aromy sa zrnka prazia pri atmosférickom tlaku, priCom zacinajuca teplota
produktu je asi 100 °C a konciaca teplota cca 200 °C. Pésobenim vnatorného tlaku vodnej pary
a plynov vznikajucich prazenim sa zrnkéa nafuknu na dvojnasobok svojho povodného objemu,
dojde k uvol'neniu vonkajSej blanky a farba zrniek sa zmeni na tmavohnedt. Vlastna kavova
aroma vznika karbonylamino—reakciami v priebehu Maillardovej reakcie [30].

PraZzenie kavy moZe prebiehat’ kontinudlne alebo diskontinudlne. K prazeniu sa pouziva
plyn, vyhrevny olej, pripadne elektrina. Samotné prazenie trva 1,5 az 10 minut a prebieha
Vv bubnovych, odstredivych alebo fluidnych prazicoch [30].

Periodické praZzenie prebieha v panve, ktora rotuje okolo vertikalnej osi. V dosledku
posobiacej odstredivej sily je kdva pohynand po Spiralovitej drihe, kde esSte dochadza
k usmeriiovaniu pomocou prstencov lamiel. Praziaci plyn sa privadza do stredu panvy a je
odsavany spod veka, ¢o zabezpecuje intenzivne premieSanie plynu s kdvou. V zavislosti od
vysledného uprazenia kavy sa voli mnoZstvo kavy, teplota a Cas prazenia. Pokial’ sa jedna
0 prazenie v kratkom case, je nutné¢ dosiahnut’ vysokl rychlost’ prudenia na povrchu kavy.
Prazenie konc¢i davkovanym rozstrekovanim vody pri vopred zvolenej teplote alebo Case.
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Potom dochadza k zniZeniu rotujucej panvy, ¢o vytvori $trbinu, ktorou praZzena kava pada na
prstencové sito. Vdaka prisunu vonkajSieho vzduchu sa prechladena kava ochladi na teplotu
okolia. Po ochladnuti sa kadva z chladiaceho prstenca vyprazdiuje do odkamienkovaca.
Odpadové plyny pouzité k prazeniu st mechanicky zbavené prachu a znova zohriate v plynovej
peci na pozadovant teplotu, odkial’ st pomocou ventilatorov opét’ vhanané do panvy [30].

V priebehu kontinualneho prazenia je privod praziacich plynov a chladiaceho vzduchu
podobny ako pri SarZovom prazeni, avSak kdva je dopravovana a praZzend v rotujicom bubne.
K chladeniu sa pouziva pasovy chladi¢ alebo princip fluidizacie. Potom, ako je dosiahnuta
kone¢na teplota prazen¢ho materidlu, je mozné vstreknit” vodu na predchladenie, ¢im sa
zaroven ukonc¢i prazenie. V procese kontinualneho prazenia sa na odkamienkovanie pouzivaju
Sikmé kmitajuce sitd, pomocou ktorych su tazké cudzie predmety posuvané k hornému okraju,
kde sa odstranuju [30].

2.8.2 Zelena kava
Vo vSeobecnosti biochemické zlozenie zelenych kavovych zfn ovplyviiuje senzorické
vlastnosti kavy po jej uprazeni. Pokial’ zrnko obsahuje vysoké mnozstvo trigonelinu a kyseliny
3,4-dekafenoylchinovej, je povazované za vysokokvalitné. Naopak vysoké hodnoty
kafoylchinénovych kyselin a feruoylchinonovych kyselin aich oxidaénych produktov su
spajané s nizkou kvalitou zrnka, a teda aj s horSou chut'ou kavy [31].

Zluceniny ako kyselina chlorgénova ¢i trigonelin nielenze prispievaju k chuti kavy, ale maju
taktiez antioxida¢né a antimikrobialne vlastnosti [31].

2.8.3 Cascara
Je ziskavana ako vedl'ajsi produkt pri vyrobe kavy zkavovej Ceresne. Kavova Ceresna
zobrazend na Obrazok 2 sa sklad4 zo Supky (perikarp), ktora je Cervenej farby. Pod nou sa
nachadza nazltla vlaknitd duzina (vonkajsi mezokarp), ktora je sladka. Duzina obal'uje tenku
vrstvu slizu, ktoréd sa nazyva pektinova vrstva. Pod niou sa nachaddza pergamen (endokarp), ktory
je nasledovany striebornou blankou. Vo wvnutri CereSne je umiestnené kavové zrnko
(endosperm). AKo cascara sa nazyva prva dvojvrstva CereSne tvorena perikarpom a vonkaj$im
mezokarpom [32].

Duzina z kavovej CereSne obsahuje znaéné mnozstvo fenolickych zlucenin, trieslovin
a kofeinu, a teda pozostava z podobnych zloziek ako kavové zrnko [32].

Pouziva sa na pripravu stimulujuceho a osviezujuceho napoja, ktory ma antioxidacné ucinky
[32].

EXOCARP (vonkajsiavestva)
DUZINA

SEMIENKO

OBAL (stricborna blana)

PERGAMEN (tenkd koZovitavrstva)

STOPKA

Obrazok 2: Plod kavovnika [33]
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2.9 Enkapsulacia

Principom enkapsulacie je zapuzdrenie bioaktivnych zloziek do castic. V priebehu deja
dochadza k zachyteniu aktivnej latky druhou latkou, nazyvanou tieZ ako matrica alebo nosny
material, ktora posobi ako fyzicka bariéra [34,35].

Cielom enkapsulacie je zvySenie stability aktivnych zloziek v priebehu spracovania,
skladovania a zamedzenie neziaducich interakcii s kyslikom, kyselinami alebo enzymami.
Sluzi tiez ako ochrana pred svetlom, teplom a vlhkost'ou [36].

Materialy pouzivané ako matrica musia byt biologicky odburatel'né a byt schopné vytvorit
bariéru medzi vnutornou fazou a jej okolim. Najpouzivanejsimi materialmi sluziacimi ako
matrice st polysacharidy. Vhodné st vsak aj bielkoviny a lipidy [34].

Vyber vhodného polyméru pre dant bioaktivnu latku je nevyhnutny pre optimalne vlastnosti
kone¢ného produktu, pretoze polyméry mézu mat’ rozdielnu kapacitu a ucinnost’ zapuzdrenia
¢i kompatibilitu. Prikladom vhodne zvoleného kompatibilného polyméru k enkapsulacii buniek
je alginat. Od materialu, ktory je pouzity ako matrica, je teda zavisla stabilita a uvolmiovanie
enkapsulovanych latok [36].

Vzhl'adom na rézne fyzikalno—chemické poziadavky materialov, ktorymi st molekulova
hmotnost’, polarita alebo rozpustnost’, je nutné k zapuzdreniu pouzit’ vhodny typ enkapsulécie.
Najpouzivanej§imi metodami si  vdaka ich nenaroénym postupom a uplatneniu
v priemyselnom meradle odparovanie rozpuitadla a suSenie rozprafovanim. Dalsimi
pouzivanymi metdédami su elektrosprejovanie, lyofilizacia, extriizia, ktoré vyuZzivaji rozne
podmienky ako teplota, tlak, pH, rozpustadla, a tak menia aj konecné vlastnosti
enkapsulovanych produktov [34,36].

Enkapsulacia nachddza uplatnenie v réznych oblastiach ako farmacia, potravinarstvo,
pol'nohospodarstvo, kozmetika ¢i textilny priemysel. V potravinarskom priemysle sa pouziva
k maskovaniu neprijemnych chuti alebo voni, k stabilizacii zloziek potravin a K zvySeniu ich
biologickej dostupnosti [34,36].

2.10 Nanotechnologie v kozmetike

Jeden z prvych priemyslov, ktory zaviedol pri vyvoji produktov nanotechnologické principy
bol prave kozmeticky. So zvySujicim sa zdujmom o nanotechnologie sa museli prehodnotit’
aupravit otazky suvisiace s registraciou, oznacovanim, terminoldgiou, bezpecnostou,
zivotnym prostredim a patentovymi pravami tak, aby sa tykali aj nanomaterialov. Avsak pojem
nanomaterialy v kozmetickom priemysle nie je vobec jednozna¢ny, pretoze definicia tohto
pojmu sa neustdle vyvija. Pre medzinarodné zjednotenie definicie bola zavedena norma
ISO/TS 27687:2008. Taktiez v roku 2014 FDA vydala usmernenie, ktoré pomaha zabezpe¢it
jasnost’ v regulacnych nariadeniach FDA ohl'adom nanomaterialov pouzitych v kozmetickom
priemysle. Podl'a tychto nariadeni sa za nanomateridly povazuju materidly, ktoré maju
v rozsahu 1 az 100 nm aspoii jeden vonkajsi alebo vnutorny rozmer, alebo sa v tomto rozmedzi
pohybuje ich povrchova Struktura. Za nanomateridl sa tieZ povazuje samotny material alebo
kone¢ny vyrobok, ktory vykazuje vlastnosti a javy, ktoré sa daji pripisat jeho rozmerom
[37,38].

NajpouzivanejSim spOosobom pouzitia materialov st dermalne aplikacie [38]. Vo
vSeobecnosti sa nanomateridly v kozmetike pouZivaji na zlepSenie dodania kozmetickych
prisad do pokozky. Dal§im déovodom je zvysenie stability u¢innych komponentov, ktoré by inak
mohli podliehat’ rozkladu [37].
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2.11 Nanocastice

Predstavuju struktury, ktoré maju aspon jeden rozmer v rozsahu 1 az 100 nm [39]. Na zaklade
ich velkosti, tvarov a vlastnosti sa radia do skupin zahfiajacich fullerény, kovové, keramické
a polymérové Castice. Vzhl'adom na ich velku plochu povrchu a mali velkost’ sa vyznacuju
jedinecnymi fyzikalnymi a chemickymi vlastnost'ami. Ich reaktivita je dana tvarom, Struktirou
a velkostou. Co sa optickych vlastnosti tyka, tie s taktiez dané velkostou samotnych
nanocastic, ktoré su schopné absorbovat’ vo VIS oblasti. V zavislosti od velkosti vytvaraja
rozne zafarbenia koloidov [40].

Vzhl'adom na svoje vlastnosti sa stali vhodnymi kandidatmi pre r6zne aplikacie. Nanocastice
sa bezne vyuzivaji v kazdodenne pouZzivanych pripravkoch. Typickym prikladom sua
opal’'ovacie krémy obsahujice nanocastice TiO2 a ZnO, ktoré posobia ako UV filtre alebo zubné
pasty obsahujuce TiO: a silikaty [41].

Dalsie moznosti uplatnenia nasli vo farmaceutickych vyrobkoch, elektronike a fotonike. Kvoli
ich fyzikalno—chemickym vlastnostiam je nutné stanovit’ ich mozny toxicky ucinok na l'udské
zdravie [39].

2.11.1 Lipozémy
Lipozoémy st vezikularne ttvary, ktoré sa pouzivaji na prepravu hydrofobnych a hydrofilnych
latok [42]. Slovo lipozom je odvodené z dvoch gréckych slov: Lipos, teda tuk a Soma, ktoré
znamena telo [43]. V roku 1965 bol Banghamom a jeho spolupracovnikmi prvykrat popisany
postup pripravy lipozémov hydrataciou tenkého lipidového filmu. Tato metoda sa pouziva aj
V stucasnosti [44].

Ich Struktara je znazornend na Obrazok 3. Membrana pozostava z lipidovej dvojvrstvy
nepriepustnej pre iony a velké dipoly ako sacharidy a proteiny. Na zdklade obmedzenej
permeability st enkapsulované latky chranené pred vplyvmi okolia. Velkost' lipozomov sa
pohybuje v rozmedzi 30 nm do niekol’kych mikrénov. Mechanizmus vzniku lipozomov je
zalozeny na hydrofilno—hydrofobnej interakcii medzi fosfolipidmi a molekulami vody [45].

Hydrofilng
Ty skupina
et o /
T J ,-"‘
. \ N
: Hydrofdbne
liecivo
Ynutorngé
vodné
prostredie
Hydrofilné
lieCivo

Obrdzok 3: Zobrazenie Struktury lipozomu, prevzaté a upravené z [46]

Vlastnosti fosfolipidovej dvojvrstvy st ur€ené roznymi faktormi, no predovsetkym zloZenim
materialu, ktory bol na ich pripravu pouzity. DoleZita tlohu zohrdva Struktira fosfolipidov,
pricom nenasyteny fosfatidylcholin tvori omnoho permeabilnejSie a menej stabilné dvojvrstvy
oproti nasytenym fosfolipidom s dlhymi acylovymi ret'azcami. Zlozenie fosfolipidov sa moze
Vv prirodnych latkach znacne lisit’, a to najmi v obsahu fosfatidylcholinu. Ako prirodny zdroj
lecitinu sa pouziva predovietkym vajeény zitok a s6jové boby [44].
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Vlastnosti lipozomov ako biokompatibilita, biodegradacia a nizka toxicita z nich robia
idealne nosi¢ové systémy pre biologicky aktivne latky s vyuzitim v potravinarstve, kozmetike,
farmaceutike ¢i tkanivovom inzinierstve [45,47].

2.11.1.1 Delenie lipozomov
Lipozémy je mozné na zaklade velkosti a vlatsnosti rozdelit’ do 5 skupin.

e Mal¢ unilamelarne vezikuly (SUV)
Vezikuly tvorené jedinou lipidovou dvojrstvou, ktorej priemer je <50 nm. Znaéné zakrivenie
membrany sposobuje vysoké membranové napdtie, ¢im sa SUV liSia od inych typov lipozomov.
Tento typ lipozomov je po fyzikdlno—chemickej stranke nestabilny pre ich vysoky stupen
deformécie membrany. Ich pouzitie méze byt obmedzené nielen zvySenou priepustnostou
membrany pre hydrofilné molekuly, ale aj zvySenou nachylnostou k interakciam s vel'kymi
molekulami [48].

e Velké unilamelarne vezikuly (LUV)
LUV sa vdaka vdésiemu priemeru (>50 nm) a nizkemu membranovému napéitiu vyznacuju
vysSSou stabilitou. Tieto unilamelarne vezikuly obsahuji vysoky podiel vody, a teda st vhodné
ako nosice pre hydrofilné latky [48].

e Velké oligolamelarne vezikuly (OLV)
Vezikuly su tvorené niekol’kymi vrstvami membran. Silné vrstva lipidov spdsobuje pomalSie
uvol'tiovanie enkapsulovanej latky, ¢o je mozné vyuzit pre podanie vys§ich davok a predizenie
terapeutického G¢inku. OLV vznikaju ako vedl'ajsie produkty pri priprave LUV [48].

e Velké multilameldrne vezikuly (MLV)
Jedna sa o mnohovrstvové vezikuly, ktoré obsahuju velky pocet lipidovych dvojvrstiev. To
sposobuje pomalé uvolnovanie hydrofilného lieciva. Velkost’ tohto typu lipozémov sa
pohybuje v rozmedzi 100-1 000 nm. Pomer hydrofilného liec¢iva k lipidom v MLV je kvoli
vysokému obsahu membranovych lipidov pomerne nevyhodny, avSak predstavuje vyhodu pre
lipofilné latky [48].

e Multivezikularne vezikuly (MVV)
Tento typ lipozomov predstavuje jedna vicsia vezikula, v ktorej je enkapsulované vécsie
mnozstvo mensich vezikal. MVV taktiez vzniké ako vedl'ajsi produkt pri vyrobe inych typov
lipozémov, predovsetkym pri vyrobe MLV [48].

2.11.2 Materialy pouzivané na pripravu Castic
Pre pripravu lipozomov sa pouzivaju fosfolipidy a cholesterol. Okrem zikladnych
komponentov m6zu byt pridané d’alsie zlozky, ako napr. PHB.

2.11.2.1 Lecitin

Fosfatidylcholin alebo tiez lecitin, je prirodny fosfolipid nachadzajici sa vo vsetkych
bunkovych membranach cicavcov [49]. Bohatym zdrojom lecitinu je vajeny Zitok. Dalou
formou vyroby lecitinu je rafinacia prirodnych olejov, predovsetkym sojového. Takyto spdsob
umozni ziskat’ lecitin z rastlinnych surovin za nizke naklady [50].

2.11.2.2 Cholesterol

Cholesterol je jednou z hlavnych stavebnych zloziek Zivo¢isnych plazmatickych membran, kde
zabezpeCuje integritu a organizdciu membrany. Zohrava tiez kI'iCovi rolu pri syntéze
steroidnych hormoénov, vitaminu D a zl¢ovych kyselin [51]. Pri priprave nanocastic sa pouziva
najma kvoli jeho schopnosti zlepsit’ stabilitu lipidovej dvojvrstvy a zniZit’ priepustnost’ vo vode
rozpustnych molektll cez membranu [52].
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2.11.2.3 Poly(3—hydroxybutyrdt)

PHB patri do skupiny biopolymérov, ktoré¢ su syntetizované roznymi druhmi baktérii. PHB je
akumulovany v podobe intracelularnych grantl, ktoré sluzia ako rezervny zdroj energie.
K syntéze dochadza v pripade, ak su baktérie vystavené enviromentidlnemu stresu a
podmienkam bohatych na zdroj uhlika, no chudobnych na iné Ziviny [53,54,55]. PHB sa
vyznacuje vysokou krystalinitou, relativne vysokou teplotou topenia a dobrou hydrolytickou
stabilitou. Vlastnosti ako biodegradabilita a biokompatibilita z neho robia atraktivnu latku
pouzivanu v biomedicinskych aplikaciach a tkanivovom inzinierstve [54,56].

2.11.3 Metddy pripravy ¢astic
Pre enkapsulaciu je mozné pouzit’ viacero postupov, ktoré¢ su vSak zaloZené na rovnakom
principe. Najskor dochadza k vytvoreniu kvapdcky aktivnej latky, ktord je nasledne pomocou
rozli¢nych fyzikalno—chemickych procesov obalena nosicom [57].

Spravne zvolend metdda pripravy lipozomov zavisi na nasledujicich parametroch:
1) fyzikalno—chemické vlastnosti materialu, ktory ma byt’ enkapsulovany, 2) povaha prostredia,
Vv ktorom st lipozomy rozptylené, 3) t¢inna koncentracia enkapsulovanej latky a jej potencialna
toxicita, 4) optimalna velkost, 5) polydisperzita a skladovatel'nost’ vezikul pre zmyslana
aplikaciu, 6) reprodukovatel'nost’ a produkcia bezpe¢nych a t¢innych lipozomov [43].

2.11.3.1 Hydratacia lipidovej vrstvy

V prvom kroku dochadza k rozpusteniu lipidov pomocou organického rozpustadla, ktoré
predstavuje najéastejSie chloroform alebo chloroform:metanol. Typicky lipidovy roztok sa
pripravuje rozpustenim 10 az 20 mg lipidu na 1 ml organického rozpustadla. Nasledne
dochadza k odpareniu organického rozpustadla pomocou rotacnej vakuovej odparky, pricom
dojde k vzniku tenkého lipidového filmu na stenach banky s gulatym dnom. Pridanim vodného
média dochadza k hydratécii lipidového filmu. MieSanim prostrednictvom rotacnej odparky bez
vakua dochadza k vzniku MLV [43].

2.11.3.2 Sonikdcia
Predstavuje metodu, pri ktorej st vytvarané SUV s priemerom 15-50 nm. Proces sonikacie je
mozny dvomi spdsobmi, a to sonikaciou pomocou sondy a sonikaciou v kapeli [43,58].

Pri sonikacii pomocou sondy sa pouzivaju sonika¢né pristroje so sondou, ktorych hrot
dodava lipidovej suspenzii vysoku energiu. Nevyhodou je, ze dodanim vysokej energie
dochadza k prehrievaniu lipidovej suspenzie, ¢o spdsobuje degradaciu. Ako rieSenie toho
problému sa pouZzivaju sonikacné pristroje s chladiacim kupel'om. Sonikécia sa prevadza tak,
ze do suspenzie je ponoreny hrot sondy a nasledne spusteny ultrazvuk. Vysledkom je mierne
zakalena suspenzia [43].

Dalsou nevyhodou je pritomnost MLV spolu so SUV, a tieZ uvolfiovanie titinovych Gastic
zo sondy do suspenzie, ktoré sa v8ak daju odstranit’ centrifugaciou [43,58].

Pri sonikacii v kupeli je lipidova suspenzia umiestnena vo valci, ktory sa vlozi do kipel'ového

sonikatora. Vyhodou je jednoduchsia kontrola teploty suspenzie v porovnani s pouzitim sondy
[58].

2.12 Charakterizacia Castic

Castice je vhodné d’alej charakterizovat’ podl'a réznych kritérii. Medzi stanovované velidiny
patri velkost' Ccastic, stabilita, enkapsulacnd ucinnost, stanovenie obsahu fosfolipidov,
stanovenie rezidualneho chloroformu [59,60]. Pre stanovenie bezpe¢nosti Castic je potrebné
overit aj ich cytotoxicitu [61].
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2.12.1 Enkapsula¢na Gcéinnost’
Enkapsula¢nd ucinnost’ je definovand ako mnozstvo enkapsulovanej latky v porovnani
s mnozstvom latky pouzitej na enkapsulaciu a je znazornena v Rovnici 5 [62,63].

Enkapsulacnd ucinnost (%) = Ccelkova ~ Cuvolnend .10 )
Ccelkova
Utinnost’ zapuzdrenia enkapsulovanych latok je dana ich hydrofilnymi a lipofilnymi
vlastnost'ami a tiez ich tendenciou interagovat’ s dvojvrstvou membrany [63].
Mnozstvo uvoliujucej sa latky predstavuje vplyvajuci faktor na aktivaciu imunitnych buniek
po preniknuti latok cez pokozku [64].

2.12.2 Charakterizacia ¢astic pomocou dynamického rozptylu svetla
Velkost castic v submikronovej oblasti je mozné stanovit pomocou metody DLS
(dynamického rozptylu svetla). Jednd sa o neinvazivnu metodu, ktora je zaloZend na principe
merania fluktudcie intenzity rozptylené¢ho svetla z laserového zdroja okolo jej priemernej
hodnoty. Fluktuacie stvisia s interferenénym zoslabovanim a zosiliiovanim svetla rozptyleného
na nestaciondrnych casticiach disperznej fazy, ktoré podliehaji Brownovmu pohybu. Vo
vSeobecnosti plati, ze ¢im je pohyb Castic rychlejsi, tym rychlejSie sa meni aj intenzita
rozptyleného ziarenia, ateda, ze rychlost zmien je priamo zavislda na pohybe molekuly.
Nasledne je mozné dopocitat’ vel'kost’ astic pomocou translaéného difuzneho koeficientu D
pomocou Stokesovej—Einsteinovej rovnice [65].

Markantny vplyv na stanovenie velkosti ¢astic ma meracia kyveta. Po naplneni kyvety
vzorkou by sa v nej nemali vyskytovat’ mikrobublinky ani prachové castice. Ich pritomnost’
moze narusit’ alebo prekryt’ signal analytu, ¢im dochadza k zna¢nému skresleniu vysledkov

[65].

2.12.3 Charakterizacia stability Castic

Stabilitu Castic je mozné stanovit na zdklade hodnoty zeta potencidlu, ¢o je potencial
nachadzajici sa na rovine sklzu medzi Casticou a zdruzenou dvojvrstvou s obklopujicim
rozpustadlom, tak ako je zndzornené na Obrdzok 4. Velkost ZP vyjadruje velkost
potencidlovej bariéry, ktora vznika v désledku odpudivych sil. Tieto sily zabraiiuja priblizeniu
dvoch castic k sebe tak, aby mohli drzat’ pohromade. Ak vSetky Castice v suspenzii maji vysoky
negativny alebo vysoky pozitivny ZP, tak Castice sa budi navzajom odpudzovat’ a nebude
dochadzat’ k agregacii. V pripade ak hodnoty ZP budu nizke, tak sa Castice buda pritahovat’ a
bude dochadzat’ k vytvaraniu zhlukov. Za stabilné sa povazuju Castice, ktoré sa nachadzaja
mimo intervalu +30 az —30 mV. Pokial’ sa hodnota ZP ¢astice nachadza v tomto intervale
Castice nie je mozné povazovat’ za stabilné [66].
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Obrazok 4: Zobrazenie negativnej castice s jej povrchovym ndbojom. Prevzaté a upravené z

[67]

2.12.4 Testy cytotoxicity

Systémy bunkovych kultur st s obl'ubou pouzivané v tkanivovom inzinierstve, bunkovej
bioldgii, biochémii, pri vyvoji liekov ¢i farmakokinetickych Studiach, pretoze imituja stav in
vivo [68].

In vitro testovania sa pouzivaju aj k stanoveniu toxicity nanocastic, ¢im Setria Cas a ndklady
spojené s testovanim na zvieratach [69].

Pravdepodobne najpopuladrnejSia metoda testovania cytotoxicity je tzv. MTT test, ktory
zaviedol Mosmann v roku 1983. Metdda je zalozena na merani poctu Zivotaschopnych buniek.
Principom testu cytotoxicity pomocou MTT je redukcia MTT (3-[4,5-dimetyltiazol-2—-yl]-
2,5—-difenyltetrazoliumbromidu) na fialové krystaly formazanu, ktory je nerozpustny vo
vodnych prostrediach, v ktorych s bunky kultivované. Schématicky princip je ilustrovany na
Obrazok 5. K redukcii MTT dochéadza prostrednictvom bunkovej NAD(P)H oxidoreduktazy,
pricom schopnost’ redukcie farbiva predstavuje mieru bunkovej metabolickej kapacity a
koreluje s po¢tom buniek. Enzymy, ktoré zodpovedaju za redukciu farbiva sa nachadzaju
hlavne v cytoplazme, plazmatickej membrane a su spojené s oxida¢nou fosforylaciou
Vv mitochondridch. Nasledne sa pridd SDS (dodecylsiran sodny), ktory rozpusti formazanové
krystaly, ¢im vznikne €iry roztok pripraveny k spektrofotometrickému stanoveniu [69,70].
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CH > N
S\/gi : N7 YN CH
_ / 3
Br S\gp
CH,

MTT formazan
Obrazok 5: Redukcia MTT na formazan, prevzaté a upravené z
[71]
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2.12.5 SOS chromotest

Pre testovanie genotoxicity sa pouziva SOS chromotest. Test je zaloZeny na sledovani expresie
génov indukovanych toxickymi ¢inidlami v dosledku poSkodenia DNA. Sledovana vzorka
posobi v priebehu testu na geneticky modifikovany kmen E. coli, ktory je Specificky tym, ze je
jeho gén pre PB—galaktoziddzu spojeny s promotormi reparacnych génov. Metoda je teda
zaloZena na hodnoteni expresie galaktozidazy exponovanych kultur, ktora odpoveda miere SOS
odpovedi. Vyhodnotenie testu sa prevadza spektrofotometricky [72].

2.13 Nanovlakna

Pokroky v nanotechnolégiach viedli k vytvoreniu dalSich novych materidlov, ktoré sa
vyznacuju vysokou produktivitou za nizke naklady. Takymto typom materialu st napr.
nanovlakna [73].

Nanovlakna st materidly, ktorych priemer sa pohybuje v jednotkach nanometrov.
Vyznacuju sa velkym povrchom k jednotke objemu, pri¢om plati, Ze plocha, ktora je vytvorena
nanovlaknom zavisi od priemeru vlakna. Cim je priemer vldkna mensi, tym vznikd vicsia
plocha povrchu. Pokial’ je priemer nanovlakna 100 nm, dochadza k vytvoreniu Specifickej
povrchovej plochy o 1 000 m?/g [74].

Pre vyrobu nanovlakien s aplikdciou v medicine av kozmetike sa pouzivaji najmi
biologicky rozlozitené polyméry. Do Struktiry nanovlakien mo6zu byt inkorporované rozne
druhy zlucenin ako antibiotika, protinadorové lieCiva, proteiny, DNA ¢i RNA [74].

Mechanické vlastnosti nanovlakien su vynikajuce, za ¢o vdacia Struktire netkanych
vlaknitych membran a ich ultratenkosti [74].

Vdaka ich jedinecnym povrchovym vlastnostiam ponukaju Siroké spektrum vyuzitia.
S obl'ubou sa pouzivaju ako obvézy na rany. Pouzitim takéhoto typu obvézu sa dosahuje rychle
a uplné zahojenie popalenin, chronickych rén, a teda porovnatel'ne lepsie vysledky oproti bezne
pouzivanym typom obvézov. Déleziti lohu tu zohrava aj porovitost’ samotnych vldkien, ktora
umoziuje uchytenie a proliferaciu buniek [73].

2.13.1 Priprava nanovlikien pomocou elektrospinningu
V roku 1902 Morton a Cooley vynasli elektrospinningovy proces, avSak az v roku 1995 Doshi
a Reneker pomocou SEM (skenovacieho elektronového mikroskopu) zistili, ze sa jedna
0 metodu pripravy nanovldkien a navrhli ich vyuzitie v roznych oblastiach nevynimajuc
odvetvie biomedicinskeho inzinierstva [75].

Elektrospinning predstavuje proces vyroby jemnych polymérnych vldkien vznikajicich
z kvapaliny prostrednictvom elektrostatickej sily. Aparatira sa zvyCajne sklada z troch
komponentov zobrazenych na Obrazok 6. Jednotlivé Casti aparatiry st zdroj vysokého napitia,
ihla pripojena k injek¢nej striekacke a kovovy kolektor. Zdroj vysokého napitia zabezpecuje
pritomnost’ vysokého elektrického potencialu medzi ihlou a uzemnenym kovovym kolektorom.
Na zaciatku procesu dochadza k vytvoreniu kvapocky polymérneho roztoku na $pic¢ke ihly
v dosledku povrchového napétia. Po zapojeni elektrického potencidlu sa kvapka zacne
predlzovat’ a postupne vznika Taylorov kuzel. Dal§im zvySenim elektrického potencialu sa
prekona povrchové napitie a vytvori sa polymérne vlakno smerom ku kovovému kolektoru.
Prud polymérneho roztoku sa odparovanim rozptstadla postupne skoncentruje a dopadd na
kolektor v podobe pevného skupenstva [76].

Vyhodou metddy je, ze je mozné pripravit’ vldkna aj z termolabilnych latok, pretoze pri
elektrospinningu sa nevyzaduje pdsobenie tepla [77].
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Aj napriek tomu, Ze princip metody je jednoduchy, systém je citlivy na mnoZzstvo parametrov
okolitého prostredia ako vlhkost’ ¢i teplota [76].
Technika umoziiuje vyrabat’ nanovlakna z prirodnych aj syntetickych polymérov [74].

Striekacka

Polymérny roztok Taylorov kuzel

)

S—

Prid ’

polymérneho 1
roztoku %

-
Zdroj

vysokého
napatia

. / " Kovovy kolektor

Obrdzok 6: Schématické zndazornenie procesu elektrospinningu. Prevzaté a upravené z [78]

2.13.2 Priprava nanovliakien pomocou forcespinningu
Metoda forcespinningu bola vyvinuta spolo¢nost'ou Lozano za u¢elom Standardizacie priemeru
vlakien, zabranenia tvorby bublin a ul'ah¢enia vyroby v makroskopickom meradle. Na rozdiel
od elektrospinningu, ktory vyuziva elektrostatické sily, je forcespinning zalozeny na
odstredivych silach. Schéma forcespinningu je zobrazena na Obrazok 7. Roztok polyméru je
zahriaty nad teplotu topenia a nasledne sa privadza do zvlakinovacej trysky s mnohymi otvormi.
Tryska sa ota€a vysokou rychlost'ou, pricom dosahuje az 20 000 ot/min. Polymér je vyhanany
cez otvory trysky vzniknutou odstredivou silou a v podobe polymérnych vlakien dopada na
kolektor. Jednou z vyhod metody je, ze vodivost ¢i dielektrickd konStanta materialu
nezohravaju ulohu pri procese zvladknovania, a teda sa zvySuje spektrum pouzitelnych latok.
Z materidlov, ktoré sa GispeSne pouZzivaju na tvorbu nanovldkien je mozné menovat celulozu,
PA, PET, PAN, PLA, PEO, PTFE ¢i PVDF [79,80].

Vlastnosti vznikajacich nanovldkien je mozné korigovat’' pomocou mnohych premennych
ako rychlost’ otdCania trysky, teplota zvldkiniovacej trysky a vzduchu vo vnutri zariadenia,
vzdialenost’ kolektora ¢i typ polyméru a jeho koncentracia [80].
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Tryska
Prud kvapaliny

Obrazok 7: Schématické znazornenie aparatury pri forcespinning, prevzaté a upravené z [15]

2.13.3 Charakterizacia vlakien pomocou FTIR-ATR

InfraCervend spektroskopia je nedeStruktivna analytickd metéda poskytujica informacie
0 zloZeni vzorky. Principom metddy je interakcia IR Ziarenia so Studovanou latkou. Pod
pojmom IR Ziarenie sa rozumie elektromagnetické Ziarenie v rozsahu vlnoc¢tu 12 500 az

20 cm™ a vinovych dizok 800 nm az 1 mm. Pre kvantifikaciu chemickej $truktiry ma vyznam
predovietkym stredna infradervena oblast’ s vinoétom 4 000-200 cm™. Energia IR fotonov
vedie k zmene vibra¢ného ¢irotaéného stavu molekuly v zavislosti od zmien dipolovych
momentov molekul. Vystupom metédy je infracervené spektrum Studovanej latky, ktoré
znazoriuje zavislost’ priepustnosti (transmitacie) &i absorbancie na vinoéte &i vinovej dizke
[81].

ATR (Attenauted Total Reflection), teda technika zoslabeného uplného odrazu, je zalozena
na jednoduchom alebo viacndsobnom uplnom odraze Ziarenia a je ilustrovand na Obrazok 8.
K odrazu dochddza na fdzovom rozhrani meracieho krystalu s dostato¢ne vysokym indexom
lomu a meranej vzorky. Na planarny krystal lichobeznikového tvaru sa nanasa vzorka. Zvazok
lucov je pomocou sustavy zrkadiel vedeny ku krystalu tak, aby uhol dopadu na fazovom
rozhrani zabezpedil UpIny odraz. Prienik evanescentnej viny (penetra¢na hibka) do povrchu
vzorky je Vv jednotkach um. Z toho vyplyva, ze je mozné charakterizovat’ len velmi tenké
povrchové vrstvy vzorky na krystali [81].

V pripade, ak vzorka absorbuje ziarenie o urcitej frekvencii, tak tato zlozka bude v totalne
odrazenom Ziareni zoslabend. Na ATR spektrum danej vzorky ma vplyv vinova dizka IR
ziarenia, pomer indexu lomu meranej vzorky a meracicho krystalu, uhol dopadu li¢ov na
fazové rozhranie a kontakt medzi vzorkou a krystalom [81].
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Obrazok 8: Princip metody FTIR ATR. Prevzaté a upravené z [82]

2.14 Emulzie

Emulzie su, tak ako ilustruje Obrazok 9, dvojfazové systémy pozostavajuce zo vzajomne
nemiesatelnych alebo obmedzene miesatelnych kvapalin, pricom jedna je v druhej
rozdispergovana v podobe jemnych kvapocok. Faza, ktord je rozptylena vo forme jemnych
kvapocok sa nazyva rozptylena faza. Ako kontinualnu fazu oznac¢ujeme prostredie, v ktorom sa
nachadza rozptylena faza. RozliSujeme dva zakladné typy emulzii, a to olej vo vode (O/V) a
voda v oleji (V/O) [24].

Obrazok 9: Emulzia olej vo vode (vpravo), emulzia voda v oleji (vlavo). Prevzaté a upravené
z [83].

Emulzie st termodynamicky nestabilné systémy, ktoré podlichaju Brownovmu pohybu, Van

der Waalsovym sildm a sedimentacii. Van der Waalsove sily sa uplatinuju ako neziaduce
intermolekularne pritazlivé sily medzi asticami ¢o sposobuju ich agregaciu [24,84].
Smer sedimentacie zavisi od rozdielu hustét Gastic. Castice, ktoré maju vyssiu hustotu nez je
hustota disperzného prostredia sa pohybuju v sSmere gravitaéné¢ho zrychlenia. Naopak Castice,
ktorych hustota je niz$ia sa pohybujl proti smeru gravitacného zrychlenia. Tento jav nazyvame
vyvstavanie tuku [85].

Najbeznejsi spdsob stabilizdcie emulzii je pridanie emulgatora do systému. Neidnoveé
emulgatory sa vyznacuju afinitou k olejovej aj vodnej faze emulzie, a tak zvySuju jej stabilitu.
Emulgatory je pre zvySenie u¢inku mozné navzajom kombinovat’ [24].

2.14.1 Hydrofilno-lipofilna rovnovaha

V roku 1950 bol zavedeny systém HLB, ,,Hydrophilic—Lipophilic Balance*. Ulohou systému
je ulah¢it’ pripravu emulzii tak, Ze pomocou syst¢ému priradime ¢islo ku komponentu ¢i
kombinécii komponentov, ktoré majua tvorit’ olejova fazu. Na zdklade ziskaného ¢isla nasledne
ur¢ime vhodny typ emulgatora alebo kombindciu emulgatorov. V pripade lipofilnych
emulgatorov je ich HLB ¢islo mensie ako 9,0. Hydrofilné emulgatory maji HLB ¢islo vécsie
ako 11,0. Emulgatory, ktorych HLB ¢islo sa pohybuje v rozmedzi 9-11 sa oznacuji ako
stredné. V Tabulka 4 je uvedené pouzitie jednotlivych emulgatorov podla ich HLB ¢isla
[24,86].
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Tabulka 4: Pouzitie emulgatorov na zdklade HLB systému. Prevzaté z [86]

Rozmedzie HLB ¢isla PouZzitie
4-6 Emulgéatory pre emulzie V/O
7-9 Zmécadla
8-18 Emulgator pre emulzie O/V
13-15 Detergenty
10-18 Solubilizatory

2.14.2 Suroviny pouZivané na pripravu emulzie
Pre pripravu emulzii typu O/V je mozné pouzit’ nasledujtce latky:

2.14.2.1 Glycerin

Je prichl'adna, bezfarebna latka bez zapachu. Glycerin je miesitelny s vodou a alkoholom,
CiastoCne rozpustny v acetone a V podstate nerozpustny v chloroforme. Glycerin sa pouziva ako
rozpustadlo, sladidlo, zmdk¢ovadlo, lubrikant a konzervant. V kozmetickych produktoch sa
pouziva najmé ako humektant a tiez pre jeho protektivne vlastnosti [24].

2.14.2.2 Euxyl K 703

Euxyl je tekutd konzervacnd latka, ktora sa pouziva v kozmetickom priemysle pre vyrobu
produktov Setrnych voci pokozke. Typickym prikladom vyuzitia je vyroba opalovacich
pripravkov. Ma biostaticky u¢inok voci sirokému spektru baktérii, kvasiniek a plesni [87].

2.14.2.3 Cetylakohol

Je latka pouzivand v kozmetickych vyrobkoch predovsetkym kvoli schopnosti zmikcovat
pokozku a nechty. Cetylakohol pdsobi tiez ako emulzny stabilizator. Pri izbovej teplote sa
cetylalkohol vyskytuje v pevnom skupenstve v podobe vlo¢iek. Pouziva sa na pripravu
detskych krémov, razov, Samponov, deodorantov a antiperspirantov [88].

2.14.2.4 Dimethikon

Polydimethylsiloxan alebo tiez dimethikon, je nepoldrna latka. Pre vytvorenie emulzie s VO
vode nerozpustnym dimethikonom je nutna emulzifikicia za tepla. Tiez je potrebné pouzit
vhodny stabilizator emulzie [24].

2.14.2.5 Emulgdtory

Pritomnost’” emulgatora ovplyviiuje distribuciu Castic v emulzii atiez zabrafiuje agregacii
olejovych kvapocok, ktoré by viedli k vytvoreniu rozhrania olej—voda. RozliSujeme 4 typy
emulgatorov, a to v zavislosti od ich i6novych vlastnosti: neidonové, anionové, kationové a
amfoterné. Neidnové emulgatory sa pouzivaju na stabilizdciu emulzii a tiez ako solubiliza¢né
¢inidla pre potravinarske vyrobky a kozmetické pripravky. Anionové emulgatory, ako napr.
SDBS (dodecylbenzénsulfonat sodny) maju vlastnost’ stabilizovat’ emulzie [89].

2.14.2.6 Oleje

Oleje a vosky sa pouzivaji v roznych kozmetickych vyrobkoch ako pletové krémy, pletové
vody a v pripravkoch pre starostlivost’ o pery. Uplatnenie si nasli najmé kvoli ich vybornej
koznej tolerancii a ochrannym vlastnostiam. V zavislosti od typu kozmetického vyrobku sa
obsah olejov a voskov pohybuje od nizkych hodnét zastipenia az po takmer 100 %.
Z chemického hl'adiska sa jedna o nasytené uhlovodiky, pricom diZka uhFovodikového retazca
je zvacsa C16 a viac. V kozmetickych vyrobkoch sa pouzivaji oleje a vosky vysoko rafinované
a vysoko kvalitné. Oleje a vosky pouzivané v eurdpskych kozmetickych produktoch su
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farmaceutickej triedy vramci Specifikacie Eurdpskeho liekopisu a v Uplnom stlade
s kozmetickymi predpismi Eurdpskej tnie [90].

2.14.2.7 Homosaldt

Je organicky UV filter, ktory absorbuje najma UVB ziarenie. Homosalat sa S obl'ubou pouziva
na zvysenie SPF, pricom jeho povolena koncentracia v kozmetickom priemysle pre opalovacie
pripravky je 10 % [24].

2.14.3 Suroviny pouZzivané na pripravu gélov
Okrem vyssie zmieneného glycerinu, euxyulu K 703 a homosalatu je pri priprave gélov mozné
pouzit’ nasledujuce latky.

2.14.3.1 Allantoin

Latka sa pouziva v pripravkoch po opal'ovani, pretoZze ma protizapalové a antioxida¢né u€inky.
Taktiez mé schopnost’ zvlh¢ovat’ pokozku, a tak zmieriovat’ pocit tepla a napétie, ktoré erytém
vyvolava [24].

2.14.3.2 Carbomer
Jedna sa o syntetické zahustovadlo, ktoré sa pouziva na pripravu vodnych gélov [24].

2.14.3.3 Polysorbat
Je viskozna kvapalina, ktorej obchodny nazov je TWEEN 20. Polysorbat je neiénovy detergent,
ktory sa pouziva ako emulgaéné ¢inidlo pre pripravu stabilnych emulzii typu O/V [91].

2.14.3.4 Nikotinamid

Nazyvany aj ako niacin, teda vitamin Bz sa s obl'ubou pouziva v kozmetickom priemysle,
pretoze zvySuje biosyntézu lipidov, a tak posiliiuje bariérovi funkciu pokozky. V kombinacii
s glycerinom vyrazne zlepSuje klinicky stav suchej koze [24].

2.14.4 Charakterizacia stability emulzie
Emulzie maji tendenciu sa destabilizovat’ procesom nazyvanym fazova separacia. Ta je
sposobend najmé rozdielnou hustotou hlavnych komponentov. Rychlost’ oddelenia zloziek
zavisi od ich hustoty, viskozity, velkosti Castic a gravitatného zrychlenia. Prvé tri parametre je
mozné korigovat’ v procese tvorby emulzii roznymi postupmi. AvSak pohyb ¢astic spésobeny
gravitaciou je ¢asovo naro¢ny proces. Pre ziskanie informacii o stabilite emulzie sa preto
pouzivaju metddy, ktoré urychl'uju tento proces. Pouzitim analytickej centrifigy dochadza
Kk urychleniu procesu separacie faz, pricom je mozné riadit’ teplotu a rychlost’ odstredenia.
Centrifiiga tiez umoznuje presné a selektivne monitorovanie pohybu castic cez meraciu celu
V redlnom case. Principom metody je zavedenie tekutej vzorky do priehl'adnej meracej cely,
ktora je nasledne umiestnena do centrifugy. Prenos svetla cez celu je v priebehu analyzy merany
ako funkcia Casu a pohybu Castic bud’ smerom nahor alebo nadol. Analyticka centrifuga tak
poskytuje informacie o rychlosti a rozsahu sedimentacie v emulzii [84].

Vzajomny vztah medzi rychlostou oddelovania a velkostou Castic, hustotou faz a ich
viskozitou popisuje Stokesov vztah znazorneny v Rovnici 6 [84].

2
g2r (Pdispergovanej faze — Pkontinua In ej féze) (6)
O

Vvyvstavania tuku =
Kde Vyyvstavania uku popisuje rychlost’ pohybu olejovej kvapky smerom nahor, g je gravitaéné

zrychlenie, r je polomer olejovej kvapky, p je hustota prislusnej dispergovanej faze (olejovej)
a kontinualnej faze a n je viskozita kontinualnej faze [84].
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Na zéklade rychlosti usadzovanie v dosledku pdsobenia odstredivej sily je ndsledne mozné
odhadntt’ rychlost’ separacie za Standardnych skladovacich podmienok, kedy na emulziu
poOsobi gravitacna sila. V pripade, Ze plati Stokesov zakon a zavislost je linedrna, je
k odhadnutiu rychlosti separacie faz potrebné poznat’ len rychlost’ sedimentacie pri zvolenom
odstredivom zrychleni [85].
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3 CIELE PRACE
Hlavnym ciel'om prace bolo testovanie vhodnych Struktur a aktivnych zloziek pre pripravu
prirodnych UV filtrov. Za tymto t¢elom boli vykonané nasledujuce ¢iastkové kroky:
e Literarna reSer$ zamerana na prehl’ad prirodnych UV filtrov a pripravu nanomaterialov.
e Optimalizacia metdd pripravy nanocastic a nanovlakien.

¢ Funkcionalizacia nanostruktar vybranych typov prirodnych UV filtrov, charakterizacia
SPF faktora.

e Testovanie pripravenych UV filtrov in vitro a in vivo.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité humanne bunky

Pre stanovenie cytotoxicity boli pouZzit¢ bunky HaCaT Human keratinocytes cell line,
permanent cell line, pochadzajuce zo zdravého darcu muzského pohlavia, zo zbierky bune¢nych
klutar Cell Lines Service, Eppelheim (Nemecko).

4.2 Pouzité chemikalie

e Folin-Ciocalteau ¢inidlo — p.a., LachNer (CR)

e Uhli¢itan sodny — p.a., LachNer (CR)

e Kyselina gallova — Sigma—Aldrich (SRN)

e Dusi¢nan sodny — p.a., LachNer (CR)

e Chlorid hlinity — p.a., LachNer (CR)

e Hydroxid sodny — p.a., LachNer (CR)

e Katechin — Sigma—Aldrich (SRN)

e Etanol —p.a., LachNer (CR)

e ABTS (2,2’-azino—bis(3—ethylbenzothiazoline—6—sulfuric acid) diammonium salt) —
Sigma—Aldrich (SRN)

e Peroxodisiran draselny — Sigma—Aldrich (SRN)

e Trolox — Sigma—Aldrich (SRN)

e Metanol — p.a., LachNer (CR)

e Chloroform — VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)

e L—o—Phosphatidylcholine — for microbiology, Sigma—Aldrich (SRN)

e Cholesterol — Sigma—Aldrich (SRN)

e Polyhydroxybutyrat — HYDAL 7-12/4, FCH VUT v Brne (CR)

e Tetraethylamonium bromide — Sigma—Aldrich (UK)

e Thiokyanatan amonny — LACHEMA, o.p., Brno

e Hexahydrat chloridu Zelezitého — p.a., LachNer (CR)

e Allantoin powder — ACE Trade spol. s.r.o0., Usti nad Orlici (CR)

e Nicotinamid — ACE Trade spol. s.r.o., Usti nad Orlici (CR)

e Carbomer 980 — Sino Lion (USA)

e Polysorbat 80 — RNDr. Jan Kulich s.r.o., Hradec Kralové (CR)

e Cetylalkohol — Mi¢a a Harasta s.r.o0., Blansko, (CR)

e Glycerin bezvody p.a. — LachNer (CR)

e Dimetikon 350 cs — Mi¢a a Harasta s.r.o., Blansko, (CR)

e Ercawax MB1 — Mia a Harasta s.r.o., Blansko, (CR)

e Vazelina biela — Mi¢a a Harasta s.r.o., Blansko, (CR)

e Euxyl K 703 — Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt (DE)

e Homosalate — ACE Trade spol. s.r.o., Usti nad Orlici (CR)

e DMEM with High Glucose, with 4.0 mM L-Glutamine, without Sodium Pyruvate —
BioTech (C2)

e Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

e MTT — Duchefa Biochemie (NL)

e Trypsin — Versene EDTA, P-Lab (C2)

e FBS fetalne bovinné sérum — HyClone (USA)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Vitrum-LachNer (CR)
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e Chlorid sodny p.a., Vitrum—LachNer (CR)

e Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Vitrum—LachNer (CR)
¢ Antibiotic-Antomycotic 100X(Biosera), Biotech (SRN)

e Komerc¢ny kit SOS-CHROMOTESTTM, EBPI (CAN)

Ostatné pouzité chemikalie boli ¢istoty p.a. a boli ziskané od beznych distributorov.

4.3 Pristroje a pomocky
e Electric Coffee Grinder SCG 1050BK, SENCOR
e ELISA ReaderBio Tek ELx808 (USA)
e Thermo Spectronic Helios Delta (USA)
e Vortex, Vitrum, Heidolph Reax top (SRN)
e Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Nemecko)
e Mikro 120 Centrifuge, Hettich Zentrifugen (Nemecko)
e Centrifuge Z36HK, LaborTechnik HERMLE (Nemecko)
e Analytické vahy, Boeco (Nemecko)
e Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HS 3200, Bandeline (SRN)
e Rotac¢na vakuova odparka RV-ML, IKA Werke (SRN)
e Rotacny zvlaknovaci pristroj (prototyp)
e Pumpa New Era Pump Systems model NE-300, SpringePump (USA)
e CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (SRN)
e Inverzni biologicky mikroskop I-101 L—Scientific, Laboserv (CR)
¢ Biohazard box, model Airstream, trieda I, ESCO (SRN)
e Koloidny DLS analyzator Zetasizer ZS, Malvern (UK)
e IMPLEN Nanophotometer UV-VIS (SRN)
e FTIR-ATR spektrometer Nicolet iS 50 FT-IR (USA)
e Sun Protection Diagnostic SP 37 — Courage + Khazaka Electronic GmbH (Nemecko)

4.4 Materialy pouzité ako vzorky
e Kava prazena — Rodinna kava, Znojmo
e Kava neprazena — Rodinna kava, Znojmo
e Cascara — Coffee Cherry, Honduras San Jose

4.5 Priprava extraktov kavy

4.5.1 Extrakcia do etanolu

Do Erlenmeyerovych baniek bolo navdazené po 1g vzoriek kavy, ktoré boli zaliate
koncentra¢nou radou etanolu (0 az 96 % etanolu) a ponechané na trepacke k extrakcii za
laboratornej teploty po dobu cca 24 hodin. Po uplynuti doby bol supernatant zliaty, v pripade
potreby boli vzorky stocené v centrifuge. Takymto spdsobom boli pripravené vzorky prazenej
kavy (PK), zelenej kavy (ZK) a cascary (C).

4.5.2 Extrakcia podl’a Folcha

Navazka 1 g vzorky bola po rozotreni v trecej miske premiestnena do Erlenmeyerovej banky a
bolo k nej pridanych 40 ml extrakénej zmesi, Folchovo ¢inidlo, ktoré tvorilo chloroform a
metanol v pomere 2 : 1. Zmes bola ponechana 1 hodinu na trepacke extrahovat’. Nasledne bola
zmes prefiltrovana cez hladky filter, k tuhému podielu bolo pridanych 25 ml extrakénej zmesi
a zmes bola ponechand d’alSich 30 minit na trepacke. Po uplynuti doby bola zmes opit’
prefiltrovana. Kvapalné podiely boli spojené a bol k nim pridany jedennasobok destilovane;
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vody. Zmes bola odstredena (3 500 ot/min, 5 mintt). Chloroformova vrstva bola odpipetovana
a prefiltrovand cez bezvody siran sodny. Filtrat bol preliaty do banky s gulatym dnom a
chloroform bol odpareny na vakuovej odparke. Takto pripravené extrakty boli nésledne
rozpustené v minimalnom mnozstve chloroformu, prepipetované do vopred zvazenych
skiimaviek typu Eppendorf a chloroform bol ponechany k odpareniu. Skamavky boli opét
zvazené a uchovavané pri teplote —18 °C.

4.6 VSeobecna charakteristika prirodnych latok

Pri vSeobecnej charakteristike vybranych prirodnych latok bolo nevyhnutné stanovit’ ich
koncentraciu polyfenolov, flavonoidov a antioxida¢nu aktivitu. VSeobecna charakteristika bola
vykonand spektrofotometrickou metdodou. Pre vSeobecnt charakteristiku boli pripravené
extrakty vybranych vzoriek o koncentracii 1 g/10 ml.

4.6.1 Spektrofotometrické stanovenie polyfenolov

K 1 ml Folin-Ciocalteauvovho ¢inidla zriedeného vodou v pomere 1 : 9 bol pridany 1 ml vody
a 50 ul vzorky. Roztok bol premiesany pomocou vortexu a po 5 minutach bol pridany 1 ml
nasyten¢ho roztoku uhli¢itanu sodného. Po premieSani a 15 minutovom stati bola merana
absorbancia pri 750 nm. Ako kalibra¢ny roztok bola pouzita kyselina gallova v koncentratnom
rozmedzi 0,1-0,7 mg/ml. Koncentracia polyfenolov vo vzorkach bola vypocitana pomocou
nasledujtcej rovnice kalibracnej krivky.

A=11994-c
) (7)
R%=0,976

4.6.2 Spektrofotometrické stanovenie flavonoidov

Do skamavky s 0,5 ml stanovovanej vzorky bolo pridané 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 ml 5%
roztoku NaNOz2. Obsah bol premiesany a ponechany 5 mintt stat. Potom bolo pridané 0,2 ml
10% roztoku AICIs, obsah bol premieSany a ponechany 5 minut stat. Bolo pridané 1,5 ml
roztoku NaOH o koncentracii 1 mol/l a 1 ml destilovanej vody, po premiesani bola zmes
ponechana 15 minat stdt. Po uplynuti doby bola merana absorbancia pri 510 nm oproti
destilovanej vode. Pre kalibraciu bol pripraveny roztok katechinu v koncentra¢nom rozmedzi
0,05-0,3 mg/ml. Katechin bol rozpistany v etanole. Koncentracia flavonoidov vo vzorkach
bola vypocitand pomocou nasledujticej rovnice kalibracnej krivky.

A=26194-cC )
R? =09961

4.6.3 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity

ABTS bolo rozpustené v destilovanej vode na koncentraciu ¢ = 7 mmol/l. Radikalovy anion
ABTS + bol ziskany reakciou s 2,45 mmol/l peroxodisiranom draselnym. Roztok bol najmenej
12 hodin ponechany v tme pri laboratornej teplote. Pred pouzitim bol ABTS +zriedeny etanolom
na absorbanciu priblizne A = 0,700 pri A = 734 nm oproti etanolu. Do zizenej kyvety bol
napipetovany 1 ml ABTS +, bolo pridanych 10 ul extraktu a bol zaznamenany pokles
absorbancie v 10. mintte. Blank pozostaval z1 ml ABTS - a 10 ul destilovanej vody. Pre
kalibraciu bol pripraveny roztok Troloxu v koncentratnom rozmedzi 50-400 pg/ml.
Antioxida¢ny u¢inok vzoriek bol vypocitany pomocou nasledujucej rovnice kalibrac¢nej krivky.
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A=0,0012-c (9)
R? =0,9883

4.7 Meranie UV spektra pomocou nanofotometra

Bolo premerané absorpéné spektrum pre kazdd vzorku, a to v rozsahu 200-800 nm. Ak sa
jednalo o extrakty ziskané pomocou Folchovej metody, tak bol najskor odpareny chloroform a
nasledne bola vzorka etanolom nariedena na koncentraciu 200 pg/ml a premerana proti blanku
(etanol). V pripade castic boli vzorky rozsuspendované v destilovanej vode opédt na
koncentraciu 200 pug/ml, ako blank sltzila destilovana voda.

4.7.1 Vypocet SPF

Pre vypocet SPF bolo potrebné vzorky nariedit’ etanolom na koncentraciu 200 pg/ml. Nasledne
boli z nameranych spektier vybrané hodnoty absorbancii pre hodnoty vinovej dizky v rozmedzi
290-320 nm s krokom 5nm. Hodnoty boli nasledne pouzité pre vypocet SPF podla
Mansurovej rovnice uvedenej v bode 2.7.

4.8 Stanovenie taninov

Bol pripraveny pufor, ktory obsahoval 0,20 M l'adovej kyseliny octovej a 0,17 M chloridu
sodného rozpustenych v 250 ml destilovanej vody a jeho pH bolo upravené na hodnotu 4,9.
Takto pripraveny pufor bol pouZzity na pripravu zdsobného roztoku albuminu zo slepacieho
vajitka o koncentracii 1 mg/ml. Dalej bol pripraveny roztok do 250 ml odmernej banky, ktory
obsahoval 5% TEA a 1 % SDS. Ako posledny roztok bol pripraveny 0,01 M chlorid Zelezity,
ktory bol rozpusteny v 0,01 M HCI a destilovanej vode. Pre extrakciu bol pouzity 50% metanol.
Do centrifuga¢nych skimaviek boli napipetované 2 ml roztoku albuminu a 1 ml vzorky. Obsah
skimavky bol premiesany pomocou Vortexu a uschovany po dobu 24 hodin v chladnicke. Po
uplynuti pozadovanej doby boli vzorky scentrifugované pri 3 000xg po dobu 15 minut
a supernatant bol zliaty. K precipitatu, ktory sa vytvoril na dne skimavky, boli pridané 4 ml
SDS/TEA a precipitat bol rozsuspendovany. Dalej bol pridany 1 ml roztoku chloridu Zzelezitého
a po uplynuti 15 minat bola zmerana absorbancia pri 510 nm. Ako blank bol pouZity chlorid
zelezity v SDS/TEA. Pre vypocet koncentracie taninov bola pouzita Rovnica 10.

A=0,8725-c (10)
R?=0,9798

4.9 Priprava nanocastic z vodnych extraktov metédou sonikacie

Bol pripraveny zasobny roztok lecitinu Vv chloroforme o koncentracii 100 mg na 1 ml
chloroformu a zasobny roztok cholesterolu 10 mg na 0,1 ml chloroformu. Do kadi¢ky s 10 ml
destilovanej vody boli pipetované objemy zasobnych roztokov, ktoré odpovedali 90 mg lecitinu
a 10 mg cholesterolu. V pripade nanocastic s pridavkom PHB bol objem pipetovaného roztoku
lecitinu upraveny na mnozstvo odpovedajuce 70 mg a zvysnych 20 mg bolo nahradenych
odpovedajucim mnoZzstvom 4% roztoku PHB. Takto pripravena vzorka bola sonikovanéd pod
ty¢ovym ultrazvukom po dobu 4x15 sekund pri intenzite 90 % za stcasné¢ho chladenia vo
vodnom kupeli. Po sonikacii bola kadi¢ka umiestnend do vodného kupel'a na magneticku
miesacku s ohrevom a bol odpareny chloroform pri teplote 50 °C za sicasného miesania.

4.10 Priprava nanocastic z olejovych extraktov metédou sonikacie
Na zaklade navazky oleja v skiimavke typu Eppendorf bol pridany odpovedajuci objem
destilovanej vody do kadicky. Podl'a navazky bol pipetovany objem odpovedajici 90 mg
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zasobného roztoku lecitinu, 10 mg zasobného roztoku cholesterolu. V pripade nanocastic
s pridavkom PHB bol objem odpovedajuci 20 mg zo zasobného roztoku lecitinu nahradeny
odpovedajucim objemom 4% roztoku PHB. Nasledujuci postup bol zhodny s postupom pri
priprave nanocastic z vodnych extraktov uvedenym v bode 4.8.

4.11 Stanovenie enkapsula¢nej i¢innosti nanocastic

Z kazdého typu pripravenych nanocastic bolo odpipetované po 1 ml do skumaviek typu
Eppendorf, ktoré boli odstredené na ultracentrifige pri 11 000 rpm po dobu 60 minut.
Supernatanty boli prepipetované do ¢istych skiimaviek typu Eppendorf a pouzité k stanoveniu
uvolnenych polyfenolov v supernatante. Enkapsulacna G¢innost’ (%) bola prepocitana ako
podiel enkapsulovanych latok k celkovému mnozstvu latok v samotnych extraktoch.

4.12 Stanovenie vel’kosti ¢astic pomocou DLS

Pripravené roztoky nanocastic boli zriedené 100krat destilovanou vodou. Do kyvety bol
napipetovany 1 ml zriedenych lipozémovych Castic a pomocou pristroja Malvern Zetasizer ZS
bola zmerana distribticia a priemerna hodnota velkosti ¢astic.

4.13 Stanovenie stability ¢astic pomocou zeta potencidlu

Roztoky nanocastic boli 100krat zriedené destilovanou vodou. Do kyvety bolo napipetované
mnozstvo 1 ml takto zriedeného roztoku Castic a bol vlozeny elektrodovy nastavec. Nasledne
bol pomocou pristroja Malvern Zetasizer ZS merany ZP. Na zaklade nameranych hodnot ZP
bola odvodena stabilita astic. Castice, ktorych ZP sa nachddzal mimo intervalu —30 az +30 mV
boli povazované za stabilné.

4.14 Stadium kratkodobej stability Eastic

Kratkodobad stabilita Castic bola stanovena na zaklade mnozstva uvolnenych polyfenolov v Case
0, 5, 10, 20, 30 a 60 minut V prostredi etanolu. 1 ml roztoku cCastic bol scentrifugovany pri
11 000 rpm po dobu 60 minut. Supernatant bol odpipetovany a precipitat bol rozsuspendovany
v 1 ml 96% etanolu. Vzorka bola vzdy pred odberom scentrifigovana pri 14 000 rpm po dobu
3 minat. MnozZstvo uvol'nenych polyfenolov bolo stanovené podl'a postupu v bode 4.6.1.

4.15 Stadium dlhodobej stability &astic

Pre stanovenie dlhodobej stability Castic boli ¢astice uchovavané vo vodnom prostredi pri
teplote +4 °C. Ich dlhodoba stabilita bola vypocitana na zaklade uvolneného mnozstva
polyfenolov z ¢astic. Mnozstvo volnych polyfenolov v roztoku hned’ po enkapsulacii bolo
brané ako pociatocnd hodnota, ktora bola odpocitand od hodnoty zmeranej po 4 tyzdiioch
skladovania. Uvol'nené mnozstvo polyfenolov bolo stanovené podla bodu 4.6.1.

4.16 Priprava PHB nanovlakien

Pre pripravu vlékien bol pripraveny 4% zasobny roztok PHB. K odpovedajiicemu navdzenému
mnozstvu PHB bol pridany chloroform a zmes bola umiestnend do vodného kupela na
magnetickej mieSacke s ohrevom az do uplného rozpustenia PHB.

4.16.1 Priprava nanovlikien pomocou forcespinningu

Zasobny roztok PHB bol pomaly prikvapkavany do stredu rotora. V pripade vldkien s olejovym
extraktom bolo navazené mnoZstvo olejového extraktu rozpustené v zasobnom roztoku PHB a
pridané k odpovedajicemu objemu roztoku PHB tak, aby vysledna koncentracia oleja bola
1 mg/ml. Vzniknuté vlakna, ktoré boli zachytavané na tyCiach boli zozbierané do sterilnej
Petriho misky. Vznikuté vlakna svojou Struktirou pripominali vatu.
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4.16.2 Priprava nanovlakien pomocou elektrospinningu

Striekacka naplnend zasobnym roztokom PHB bola umiestnend do pumpy. Na koniec
striekacky a tieZ na kolektor boli pripevnené elektrody zdroja vysokého napétia. Striekacka bola
umiestnena tak, aby vzdialenost’ medzi nou a kolektorom bol 12 cm. Prietok v pumpe bol
nastaveny na 6 ml/hod a bol spusteny zdroj vysokého napétia (15 kV). Pri priprave vlakien
s obsahom olejovych extraktov bola navazka rozpustena v troche zasobného roztoku a pridana
k odpovedajucemu mnozstvu roztoku PHB tak, aby vysledna koncentracia bola 1 mg/ml.
Vzniknuté textilia bola tenkd, pevna, no zaroven krehka.

4.17 Antioxida¢na aktivita nanovlakien

Z kazdého typu pripravenych vlakien a netkanych textilii bol vystrihnuty stvorec s plochou cca
1 cm?. Nakolko sa hriibka vlakien a textilii lisila boli produkty zvazené. Do skumavky typu
Eppendorf bolo napipetované 2 ml roztoku ABTS , do ktorého bolo vlakno ponorené. Po
uplynuti 10 mintt bol sledovany pokles absorbancie podl'a postupu uvedenom v bode 4.6.3.

4.18 Stidium kratkodobej stability vlakien

Stadium kratkodobej stability vldkien bolo vykonané na dvoch modelovych prostrediach, voda
a etanol. 1 cm? skiimaného vlakna s obsahom olejovych extraktov z prazenej kavy, zelenej
kavy a cascary pripravenych pomocou forcespinningu, bol ponoreny do 2 ml vybraného
prostredia. Po uplynuti doby 0, 5, 10, 20, 30 a 60 mintt bolo stanovené mnozstvo uvolnenych
polyfenolov podla postupu v bode 4.6.1. Rovnaky postup bol zopakovany pre 1 cm? netkanej
textilie s obsahom olejovych extraktov z prazenej kavy, zelenej kdvy a cascary pripravenych
pomocou elektrospinningu.

4.19 Stidium dlhodobej stability vlakien

U pripravenych vlakien, ktoré boli po dobu 1 mesiaca uchovavané za laboratornej teploty
V Petriho miskach, bola stanovena antioxida¢na aktivita uvol'nenych latok. Ta bola porovnana
s Cerstvo pripravenymi vzorkami. Antioxida¢na aktivita latok uvolnenych z vlakien po
mesac¢nom skladovani bola stanovena podl'a postupu v bode 4.6.3.

4.20 Charakterizacia vlakien pomocou metody FTIR-ATR
Vlékna pripravené z PHB s olejovymi extraktmi boli charakterizované pomocou metody FTIR—
ATR za nastavenych podmienok:

e jednoodrazovy diamantovy ATR nastavec,

¢ background: vzduch,

¢ meranie: rozlisenie 8, priemer 64 skenov

4.21 Testy cytotoxicity a genotoxicity

4.21.1 Kultivacia keratinocytov

Kultivacia keratinocytov HaCaT prebiehala v kultivaénych nadobach v kultivaénom médiu
(DMEM with High Glucose, with 4.0 mM L-Glutamine, without Sodium Pyruvate). Nadoby
boli uchovavané v kultiva¢nom termostate pri teplote 37 °C s 5% obsahom COg. V priebehu
vymeny média, ktoré bolo skladované v chladnicke pri teplote 4 °C, bolo nutné médium najskor
ohriat’, aby nedoSlo k teplotnému Soku buniek. Pred samotnou vymenou média bol pod
inverznym mikroskopom skontrolovany stav buniek, ich prilnavost’ ku dnu nadobky, a tiez
pritomnost’ kontaminacie. Do kultiva¢nej nadoby bolo pipetovanych 5 ml kultivaéného média,
pricom vymena média prebiehala za sterilnych podmienok.
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4.21.2 MTT test

Cytotoxicita vybranych druhov ¢astic a vlakien bola Studovana na l'udskych keratinocytoch,
nakolko pripravené nanomaterialy maju potencialne vyuzitie v kozmetike ako UV filtre.
Koncentracie ¢astic, ktoré boli pre test vybrané, sa pohybovali v rozmedzi koncentracii 2—14 %.

Najskor bolo do jamiek v 96—jamkovej mikrotitracnej dosticky napipetovanych 100 pl
bunecnej kultury a bola ponechana rastu v termostate po dobu 24 hodin v kultivaénom médiu.

Testované Castice boli zriedené 1:1 sterilnou vodou, prefiltrované cez sterilny filter (200 nm)
a kultivacnym médiom zriedené na koncentraciu 2—14 %. Z takto pripravenych vzoriek bolo do
kazdej jamky pridanych 100 pl. Ako kontrola bolo pouzité kultivacné médium a ako negativna
kontrola bol pouzity etanol.

Po 24 hodinach bolo do kazdej jamky pridanych 20 pul MTT, ktoré bolo rozpustené v PBS
na koncentraciu 2,5 mg/ml a sterilizované mikrofiltraciou. Dosti¢ky boli kultivované po dobu
3 hodin. Po uplynuti doby bolo do kazdej jamky pridanych 100 pl 10% SDS rozpustené¢ho
v PBS z dovodu zvysenia rozpustnosti tmavo fialovych krystalikov formazanu. Dosti¢ky boli
skladované v tme po dobu 24 hodin. Cytotoxicita bola vyhodnotena spektrofotometricky na
ELISA Readeri pri pouziti vlnovej dizky 543 nm. Pre vyhodnotenie cytotoxicity boli hodnoty
absorbancii porovnavané s hodnotami absorbancie blanku (kultivatné médium). V pripade, ak
absorbancia vzorky klesla pod 60 % z absorbancie kontroly, bola vzorka vyhodnotena ako
cytotoxicka.

Pre stanovenie cytotoxicity vlakien bola pouziad 6—jamkova dosticka. Testované vlakna boli
zvéazené, uschované do skiimaviek typu Eppendrof a sterilizované UV Ziarenim v laminarnom
boxe po dobu 20 minnt.

4.21.3 Stanovenie koncentracie lipidov pomocou Stewartovej metédy

Stewartova metdda bola pouzitd na stanovenie lipidov, ktoré v priebehu MTT testu posobia na
keratinocyty. Do 15 ml centrifugacnej skiimavky bolo napipetovanych 50 ul roztoku Castic
a 450 ul destilovanej vody. Do skumavky boli dalej pripipetované 2 ml roztoku
ferothiokyanatu amoénneho, ktory bol zlozeny z 0,1 M chloridu zelezit¢tho a 0,4 M
thiokyanatanu amoénneho. Nasledne boli pridané 3 ml chloroformu. Obsah skimavky bol
premiesSany pomocou Vortexu po dobu 20 s a sto¢eny na centrifage pri otackach 1 000 rpm po
dobu 5 mintt. Pre spektrofotometrické stanovenie koncentracie lipidov bola odobrana spodna
chloroformova faza a zmerané v sklenenej kyvete pri A=450 nm. Pre kalibraciu bol pouzity
chloroformovy roztok lecitinu v koncentraénom rozmedzi 0-0,24 mg/ml. Koncentracia lipidov
vo vzorkéch bola vypocitana na zaklade nasledujticej kalibracnej rovnice

A=3,8591-c (11)
R? =0,9927

4.21.4 SOS chromotest
Pre stanovenie genotoxicity bol pouzity komerény kit EBPI SOS—-CHROMOTEST™. Postup
stanovenia bol prevedeny podl'a doporucenia vyrobcu.

Lyofilizovana kulttra baktérii E coli bola kultivovana v komeré¢nom zivnom médiu pri 37 °C
po dobu 12-16 hodin. Po uplynuti tejto doby bola kulttra zriedena novym médiom na cca 10 ml
na obsorbanciu 0,08 pri A=630 nm.

Do jamiek mikrotitra¢nej dosti¢ky bolo napipetovanych 10 ul vzorky, ktorych koncentracie
boli 25, 12,5 6,25 a 3,125 %. Ako pozitivna kontrola bol pouzity roztok Standardného mutagénu
4-NQO (4-nitroquinolinl-oxid) v réznych koncentraciach, pricom najvyssia bola 10 ug/ml.
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Ako negativna kontrola bola pouzita voda. Nasledne bolo do kazdej jamky pridanych 100 pl
nariedenej suspenzie s bunkami a dosti¢ka bola inkubovana po dobu 2 hodin pri teplote 37 °C.

Po inkubécii bolo do kazdej jamky pridanych 100 pl lyofilizovanej alkalickej fosfatazy
rozpustenej v modrom chromogénnom cinidle a bola zmerana absorbancia pri 405 a 630 nm.
Potom bola mikrotitracna dosti¢ka inkubovana 90 minut pri 37 °C, aby doslo k vyvijaniu farby.
Po 60 minutach bol do jamiek pridanych 50 ul ,,stop* roztoku. Opat’ bola zmerana absorbancia
pri 405 a 630 nm.

4.22 Priprava emulzie typu O/V a gélov

Nasledujuci postup je pre pripravu 100 ml emulzie. Najskor je nutné pripravit’ zvlast’ vodnu a
zvlast' olejova fazu. Na pripravu vodnej faze bolo do kadic¢ky pridanych 84,0 ml destilovanej
vody, 3,0 ml 85% glycerinu (2,6 ml 100% glycerinu a 0,4 ml destilovanej vody) a 0,5 ml euxylu
K 703. Pre pripravu olejovej faze bolo do kadicky navazenych 2,5 g Ercawaxu BM1, 3,0 g
cetylalkoholu, 1,5¢g bielej vazeliny a napipetované 4,0 ml parafinového oleja a 1,5ml
dimethikonu. Obe faze boli zahriaté vo vodnom kupeli na teplotu 75-80 °C. Po dosiahnuti
pozadovanej teploty bola k vodnej faze za neustaleho mieSania postupne pridand olejova faza.
V priebehu miesania bola kadi¢ka so vzniknutou emulziou chladena vo vodnom kupeli az po
dobu, kym teplota emulzie bola 20 °C. Vznikuté emulzie boli uchovavané v 50 ml
centrifigacnych skimavkach pri laboratornej teplote.

Priprava gélu prebichala pri laboratornej teplote. Pre pripravu 20 ml gélu bolo potrebné do
kadicky navazit’ 0,2 ml glycerinu, 0,02 g allantoinu, 0,18 g nikotinamidu a pridat’ 0,2 ml euxylu
K 703, 0,2 ml polysorbatu 80 a 19 ml destilovanej vody. V pripade emulzii a gélov s Casticami
alebo homosalatom bolo prislusnym objemom aktivnej latky nahradené mnozstvo
Z destilovanej vody. VSetky latky boli premiesané a bolo pridanych 0,2 g carbomeru. Nésledne
bola zmes mieSand pokial' nevznikol gél. Gél bol uchovavany v 50 ml centrifigacnych
skimavkach pri laboratornej teplote.

4.23 Stanovenie SPF emulzii a gélov

10 mg emulzie bolo navazenych do skuamavky typu Eppendorf a bol pridany 1 ml etanolu.
Nasledne boli vzorky nariedené na koncentraciu 200 pg/ml. Boli zmerané ich absorpcné spektra
na UV-VIS spektrofotometry v rozmedzi vinovych dizok 290-320 nm s krokom 5 nm podl'a
postupu v bode 4.7.1 a vyhodnotené podl'a Rovnice 4.

4.24 Stavenie stability emulzie pomocou analytickej centrifugy

Pomocou analytickej centrifigy bola zistena dlhodoba stabilita pripravenych emulzii. Celkovo
prebehli 3 stupne testovania. Najskor bol pristroj nastaveny na 2 000 rpm po dobu 3,5 hodin.
Dal$im stupiiom bolo nastavenie pristrojana 2 000 rpm po dobu 17 hodin. Nakoniec bol pristroj
nastaveny na 4 000 rpm po dobu 6 hodin. Vsetky testovania prebichali pri teplote 25 °C.

4.25 Testovanie vybranych emulzii na respondentoch

Pre testovanie emulzii boli vybrané 3 druhy emulzii, a to samotny zaklad (krém ¢. 1), emulzia
5 10 % homosalatu (krém ¢. 2) a emulzia so 40% etanolovym extraktom zo zelenej kavy +
zakoncentrovanymi prazdnymi lipozémami s PHB + zakoncentrovanymi lipozomami s PHB
s0 40% etanolovym extraktom zo zelenej kavy+ 10 % homosalatu (krém ¢. 3).

Testovanie prebiehalo tak, Ze najskor bolo respondentom stanovené SPF ich pokozky pomocou
pristroja SUN PROTECTION DIAGNOSTIC SP 37, ktory bol nastaveny na ¢as slnenia
30 minut, na kontinentalne podnebie do nadmorskej vysky 1 000 m a na fototyp Il. Po nastaveni
bola sonda pristroja prikladana k pokozke, pricom bolo nutné dbat’ na obmedzenie pristupu
svetla. Potom boli na predlakti u¢astnikov pomocou filtraéného papiera s rozmerom 2x5 cm
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vyznacené 4 plochy, na ktoré sa nasledne aplikovali emulzie. Jedna z ploch sluzila ako
referencnd, a teda na fiu nebol aplikovany ziaden krém. Nésledne boli respondenti poziadani
0 vyplnenie kratkeho dotaznika, ktory je uvedeny v Priloha 1.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci prace boli z dovodu vicsej prehladnosti zavedené skratky pre extrakty a Castcie
pripravené z tychto extraktov. Extrakty sa za¢inaji vel'kymi zaciatocnymi pimenami daného
materialu, z ktorého bol extrakt pripraveny, napr. extrakt z prazenej kavy bude mat’ skratku PK.
Ak sa jedna o vodny extrakt bude skratka vyzerat PK—V, ak olejovy tak PK—-O a ak etanolovy
tak je tam uvedené o kol'’ko percent etanolu iSlo. Ak by bol pre pripravu extraktu pouzity 20%
etanol tak skratka bude mat’ tvar PK—20 %. V pripade, ak sa jedna o Castice s enkapsulovanymi
extraktmi, tak je pred skratku extraktu zavedené oznacenie, ktoré urcuje typ Castice. Ak sa jedna
0 lipozémy, do ktorych je enkapsulovany vodny extrakt z praZzenej kavy bude skratka vyzert
L-PK-V, ak o lipozomy s PHB tak bude vyzerat P-PK-V. Tieto skratky st pouzité najmi v
tabul’kach a v popisoch obrazkov. Sthrn udava Obrazok 10 a Obrazok 11.

SR oo oo o

Obrazok 10: Suhrn clenenia skratiek pre Obrazok 11: Suhrn clenenia skratiek pre
lipozomy lipozomy s PHB

5.1 VSeobecna charakteristika extraktov

V ramci prace boli z vybranych latok pripravené vodné, etanolové a olejové extrakty. Pre
extrakciu olejov bola pouzitd metéda podl'a Folcha uvedena v kapitole 4.5.1. Priprava vodnych
a etanolovych extraktov je uvedena v kapitole 4.5. Pripravené extrakty boli charakterizované
z hladiska celkového obsahu polyfenolov, flavonoidov, antioxidacnej aktivity, a tiez bolo
stanovené ich SPF. V pripade olejovych extraktov bola sledovana aj vytaznost extrakcie.

5.1.1 Obsah polyfenolov v extraktoch

Mnozstvo polyfenolov bolo stanovené podla postupu uvedenom v bode 4.6.1. Koncentracia
polyfenolov v jednotlivych extraktoch bola vypocitana na zaklade Rovnice 7. Meranie bolo pre
kazd( vzorku trikrat zopakované a pre vypocet bola pouzita ich priemernd hodnota.
Koncentracia polyfenolov bola prepocitana na 1 g vzorky.

Celkovy obsah polyfenolov v pripravenych extraktoch je uvedeny v Tabul'ka 5. Najvyssi
obsah polyfenolov mali extrakty z prazenej kavy. Celkovo najvyssi obsah polyfenolov zo
vsetkych vzoriek mal olejovy extrakt z prazenej kavy, ktorého hodnota bola 194,07 mg/g.
Z etanolovych extraktov mal najviac polyfenolov 60% etanolovy extrakt z prazenej kavy, ktory
¢inil 56,11 mg/g. Z extraktov zo zelenej kavy mal najvyssi obsah 40% etanolovy extrakt, a to
27,32 mg/g. Z extraktov z cascary mal najviac polyfenolov vodny extrakt, ktorého hodnota bola
45,98 mg/g.

5.1.2 Obsah flavonoidov v extraktoch
Na zaklade postupu uvedenom v bode 4.6.2 bolo spektrofotometricky stanovené mnozstvo
flavonoidov v extraktoch. Kazdy extrakt bol zmerany trikrat a z priemeru bola vypocitana
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koncentracia flavonoidov na zaklade Rovnice 8. Koncentracia flavonoidov bola prepocitana na
1 g vzorky.
Prehl'ad obsahu flavonoidov stanovenych v pripravenych extraktoch je uvedeny v

Tabulka 5. Celkovo najvyssi obsah flavonoidov bol stanoveny v olejovom extrakte z prazenej
kavy, ktory bol 448,82 mg/g. Z etanolovych extraktov bol najvy$si obsah flavonoidov
stanoveny v 60%etanolovom extrakte zo zelenej kavy, ktory ¢inil 35,36 mg/g. Z extraktov
z prazenej kavy bolo najviac flavonoidov stanovenych v 40% etanolovom extrakte z prazene;j
kavy, ktorého hodnota bola 32,50 mg/g. Z pripravenych extraktov z cascary bol najvyssi obsah
flavonoidov stanoveny v 40% etanolovom extrakte, a to 20,00 mg/g.

5.1.3 Antioxida¢na aktivita extraktov

Vo vsetkych typoch pripravenych extraktov bola tiez stanovend antioxidacna aktivita.
Stanovenie bolo prevedené podl'a postupu v bode 4.6.3. Kazdy extrakt bol opat’ premerany
trikrat a z priemeru bola po dosadeni do Rovnice 9 vypocitana koncentracia antioxidantov.
Koncentracia antioxidantov v extraktoch bola prepocitana na 1 g vzorky.

Prehl'ad obsahu stanovenych antioxidantov vo vzorkach je uvedeny v Tabul'ka 5. Celkovo
najvyssi obsah antioxidantov bol stanoveny v olejovom extrakte z prazenej kavy, ktory ¢inil
258,24 mg/g. Z etanolovych extraktov bolo najviac antioxidantov stanovenych v 20%
etanolovom extrakte z cascary, ato 41,71 mg/g. V extraktoch z prazenej kavy bolo najviac
antioxidantov stanovenych v 60% etanolovom extrakte, ktory ¢inil 28,26 mg/g. Z extraktov zo
zelenej kavy mal najviac antioxidantov 20% etanolovy extrakt, ktorého hodnota bola
8,48 mg/g.
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Tabulka 5: Prehlad obsahu polyfenolov, flavonoidov a antioxidantov vo vzorkdch

Koncentracia Koncentracia L
. Antioxidacna
Extrakt polyfenolov flavonoidov .
aktivita [mg/g]
[mg/g] [mg/g]
vodné PK 41,60+0,30 26,12+0,51 20,63+0,64
PK-20 % 42,85+0,65 28,38+0,81 6,26+0,34
PK-40 % 47,82+1,05 32,50+0,33 20,37+1,16
i PK-60 % 56,11+0,50 32,45+0,39 28,26+0,30
etanolové
PK-80 % 42,15+0,15 24,67+0,79 20,93+1,63
PK-90 % 17,22+0,45 15,44+0,16 5,49+0,17
PK96 % 9,78+0,34 21,73+0,45 5,62+0,81
olejové PK 194,07+7,05 448,82+70,54 258,24+1,96
vodné ZK 18,51+1,85 28,08+1,70 5,504+0,75
ZK-20 % 24,97+1,00 31,1242,39 8,48+0,23
ZK-40 % 27,32+0,84 33,59+0,62 6,60+0,02
ZK-60 % 16,11+0,76 35,36+3,08 7,75+0,21
etanolové
ZK-80 % 5,41+0,33 32,01+2,09 2,17+0,29
ZK-90 % 1,25+0,32 7,64+0,45 0,17+0,04
ZK-96 % 0,72+0,07 7,52+0,03 0,25+0,04
olejové ZK 9,94+2 82 36,39+4,32 12,87+1,39
vodné C 45,98+0,35 17,69+0,41 40,96+1,21
C-20% 36,52+0,30 19,28+0,45 41,71+1,54
C-40 % 40,48+0,85 20,00+0,92 40,88+0,71
i C-60 % 27,35+0,86 14,54+0,41 31,17+0,25
etanolové
C-80% 9,81+0,26 6,68+0,62 15,17+0,58
C-90 % 4,77+0,15 3,49+0,02 4,52+0,17
C-96 % 3,15+0,05 2,50+0,13 2,65+0,11
olejové C 6,77+2,32 15,30+4,69 6,41+0,78

5.1.4 Vytaznost’ olejovych extraktov

Vytaznost' extraktov pripravenych metoédou podla Folcha bola stanovend ako percento
hmotnosti extraktu k povodnej navazke danej vzorky.

Z Obrazok 12 je zrejmé, Ze najvyssie percento vytaznosti bolo dosiahnuté pri prazenej kave,
kde vytazok ¢inil 4,59 %. NajniZSia vytaznost’ bola zaznamenana v pripade olejového extraktu
Z cascary, kde bol vytazok stanoveny na 3,00 % z celkovej povodnej navazky.
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Obrazok 12: Vytaznost extrakcie podla Folcha

5.1.5 Stanovenie SPF extraktov

SPF vsetkych pripravenych extraktov bolo stanovené na zaklade postupu uvedenom v bode 4.7.
Tabul’ka 6 uvadza stanovené SPF pre vSetky pripravené extrakty. Najvyssie SPF bolo stanovené
pre 40% etanolovy extrakt zo zelenej kavy s hodnotou 30,679. Vel'mi podobné SPF boli
stanovené pre 20% etanolovy extrakt z praZzenej kavy a 60% etanolovy extrakt zo zelenej kavy,
pricom SPF tychto extraktov sa lisilo len 0 0,216 . Ako najlepsi UV filter z extraktov z cascary
bol vyhodnoteny 40% etanolovy extrakt s hodnotou SPF 11,954,

Tabulka 6: Suhrn SPF extraktov

Extrakt SPF Extrakt SPF Extrakt SPF

PK-V 11,706+0,568 ZK-V 18,747+0,199 c-v 8,590+0,243
PK-20% | 23,035+0,582 | ZK-20% | 10,073+0,228 C-20% 11,361+0,244
PK-40% | 16,144+0902 | ZK-40% | 30,679+0,318 C-40 % 11,954+0,435
PK-60% | 14,124+0,284 | ZK-60% | 23,251+0,815 C-60 % 8,6063+0,222
PK-80% | 12,174+0,617 | ZK-80 % 6,473+0,758 C-80% 5,320+0,322
PK-90% | 14,964+0,371 ZK-90 % 2,964+0,217 C-90 % 7,617+0,354
PK96 % 5,354+0,048 ZK-96 % 2,835+0,125 C-96 % 5,764+0,325

PK-O 3,702+0,082 ZK-0O 0,620+0,080 Cc-O 0,096+0,002

5.2 Obsah taninov

Na zéaklade postupu uvedenom v bode 4.8 a Rovnice 10 boli stanovené taniny v metanolovych
extraktoch z prazenej, zelenej kavy a cascary. Najnizsi obsah taninov, tak ako uvadza Tabul'ka
7, bol stanoveny v extrakte zo zelenej kavy, ktorych hodnota bola 2,68 mg/g. Najvyssie
mnozstvo taninov bolo v extrakte z prazenej kavy, ktoré predstavovalo 14,88 mg/g.

47



Tabulka 7: Obsah tan/nov v extraktoch

Extrakt Obsah taninov [mg/g]
PK 14,88+0,89
ZK 2,68+0,02
C 6,54+0,65

5.3 Priprava ¢astic

V ramci préce boli pripravené 2 druhy Castic, a to lipozomy a lipozémy kombinované s PHB
podrla postupu v bode 4.9 a 4.10. Vzdy boli okrem ¢astic s enkapsulovanymi latkami pripravené
aj samotné Castice bez ucinnych latok. Spolu bolo pripravenych 20 typov Castic, ktoré st
zobrazené na Obrazok 13.

Do castic boli enkapsulované vodné, etanolové aj olejové extrakty. Etanolové extrakty boli
vyberané tak, aby mali vysoky obsah polyfenolov, flavonoidov, antioxida¢nt aktivitu, ale
najmé SPF.

U pripravenych Castic bola charakterizovana ich enkapsula¢na ucinnost’, vel'kost’, koloidna
stabilita v roztoku, kratkodoba a dlhodoba stabilita. TaktieZ pomocou MTT testu bola na
keratinocytoch otestovana ich cytotoxicita.

Obrazok 13: Castice zriedené 10krat destilovanou vodou: 1. L-PK—20 %, 2. P-PK—20 %,
3. L-PK-V, 4. L-C-V, 5. L-C-40 %, 6. P-C-V, 7. P-C-40 %, 8. P-PK-V, 9. L-ZK-V,
10. P—ZK-V, 11. P-ZK-40 %, 12. L-ZK—-40 %, 13. P-PK-O, 14. L-C-O, 15. L-ZK-0O,

16. P-ZK-0, 17. P-C-0, 18. L-PK-0, 19. P—prdzdne, 20. L-prdzdne

5.3.1 Enkapsula¢na Gcinnost’
Enkapsula¢na u¢innost’ bola stanovena ako rozdiel obsahu polyfenolov v samotnom extrakte
pred enkapsulaciou a po enkapsulécii do Castic. Vysledky ilustruje Tabulka 8. Postup pre
stanovenie je uvedeny v bode 4.11.

Celkovo najnizsia enkapsulacna uc¢innost’ (%) bola dosiahnutd pri vodnych extraktoch zo
zelenej kéavy, kde v pripade lipozoémov dosiahla 15,4 % a v pripade lipozoémov s PHB 12,3 %.
Naopak najvyssia enkapsulacna ucinnost’ bola stanovena pri vSetkych typoch olejovych
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extraktov v ¢i uz lipozémoch alebo lipozomoch s PHB, pri¢om sa pohybovala v rozmedzi 95,1—
99,2 %.

Tabulka 8:Enkapsulacna ucinnost pripravenych druhov castic

Typ extraktu Lipozomy EU [%] Lipgi('i;)y 3 EU [%]
. PK 41,8+0,7 PK 36,6+0,0

§ 7K 15,442,1 7K 123413

C 48,8103 C 47,040,7

" PK—20 % 28,4:1,0 PK—20 % 32,040.9

é ZK—40 % 60,1:0,8 ZK—40 % 67,5402

E C—40 % 28,6::0,9 C-40 % 33,8:0,8

. PK 98,840,1 PK 99,1402

% 7K 96,3+0,2 7K 99,201

© C 92,5:0.6 C 95.1+0,9

5.3.2 Velkost’ a koloidna stabilita castic

Pomocou metddy DLS na pristroji Malvern Zetasizer ZS bola stanovena vel'kost’ Castic, a tieZ
polydisperzitny index (PdI). Pracovny postup je uvedeny v bode 4.12 a 4.13. Pomocou zeta
potencialu (ZP) bola stanovena koloidna stabilita ¢astic. Vysledky zo stanovenia velkosti, PdI
a stability Castic v dni pripravy a po uplynuti mesiaca s prehl'adne zobrazené v Tabulka 9.

Velkost” ¢astic v 1. deft sa pohybovala v rozmedzi 148,7 az 1 780,5 nm, kde najmensia
velkost’ bola stanovend pre prazdne lipozomy a najvécsia pre lipozomy so 40% etanolovym
extraktom z cascary. Pdl sa pohybovalo vrozmedzi 0,167-0,785, kde opédt najmensi
polydisperzitny faktor bol stanoveny pre prazdne lipozémy a najvicsi pre lipozomy so 40%
etanolovym extraktom z cascary. VicSina Castic bola v den pripravy povazovana za stabilné,
pretoze ich hodnota ZP sa nachadzala mimo intervalu -30 az 30 mV (viz kapitola 2.12.3). Na
hranici stability sa pohybovali lipozémy s vodnym extraktom z prazenej kavy, ktorych hodnota
ZP bola -28,9 mV a lipozomy s olejovym extraktom z prazenej kavy, ktorych ZP bol stanoveny
na -29,7 mV. Naopak najvysSia hodnota ZP bola stanovena u Castic s enkapsulovanym
etanolovym extraktom z cascary. Z Tabul’ka 9 je zrejmé, Ze vyssSia stabilita bola dosiahnuta
u lipozémov s PHB.

Vo vSeobecnosti je mozné konstatovat’, ze po uplynuti doby 31 dni od pripravy ¢astic vo
vacsine z nich doslo k agregacii, o viedlo k zvySeniu hodnét ZP, a teda k zniZeniu stability. Aj
napriek zvac¢Seniu priemeru castic, ktoré viedlo k posunu velkosti do jednotiek pm, je mozné
takéto Castice pouzit’ v kozmetickom priemysle. Naopak ich vel'kost’ mdze byt vyhodou a mézu
byt pouzité ako abrazivne Ciastocky, z ktorych sa po kontakte s pokozkou uvolni aktivna latka,
pri¢om ma spotrebitel’ istotu, Ze Castice nebudu prenikat’ do buniek. Na hranici stability sa po
mesiaci pohybovali lipozomy s vodnym extraktom zo zelenej kavy, ktorych ZP sa zvysil na
hodnotu -27,8 mV a lipozomy s olejovym extraktom z prazenej kavy s -25,93 a z cascary
§26,3mV. Za stabilné sa po mesiaci nedaju povazovat lipozémy s vodnym extraktom
Z prazenej kavy, ktoré mali hodnotu -20,9 mV. Z Tabul’ka 9 je viditeI'né, Ze k zniZeniu stability
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doslo aj u lipozémov s PHB, no vSetky typy Castic je aj po mesacnej dobe skladovania mozné
povazovat’ za stabilné.

Tabulka 9:Velkost, polydisperzita a stabilita pripravenych castic

1. den 31. den

Lipozémy d [nm] PdlI ZP [mV] d [nm] Pdl ZP [mV]

Prazdne 148,7+0,4 0,167+0,007 | -41,840,8 228,4+1,3 | 0,370+0,007 -36,0+1,7

- PK 232,6+2,3 0,404+0,010 | -28,9+1,1 | 654,1+32.2 | 0,867+0,074 -20,9+0,3

”g ZK 202,2+7,2 0,313+0,025 | -32,3%1,3 198,2+1,7 | 0,175+0,005 -27,84+0,5

C 404,3+11,4 | 0,710+0,089 | -46,1+1,0 | 1110,5+£59,5 | 0,175+0,085 -42,5+1,8

@ PK—-20 % 1202,5+18,5 | 0,470+0,124 | -45,7+1,8 | 944,5+17,1 | 0,464+0,102 -31,4+1,7

?% ZK-40 % 794,6+14,9 | 0,493+0,027 | -47,1+0,3 | 1004,5+2,5 | 0,523+0,032 -49,4+1,2

E C40% 1780,5+18,5 | 0,785+0,117 | -54,4+0,6 | 4258,5+35,5 | 0,515+0,015 -52,2+1,1
© PK 167,2+0,7 0,380+0,003 | -29,7+1,1 131,444,6 | 0,337+0,013 | -25,93+1,01

-ET ZK 180,5+0,5 0,341+0,012 | -34,7+1,3 130,4+4,1 | 0,249+0,018 -26,3+0.,9

° C 158,8+1,3 0,354+0,017 | -41,8+0,8 118,5+5,2 | 0,220+0,019 -32,3+0,3

1. den 31. den

Lipozémy s PHB d [nm] Pdl ZP [mV] d [nm] Pdl ZP [mV]

Prazdne 326,849,5 0,419+0,014 | -41,9+0,6 182,943.3 0,397+0,034 -40,8+1,5

. PK 409,1+2,1 0,219+0,009 | -47,2+1,9 387,5+2,2 0,307+0,036 -36,9+0,6

'g ZK 616,1+16,3 0,439+0,021 | -43,7+1,2 | 1319,3£13,3 | 0,120+0,038 -48,3+0,9

C 1333,0+47,0 | 0,715+0,015 | -42,9+0,9 | 819,0+52,8 | 0,443+0,027 -48,1+1,9

o PK—-20 % 639,8+1,0 0,561+0,052 | -45,0+1,0 | 1031,0+£23,8 | 0,501+0,162 -40,5+0,2

:% ZK—40 % 737,3+£0,1 0,471+0,077 | -46,2+0,4 | 972,6+33,5 | 0,566+0,047 -47,0+0,4

E C40% 1780,5+18,5 | 0,785+0,117 | -53,442,0 | 2586,5+4,5 | 1,000+0,000 -48,0+2,3

© PK 202,1+1,1 0,212+0,023 | -42,8+1,1 222,0+0,7 | 0,258+0,013 -41,1+1,9

% ZK 387,1+5,6 0,421+0,010 | -44,7+0,6 257,3£5,0 | 0,253+0,012 -43,4+0,6

o C 326,8+9,5 0,419+0,014 | -41,9+0.,6 298,3+£7,2 | 0,292+0,023 -40,9+0,3

Na Obrazok 14 je zndzornené ukdzka pre porovnanie velkosti Castic v deii pripravy a po 31
diovom skladovani. Obrazok 14 znazornuje lipozomy s PHB s vodnym extraktom z prazenej
kavy. Po uplynuti mesiaca doSlo k agregécii Castic, a teda k zvySeniu velkosti.
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Obrdazok 14: Porovnanie velkosti castic v 1. deit a v 31. den pre lipozomi s PHB s vodnym
extraktom z prazenej kavy

5.3.3 Kratkodoba stabilita Castic

Kratkodoba stabilita Castic bola stanovena v etanolovom prostredi podl'a postupu v bode 4.14.
Na zaklade mnozstva uvolnenych polyfenolov v jednotlivych odberovych casoch, ktoré st
uvedené v Tabul'ka 10 mdézeme konstatovat, Ze k uvolneniu polyfenolov doslo uz hned’ po
pridani modelového prostredia k Casticiam. S narastajlicim ¢asom narastalo aj percento
uvolnenych polyfenolov. Celkovo najvyssie mnozstvo uvolnenych polyfenolov bolo stanovené
U Castic s obsahom vodného extraktu zo zelenej kavy, ktoré v pripade lipozémov predstavovalo
75,40% a vpripade lipozomov s PHB 97,97 %. Taktiez u olejovych extraktov bol
zaznamenany mierny ndrast uvolnenia polyfenolov z lipozémov s PHB oproti lipozomom.
V pripade olejového extraktu z prazenej kavy predstavoval tento narast zvysenie o 0,05 % a
Vv pripade olejového extraktu zo zelenej kdvy o 1,72 %. Okrem tychto vynimiek modzeme
konstatovat’, Ze pridavok PHB znizil mnoZstvo uvol'nenych polyfenolov v rovnakom ¢asovom
useku v porovnani s lipozomami bez PHB.
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Tabulka 10: Kratkodoba stabilita castic v modelovom prostredi etanol

Mnozstvo uvolnenych polyfenolov [%]

lipozomy 0 min 5min 10 min 20 min 30 min 60 min
PK 30,60+1,01 34,21+1,75 37,24+1,01 37,27+0,74 39,86+0,22 41,00+1,48
iﬁ 7K 56,06+3,63 67,25+0,67 72,73+5,11 73,26+2,11 74,87+5,22 75,40+2,62
g c 9,94+0,34 10,84+0,66 10,54+0,65 10,76+0,80 11,30+0,45 11,57+1,09
w | PK=20 % 22,18+1,55 23,48+0,93 23,99+1,65 24,67+1,92 24,90+2,39 26,53+2,20
% ZK—40 % 13,72+0,89 15,44+1,31 17,89+1,29 18,56+1,44 18,75+0,48 18,93+0,30
5
D C_40 % 20,40+1,62 25,16+1,66 26,96=+1,70 27,92+1,84 29,36+1,92 30,49+3,24
PK 1,14+0,14 1,85+0,06 1,87+0,18 1,98+0,04 2,03+0,14 2,13+0,11
E‘ 7K 5,00+0,24 7,45+0,48 7,64+1,06 7,83+0,48 7,87+0,56 8,61+0,10
° C 6,16+0,62 15,724+0,25 15,974+0,50 16,23+0,75 17,724+0,25 18,22+0,75
Lipgf_?;ly > 0 min 5 min 10 min 20 min 30 min 60 min
PK 28,96+1,13 30,81+2,57 32,3242,61 34,59+2.30 | 34,81+1,66 38,71+0,03
:ﬁ 7K 59,46+0,58 85,92+7,73 86,88+7,60 95,44+0,85 96,57+0,85 97,97+0,85
g C 7,27+0,25 8,24+0,76 8,41+0,15 9,83+0,64 9,88+0,02 9,93+0,06
w | PK—20 % 2,65+0,57 4,05+0,06 4,32+0,03 4,44+0,57 4,98+0,87 5,01+0,49
% 7K_40 0 | 5:32+0,56 12,61+1,02 13,86+0,84 15,35+0,66 15,49+0,96 15,90+0,85
5
D C_40 % 3,54+0,66 9,50+1,21 10,37+0,62 11,81+0,50 13,53+1,62 14,95+0,03
PK 1,02+0,07 1,72+0,02 1,83+0,13 1,90+0,11 2,11+0,09 2,18+0,07
E‘ 7K 4,79+1,45 6,79+0,47 8,08+0,23 8,83+0,15 9,36+0,66 10,33+0,85
E c 2,18+0,25 7,85+0,73 10,28+1,21 12,38+0,24 14,24+0,00 15,05+0,73

5.3.4 Dlhodoba stabilita ¢astic
Dlhodoba stabilita Castic bola stanovend po 4 tyzdnoch skladovania na zaklade postupu
uvedenom vbode 4.15 a je zhrnutd v Tabulka 11. Celkovo K najvy$Siemu mnozstvu
uvolnenych polyfenolov po mesa¢nom skladovani doslo u oboch typov castic s obsahom
vodnych a etanolovych extraktov zo zelenej kavy. Najvyssia stabilita enkapsulovanych
polyfenolov bola stanovend u oboch typov castic s obsahom vodného extraktu z cascary.
Zaporné hodnoty, ktoré sa tykaju olejovych extraktov naznacuju, Ze pocas skladovania nedoslo
k uvolneniu polyfenolov z Castic, ale len k degradacii uz volnych polyfenolov. Dévodom
mohla byt vac¢Sia schopnost’ olejovych extraktov enkapsulovat sa do Castic, a teda nizSia
tendencia styku olejovych extraktov s rozpustadlom. Na zdklade toho mohlo pri Studiu
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dlhodobe;j stability dojst’ k stanoveniu polyfenolov v roztoku, ktoré v priebehu enkapsulacie
neboli zapuzdrené.

Tabulka 11: Dlhodoba stabilita castic vo vodnom prostredi

MnozZstvo . B MnoiZstvo
Extrakt Lipozémy uvol’'nenych Llpgﬁ;} ys uvol’nenych
polyfenolov [%0] polyfenolov [%0]

. PK 53,0+0,0 PK 33,5+1,0
= ZK 98,2+0,0 ZK 76,342,5
- Cc 27,0+1,4 Cc 25,1+1,6
'z PK—20 % 53,4+0,3 PK-20 % 52,8+1,8
c‘% ZK—40 % 92,3£1,5 ZK—40 % 99,8+4,1
@ C-40 % 48,541,1 C-40 % 37.142.1
- PK -0,6+,0,1 PK -3,0+0,1
% ZK -1,1+0,2 ZK -13,2+0,3
° C -5,7£1,0 C -36,9+0,0

5.3.5 Stanovenie SPF c¢astic

SPF pripravenych ¢astic bolo stanovené na zaklade postupu uvedenom v bode 4.7. Stanovené
hodnoty SPF pre pripravené Castice su uvedené v Tabulka 12. ViditeInejSie porovnanie SPF
Castic s PHB a bez PHB ilustruje Obrazok 15. Bolo stanovené SPF pre samotné Castice, kde
Vv pripade prazdnych lipozémov bola stanovend hodnota SPF na 2,4 a v pripade prazdnych
lipozomov s PHB na 5,5.

Celkovo najvy$Sie hodnoty SPF boli stanovené u Castic s obsahom 40% etanolového
extraktu zo zelenej kavy. Pre lipozomy s obsahom tohto extraktu bolo SPF 32,1 a pre lipozémy
s PHB 37,6. U vsetkych lipozoémov s PHB, okrem castic s vodnym extraktom z cascary, doslo
Kk narastu SPF. To méze byt spdsobené tym, ze samotné PHB mozu pdsobit’ ako UV filter,
pretoze u lipozomov s PHB bolo SPF zvysené o 3,1 v porovnani so samotnymi lipozémami, a
tak moze dochadzat’ spolu s extraktami k synergickému ucinku.

40
35 3

37,6
1,1 32,1

* 0 256 237
22 19,5 20,6 166
15 12,8 14,5
5 2,4 2,6 2,4 2,3
, M I ml = -I
c-v

prazdne  PK-V ZK-V —~ PK-20 % ZK-40% C-40% PK-O ZK-0 -0

SPF

M lipozémy bez PHB M lipozomy s PHB

Obrazok 15: Porovnanie SPF lipozomov s PHB a bez PHB
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Tabulka 12: SPF castic

Typ extraktu Lipozomy SPF Lip;’,z:;‘ ys SPF

prazdne 2,4+0,1 prazdne 5,5+0,5

} PK 19,5+3,9 PK 26,6+2,4
g ZK 25,6+3,3 ZK 31,1435
C 12,8+2.9 C 9,2:0,8

o PK—20 % 20,6+1,0 PK—20 % 23,7+4,8
é ZK—40 % 32,140,6 ZK—40 % 37,6424
s C-40% 14,5+3,1 C-40 % 16,6:4,0
. PK 2,6:0,4 PK 7,2+0,2
% ZK 2,4+0,3 ZK 6,50,2
c C 2,3:0,0 C 8,0+0,4

5.4 Priprava vlakien
V ramci experimentalnej Casti prace boli pripravené vlakna pomocou elektrospinningu a
forcespinningu. Postup pre pripravu vlakien je uvedeny v bodoch 4.16.1 a 4.16.2.

Celkovo bolo pripravenych 8 typov vlakien, ktoré sa lisili spésobom pripravy, a tiez
druhom olejového extraktu.

Vsetky pripravené vlakna boli uchovavané v Petriho miskach pri laboratornej teplote.
U vlakien bola sledovana ich antioxidac¢na aktivita, kratkodoba stabilita v dvoch modelovych
prostrediach, a to voda a etanol, dlhodoba stabilita a ich cytotoxicita.

Obrazok 16: Porovnanie vidkien: vlavo vidkno pripravené pomocou forcespinningu, vpravo
vidkno pripravené pomocou electrospinningu

5.4.1 Antioxidacna aktivita vlakien

Antioxida¢ny téinok vlakien bol stanoveny podla postupu uvedenom v bode 4.17. Vysledky
zo stanovenia antioxidac¢nej aktivity vlakien uvadza Obrazok 17. Celkovo obsah stanovenych
antioxidantov vo vlaknach bol nizky a bol vypocitany na ug/g pouzitého vlakna, z dovodu
odli$nej hribky vlakna pripraveného forcespinningom a textilie pripravenej elektrospinningom.
Najvyssie mnozstvo antioxidantov bolo stanovené vo vlakach s olejovym exraktom zo zelenej
kavy, pricom 04,88 pug sa nachddzalo viac vo vldknach pripravenych pomocou
elektrospinningu.
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Obrazok 17: Antioxidacnd aktivita vidkien vztiahnutd na hmotnost 1 cm? vidkna

5.4.2 Kratkodoba stabilita vlakien

Kratkodoba stabilita vlakien bola stanovena v dvoch modelovych prostrediach, ktoré
predstavovala voda a etanol. Postup pre stanovenie kratkodobej stability vlakien je uvedeny
Vv bode 4.18.

V Tabulka 13 je zhrnuta kratkodoba stabilita vlakien, teda mnoZstvo uvolnenych
polyfenolov v jednotlivych casovych intervaloch. Vysledné koncentracie boli prepocitané na
mg/ g vlakna s plochou 1 cm?. Z vlakien pripravenych pomocou forcespinningu dochadzalo
k vyrazne pomalSiu uvolfiovaniu polyfenolov ako z vlakien pripravenych elektrospinningom.
V pripade vlakien pripravenych elektrospinningom bolo mnozstvo uvol'nenych polyfenolov vo
vodnom a Vv etanolovom prostredi porovnatel'né. Vzdy sa najviac aktivnych latok uvolnilo
z vlakien s extraktom z cascary, potom z vlakien so zelenou kavou a najmenej z vlakien
s prazenou kavou. U vldkien pripravenych forcespinningom bol zaznamenany rozdiel
VvV uvolmiovani polyfenolov v zavislosti od prostredia. Vynimku tvorili vlakna s extraktom zo
zelenej kavy pripravené forcespinningom v modelovom prostredi voda, kde doslo k uvol'neniu
az 43,151 mg/g polyfenolov. To moze byt sposobené tym, Ze latky obsiahnuté v extrakte zo
zelenej kdvy maji vyssiu afinitu k vodnému prostrediu, ¢o potvrdzuje aj fakt, ze do etanolu
bolo uvolnenych len 2,996 mg/g. V modelovom prostredi etanol z vlakien pripravenych
pomocou forcespinningu nedoslo v priebehu 0-60 minut K ziadnemu uvolneniu polyfenolov.
Preto bol test kratkodobej stability u tohto typu vldkien zopakovany aj po 24 hodinach. Po
uplynuti tejto doby sa do modelového prostredia uvolnilo mnozstvo polyfenolov v rozmedzi
2,585-3,139 mg/g. Vplyv modelového prostredia na mnozstvo uvolnenych polyfenolov je
znazorneny na Obrazok 18.
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Tabulka 13: Krdtkodoba stabilita viakien v prostredi voda a etanol

MnoZstvo uvol’'nenych polyfenolov [mg/g]

Prostredie | Metéda | Extrakt 0 min 5 min 10 min 20 min 30 min 60 min 24 hod
E’ PK-O | 0,000+0,000 | 2,8414+0,387 | 2,999+0,591 | 4,892+0,223 | 6,628+1,894 | 8,364+0,223
£
% ZK-0O | 10,852+0,202 | 14,469+6,496 | 14,728+2,325 | 15,503+4,564 | 24,805+0,000 | 32,556+4,564
-
¥
[T} Cc-O 7,751+0,000 9,302+1,550 | 10,852+3,101 | 11,369+2,923 | 23,771+0,731 | 36,432+0,775
Voda
2 PK-O 0,073+0,003 0,327+0,109 | 0,436+0,000 | 0,545+0,109 | 0,763+0,109 0,945+0,109 1,889+0,206
'c
[
o ZK-O 0,000+0,000 8,091+4,045 9,439+5,046 | 18,204+2,023 | 18,879+3,814 | 20,227+2,023 | 43,151+5,046
S
o
B Cc-0O 0,000+£0,000 | 0,740+0,370 | 0,924+0,185 | 1,109+0,370 | 1,4794+0,302 | 1,9724+0,185 | 4,437+0,604
E’ PK-O 0,271+0,007 1,017+0,051 4,880+0,407 5,423+0,507 6,236+1,257 7,931+0,203
[
C
% ZK-0O 0,775+0,019 | 16,278+0,060 | 20,929+0,775 | 22,479+0,775 | 23,254+4,651 | 28,680+0,775
H -
¥
T c-O 8,440+0,206 | 26,025+2,110 | 26,025+2,110 | 32,355+0,995 | 32,707+£1,055 | 35,872+1,723
Etanol
= PK-O | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 2,585+0,000
C
[
% ZK-0O 0,000+0,000 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 0,000+0,000 | 2,996+0,499
(&S]
-
o
L Cc-O 0,000+0,000 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 0,000+0,000 | 3,139+0,628
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Obrazok 18: Priebeh uvoliiovania polyfenolov z vidkien s obsahom olejového extraktu z
prazenej kavy priprevenych pomocou elektrospinningu v case

5.4.3 Dlhodoba stabilita vlakien
Dlhodoba stabilita vlakien bola stanovena po 4 tyzdnoch podl'a postupu uvedenom v bode 4.19
a je ilustrovana na Obrazok 19 a zhrnuta v Tabul'ka 14. Antioxida¢na aktivita latok uvol'nenych
z vlakien je aj po dlhodobom skladovani porovnatelna s mnozstvom uvolnenych latok po
priprave. Pomocou prvych pismen v skratke je uvedeny sposob pripravy vldkien. E znaci
elektrospinning a F forcespinning

45

39,4
40

33,68
23,55 24,51
18,67
11,11 1056 972
8,28
256 I I 4,4 4,67
, 1 B

E-PK-O E-ZK-O E-C-O0 F-PK-O F-ZK-0O F-C-0

ug/g vlakna
B, R, NN W W
o (6, o (6] o [¥,]

v

M v der pripravy M po mesiaci

Obrazok 19: Porovnanie antioxidacného ucinku latok uvolnenych z vidkien v den pripravy a
po mesacnom skladovani
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Tabulka 14: Dlhodoba stabilita viakien

Metéda pripravy Pouzity extrakt [ro/g]
PK-O 11,1140,25
Elektrospinning ZK-O 33,68+1,30
C-O 9,72+1,13
PK-O 24,51+0,80
Forcespinning ZK-0 39,40+0,01
Cc-O 4,672+0,179

5.4.4 Charakterizacia vlakien pomocou FTIR-ATR

Na zéklade nastavenych parametrov uvedenych v bode 4.20 bola prevedena FTIR-ATR
analyza, ktorej vysledok je znazorneny v podobe grafu na Obrazok 20. Pomocou FTIR-ATR
analyzy mala byt potvrdend pritomnost’ olejovych extraktov. Obrazok 20 znazorniuje oblast’
S jemnymi rozdielmi, avSak medzi jednotlivymi vzorkami sa nevyskytol Ziaden pik, ktory by
naznacoval pritomnost’ odli§nych skupin. Oblast’ 29000-2800 cm je charakteristick4 pre -C—H
v aldehydoch. Pik, ktory sa nachadza v oblasti 3600-2500 cm™ je charakteristicky pre ~OH
skupinu karboxylovych kyselin. Na zdklade toho je mozné konStatovat, ze koncentricia
olejovych extraktov bola nizka. Taktiez mézeme potvrdit, Zze Struktara PHB sa v priebehu
procesu zvldknovanie nemeni.

0,04 - ———E—prazdne = ——E-PK-0
0.04 - ——E-ZK-0 E-C-O0
——F-prazdne = ——F-PK-0O
0,03 -
F-ZK-0 F-C-0O
0,03 -
< 002 -
0,02 l / \—N
0,01 f /4 : T —
0,01 -
0,00 T T T T T T T 1

3100 3050 3000 2950 2900 2 850 2 800 2750 2700
vinoéet [1/cm™]

Obrazok 20: Vysledky z FTIR-ATR analyzy — porovnanie Struktury prazdnych PHB vidkien a
vidkien s olejovymi extraktmi

5.5 MTT test
Cytotoxicita vybranych druhov Castic a vlakien bola testovana na keratinocytoch, viz Obrazok
21, podla postupu uvedenom v bode 4.21.2. Pre MTT test boli pouzité Castice s vodnymi a
etanolovymi extraktami, ktoré vykazovali najvysSie SPF. TaktieZ boli otestované lipozomy
S olejovym etxraktom.

Cytotoxicita bola stanovena u vlakien pripravenych pomocou elektrospinningu, pretoze
Z tychto vlakien dochadzalo k viditeI'ne rychlejSiemu uvoliiovaniu aktivnych latok, ktoré bolo
pre test potrebné.
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Obrdzok 21: Viavo - inverzny mikroskop s kultivacnou nadobou, vpravo — [udské
keratinocyty pri zvdcsni 200 %

5.5.1 Cytotoxicita astic

Pomocou Stewartovej metddy, ktorej postup je uvedeny v bode 4.21.3 bola stanovena
koncentracia lecitinu v testovanych casticiach. Jednotlivé koncentracie su uvedené v Tabul'ka
15 a Tabul’ka 16 rovnako ako aj obsah polyfenolov a viabilita buniek. Na Obrazok 22 a Obrazok
23 je graficky znazornena viabilita buniek v zavislosti od koncentracie lecitinu v lipozomoch a
lipozémoch s PHB.

Vo vseobecnosti plati, Ze vzorka nie je povazovana za cytotoxicku, ak viabilita buniek
neklesla pod 60 %. Cytotoxicita lipozomov s PHB bola stanovena u prazdnych Castic a Castic
s vodnym extraktom z praZenej a zelenej kavy, pri¢om sa vzt'ahovala len pre 14% roztok tychto
castic. Celkovo je vSak mozné konstatovat, ze pritomnost’ extraktov v Casticiach priaznivo
posobila na viabilitu buniek.

100,00 .\./’-
90,00
20,00
_ 70,00
£
i 60,00 —g— prazdne
c
2 50,00 —— PK-V
m
H
= 4000 —— K-V
= —— 7K-A0%
30,00
—e PE—0
20,00
10,00
0,00

0 2 4 & B8 10 12 14

Koncentracia lecitinu [mg/ml]

Obrazok 22: Zavislost viability buniek v zavislosti od mnozstva lecitinu v lipozomoch
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Obrazok 23: Zavislost viability buniek od mnozstva lecitinu v lipozomoch s PHB
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Tabulka 15: MnozZstvo lecitinu pre jednotlivé koncentracie lipozomov pre MTT test

% Mnozstvo Obsah
Extrakt | roztok . enkapsulovanych | Viabilita [%0]
. lecitinu [pg]
Castic polyfenolov [ug]
2 28,40+0,21 93,01+0,93
4 56,80--0,42 78,44+7,11
E 6 85,20-0,62 74,01+1,98
S 8 113,600,383 65,62+5,25
& 10 142,00+1,04 53,03+1,05
12 170,40+1,24 39,6342,10
14 198,80+1,45 46,85+0,47
2 47,1640,52 69,50+1,17 100,00+0,10
5 4 94,32+1,04 139,00+2,34 100,00+0,49
S 6 141,48+1,56 208,5043,50 100,00+0,49
E 8 188,65:2,07 |  278,01+4,67 | 100,00+1,66
'3 10 235,81+2,59 347514584 100,00+0,00
A 12 282,97+3,11 417,0147,01 94,23+0,49
14 330,13+3,63 486,51+8,17 100,00£0,69
2 16,380,62 12,47+1,67 93,05+0,43
- 4 32,75+1,24 24,95+3,34 95,22+0,29
E 6 49,13+1,87 37,4245,01 83,79+2,17
= 8 65,51+2,49 49,89+6,67 81,62+1,74
é 10 81,883,11 62,368,34 56,30+£0,72
12 98,263,73 74,84+10,01 42,40+4,20
14 114,64+4,35 87,31+11,67 29,52+2,89
= 2 10,880,31 65,720,83 100,00+2,35
£ 4 21,77+0,62 131,44+1,67 96,00+1,93
g 6 32,65:0,93 197,17+2,50 100,00+0,28
S 8 43,53+1,24 262,89+3,34 79,5940 41
= 10 54,42+1,56 328,61+4,17 94,07+0,28
i.: 12 65,30-+1,87 394,33+5,01 84,00+0,97
14 76,18+2,18 460,05+5,84 79,72+0,83
2 55,42+0,10 90,980,10 100,00+0,06
- 4 110,84+0,20 181,96+0,20 99,24+1,27
E 6 166,26+0,29 272,94+0,30 98,60-+3,31
E 8 221,68+0,39 363,92+0,39 92,75+0,38
£ 10 277,09+0,49 454,89+0,49 83,9140 45
12 332,51+0,59 545,870,590 71,95+0,32
14 387,93+0,68 636,85+0,69 71,44+0.,45
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Tabulka 16: Mnozstvo lecitinu pre jednotlivé koncentracie lipozomov s PHB pre MTT test

o . Obsah
Extrakt | 01020k | MnoZstvo enkapsulovanych | Viabilita [%]
castic lecitinu [mg]
polyfenolov [ug]

2 19,90+0,21 96,73+0,96

4 39,80-0,42 93,46+4,23

E 6 59,70+0,62 87,50+4,42
S 8 79,60+0,83 65,92+3,65
& 10 99,51+1,04 70,39+4,23
12 119,41+1,24 65,58+0,58

14 139,31+1,45 45,77+1,15

2 22,9140,52 60,40+2,04 77,36+1,55

5 4 45,81+1,04 120,79+4,09 83,05+0,78
S 6 68,72+1,56 181,19+6,13 65,72+0,26
E 8 91,63+2,07 241,59+8,18 70,25:1,42
3 10 114,53+2,59 301,98+10,22 81,24+0,52
A 12 137,44+3,11 362,38+12,26 64,30+0,65
14 160,35+3,63 422,78+14.31 57,57+0,91

2 2,490 42 9,87+1,09 100,00+2,36

- 4 4,98+0,83 19,74+2,18 100,00+1,58
£ 6 7,46+1,24 29,62+3,27 80,76+1,96
= 8 9,95:1,66 39,49+4,36 69,76+0,65
i.: 10 12,44+2,07 49,3645,45 63,87+0,52
12 14,93+2,49 59,23+6,54 81,682,09

14 17,41+2,90 69,10+7,62 54,32+0,39

= 2 17,93+0,10 73,79+0,17 90,05+4,52
£ 4 35,86+0,21 147,59+0,33 77,65+1,94
§ 6 53,80+0,31 221,38+0,50 75,32+0,39
S 8 71,73+0,42 295,17+0,67 61,84+0,12
= 10 89,6620,52 368,96+0,83 62,40+1,68
i.: 12 107,59+0,62 442,76+1,01 65,120,78
14 125,52+0,73 516,55+1,17 60,34+0,39
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Obrazok 24: Mikrotitracna dosticka po MTT teste castic: A — kontrola ndrastu buniek
(médium), B — kontrola prostredia vehicle control, C — kontrola usmrtenia buniek (v 40%
etanole), 2 — 14 je percento castic v roztoku

—

5.5.2 Cytotoxicita vlakien

Pomocou MTT testu, ktorého postup je uvedeny v bode 4.21.2, bola stanovena cytotoxicita
vlakien pripravneych elektrospinningom. Testované vldkna obsahovali olejovy extrakt zo
zelenej a zprazenej kavy. Pre porovnanie bola stanovena aj cytotoxicita vlakien bez
enkapsulovanej u¢innej latky. Z Obrazok 25 je viditelné, Ze vSetky typy testovanych vlakien
nie su cytotoxické, pretoze viabilita buniek sa pohybovala v rozmedzi 88,6 — 98,2 %.

98,2

100,0
88,6 90,4

90,0
80,0
70,0

80,0
50,0

40,0

Viabilita buniek [%]

30,0
20,0
10,0

0,0
prazdne FE=0 ZK=0

Obrazok 25: Viabilita buniek pre vidkna pripravené elektrospinningom
5.6 SOS chromotest
Na zéaklade postupu uvedenom v bode 4.21.4 bol vykonany test genotoxicity pre prazdne

lipozémy a lipozémy s enkapsulovanymi 20% etanolovym extraktom z prazenej kavy, 40%
etanolovym extraktom zo zelenej kavy a 40% etanolovym extraktom z cascary. Rovnako bol
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SOS chromotest vykonany pre kombinované Castice s 20% etanolovym extraktom z prazenej
kavy, 40% etanolovym extraktom zo zelenej kavy a 40% etanolovym extraktom z cascary.
Ziadna z testovanych vzoriek nebola vyhodnoten4 ako genotoxicka.

A .. :v'

Obrazok 26: Vlavo — standard po ukonceni SOS chromotestu, vpravo — castice pouzité pre
SOS chromotest A — PK-20%, B — ZK—40%, C — C-40%

5.7 Priprava emulzii a gélov

V ramci diplomovej prace bolo spolu vytvorenych 13 druhov emulzii typu O/V a 3 druhy gélov.
Postup pre pripravu emulzii aj gélov je uvedeny v bode 4.22. Vzdy bol vytvoreny zaklad ¢i uz
emulzie alebo gélu bez d’alSich pridavkov. Vybrané druhy emulzii a gélov st zobrazené na
Obrazok 27. Dalej boli vytvorené emulzie s 5a 10% obsahom organického UV filtra homosalat
a gély s 5% obsahom homosalatu. Taktiez boli pripravené gély a emulzie bud’ len s pridavkom
Castic, extraktu alebo ich kombinacia, pripadne boli pre vyssiu u€innost’ doplnené o homosalat.

9 10 = 11 8

Obrazok 21: Vybrané druhy emulzii a gélov: 1. Emulzia — zaklad + 5 % homosalat,
2. Emulzia + 10 % homosalat, 3. Emulzia + L—prdzdne, 4. Emulzia + P-prazdne,
5. Emulzia + P-ZK—40 %, 6. Emulzia + L-ZK—40 %, 7. Emulzia + P-ZK-40 %,
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8. Emulzia + ZK-40 % + P—prdzdne + P-ZK-40 %, 9. Emulzia + extrakt zo ZK-40 % + P—
prazdne + P-ZK—40 %, 10. Gél zaklad, 11. Gél + 5 % homosalat, 12. Gél + zakocentrované
P—prazdne+ zakoncentrované P—-ZK—40 % + 5 % homosalat

5.7.1 Stanovenie SPF emulzii a gélov

Na zéklade pracovného postupu uvedenom v bode 4.7 bolo stanovené SPF pripravenych
emulzii, a tiez gélov. Okrem emulzii uvedenych v Tabulka 17 boli pripravené aj emulzie
s obsahom lipozomov s vodnym extraktom zo zelenej kavy a slipozomami sPHB
s enkapsulovanym vodnym extraktom zo zelenej kavy. Avsak tento typ emulzii sa javil hned’
po ukonceni pripravy ako nestabilny, pretoze doslo k viditelnému oddeleniu faz, a tak neboli
pouzité pre d’alSie stanovenie.

Tabulka 17 uvadza sthrn stanoveného SPF pre pripravené emulzie. Najniz$ie SPF bolo
stanovené pre samotny zaklad emulzie a emulziu s prazdnymi lipozomami, ktorych hodnoty
boli 0,00, a teda nemali ziaden Gc¢inok. Najviac v UV oblasti absorbovala emulzia s 10 %
homosalatu, ktorej SPF bolo stanovené na 4,72. Taktiez bola G¢inna emulzia so 40%
etanolovym extraktom zo zelenej kavy + zakoncentrovanymi lipozémami so 40% etanolovym
extraktom zo zelenej kdvy + zakoncentrovanymi lipozomami s PHB so 40% etanolovym
extraktom zo zelenej kavy+ 10 % homosalatu, ktorej SPF bolo stanovené na 3,94.

Tabulka 17: SPF emulzii

Pridané acinné zlozky SPF

Zaklad 0,00+0,03

5 % homosalatu 2,42+0,04

10 % homosalatu 4,72+0,03

L—prazdne 0,00+0,09

L-ZK-40 % 0,21+0,03

P—prazdne 1,13+£1,01

P—ZK-40 % 0,15+0,04

ZK—40 % + P-prazdne + P-ZK-40 % 2,12+0,66
ZK—-40 % + zakoncentrované P—prazdne +

zakoncentrované P—ZK—4(§) % 0.200,01

ZK-40 % + Z’akoncentrované P—prazdne +, 1,.85:0,06

zakoncentrované P-ZK—40 % + 5 % homosalatu

ZK-40 % + zakoncentrované P—prazdne +

zakoncentrované P-ZK—40 % + 10 % 3,94+0,07

homosalatu

Z pripravenych gélov, tak ako je mozné vidiet' v Tabulka 18, mal najvyssie SPF gél s 5 %
homosalatu, a to 2,30. SPF gélu so 40% etanolovym extraktom zo zelenej kavy +
zakoncentrovanymi lipozomami so 40% etanolovym extraktom zo zelenej kavy +
zakoncentrovanymi lipozomami s PHB so 40% etanolovym extraktom zo zelenej kavy+ 5 %
homosalatu bolo urc¢ené na 1,84. V pripade gélov, V porovnani s emulziami, v UV oblasti
absorboval aj samotny zaklad gélu, ktoré¢ho hodnota bola 0,75.
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Tabulka 18: SPF gélov

Pridané ucinné zloZKky SPF
Zaklad 0,75+0,05
5 % homosalatu 2,30+0,09

zakoncentrované P—prazdne + zakoncentrované
P—ZK—-40 % + 5 % homosalatu

1,84+0,01

Rovnako ako v pripade gélov, tak aj emulzii je stanovené SPF minimalne, a je mozné
predpokladat’ vySsiu a¢innost’ vo¢i UVB Ziareniu. Dévodom je to, Ze pri stanoveni nemusela
byt odobrana cast’ produktu s homogénne rozdistribuovanymi ¢innymi latkami.

5.7.2 Stanovenie stability emulzii

Pomocou analytickej centrifigy bola sledovand sedimentacna stabilita, kde pri vSetkych
testovanych vzorkach boli sledované rozne prejavy nestability. Testovanie prebiehalo postupne
Vv troch krokoch podl'a postupu uvedenom v bode 4.24. Najskor bola stabilita emulzii preverena
pri 2 000 rpm po dobu 3,5 hodiny, kde sa vzorky vyznamne nemenili a boli stabilné. Dalsim
krokom bolo stanovenie stability pri 2 000 rpm po dobu 17 hodin. Vo vzorkach uz boli
spozorované isté¢ nadznaky nestability. Na zaklade toho bol vykonany aj treti krok stanovenia
stability, a to pri 4 000 rpm po dobu 6 hodin, kde boli prejavy nestability zo vSetkych troch
stanoveni najvyraznejsie. Vystupom st grafy znazoriiujiice transmisny profil vzorky v roznych
castiach kyvety v Case atiez index nestability pre treti krok testovania, teda 6 hodin pri
4 000 rpm. Index nestability vypoveda o nestabilite vzorky, to znamena, ze ¢im je vyssi, tym je
vzorka menej stabilna. Tabulka 19 uvadza zlozenie jednotlivych emulzii a indexy nestability
uvadza Obrazok 29.

Obrazok 28: Vzorky v kyvetach pripravené na stanovenie stability pomocou analytickej
centrifugy

Tabulka 19: Oznacenie emulzii a ich zloZenie

Oznacenie .. .
. ZlozZenie emulzie
emulzie
A Zaklad
B Zaklad + 10 % homosalat
C ZK-40 % + zakoncentrované P—prazdne + zakoncentrované P-ZK—40 % + 10 %
homosalatu
D ZK—40 % + zakoncentrované P—prazdne + zakoncentrované P—ZK—40 %
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Obrdzok 29: Hodnoty indexu nestability

evwe

samotny zaklad emulzie a jej index nestability bol 0,083. Vzorky C, B a D mali ve'mi podobny
index nestability, pricom najvys$sia stabilita bola stanovena pre vzorku C s indexom 0,008.
Grafy znazorfiujuce zévislost' transmitdcie na polohe v kyvete st uvedené naObrazok 30,
Obrazok 31, Obrazok 32 a Obrazok 33. Vsetky testované emulzie boli vyhodnotené ako
stabilné.
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Obrazok 30: Graf zavislosti transmitdcie na polohe v kyvete pre vzorku A
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Obrazok 31: Graf zavislosti transmitdcie na polohe v kyvete pre vzorku B
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Obrazok 32: Graf zavislosti transmitdcie na polohe v kyvete pre vzorku C
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Obrazok 33: Graf zavislosti transmitdcie na polohe v kyvete pre vzorku D

5.7.3 Dermatologické testovanie vybranych typov emulzii
Na zaklade postupu uvedenom v bode 4.25 bolo najskor stanovené prirodzené SPF uchadzacov
pomocou pristroja SUN PROTECTION DIAGNOSTIC SP 37. Z nameranych vyslednych
hodnét bol vypocitany priemer, ktory bol prevedeny na percenta.

Z Obrazok 34 je vidiet, Zze odporacana dizka pobytu na slnku bez opal'ovacieho pripravku
sa pohybuje vrozmedzi 16,5 az 20,3 minat. Najviac dobrovolnikov, teda 37,5 %, mdze
pobudnit’ bez ochrany na slne€nom Zziareni po dobu 18,9 minuty.

12,5

i

H189min mM17,9min m184 min 20,3 min ®W17,9min ™ 16,5 min

Obrazok 34: Prirodzené SPF pokozky respondentov

Vyhodnotenie udajov o ucastnikoch je zhrnuté v

Tabul'ka 20. Testovania sa zucastnilo 8 zien vo veku 19-30 rokov. 25,0 % zucastnenych
uvadzalo, Zze ma normalny typ koze, zatial’ co 75,0 % uviedlo, ze ich koza je zmieSaného typu.
Sklon k podrazdeniu bol v 62,5 % zaznamenany ako maly. 75,0 % respondentov uviedlo, Ze
ich koza je stredne dehydratovana. Fototyp koze vSetkych dobrovolnikov bol stanoveny na II.
typ. Na otazku pravidelného pouzivania hydratacnych produktov 62,5 % tcastnikov uvadza, ze
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takéto produkty pouziva len v pripade potreby, zatial ¢o 37,5 % tieto produkty pouziva
pravidelne. Az 87,5 % opytanych uviedlo, Ze produkty s SPF pouziva len cez leto.

Tabulka 20: Vyhodnotenie dotaznika — udaje o respondentoch

Pohlavie
Zena ‘ 8 ‘ Muz 0
Vek
19-25 75,0 % 26-30 25,0 %
31-35 0,0%
Vas typ koZe
Normalna 25,0 % Mastna 0,0 %
Suchad 0,0% Zmiesand 75,0 %
Popiste Vase problémy — sklony K podrazdeniu
Ziadne 25,0 % Stredne 12,5 %
Malo 62,5 % Velmi 0,0 %
Popiste Vase problémy — nadmerna dehydratacia
Ziadna 0,0 % Stredne 75,0 %
Malo 25,0 % Velmi 0,0%
AKky je Vas fototyp koZe?
Fototyp . 0,0% Fototyp III. 0,0%
Fototyp II. 100,0 % Fototyp V. 0,0%
PouZivate pravidelne hydrata¢né produkty?
Pravidelne 375 % Takmer nikdy 0,0%
V pripade potreby 62,5 % Nepouzivam vobec 0,0%
Pouzivate pravidelne produkty s SPF faktorom?
Pouzivam denne 0,0 % Takmer nikdy 125 %
Len cez leto 87,5 % Nepouzivam vébec 0,0 %

Hodnotenie emulzii podla jednotlivych definovanych kritérii je zhrnuté v Tabulka 21.
K vyhodnoteniu bol pouzity poradovy test analogicky ako pri senzorickej analyye, hodnotenie
bolo od 1 do 5 (1 najlepsi, 5 najhorsi, viz Priloha 1).

V hodnoteni lepivosti testovanych krémov bol ako najlepsi vyhodnoteny krém ¢. 2, ktory
50,0 % respondentov ohodnotilo znamkou 1. Najhorsie bola vyhodnotena vzorka ¢. 1, ktora
25,0 % respondentov oznacilo zndmkou 4. V hodnoteni vstrebatel'nosti krémov najlepSie
dopadol krém ¢. 1, ktory 62,5 % tcastnikov oznacilo zndmkou 1, ako najhorsi bol oznaceny
krém ¢&. 3, ktory ako jediny zo vzoriek bol oznamkovany €. 4, a to 12,5 % zaastnenych.
V hodnoteni roztieratelnosti vzoriek boli vSetky 3 emulzie vyhodnotené podobne, avsak
najlepsia roztieratelnost’ bola vyhodnotend pre vzorku €. 2, ktort oznamkovalo ¢. 1 62,5 %
ucastnikov. V hodnoteni parfumacie najlepsie dopadol krém ¢. 1, ktory bol oznamkovany len
znamkou 1 a 2, a to 75,0 a 25,0 % zGcastnenych. NajhorSie hodnotenie ziskala emulzia €. 3,
ktort az 37,5 % tucastnikov ohodnotilo znamkou 5. Naopak najlep$ie hydrata¢né vlastnosti
mala vzorka ¢. 3, ktora 62,5 % respondentov ohodnotilo znamkou 1. Krémy ¢. 1 a 2. dosiahli
vel'mi podobné vysledky, ktoré sa 1iSili minimélne. V hodnoteni vzhl'adu krémov bol ako
najlepsi vyhodnoteny krém ¢. 2, ktory bol hodnoteny len znamkou 1 a 2, a to 62,5 a 37,5 %
i¢astnikov. Co sa vzhl'adu tykalo, bol ako najhorsi vyhodnoteny krém &. 1, ktory bol ako jediny
zo vzoriek hodnoteny aj znamkou 4, a to 25,0 % respondentov.
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Tabulka 21: Vyhodnotenie dotaznika — hodnotenie emulzii
Hodnotenie lepivosti krémov

Krém ¢. 1 Krém ¢. 2 Krém ¢. 3
1 0,0% 1 50,0 % 1 375 %
2 37.5% 2 37.5% 2 50,0 %
3 37.5% 3 125 % 3 125 %
4 25,0 % 4 0,0% 4 0,0%
5 0,0% 5 0,0% 5 0,0%

Hodnotenie vstrebatel’nosti krému

Krém €. 1 Krém ¢. 2 Krém €. 3
1 62,5 % 1 50,0 % 1 62,5 %
2 25,0 % 2 50,0 % 2 125 %
3 125 % 3 50,0 % 3 125 %
4 0,0% 4 0,0% 4 125 %
5 0,0% 5 0,0% 5 0,0 %

Hodnotenie roztieratel’nosti krému

Krém ¢. 1 Krém €. 2 Krém ¢. 3
1 50,0 % 1 62,5 % 1 50,0 %
2 37.5% 2 25,0 % 2 255%
3 125% 3 125% 3 255%
4 0,0% 4 0,0% 4 0,0 %
5 0,0% 5 0,0% 5 0,0 %

AKo hodnotite parfumaciu?

Krém ¢. 1 Krém ¢. 2 Krém ¢&. 3
1 75,0 % 1 125 % 1 0,0 %
2 25,0 % 2 50,0 % 2 125 %
3 0,0% 3 125% 3 250%
4 0,0% 4 125% 4 25,0 %
5 0,0% 5 125% 5 37.5%

Ako hodnotite hydrata¢né vlatsnosti krému?

Krém ¢. 1 Krém ¢. 2 Krém €. 3
1 375% 1 25,0 % 1 62,5 %
2 50,0 % 2 62,5 % 2 25,0 %
3 125 % 3 125 % 3 125 %
4 0,0% 4 0,0% 4 0,0 %
5 0,0% 5 0,0% 5 0,0 %

Ako hodnotite vzhP’ad krému?

Krém ¢. 1 Krém ¢. 2 Krém ¢. 3
1 50,0 % 1 62,5 % 1 50,0 %
2 125% 2 37.5% 2 25,0 %
3 125 % 3 0,0% 3 25,0 %
4 25,0 % 4 0,0% 4 0,0 %
5 0,0% 5 0,0% 5 0,0 %
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Vysvetlivky: krém ¢. 1 — samotny zdklad, krém ¢. 2 —emulzia s 10 % homosaldtu, krém ¢. 3 — emulzia
s extraktom ZK—40 %+ zakoncentrovanymi P—prazdne + zakoncentrovanymi P—ZK—40 %+ 10 % homosaldtu
(krém ¢. 3).

Ugastnici testovania by na jednotlivych krémoch vylepsili nasledujace kritéria. Na kréme ¢. 1
by 25,0 % opytanych vylepsilo vzhlad krému, 12,5 % lepivost a 12,5 % roztieratelnost’.
25,0 % respondentov by na kréme €. 1 nemenilo ni¢ a 25,0 % ucastnikov oznacilo iné, pricom
uviedli, ze by odstranili jemné hrudky, ktoré sa v emulzii nachadzali. Na kréme ¢. 2 by 12,5 %
vylepSilo roztierate'nost’ a tiez rovnaky pocet opytanych vstrebatelnost’ krému. 50,0 %
responedentov by na vzorke €. 2 vylepsilo parfumaciu a 37,5 % by na emulzii ni¢ nemenilo. Na
vzorke €. 3 by az 75,0 % zOcCastnenych vylepSilo vonu vzorky. 12,5 % by vylepSilo vzhl'ad
emulzie a 12,5 % respondentov by nezmenilo ni¢ na vzorke ¢. 3.

Testovanie emulzii bolo ukoncené vizualnym zhodnotenim, ¢&i sa v priebehu 24 hodin
neprejavili zndmky podraZdenia na pokozke ucCastnikov. Po uplynuti tejto doby Ziaden
Z respondentov nezaznamenal ziadne znamky podrdzdenia pokozky.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova praca bola zamerana na pripravu nanomateridlov s prirodnymi UV
filtrami. V praci boli najskor charakterizovné extrakty z prirodnych materialov, ktoré boli
vybrané ako potencidlne UV filtre. Extrakty boli pripravené z prazenej kavy, zelenej kavy
a cascary. Najvyssi obsah polyfenolov, flavanonoidov a antioxidantov bol zaznamenany
v olejovom extrakte z prazenej kavy, pricom napriklad mnozstvo flavonoidov bolo viac ako
12krat vyssie ako v druhom najlepSom extrakte, ktorym bol olejovy extrakt zo zelenej kavy.
Najvacésie mnozstvo trieslovin bolo stanovené v prazenej kave, ale ako extrakt s najvyssm SPF
bol vyhodnoteny 40% etanolovy extrakt zo zelenej kavy.

Vodné, olejové avybrané etanolové extrakty boli enkapsulované do lipozémov
a kombinovanych castic typu lipozom/PHB. Dovedna bolo vramci prace vytvorenych
20 druhov castic. Bola stanovena enkapsula¢na ucinnost’, kratkodoba, dlhodoba stabilita Castic
a tiez ich SPF. Enkapsula¢na ucinnost’ ¢astic s vodnymi a etanolovymi extraktmi bola vyrazne
nizsia ako s olejovymi extraktmi. Enkapsula¢na ucinnost’ bola teda najvysSsia pre lipozomy
a lipozomy s PHB s enkapsulovanymi olejovymi extraktmi, priCom hodnoty sa pohybovali
V rozmedzi 95,1-99,2 %.

Stadium kratkodobej stability &astic bolo vykonané za Gdelom stanovenia rychlosti
uvolnovania enkapsulovanych latok v modelovom etanolovom prostredi. Po dobe 60 minat sa
najmenej polyfenolov uvolnilo z Castic s enkapsulovanym olejovym extraktom z prazenej
kavy, zatial’ ¢o najviac polyfenolov bolo uvolnenych z ¢astic obsahujticich vodny extrakt zo
zelenej kavy. Celkovo sa percento uvolnenych polyfenolov po dobe 60 minit pohybovalo
v rozmedzi 2,13-97,97 %, pricom v pripade lipozémov s PHB bolo uvolfiovanie polyfenolov
mierne spomalené. Na zaklade toho je mozné predpokladat’ postupné uvolnovanie aktivnych
latok enkapsulovanych v casticiach po aplikacii na l'udskt pokozku. Zaroven je mozné tento
proces regulovat’ pridanim PHB do lipozémov. Na zaklade Stadia dlhodobe;j stability ¢astic po
dobu 4 tyzdnov bolo stanovené, Ze u vSetkych typov Castic, okrem Castic s olejovym extraktom,
doslo k uvolneniu polyfenolov. V pripade ¢astic S olejovym extraktom doslo len k degradacii
polyfenolov volnych v roztoku, ktoré v priebehu enkapsulacie neboli zapuzdrené a ostali
V roztoku. MnozZstvo degradovanych polyfenolov a pohybovalo v rozmedzi 3,0 az 36,9 %.

Pomocou metédy dynamického rozptylu svetla bola stanovena velkost, stabilita
a polydisperzny faktor Castic. Velkost’ cCastic sa pohybovala v rozmedzi 148,7-1 780,5 nm.
Najvicsie pripravené Castice boli s obsahom 40% etanolového extraktu z cascary, pri¢om ich
velkost’ pohybujtica sa uz v mikrénovej oblasti by mohla byt v kozmetickom priemysle skor
vyhodou. Tieto Castice by mohli sluzit’ ako abrazivne ¢iastocky, z ktorych sa po aplikacii na
pokozku uvolnia enkapsulované aktivne latky. Dalej bol u ¢astic stanoveny SPF faktor, pricom
najvyssie SPF mali cCastice s obsahom 40% etanolového extraktu zo zelenej kavy. Vo
vSeobecnosti u lipozomov s PHB bol zaznamenany narast SPF faktora v porovnani
s lipozémami, kde napriklad pre Castice s obsahom 40% etanolového extraktu bol zvySeny
05,5.

V dalsej casti prace bolo pripravenych 8 druhov vlakien zPHB, ato pomocou
elektrospinningu a forcespinningu. Pre pripravu funkcionalizovanych vlékien boli pouzité
olejové extrakty. VIdkna boli Studované z hladiska antioxidacnej aktivity, kratkodobej
a dlhodobej stability. Pomocou metédy FTIR-ATR bolo potvrdené, ze Struktura PHB sa
Vv priebehu procesu zvlaknovania nemeni. Prostrednictvom stanovenia antioxida¢nej aktivity
bola stanovena pritomnost’ extraktov vo vlaknach. Obsah stanovenych antioxidantov bol vSak
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dost’ nizky, pricom mnoZzstvo antioxidantov sa pohybovalo v rozmedzi 4,40-23,55 pg/g. Test
dlhodobej stability preukazal, ze vlakna su stabilné.

Dalsou ¢astou prace bolo sledovanie cytotoxicity vybranych druhov ¢astic a vldkien na
Tudskych keratonocytoch pomocou MTT testu. Za cytotoxické neboli povazované vzorky, pri
ktorych viabilita buniek neklesla pod 60 %. Na zaklade tohto kritéria bolo vyhodnotené, zZe
vacsina pripravenych Castic nevykazovala cytotoxicky efekt voci l'udskym keratinocytom.
Naopak pritomnost” extraktov priaznivo pdsobila na viabilitu buniek. V pripade Castic s PHB
boli za cytotoxické vyhodnotené len 14% roztoky Ccastic prazdnych lipozomov s PHB
a lipozomov s PHB s vodnym extraktom zo zelenej a prazenej kavy. Viabilita buniek pri
testovani cytotoxicity vlakien neklesla pod hranicu 60 %, ¢im bolo preukazané, ze vlakna nie
je mozné povazovat za cytotoxické.

Na zaver prace boli z Castic a extraktov s najvyssim SPF pripravené emulzie typu O/V
a gély. Bolo stanovené SPF emulzii a extraktov a k vybranym typom bol pridany 5 a 10%
pridavok organického UV filtra homosalat. Spolu bolo teda pripravenych 13 typov emulzii
a 3 typy gélov. Najvyssie SPF bolo stanovené v zdklade emulzie s pridavkom 10 % homosalatu
a vemulzii, ktord obsahovala 40% etanolovy extrakt zo zelenej kavy, zakoncentrované
prazdne lipozomy s PHB, zakoncentrované lipozomy s PHB so 40% etanolovym extraktom zo
zelenej kavy a 10 % homosalatu. Z pripravenych emulzii boli vybrané 3 typy, ktoré boli
testované na dobrovol'nikoch, ktori hodnotili kritéria ako parfumacia, vzhl'ad, vstrebatel'nost’ ¢i
hydrata¢né schopnosti. Medzi tieto emulzie patrili zaklad emulzie, ktora slizila ako referencia,
emulzia s 10 % homosalatu a emulzia, ktora obsahovala 40% etanolovy extrakt zo zelenej
kavy, zakoncentrované prazdne lipozomy s PHB, zakoncentrované lipozémy s PHB so 40%
etanolovym extraktom zo zelenej kavy a 10 % homosalatu. Dotaznik sa tieZz zameriaval na
navrhované vylep$enia respondentmi. Zaroven bolo respondentom stanovené prirodzené SPF
ich pokozky, teda dizka pobytu na slne¢nom Ziareni, ktora sa pohybovala v rozmedzi 16,5—
20,3 minuty. Bola tiez overena stabilita testovanych emulzii pomocou analytickej centrifugy.
Vsetky testované emulzie boli vyhodnotené ako stabilné.

Ako mozné vyuzitie poznatkov z tejto diplomovej prace je tak, ako bolo uz v praci nacrtnuté,
pouzitie extraktov a Castic s enkapsulovanymi extraktmi k vytvoreniu emulzii, ktoré by sluzili
ako opal'ovacie pripravky. Tieto emulzie by boli vhodné skor pre obdobie jeseni—jar, nakol'’ko
sa jedna o mastnejsie produkty s pomerne vy$Sou hydrataénou schopnost'ou alebo produkty pre
spotrebitel'ov so suchou a citlivou pletou. Tieto produkty by okrem prirodnych UV filtrov
mohli obsahovat d’alSie bud’ organické, alebo anorganické UV filtre. Kombindciou réznych
typov UV filtrov by doslo k synergickému ucinku, a teda nielen k narastu SPF faktora, ktory
chrani pred UVB, ale aj k zabezpeceniu ochrany vo¢i UVA ziareniu. Zaroven by boli tieto
produkty s pozvolnym uvolfiovanim aktivnych latok po aplikacii na pokozku, ¢im by sa
predizila doba potrebnd pre opakované nanasanie produktu. Okrem toho by emulzie
s enkapsulovanymi extraktmi z prazenej a zelenej kavy mohli mat potencial ako
samoopalovacie pripravky pripadne BB krémy, pretoZe tieto emulzie maji prirodzene hnedé
zafarbenie.

Dalej by mohli byt vytvorené gély s pridavkom prirodnych aktivnych latok s vysokym
obsahom antioxidantov. Tie by mohli najst’ uplatnenie ako roll-on na o¢né okolie, ktory by
nielen zmierfioval opuchy svojim chladivym efektom, ale tiez zabranovali oxidaénym
reakciam. Gély, v pripade zvySenia SPF faktora, maju potencial sluZzit' tieZ ako opalovacie
pripravky, najmé v letnych mesiacoch. Dévodom je chladivy efekt, ktory by nielenze posobil
prijemne na pokozke, ale by aj zmieriioval erytém koze.
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Ako d’al$i postup v pripade vyvoja vlakennych materialov navrhujeme pridat’ do vlakien
vacsiu koncentraciu extraktov pre zvysenie antioxida¢ného ucinku a zvysenie SPF faktora.
Vlakna by sluzili klasicky ako krycie materialy pre pokozku, mohli by byt’ z nich vytvorené
masky na tvar, ktoré by sa prikladali a uvoliiovali by sa z nich aktivne latky. Na zaklade
vysledkov prace bolo zistené, Ze samotné PHB sluzi tiez ako UV filter. Za predpokladu
naru$enia Struktiry nanovldkien tak, aby bol z nich ziskany sypky material, by mohli byt’
vyuzité ako zahust'ovadla do krémov s dvojakou funkciou. Prvou by bolo zabezpecenie ochrany
voc¢i UV ziareniu a druhou by bolo postupné uvolniovanie aktivnych latok zo Struktary vlakien,
¢o by znamenalo zvySenie stability aktivnych latok a teda aj samotnych emulzii.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
ABTS - 2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova kyselina)
ATP — adenozintrifosfat

DLS — dynamicky rozptyl svetla

DNA/RNA — deoxy/ribonukleova kyselina

FDA — Food and Drug Administration

FTIR ATR —infracervend spektroskopia s ATR (Attenauted Total Relection) kryStdlom
HLB — hydrofilno-lipofilna rovnovaha

IR — infracervené Ziarenie

LUV — velké unilamelarne vezikuly

MLV — velké multilamelarne vezikuly

MTT - tetrazoliova sol’ 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid,
methyl-thiazolyl-tetrazolium

MVV — multivezikularne vezikuly

NAD(P)H — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

OLV - velké oligolamelarne vezikuly

PA — polyamid

PAN — polyakrylonitril

PEO — polyetylénoxid

PET — polyetyléntereftalat

PHB — poly(3—-hydroxybutyrat)

PLA — kyselina polymlie¢na

PTFE — polytetrafluéretylén

PVDF — polyvinylidénfluorid

ROS — ,,Reactive oxygen species™ reaktivne Castice kyslika

SDS — dodecylsiran sodny

SEM - skenovacia elektronova mikroskopia

SPF — ochranny faktor proti slne¢nému ziareniu

SUV — mal¢ unilamelarne vezikuly

TEAB — tetraetylamonium bromid

UV ziarenie — ultrafialové ziarenie

UVA — ultrafialové ziarenie v oblasti 320-400 nm

UVB — ultrafialové Ziarenie v oblasti 290-320 nm

UVC — ultrafialové Ziarenie v oblasti 200-280 nm

VIS — viditeI'né ziarenie v oblasti 400-800 nm

ZP — zeta potencial
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9 PRILOHY

9.1 Dotaznik
UDAJE O RESPONDENTOVI
Pohlavie
'] Zena [ Muz
Vek
0 19-25 0 26-30 0 31-35

Vas typ koze

[J Normalna [J Mastna

[J  Sucha [J  ZmieSana
Popiste Vase problémy — sklony k podrazdeniu

[ Ziadne ] Stredne

[0 Malo [0 Velmi
PopiSte VaSe problémy — nadmerna dehydratacia

] Ziadna ] Stredne

0 Malo 0 Velmi
AKYy je Vas fototyp koze?

[0 Fototyp I. O Fototyp IlI.

[0 Fototyp II. [0 Fototyp IV.
Pouzivate pravidelne hydrata¢né produkty?

[1  Pravidelne [1  Takmer nikdy

[0V pripade potreby [0 Nepouzivam vobec
Pouzivate pravidelne produkty s SPF faktorom?

[1 Pouzivam denne [1  Takmer nikdy

[1 Lencez leto [0 Nepouzivam vobec

HODNOTENIE TESTOVANYCH EMULZII
AKo ste boli spokojny s aplikaciou krémov na kozu?

Pozn. hodnotenie ako v skole tzn. za najlepsie hodnotenie sa povazuje 1, za najhorsie 5.

Hodnotenie lepivosti krémov:

Krém ¢. 1: Krém ¢. 2: Krém ¢. 3:
0 1 0 1 0 1
02 02 02
b 3 b 3 0 3
0 4 0 4 0 4
0 5 0 5 0 5

Hodnotenie vstrebatel’nosti krému

Krém ¢. 1: Krém ¢. 2: Krém ¢. 3:
0 1 0 1 0 1
o 2 o 2 o 2
0 3 3 0 3
0 4 0 4 0 4
0 5 0 5 0 5
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Hodnotenie roztieratel’nosti krému:

Krém €. 1: Krém €. 2: Krém ¢. 3:
01 01 0 1
0 2 0 2 0 2
o 3 0 3 o 3
04 0 4 0 4
0 5 0 5 0 5
Ako hodnotite parfumaciu?
Krém €. 1: Krém €. 2: Krém €. 3:
1 01 1
0 2 0 2 0 2
0 3 0 3 0 3
0 4 0 4 0 4
0 5 0 5 0 5
Ako hodnotite hydrata¢né vlastnosti krému?
Krém €. 1: Krém €. 2: Krém €. 3:
0 1 01 0 1
0 2 0 2 0 2
3 0 3 3
0 4 0 4 0 4
\ 5 05 05
Ako hodnotite vzhl’ad krému
Krém ¢. 1: Krém ¢. 2: rém €. 3
0 1 0 1 0 1
0 2 0 2 0 2
0 3 0 3 0 3
0 4 0 4 0 4
) 0 5 [l 5
VYLEPSILI BY STE NIECO NA TESTOVANYCH EMULZIACH?
Krém €. 1: Krém €. 2:
(1 Vzhlad krému [1 Vzhlad krému
[ Lepivost krému [l Lepivost krému
[J Vstrebatel'nost’ krému [J  Vstrebatel'nost’ krému
[0 RoztierateI'nost’ krému [0 Roztierate'nost’ krému
[] Parfumaciu krému [J  Parfuméciu krému
[l Hydrata¢né vlastnosti [1  Hydrata¢né vlastnosti
(1IN e (1IN e
O Ni¢ O Ni¢
Krém ¢. 3:

00 Vzhlad krému
Lepivost’ krému

[0 Vstrebatel'nost’ krému
[0 Roztieratel'nost’ krému
0 Parfumaciu krému

[J Hydrata¢né vlastnosti

~Dakujem za Vasu ochotu a Vis éas~
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