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ABSTRAKT

Cilem ptedlozené disertacni prace byla optimalizace extrakce a charakterizace
extraktli z vybranych rostlin a mikroorganismii, piredevS§im mikrofas, sinic a
karotenoidnich kvasinek. Pfi optimalizaci extrakci byl sledovéan vliv charakteru
extrak¢éniho ¢inidla, dezintegrace mikrobidlnich bunék a vliv specidlnich technik,
které mohou extrakce usnadnit (sondovy a vanovy ultrazvuk a mikroviny).
V rdmci charakterizace bylo s pfihlédnutim na zdrojovy material analyzovano
slozeni ptipravenych extraktli jak spektrofotometricky, tak pomoci kapalinové a
plynové chromatografie. Bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi extrakéni postup se lisil
Vv zavislosti na typu materiali. U vzorkd bylin bylo dosazeno nejlepSich obsahti
aktivnich latek pfi vyuziti extrakce usnadnéné pomoci mikrovin, naopak u sinic
pii extrakci po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté. Nejvhodnéjsi metodou po
extrakci aktivnich latek z kvasinek byla kombinace DMSO, ethanolu a hexanu.

Dale byl sledovan vliv extraktd na mikrobialni kultury bakterii (E. coli, S.
epidermidis, C. acnes) a kvasinek (C. glabrata). Pro sledovani cytotoxicity
extraktl byly vyuZity testy cytotoxicity MTT a LDH na lidskych bunéénych liniich
HaCaT a Caco2. Antimikrobidlni testy prokéazaly jak antimikrobialni, tak
baktericidni a fungicidni GCinek fady extraktli, predevSim esencidlnich oleji
z levandule 1ékaiské a maty peprné. Naopak pii testech cytotoxicity bylo
prokdzano, Ze vétSina extrakti je v rozmezi do 10 o0bj.% bezpecna pro vyuZziti
V potravinafstvi a kosmetice.

Za ucelem prodlouzeni stability byly pfipravené extrakty enkapsulovany do
liposomalnich ¢astic obohacenych o polymer PHB (0-100 %). U ¢astic byla
sledovana jejich velikost, polydisperzitni index a koloidni stabilita a také
morfologie pomoci kryoTEM. Extrakty byly enkapsulovany do ¢astic a
charakterizovany. U vybranych vzorkli byla dale sledovana genotoxicita pomoci
SOS chromotestu. Jako nevhodnéjsi ¢astice pro enkapsulaci pfipravenych extrakta
byly vyhodnoceny klasické liposomy a liposomy s 20 % ptidavkem PHB
(PHB20). Piipravené castice vykazovaly vybornou stabilitu a vysokou
enkapsulaéni Gc¢innost. Testy genotoxicity na modelovém organismu E. coli
neprokazaly genotoxicky vliv vzorkd.

Jako dals$i moznost stabilizace vybranych aktivnich latek byla v praci vyuzita
nanovlakna ptipravena z polymeru PHB a Zelatiny. Vlakna byla charakterizovana
pomoci SEM a dale bylo sledovdno postupné uvoliiovani aktivnich latek ze
struktury vlaken. Jako nejvhodné&j$i pro dalsi praci byly na zdklad¢€ analyz zvoleny
metody forcespinning a elektrospinning. Diky integraci extraktl do nanovlaken
bylo docileno postupného uvoliiovani aktivnich latek.

V ramci prace byla navrZena a vytvofena fada aplikacnich forem z pfipravenych
materialll pro vyuZiti v potravinaistvi a kosmetice. Pfidavek extraktu ze zelené
kavy a karotenogennich kvasinek k zdkladni emulzi vedl ke zvySeni stability a
celkové ke zlepSeni vlastnosti oproti emulznimu zakladu. Vyuziti emulzi



s kavovymi a kvasinkovymi extrakty by bylo vhodné ptfedevsim jako opalovaci
krémy, pii piidavku extraktu ze sinice Spirulina poté jako denni ¢i no¢ni krémy
proti vraskdm. Energetické napoje nového typu na bazi kavy s pifidavkem
enkapsulovanych rostlinnych extraktl umoznily postupné uvoliiovani kofeinu a
antioxidantd.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 OXIDACNI STRES

Oxidativni stres je popisovan jako stav, kdy je buiika vystavena pfili§ velkému
mnozstvi reaktivnich ¢astic kysliku (ROS — ,,reactive oxygen species™) ¢i dusiku
(RNS —, reactive nitrogen species) a obranné mechanismy je jiz nezvladaji t¢inné
eliminovat. V tomto pfipadé dochazi k oxidativnimu poSkozeni jak makromolekul,
tak 1 tkani [1]. Jak reaktivni ¢astice kysliku, tak dusiku jsou bé&Znou soucasti
zdravého metabolismu buiiky. Oxidativni 1 reduk¢ni procesy jsou nezbytné pro
spravnou bunécnou signalizaci. Nadbytecna produkce téchto reaktivnich ¢astic je
toxicka. Projevuje se cytostatickym ucinkem, poSkozenim membran a aktivaci
procest zpusobujicich bunécnou smrt, jako je apoptdza nebo nekroza [2]. Kromé
endogenniho plivodu oxidativniho stresu mohou byt ptfiiny tvorby ROS a RNS
také exogenni. K nim patfi pfedev§im znecisténi vody a vzduchu, cigaretovy kout,
alkohol, téZké a prechodové kovy (Zelezo, méd’, kobalt, chrom, kadmium, rtut,
olovo a arsen), néktera lécCiva (cyklosporiny, gentamycin, bleomycin) a
primyslova rozpoustédla [3]. Dale mohou byt radikaly tvofeny pii vafeni na
pfepaleném tuku a pfi uzeni masa, pouZitim pesticidit v zeméedélstvi, vystaveni
vysoké teploté a také pii vystaveni organismu nadmérné davce ultrafialového
zateni [4]. Pro ochranu organismi vyuZzivajicich k respiraci kyslik vznikly
mechanismy obrany pied témito neZzadoucimi vlivy. Ty zahrnuji enzymatické
antioxidanty, napf. superoxiddismutizu (SOD), glutathion-peroxidazu (GPx),
glutathion-reduktazu a katalazu, a rovnéz neenzymatické antioxidanty, jako je
napi. glutathion (GSH), dalsi molekuly antioxidantti jako askorbat a vitamin E
funguji jako sekundarni obrana proti oxidativnimu stresu [5].

1.2 FOTOPROTEKCE

Slunecni zafeni dopadajici na zemsky povrch je slozeno z UVB (280-320 nm),
UVA (320400 nm), viditelné a infracervené slozky. Germicidni UVC slozka
ultrafialového zareni je pohlcena ozonovou vrstvou v atmosféie [6]. UVA zafeni
hraje dualezitou roli v pfed¢asném starnuti a tvorbé rakoviny vlivem zafeni a
zvysuje uvoliovani zanétlivych faktorti jako je IL10 z keratinocyty. Dale ma vliv
na zvySenou expresi zanétlivych proteint jako TNFa, IL1a, IL6 a IL8 [7]. Akutni
projevy UVB zéfeni zahrnuji spéleni, pigmentaci, potlaceni ziskané a zesileni
vrozené imunity a redukci krevniho tlaku zptisobenou UV A zafenim. VSechny tyto
projevy zacinaji na molekuldrni irovni, jako poskozeni molekul DNA, tvofeni
ROS, melanogenezi a v neposledni fadé vedou k apoptdze [8]. Jedinym vSeobecné
uznavanym pozitivnim projevem UV zatfeni na koZni buiiky je tvorba vitaminu D

[9].

Kromé pfiirozené se vyskytujicich foto-ochrannych vlivili, jako je atmosféra,
zemepisna délka a §Sitka, denni doba, mraky, znecisténi a stin, je lidské télo do jisté
miry schopno se ochranit pied Skodlivymi vlivy UV zafeni samo. Jelikoz toto



zéateni nepronikd vyrazné hluboko, je praveé kiize ochrannou vrstvou, ktera chrani
vnitini organy pred poSkozenim. Klize pak molekuly, které absorbuji energiit UV
zatfeni (DNA a proteiny). K jejich ochrané je v epidermis melanin. Jeho velké
molekuly zhéaseji ROS a zeslabuji prichod UV zafeni a viditelného svétla do kize
tim, ze jej rozptyluji, fyzikaIn¢ blokuji a preméiiuji absorbovanou energii na teplo.
Dalsimi ochrannymi molekulami v téle jsou hem, porfyriny a voda [9].

1.3 ANTIOXIDANTY

Jako antioxidant je oznaCovana sloucenina, kterd je schopna jiz v malych
koncentracich chréanit oxidovatelny substrat pfed volnymi radikaly a naslednou
oxidaci. Jako substrat schopny oxidace miizeme oznacit témef vSechno (kromé
vody), co je obsazené v potravé a zivych organismech (proteiny, lipidy, sacharidy
a DNA) [2]. Mezi antioxidanty patii fada riznych sloucenin a kovd, proto lze
antioxidanty rozdé¢lit do rliznych kategorii podle struktury, vyskytu, rozpustnosti,
mechanismu u¢inku a kinetiky [10].

1.4 BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY Z PRIRODNICH ZDROJU

Ptestoze byliny nejsou povaZzovany za vyznamny zdroj Zivin, poskytuji ndm fadu
zdravi prospésnych latek. Jejich uc¢inek mize mit fadu podob naptiklad
antioxidac¢ni [11], [12], antibakteridlni [12], [13]. [14], [15], antimykoticky [16],
imunomodulac¢ni efekt [20]. Zdrojovy material pro ziskani aktivnich latek byva
zivocisného ¢i rostlinného ptivodu (zvitata, ryby [21], rostliny [22] a fasy [23]).

1.41 Kava

Zelené kavove boby, které se prazi, drti a vafi, aby vznikl oblibeny ndpoj, jsou
semena z plodu stromu plivodné rostouciho v Africkych lesich. Postupné se vSak
jeho péstovani rozsitilo do rovnikové Afriky, na Javu, Sumatru, do Indie, Arébie,
Mexika a stfedni a vychodni Ameriky. Kava patii do rodu Coffea, ktery zahrnuje
ptes 90 druhti, z nich jsou jen dva komeréné vyuzivany, a to C. arabica a C.
canephora, nékdy oznacovana jako jedena z jejich odrad Coffea robusta [24].
Kévovéa zrna obsahuji fadu aktivnich latek, jako jsou fenolické slou€eniny, které
davaji kavé jeji nezaménitelnou chut’, dale jsou to zndmé antioxidanty. Hraji roli
v prevenci chronickych onemocnéni jako je rakovina a kardiovaskularni
onemocnéni. Hlavni fenolickou latkou obsazenou v kave je kyselina chlorogenova
[25]. Dale kava obsahuje isoflavony daidzein, genistein, glycitein, formononetin a
biochanin [26].

1.42  Mikrorasy

Mikrotasy (prokaryotecke sinice a eukaryotické mikrotasy) jsou velice rozmanitou
skupinou mikroorganizmi, které jsou schopny akumulovat makromolekuly jako
proteiny, sacharidy a lipidy [27]. Vyuziti mikrofas jako zdroje specialnich
chemickych latek v primyslovém méfitku zacalo v 70-tych letech s tasou
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Dunaliella salina vyuzivanou pro produkeci p-karotenu [28]. Rasy nekonkuruji
tradiénim zeméd¢€lskym plodindm ani prostorem ani zdroji, jelikoz nevyzaduji
sladkou vodu nebo ornou pidu. Navic diky nehostinnym podminkdm a
fototrofickému zptlisobu zivota jsou fasy Casto vystavovany oxidativnimu stresu a
volnym radikalim. Jako obrana proti t¢émto neptiznivym vliviim vznikly ptirodni
protektivni systémy. Mezi né patii produkce fotosyntetickych barviv (chlorofylu,
karotenoidii a fykobiliproteinil) a polyfenolt (katechind, flavonola a florotanini),
které mohou piinést pozitivni t€inky spotfebiteliim po pozieni [29].

1.4.3 Karotenogenni kvasinky

Tato skupina kvasinek je schopna akumulovat ve svych bunkach az 70 %
intracelularnich lipidt v poméru k biomase [30]. Produkce mikrobialnich lipidi
typu SCO (,,single cell oil*) pomoci kvasinek je mimofaddné zajimava, jelikoz
lipidotvorné kvasinky jsou schopné rlist i na levnych ¢i odpadnich surovinach, jako
je syrovatka [31], melasa [32] a kavova sedlina [33]. Karotenogenni kvasinky jsou
znamymi producenty karotenoidovych pigmenti — astaxantinu, B-karotenu,
torulenu a torularodinu. Kromé téchto pigmentti jsou schopny dale syntetizovat
vyznamné mnoZzstvi ergosterolu, nenasycenych mastnych kyselin, koenzymu Q1o
a dalsich latek obohacujicich biomasu. Takto obohacena biomasa nachazi své
vyuziti jeden pii1 vyrobé krmiv, ale miize zvysit vyzivovou hodnotu potraviny a
jeji organoleptické vlastnosti [34]. Krom¢ druhti Rhodotorula glutinis a R.
graminis patii mezi také napiiklad druhy Candida curvata, Lipomyces lipofear a
Yarrowia lipolytica [30].

1.5 METODY EXTRAKCE AKTIVNICH LATEK Z PRiRODNIHO
MATERIALU

Extrakci v potravinatském priimyslu oznacujeme proces, kdy dochazi k ptfenosu
jedné nebo vice latek z biologického zdroje do kapalné faze, nasledovany separaci
této faze a ziskdnim nami vybranych latek. Zdrojovy materidl pro extrakci byva
zivocisného ¢i rostlinného ptivodu (zvitata, ryby [21], rostliny [22] a fasy [23]).

1.5.1 Extrakce mezi pevnou latkou a kapalinou (,,Solid-liquid
extraction—SLE*)

Metoda je vyuZivana jako jednotkova operace pro ziskavani aktivnich latek
Z rostlin a dal§iho zdrojového materidlu. Extrakce z pevného materialu kapalinou
neboli louZeni zajistuje odstranéni slozek z pevné matrice pomoci kontaktu s
kapalnou fazi, ve které jsou jednotlivé slozky extraktu rozpustné [35]. Kromé
klasicke extrakce muze jit dale o eluci, kdy jsou rozpustné pevné latky u povrchu
pevné faze a nasledné jsou eluovany do rozpoustédla [36]. Mechanismus zahrnuje
dva hlavni kroky: Kontaktni krok, kdy je zajistén transfer rozpustnych latek do
kapalné faze pomoci difuze a rozpousténi. Nasleduje separacni krok, pti kterém
jsou pomoci fady technik od sebe jednotlivé faze oddéleny [35]. Mize jit napiiklad
o filtraci, dekantaci, centrifugaci a fadu dalSich separacnich metod.
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1.5.2 Extrakce dle Folche

Ptikladem extrakce z pevného vzorku kapalinou je extrakce dle Folche. Metoda
byla navrzena roku 1951 Jordi Folchem. Pivodni postup zahrnoval dva kroky. V
prvnim byl vzorek homogenizovan s rozpoustédly (chloroform a methanol v
poméru 2:1) a zfiltrovan. V druhém kroku byl filtrat promyt desetinasobnym
objemem vody od necistot hydrofilni povahy. Spodni chloroformova faze
obsahuje lipidy a vrchni vodna faze obsahuje necistoty. Tento krok zahrnoval
ztratu 1 % lipida [37]. Tato metoda je vhodna pro vzorky s vyssim obsahem vody
a polarnich lipidd jako fosfolipidl a komplexnich lipidd, tedy zdroj ZivociSného
puvodu. Proto se vyuziva pro analyzu napiiklad masa a masnych vyrobki.
Methanol umozni kvantitativni extrakci lipidi vazanych na bilkoviny. Ztraty
gangliosidl a nékterych dalSich velmi polarnich lipida se daji snizit pridavkem
chloridu draselného nebo chloridu vapenatého do promyvaci vody [38].

1.5.3  Soxhletova extrakce

V roce 1879 Franz von Soxhlet vyvinul Soxhletovu extrakci, ktera se stala
nejrozSifenéjsi technikou louzeni. Tato metoda extrakce slouzi jako zékladni
reference, vuci které jsou ostatni techniky porovnavany [39]. Pti Soxhletové
extrakei je vzorek vlozen do ,,patrony®, které je béhem celého procesu opakované
promyvana rozpoustédlem, které je redestilovano z destilatni banky. Jakmile
dosahne hladina rozpoustédla urCité vysky, pfetece cely objem rozpoustédla i
s extrahovanymi aktivnimi latkami zpét do destila¢ni banky a rozpoustédlo je
znovu odpateno. Nasledné zkondenzuje pomoci chladice a postupné opét kape na
vzorek v patron¢ a zacéina dalsi cyklus extrakce. Vhodnymi rozpoustédly jsou
petrolether, aceton, chloroform, n-hexan nebo ethylacetat [35].

1.5.4  Extrakce s pomoci ultrazvuku

Ultrazvuk jsou zvukové viny o frekvenci za hranici lidského sluchu. Sonikaéni
zatizeni pracuji pii frekvenci 20 kHz —2 MHz, coz je mén¢ nez u mikrovin.
Zvukové vlny maji vyznamny vliv na elastické prostfedi jako je kapalné
rozpousStédlo, mekké tkané€ nebo €asti rostlin. Pi1 tomto procesu vznikaji kavitacni
bubliny uvnitf média. Ty dale rostou, velice rychle osciluji a po zhrouceni se
uvolni z milionti takovychto mikrobublinek energie, ktera vytvoii vysoky tlak a
teplotni zony. Cely tento mechanismus se nazyva kavitacni efekt [40]. Zhrouceni,
kterd se uskute¢ni v blizkosti pevného povrchu, vytvoii mikroproudy a rdzové
viny, které maji za nasledek ¢isténi, erozi a postupné narusovani povrchu [23].

Zékladni postup zahrnuje vlozeni vzorku do nadoby s extrakénim Cinidlem a
nasledny proces extrakce pomoci ultrazvuku po uréitou dobu [41]. Pro sonikaci je
mozné vyuZzit dvou riznych typid ultrazvukil - sonika¢ni ldzeni a vykonné;si
sondovy ultrazvuk. Pro extrakci malého mnozZstvi vzorku je vhodny sondovy typ
ultrazvuku, kdy je hrot ultrazvuku ponotfen do extrakéni smési. Velké objemy
kapalin se extrahuji ve vanovém ultrazvuku nebo v kontinualnich reaktorech [23].
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1.5.5 Extrakce s pomoci mikrovin

Mikroviny zahtivaji molekuly materiali na zdkladé mechanismu iontové vodivosti
a rotace dipoll. Patfi mezi neionizujici elektromagnetické zafeni, které je mezi
Roentgenovym zafenim a infraCervenym zafenim o frekvenci mezi 300 MHz
(1 m) a 300 GHz (1 mm) [40]. Mikrovlny vytvaieji magnetické a elektrické pole,
ktera osciluji a jsou na sebe kolma. Jakmile dojde k interakci mezi mikrovinnym
zafenim a polarnim rozpoustédlem, dochazi k zahfivani [35]. U této metody
extrakce je opct vyznamny vybér rozpoustédla, kdy zohlediujeme nejen
rozpustnost extrahované latky, ale predevsim schopnost absorbovat mikrovinné
zafeni. Rozpoustédla jako hexan, dichlormethan a toluen jsou transparentni
k mikrovinam, a tak je timto zptsoben nelze zahtivat. Dimethylsulfoxid, ethanol a
methanol vysoce absorbuji mikroviny. Voda spolu s kyselinou octovou, butanolem
a dimethylformamidem absorbuji mikrovinné zareni ve stfedni mife [40]. Pro
extrakci Ize zvolit dva pristupy. Vzorek s vysokym obsahem polarnich latek je
ponofen do rozpoustédla, které je transparentni viici mikrovindm. Zahtivan je tedy
jen vzorek. Diky pfenosu hmoty z buiiky do rozpoustédla je postupné zahtivano i
rozpoustédlo, coz vede ke zvySeni rychlosti pfenosu hmoty. Pfi zahtivani navic
dochdazi k poskozeni vnitinich struktur buniky a ndslednému uvolnéni aktivnich
latek do prostfedni. Druhym zpiisobem je vyuziti rozpoustédla o stfedni az vysoké
absorpci mikrovinného zatfeni (naptf. methanol, ethanol a voda), kdy dochazi i
k zahfivani extrak¢niho rozpoustédla [40].

1.6 METODY ENKAPSULACE VYUZIVANE V POTRAVINARSTVI A
KOSMETICE

Aktivni latky mohou podléhat oxidaci ¢1 degradaci, nebo byt Spatné rozpustné ve
vodném prostiedi. Pro zachovani jejich aktivity a moZnosti postupného uvoliiovéani
byly zavedeny techniky enkapsulace do riiznych typa c¢astic vyuZivajicich
materialy vhodné pro potravinafstvi a kosmetiku jako jsou liposomy, emulze,
nanocastice a nanovlakna ¢i sorpce na povrchy ¢astic, praskt nebo vlaken [42].

1.6.1  Liposomy

Liposomy piedstavuji jedny z nejCastéjSich nosicl aktivnich latek pro enkapsulaci
ve farmacii a kosmetice. Byly poprvé pozorovany Alekem Banghamem a
kolektivem v 60. letech [43]. Liposomy piedstavuji skupinu ¢astic o praméru
0,05-5,0 um, tvofenych jednou ¢i vice fosfolipidovymi dvojvrstvami pirevazné
Z biokompatibilnich a biodegradabilnich materidld a vodného prostiedi
zachyceného ve vnitinim prostiedi. Kromé fosfo- a sfingolipid jak ptirodniho, tak
syntetického puvodu mohou obsahovat i dal$i molekuly regulujici rigiditu
fosfolipidové dvojvrstvy, jako je naptiklad cholesterol nebo hydrofilni polymery
konjugovaneé s lipidy. Diky sloZeni dvojvrstvy mohou liposomy uzavfit do své
struktury jak lipofilni, tak hydrofilni aktivni latky [44]. Liposomy se casto
rozdéluji na pét typu na zaklade jich velikosti a lamelarity [45]. Jaky typ liposomt
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vznikne zavisi z velké Casti na metod€ piipravy castic. VétSina metod vSak
zahrnuje nasledujici kroky. Nejprve jsou vysuSeny lipidy od organického
rozpoustédla. Déle je provedena dispergace lipidi ve vodném prostiedi, precisténi
vytvoteného vzorku a analyza finalniho produktu. Pro inkorporaci aktivni latky do
struktury liposomu lze vyuzit fadu metod jako je sonikace, French-press extruzi,
zmrazeni a znovurozpuSténi, hydrataci lipidové vrstvy, mikroemulgace,
membranova extruze a zmeéna rozpoustédla [46].

1.6.2 Nanovlakna

Jak sdm nazev napovida, jde o vldkna s velice malym primérem do 100 nm.
Hlavnimi charakteristikami je velky pomér povrchu k objemu, extrémné malé pory
a vyjimecné mechanické vlastnosti. Diky témto vlastnostem nanovlakna ziskala
vyuziti pi1 vysokoucinna filtrace, oddéleni bakterii, kryty ran, enzymova
imobilizace, elektrochemické senzory, kompozitni materidly, pii ndhrad€ cév a ve
tkanovém inzenyrstvi [47]. Nanovlakna lze pfipravit z riznych materialt, jako
jsou piirodni a syntetické polymery, materidly na béazi uhliku, polovodi¢ovych
matrialti a kompozitnich nanomateriala [48]. Mezi metody piipravy nanovlaken
patii elektrospining, ,.forcespining, kresleni, ,,jet-blowing®, ,melt spinning* a
dalsi [47].

1.7 METODY CHARAKTERIZACE NANOSTRUKTUR

Pro charakterizaci a analyzu nano- a mikromaterialt byla zavedena fada technik.
Kromé¢ uc¢innosti enkapsulace, kdy je sledovan obsah aktivni latky inkorporované
ve struktufe sledovaného materidlu a jeji postupné uvolnovani do zvolené¢ho
modelového prostiedi, dale zalezi na rozmérech nanostruktur a koloidni stabilité
castic. Kromé fyzikalné-chemickych charakteristik je nutné sledovat i1 ty
biologické, mezi né patii antimikrobidlni a antimykotické testy a testy cytotoxicity
a genotoxicity.

Metoda dynamického rozptylu svétla neboli fotonové korelaéni spektroskopie
(PCS) je zalozena na principu Brownova pohybu. Castice se v roztoku neustale
neuspotradané pohybuji. Jejich rychlost zavisi kromé jin¢ho 1 na jejich velikosti.
Pokud zname informace o prostredi, teploté a materidlu ¢astic, 1ze ze zmény
rozptylu svétla vypocitat i jejich velikost. Kromé& samotné velikosti se o vzorku
dozvidame, zda je tvofen jen ze stejné velkych ¢astic, je tedy monodisperzni nebo
naopak je tvofen rizné velikymi ¢asticemi, polydisperzni [49].

Zeta-potencial nam urcuje stabilitu koloidniho roztoku, a to pomoci kombinace
elektroforézy a laserové Dopplerovy velocimetrie. Sledovana je rychlost Castic
v roztoku pfi vlozeni elektrického pole. Pokud je nam znama rychlost ¢astic, opét
z rozdilt rozptylu svétla, a velikosti pouzitého elektrického pole, 1ze pomoci
viskozity a dielektrické konstanty vzorku vypoditat i zeta-potencial. Castice
naptiklad se zdpornym nabojem, kolem svého povrchu udrzuje vrstvu opacné
nabitych iontli. Vzdalenost mezi povrchem ¢astice a hranici, kdy ionty stale putuji
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s ¢astici je oznacovana jako elektricka dvojvrstva a jeji potencial jako (-potencial.
Hlavni kritériem koloidni stability je ur¢ita hodnota, kdy uz se ¢astice navzajem
neodpuzuji a mize dochazet k jejich agregaci. VSeobecné jsou jako nestabilni
oznacCovany Castice se zeta-potencialu v rozmezi od —30 mV do +30 mV. Na
hodnotu {-potencialu mé vyznamny vliv i pH méfeného prostredi. Pii
isoelektrickém bodu, kdy je naboj ¢astice neutralni je vzorek nejméngé stabilni [49].

Mezi mikroskopické metody vyuzivané v analyze nanostruktur patii pfedev§im
elektronovd mikroskopie, a to jak rastrovaci elektronova mikroskopie SEM, tak
transmisni TEM. Pro analyzu biologickych vzorkii s vysokym obsahem vody, jako
jsou liposomy, jsou klasické EM nevhodné, jelikoZ pii vysokém vakuu se odpaii
voda a dalsi tékavé latky. Proto byla pro analyzu takovychto vzorkli zavedena
cryo-TEM mikroskopie. Pti ni dochazi diky extrémné rychlému zamraZeni, které
pfeméni tenky film fluidni suspenze na vitrifikovany (amorfni) vzorek, ke zméné
stavu hmoty z kapalného na skelny, ale bez piidani dalsich latek ¢i zmény stavu a
struktury vzorku. Rychlé hluboké zamrazeni v fadek stovek stupiiti za milisekundu
je nutné k zachovani nanostruktur a zabranéni krystalizace a mechanického
poSkozeni. K zamrazeni se pouZziva kapalny ethan o teplot¢ —183 °C, ktery je
chlazen pomoci tekutého dusiku. Pro cely proces vitrifikace jiz existuji zatizeni
jako je napt. Vitrobot (FEI, Thermofisher Scientific) [50], které pfipravu vzorku
pro cryo-TEM vyrazné ulehcuji [51].

1.7.1  Toxicita nanostruktur

Pouzivani nanocastic a dalSich nanostruktur se stava stale castéjsi a aktualné je
téméf nemozné vyhnout se jejich vystaveni, dokonce 1 ptimé konzumaci ¢i topické
aplikaci. Vzristaji vSak 1 obavy z jejich moZzného vlivu na bunécné struktury,
pfedevs§im DNA. Tyto obavy byly jednim z divodii vzniku cytotoxickych a
genotoxickych testil, které mohou pomoci odhalit potencialni Skodlivé vlivy na
Zivé organismy.

Terazoliova stl 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid,
methylthiazolyl-tetrazolium neboli MTT je vyuzivana k urCeni metabolické
aktivity bunék. Nejprve byla tato metoda zavedena pro eukaryotické buiiky a poté
aplikovana 1 na analyzu bakterii a kvasinek. MTT je jednim z béznych zastupcii
pfi bioanalyze [52]. Tetrazoliova sul se do buiiky dostava endocytézou ve formé
bezbarvého nebo mirné zbaveného roztoku (MTT je naptiklad svétle zluty). MTT
je v buiikach redukovano primarn¢ v mitochondriich nebo endoplazmovych ¢i
lysosomovych kompartmentech. MnoZstvi vzniklého formazanu miize byt pouZito
Kk urceni viability. Diky nerozpustnosti ve vodé tvoti formazan jehlicovité krystaly.
Tyto krystaly 1ze rozpustit napiiklad pomoci DMSO [53], detergentu (SDS), nebo
kombinace organického rozpoustédla a detergentu [54]. Mnozstvi vzniklého
formazanu se méti spektrofotmetricky (pomoci ELISA readeru) pii vinové délce
570 nm [53].
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Dalsi moznosti, jak sledovat cytotoxitu vzorkd, je pomoci LDH testu.
Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym obsazeny ve vSech
buitkach. Pokud je plazmatickd membréna buniky poskozena, je LDH rychle
uvoliiovana do bunécné kultury ¢i krve. Pravé z tohoto divodu LDH test Siroce
pouzivan pro kvantitativni testovani toxicity riznych molekul a 1é¢iv. Metoda
sestava z dvou kroki: v prvnim LDH katalyzuje redukci NAD* na NADH a H*
oxidaci laktatu a pyruvatu. V druhém kroku enzym diaforaza spotfebovava vznikly
NADH a H' ke katalyze redukce tetrazoliové soli stechiometricky na
formazanovou sul [55].

Pro sledovani genotoxického potencialu slou€eniny se vyuziva SOS chromotest.
Vyuzivan je mutantni kmen E. coli PQ37. Ten ma gen lacZ pro tvorbu -
galaktosidazy umistén pod spravu operonu sfiA, ktery patii do SOS opravného
systému (fiize sfiA:lacZ). Pti indukci poskozeni DNA dochazi jak k expresi sfiA,
ale 1 lacZ genu. Tim je vytvofena [-galaktosiddza, jejich mnoZstvi miize byt
zméfeno pomoci kolorimetrické analyzy, a tak nepfimo zjistit miru poskozeni
DNA danou slouceninou [56].

1.7.2  Antimikrobialni testy

Testovani antimikrobidlni aktivity je béZnou procedurou a umoziuje porovnavat
antimikrobialni aktivity novych aktivnich latek a extrakti se standardné
pouzivanymi antibiotiky a antimykotiky. Mezi nejpouzivan€js§i metody patii
diskovd difuzni metoda a bujénovd mikrodiluéni metoda. Prvni zminéna je
zalozena na inokulaci standardniho mnozstvi inokula testovaného mikroorganismu
na povrchu agarové plotny. Sledovand latka je nadavkovana na disk sterilniho
filtracniho papiru nadavkovana. Po inkubaci pfi standartnich podminkach pro dany
mikroorganismus jsou odecitany inhibi¢ni zony v milimetrech [57]. Tuto metodu
vSak nelze vyuzit k rozliSeni mezi bakterostatickym a bakterocidnim t¢inkem. A
uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) [58]. K urc¢eni MIC se pouzivaji
bujonové diluéni metody, jako bujonova mikrodiluéni metoda na mikrotitraénich

v v

koncentraci aktivni latky, ktera zcela inhibuje rist mikroorganismu [59].

Dalsi dilezitou koncentraci aktivni latky je minimalni baktericidni (MBC),
ptipadn¢ fungicidni koncentrace (MFC). Ta je definovana jako nejnizsi
koncentrace, ktera je schopna usmrtit 99,9 % z mikroorganismt. Abychom mohli
stanovit tuto koncentraci, je po standardni inkubaci inokula na mikrotitracni
desti¢ce pfeockovana kazda z jamek na nové pevné médium a inkubovéna dalSich
24 hodin. Jako MBC je vyhodnocena nejnizsi koncentrace, pii které nejsou po
24hodinové inkubaci pozorovany zadné narostlé kolonie [60].

1.8 VYBRANE TYPY APLIKACNICH FOREM PRIRODNICH EXTRAKTU

V sou€asné dobé je vysokd poptavka po kosmetickych produktech, které by
zaroven plnily funkci pecujici a estetickou. Na dileZitosti nabyva také tvorba
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inovativnich receptur se za¢lenénymi nejnoveéj$imi technologickymi pokroky [61].
V réamci aplika¢nich forem lze rozliSit nékolik typi systému pro dopravu aktivnich
latek. Jedné se o roztoky, emulze (mikro, nanoemulze, olej ve vodé¢ (o/v), voda
v oleji (v/0)), gely, suspenze, ty¢inky [62], vezikly (liposomy, ethosomy, niosomy)
a ¢astice (kovové, lipidické, polymerni) [61].

Znacny pocet novych produktl je zalozen na nové generaci ucinnych latek. S
témito nové vznikajicimi aktivnimi latkami ptichazi fada problémi s formulaci,
které zahrnuji kontrolu stability a komplikace spojené s kombinovanim nékolika
aktivnich latek do jednoho kosmetického produktu [61]. Pro naplnéni pozadavki
na ucinnost a stabilitu vysledného produktu je tedy potteba nové aplikacni formy
testovat a dlouhodob¢ sledovat pomoci fady technik, jako jsou napftiklad stabilitni
testy, analytickd centrifugace a senzoricka analyza. Pomoci analytické
centrifugace je mozné zméfit stabilitu emulze ¢i disperze diky odstredivému
zrychleni v relativné kratkém Casovém rozmezi, a tak srovnavat dobu pouzitelnosti
riznych emulzi a vytvaiet nové formulace [63]
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2

CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem prace bylo vyuzit vybrané pfirodni zdroje rostlinného a mikrobidlniho
pltivodu a otestovat moznosti jejich vyuziti v potravinaistvi a kosmetice. Za timto
ucelem byly feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1.

2.

18

Literarni reSerSe zamcfend na piirodni latky s pozitivnim biologickym
ucinkem, zejména fotoprotektivnim, antioxidacnim a antimikrobidlnim
Vyvoj a optimalizace metod extrakce aktivnich latek z rlznych typl
ptirodnich zdroja

. Kvalitativni a kvantitativni analyza aktivnich pfirodnich latek pomoci

vhodnych instrumentéalnich metod

. Optimalizace metod ptipravy a charakterizace nanostruktur na bazi liposomil

s PHA a nanovlaken z PHB nebo Zelatiny

. Funkcionalizace nanostruktur pomoci pfirodnich extrakti s obsahem

organickych UV filtri a antioxidantii, charakterizace fotoprotektivnich
vlastnosti a u¢inku (SPF)

. Stanoveni dalSich biologickych vlastnosti a bezpe€nosti ptirodnich extrakti

ve volné a enkapsulované formé s vyuZitim ridznych typt bunék
(antioxidacni, antimikrobialni, cytotoxicky a genotoxicky efekt)

. Vyvoj vybranych praktickych aplikaci testovanych ptirodnich latek v

potravinaistvi a kosmetice.



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 LATKY POUZITE K PRIPRAVE EXTRAKTU A JEJICH ENKAPSULACI

Pro ptipravu extraktl byla jako zdrojovy material pouzita fada komerc¢nich vzorki
riiznych druhti kdvy, bylin (Méta pepra list, Levandule lékaiska kvét, Salvéj
1ékaiska nat’ a Medunka 1ékaiska list), esencialnich olejli (Méata peprné, Levandule
lékatska, Dobromysl obecnd, Tea tree a Salvéj 1ékaiskd), mikrofas a sinic a dale
biomasa mikrofas a sinic Chroococcidiopsis cf. CCALA 45, Nostoc cf. CCALA
123, Scytonema cf. CCALA 170, Anabaena torulosa CCALA 003, Scenedesmus
acutus CCALA 904, Porphyridium cruentum CCALA 415, Chlorella sorokiniana
CCALA 260, Scenedesmus dimorphus CCALA 443, Scenedesmus acutus CCALA
904, Spirulina CCALA 28, Chlamydomonas reindhartii CCALA 973, Chlorella
cf. minutissima CCALA 916, Scenedesmus cf. obliquus CCALA 455 ze sbirky
Sbirka autotrofnich organismii v Algologické laboratofi v Tteboni a
karotenogennich kvasinek Cystofilobasidium macerans — CCY 10-1-2,
Rhodotorula kratochvilovae — CCY 20-2-26, Rhodotorula mucilaginosa — CCY
20-9-7, hodosporidium toruloides — CCY 62-2-4, Sporidiobolus pararoseus —
CCY 19-9-6 ze sbirky kvasinkovych kultur Chemického tustavu Slovenské
akademie véd nakultivovand na FCH VUT.

3.2 POUZITE MIKROORGANISMY

Pro testovani antimikrobidlnich G¢ink byly v této praci vyuzity bakteridlni kmeny
— Escherichia coli CCM 3954, Escherichia coli SOS chromotest, Staphylococus
epidermidis CCM 4418, Cutibacterium acnes CCM 3437, Candida glabrata CCM
8270 a kvasinkovy kmen — Candida glabrata CCM 8270. Vsechny kultury byly
ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi v Brng.

3.3 POUZITE BUNECNE KULTURY

Pro testovani cytotoxického uc€inku pfipravenych preparati byly vyuzity 2
bunécné¢ kultury. Linie 1mortalizovanych keratinocyti HaCaT a linie
adenokarcinomu tlusté¢ho stteva Caco2 byly ziskany z CLS Cell Line Services
GmbH, Eppelheim, Némecko.

3.4 KULTIVACE MIKRORAS, SINIC A KAROTENOGENNICH KVASINEK

Kultiva¢nich prace v laboratofi probihaly vZdy pfi dodrZeni sterilnich podminek.
Jednotlivé mikroorganismy byly kultivovany v médiich dle doporuceni sbirky. Pro
mikrofasy bylo pouzilo BBM médium, pro sinice Z-médium. Vyjimku tvofili
pouze sinice rodu Spirulina (Arthrospira), které byly kultivovany ve Spirulina
médiu a dale mikrofasy Porphyridium, které byly kultivovany v Porphyridia
médiu. Kultivace mikrofas a sinic byla provedena dle standardniho postupu [64].
Kultivace karotenogennich kvasinek probihala v nékolika krocich. Jedna klicka
narostlé kultury byla zaockovana do 50 ml tekutého YPD média (inokuluim I) a
kultivovana pii laboratorni teploté na orbitalni tfepacce pii 100 rpm po dobu
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24 hodin. Po této dob¢ bylo pfipraveno inokulum II, a to pfeockovanim inokula I
do nového tekutého YPD média v poméru 1:5. Kultivace opét probihala 24 hodin,
za laboratorni teploty na orbitalni tfepacce v Erlenmeyerovych baiikach.
Poslednim krokem byla ptiprava produkéniho média s C/N pomérem 25 a
zaockovani inokula II v poméru 1:7 do litrovych nadob se Sroubovacim uzavérem.
Celkovy objem kultury po zaockovani ¢inil 800 ml. Produk¢éni médium pro
kultivaci karotenoidnich kvasinek obsahovalo 46,46 g/l glycerolu, 1,82 g/l
mocoviny, 4 g/l KH,PO4a 0,7 g/l MgSO,4-7H,0. Dale byl piidan 1 ml ptipravku
Antifoam 204, aby bylo zamezeno tvorbé pény. Takto ptipravené kultury byly po
celou dobu kultivace (96 hodin) provzdusiovany sterilnim vzduchem. Po
ukonceni kultivace byl obsah nadob centrifugovan pii 6 000 rpm, promyt
destilovanou vodou, znovu centrifugovan a po sliti supernatantu byla peleta
s nakultivovanou biomasou zamrazena a nasledné lyofilizovana. Z hmotnosti
lyofilizované biomasy a objemu kultivacného média byl vypocitdn obsah biomasy
Vv g/l kultury. Pfed dal§im testovanim byla biomasa uskladnéna pti —20 °C. Kromé&
velkych objemil byly mikroorganismy kultivovany 1 v multikultivatoru o objemu
vzorku 80 ml.

3.5 METODY EXTRAKCE AKTIVNICH LATEK Z PRiRODNICH
EXTRAKTU

Pro ptipravu extraktd z rostlinného nebo mikrobidlniho materidlu bylo pouzito
nc¢kolik metod extrakce, jmenovité¢ extrakce mezi pevnou latkou a kapalinou
reprezentovana fadou rozpoustédel (voda, etanol 20-96%, aceton, hexan,
chloroform, chloroform:methanol (2:1), methanol:ethylacetat (1:1), a dalsi, které
jsou popsany dale v textu. Kromé klasickych extrakci byla vyuzZita 1 metoda
extrakce dle Soxhleta pomoci systému Soxhterm.

U Kklasickych extrakci bylo postupovano nasledovné. Do centrifugacnich
zkumavek o objemu 50 ml byl navazen 1 g vzorku a pfidano 10 ml extrakéniho
rozpoustédla. Tato suspenze byla ponechana na tiepacce po dobu 30 minut nebo
24 hodin extrahovat. Po uplynuti této doby byly zkumavky zcentrifugovany
(6 000 rpm, 5 minut) a supernatant odpipetovan do c¢istych zkumavek. Tyto
zkumavky pak byly uchovavany ve tmé pii 5 °C.

Pii extrakci urychlené pomoci sonikace byl vyuzit vanovy ultrazvuk po dobu
10 min, ptfipadné byla sonikace provedena pomoci sondového ultrazvuku pfi
programu 5 s:5 s, kdy pfistroj 5 s sonikoval vzorek a 5 s byla sonikace vypnuta, po
celkovou dobu 10 minut. Nasledné bylo postupovano jako v obecném postupu.
Postup byl modifikovan dle [65].

Pro extrakci usnadnénou pomoci mikrovin byl do extrakéni patrony byl navazen
1 g vzorku a zalit 10 ml extrakéniho rozpoustédla. Nasledné byla patrona uzaviena
a vloZena do extrak¢éniho systému. Program byl nastaven na 400 W. Postup byl
modifikovan dle [65], [66].
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Extrakce v systému Soxhterm probihala pii 170 °C, redukénim intervalu 3 min
30 s, reduk¢énim pulzu 3 s. Horka extrakce trvala 1 hodinu a 30 minut a celkova
délka programu byla 3 hodiny a 4 minuty. Po extrakci byly extrakty prelity
slzickovych banék a byl z nich odpafen hexan pomoci vakuové rota¢ni odparky.
Vytvoteny film extrakt na sténach banck byl kvantitativné ptfeveden do vialek se
Sroubovacim vickem pomoci 5 ml 96% ethanolu, ve kterém zlstal rozpustén.
Vicko bylo utésnéno parafinovym filmem a vialky byly uchovavany ve tmé pii
teploté —16 °C.

Extrakce aktivnich latek =z karotenogennich kvasinek porovnavala tadu
rozpoustédel (hexan, ethanol, DMSQO, aceton, methanol a jejich kombinace) a dva
ptistupy dezintegrace kvasinkovych bun¢k (sklenéné kulicky a DMSO). Jako
inspirace pro pouzitd rozpoustédla a postupy slouzil ¢lanek od Rameshe Kumara
Saini a Young-Soo Keum [67]. Jako srovnavaci metoda slouzila extrakce dle
Folche [37].

3.6 METODY STANOVENI ZAKLADNICH CHARAKTERISTIK
EXTRAKTU

U extraktl byla stanovena fada aktivnich latek a biologickych ucinkl. Fenolické
latky byly stanoveny dle metody Folin-Ciocalteu [68]. Stanoveni flavonoidt bylo
provedeno dle [69]. Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byla pouzita metoda
vyuzivajici Trolox jakozto antioxidant a ABTS™ [70].

Pro stanoveni individualnich fenolickych latek byly pfipravené extrakty
obsahujici fenolické latky 1:1:2 smichany s hexanem pro HPLC a 70%
methanolem pro HPLC v MilliQ vod¢. Vzorky byly protfepany pomoci vortexu.
Po oddé¢leni fazi byla spodni faze prefiltrovana ptes nylonovy filtr o velikosti pori
450 nm. Takto ptipravené vzorky byly nastifiknuty na HPLC HPLC/PDA Dionex
UltiMate 3000 s DAD detektorem Vanquish series, kolonu Kinetex F5
s ptredkolonou. Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril pro HPLC a MilliQ voda
s ptidavkem 0,1 % kyseliny triflouroctové.

Jelikoz jsou alergeny béZznou soucésti vétSiny extraktii ptirodniho ptivodu, tak 1
esencidlni oleje tyto latky obsahuji. Pro jejich stanoveni byla provedena analyzy
pomoci HPLC a reverzni fazi dle Villa et al [71].

Pro stanoveni celkovych proteint pfitomnych ve vybranych vodnych extraktech
dle Hartree-Lowryho [72]. Koncentrace chlorofylu a a b z spolu s celkovymi
karotenoidy byla pocitana dle rovnic pievzatych od Lichtenthalera et al. [73].
Koncentrace celkovych karotenoidii v kvasinkovych extraktech byla vypoctena
podle rovnice pievzaté od Martinéze et al. [74].

Ptipravené extrakty obsahujici pigmenty a lipofilni aktivni latky byly dle
potieby nafedény a filtrovany ptes stiikackovy filtr (0,45 um, PTFE, 13 mm) do
sklenénych vialek pro néslednou analyzu pomoci HPLC. Obsah jednotlivych
detekovanych latek je vypocitin pomoci kalibracnich kfivek standardii (beta-
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karoten, astaxanthin, lykopen, lutein, volaxanthin, neoxanthin, chlorofyl a,
chlorofyl b, ergosterol). Dale byl stanoven profil mastnych kyselin pomoci metody

vyuzivajici pfimou transesterifikaci za tvorby methylester mastnych kyselin dle
[75].

Stanoveni kritické vinové délky bylo provedeno pomoci proméfeni UV spektra
v rozmezi 290-400 nm s krokem 1 nm. Kriticka vinova délka byla stanovena jako
vlnova délka, u které je plocha pod kiivkou rovna 90 % z celé plochy od 290 do
400 nm [7]. Pro vypocCet SPF byl nejprve vzorek nafedén na koncentraci
200 ug'ml . Nasledné& byla promé&fena pomoci UV-vis spektrofotometru spektra
v rozmezi 290-320 nm s krokem 5 nm. Takto naméfené hodnoty byly pouzity pro
vypocet SPF pomoci Mansurovy rovnice [76].

Pro urCeni antimikrobialni aktivity extraktli byla vyuzita metoda stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pomoci bujonoveé mikrodiluéni metody.
Antimikrobidlni ucinnost byla popsana jako MICgy, kdy doslo k inhibici
mikroorganismu z 90 % oproti kontrole [77]. Pro ur¢eni minimalni baktericidni
(MBC), pfipadn¢ fungicidni koncentrace (MFC), bylo potieba vzorky
z predchoziho kroku pieockovat pomoci o¢kovaci jehly na agarové plotny a dale
kultivovat 24 hodin za standardnich podminek vhodnych pro dany
mikroorganismus [78]. Po kultivaci byly pozorovany mikrobialni kolonie a
vyfoceny pomoci fotoaparatu. MBC je definovana jako nejnizsi koncentrace, pii
které nastane kompletni usmrceni testovaného mikroorganismu [79]. Dalsi
variantou, jak testovat antimikrobialni aktivitu, jsou diskové difuzni testy [80].

Pro testy cytotoxicity byly zvoleny dv€ bunééné linie: bunky lidského
adenokarcinomu tlustého stieva Caco2 a dale imortalizované keratinocyty HaCaT.
Testovany byly vybrané vzorky extraktii a castic. Postup pro stanoveni
metabolické aktivity pomoci MTT testu byl pfevzat a upraven z [81]. Tento test
zalozeny na uvolnéni enzymu laktatdehydrogenazy z poSkozenych bunék), byl
proveden dle postupu [82], zaloZzeného na protokolu od firmy Sigma. Stanoveni
genotoxického ucinku piipravenych preparati bylo provedeno s vyuzitim
komeréniho kitu EBPI SOS Chromotest™. Postupovano bylo dle protokolu
vyrobce [83].

3.7 PRIPRAVA CASTIC

S ohledem na aplikacni vystupy této prace V potravinaistvi a kosmetice byly jako
enkapsulacni systémy zvoleny enkapsulace do nanocastic a do nanovlaken. Jako
nanocastice byly pfipraveny liposomy a liposomy obohacené¢ o PHB. Nanovlakna
byla pfipravena jak z PHB, tak z zelatiny. Na zakladé ptedeslého vyzkumu [84],
byla jako metoda piipravy liposomovych ¢astic zvolena sonikace pomoci ty¢ového
ultrazvuku Sonopuls HD 3200 s nastavcem VS70 a sondou TT13 od firmy
Bandeline.
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3.8 ANALYZA CASTIC

Hlavnimi parametry pro charakterizace liposomovych ¢astic je jejich velikost,
polydisperzitni index a koloidni stabilita, které jsou méfeny pomoci pfistroje
ZetaSizer Nano ZS. Koloidni stabilita byla méfena pomoci Dipp Celly [85]. Stejny
postup byl opakovéan u vybranych vzorkli v ¢asovém horizontu jednoho az tfi
mésici, kdy byla sledovana také dlouhodoba stabilita. Dale u vzorka
s enkapsulovanymi aktivnimi latkami byla stanovena enkapsula¢ni a¢innost, jako
pomér koncentrace aktivni latky v liposomech ku koncentraci aktivni latky piidané
pii ptipraveé vzorku uvedeny v procentech. Koncentrace aktivnich latek byla déle
sledovana pii testech postupného uvoliovani do modelovych prostiedi. Pro

vizualizaci Castic byla zvolena kryo-transmisni elektronova mikroskopie (kryo-
TEM) [85].

3.9 PRIPRAVA NANOVLAKEN

Dalsi moznosti enkapsulace je inkorporace aktivnich latek do struktury, ptipadné
na povrch nanovldken. Pro jejich pfipravu byly zvoleny tfi metody, a to
elektrospining [86], odstiedivé zvlakinovani neboli forcespinning [87] a srazeci
metoda [88]. Tyto tii postupy byly porovnavany pro polymer PHB. Dale byl
optimalizovan postup piipravy nanovlaken pomoci elektrospinigu z Zelatiny dle
postupu popsaného Wang a kol. [89].

3.10ANALYZA NANOVLAKEN

U piipravenych nanovlaken byla sledovéna antioxida¢ni aktivita, kratkodoba a
dlouhodoba stabilita, dle metody vyuzivajici Trolox jakozto antioxidant a ABTS™
[70]. Dale byly vlakna vizualizovany pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie
(SEM), sledovan antimikrobialni uclinek a provedeny testy cytotoxicity.
Nanovldkna byla zobrazena pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu SEM
JEOL JSM-7600F, ptipadn¢ ZEISS EVO LS 10. Mikroskop pracoval pod
vysokym vakuem pii urychlovacim napéti 5 kV. Povrch vzorka byl pokovovan
zlatem po dobu 1 min. Priméry vlaken byly zméfeny pomoci software dostupného
k mikroskopu.

3.11APLIKACE DO POTRAVINARSTVI A KOSMETIKY

Vyprané vzorky byly vyuZity pro aplikaci do potravinaistvi ve formé napojt.
Zaklad napojh tvotily 4 druhy kavy. Tyto kavové zaklady byly obohaceny 10%
pfidavkem vybranych rostlinnych extraktl ve volné a enkapsulované formé
(liposomy). Pfipravené napoje byly nasledné doslazeny titinovym cukrem ¢i stévii.
Kazdy kévovy zéklad obsahoval pav¢ jeden extrakt a jeden druh sladidla.

U modelovych néapojii byl sledovan obsah kofeinu, fenolickych latek a
antioxidacni aktivita. Dale u fady s enkapsulovanymi extrakty byla sledovéana
stabilita v horizontu 6 tydnt. U péti vzorkd byla provedena senzoricka analyza.
Senzorické hodnoceni bylo provedeno u péti vybranych modelovych napoji. Ty
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byly vybrany na zaklad¢ sledovanych parametri, jako byla antioxida¢ni aktivita a
dale dle piredbézného vybéru na zakladé chutového profilu. Népoje posuzovala
Ctyticeticlennd skupina proskolenych hodnotiteld. Hodnocena byla celkova chut’
napoje, vzhled, barva, viing, sladkost, hotkost a acidita.

3.12KOSMETICKE FORMULACE

Pro aplikace smétované do kosmetického prumyslu byla vytvofena fada emulzi a
gell. Tyto dva typy produktl byly vybréany, jelikoz jsou hojné vyuzivany Sirokou
vetejnosti. Jednotlivé kosmetické zdklady se liSily obsahem a sloZzenim olejové a
vodné faze, emulgatorem ¢i dalSimi latkami. Charakterizace a stabilita
kosmetickych formulaci. Vybrané vzorky emulzi byly podrobeny stabilitnim
testim pomoci analytické centrifugace. Byla métfena transmitance svétla o vinoveé
délce 870 nm jako funkce pozice v kyveté a ¢asu pomoci piistroje LUMiSizer.
Vzorky byly nadavkovany do polykarbonatovych kyvet s plochym dnem o Sitce
10 mm. Vyska vzorku byla 36 mm [90]. Méfeni probihalo pti 2 000 g po dobu
17 hodin. V ramci senzorické analyzy byly pfipravené kosmetické formulace
hodnoceny proskolenymi hodnotiteli. Hlavnimi sledovanymi parametry byl
vzhled, textura, viing, roztiratelnost, vsttebatelnost (lepivost) a hydratace. Vybrané
vzorky byly kromé senzorické analyzy dale podrobeny analyze pomoci kamery
Visioscope PC 35, kdy byla métena velikost poril, vrasky a maz. Tyto parametry
byly méteny pied aplikaci testovane formulace a dale po 14 dnech pouzivani
daného vzorku. Obsah melaninu a zarudnuti (erytém) pokozky bylo méfeno
pomoci mexametru [91].

3.13STATISTICKA ANALYZA

Veskeré experimenty byly provedeny nejméné v triplikatech. Vysledky jsou
zobrazeny jako priméry = smérodatnd odchylka. Pro testovani hypotéz byla
pouzita jednofaktorova ANOV A na hladin€ spolehlivosti 0,05. Dale byla vybrana
data hodnocena dle Tukeyho HSD testu a jsou zaznamenana jako skupiny na
hladin€ vyznamnosti rozdilu 0,05, 0,001 a 0,000 1.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Nejprve bylo nutné optimalizovat postupy pro piipravu liposomi, ptfedevSim
liposomt obohacenych o polymer PHB a dale optimalizovat sloZeni roztoku a
podminek pro zvldknovani polymeru PHB a zelatiny pro vyrobu nanovldken
pomoci elektrospinningu, forcespinningu a pomoci srazeci metody.

4.1 OPTIMALIZACE PRIPRAVY CASTIC

Pro ptipravu ¢astic byly zvoleny liposomy a liposomy obohacené o PHB, kdy pro
dalsi praci bylo dulezit¢ vybrat adekvatni pfidavek PHB, aby mély céstice
podobnou velikost jako ¢isté liposomy, dale co nejnizsi polydisperzitni index,
vysokou koloidni stabilitu a také ptispivaly k hodnoté SPF.

Pti porovnani vlastnosti ¢astic v den ptipravy bylo patrmé, Ze veSkeré Castice
obohacené o PHB maji alesponi 2krat vétsi primér nez bézné liposomy. Vyrazny
vliv byl pozorovan pfi ptidavku 50 a 100 % PHB namisto lecithinu. Ptidavek PHB
mél vliv 1 na polydisperzitni index, ktery se opét zvysil, a to ve vSech piipadech.
NejniZzs$i hodnotu mély Castice s piidavkem 20 a 50 % PHB. Naopak pozitivni vliv
m¢l pfidavek PHB na koloidni stabilitu, kdy se hodnota zeta-potencialu snizila pod
—35 mV. Jen v piipadé castic se 100% ptidavkem PHB se hodnota zeta-potencialu
zvysila aZ k hranici stability. Jako nestabilni se povazuji Castice o zeta-potencialu
vV rozmezi —25 az + 25 mV [92]. Se vzorky o vyssim obsahu PHB 50-100 % se
také opakované velice Spatné pracovalo, kdy dochazelo K jeho srazeni, a tedy
Kk ztratam materialu. Jako vhodné pro dalsi praci se ihned po piiprave jevily ¢astice
s obsahem PHB v rozmezi 10-30 %. Nejvice uniformni velikost mél vzorek
béznych liposomt a jako druhé byly vzorky liposomt s 20 % PHB. Dale byla u
vzorkll sledovdna hodnota ochranného faktoru vici sluneénimu zafeni SPF.
Samotné liposomy mély hodnoty SPF 1,7 + 0,1, po ptidavku PHB20 se hodnota
SPF zvysila na 4,8 + 0,8 a u vzorku PHB30 na 5,9 £ 0,7. Kdy pravé hodnotu SPF
6 Ize jiz u kosmetickych ptipravka deklarovat. Pti pridavku PHB 50-100 % byly
hodnoty SPF nad 10, jak jiZz bylo zminéno v ptredeSlém textu, s t€émito vzorky se
velice Spatné pracovalo a dochéazelo ke ztratdm pii jejich pripravé. Zakladni
charakteristiky ¢astic byly sledovany v horizontu 4 mésicti. Pii porovnani mizeme
fici, Ze jednotlivé charakteristiky castic stdle odpovidaji stabilnim vzorkim
vyuzitelnym V potravinarstvi a kosmetice. Naopak u castic s pfidavkem PHB se
hodnota PdI zvysila, avSak castice zlstaly v rozmezi, kdy jsou stale povaZzované
za stabilni. Vyjimku tvofily castice se 100% ptidavkem PHB, které byly po celou
dobu testovani na, ptipadn¢ za hranici stability.

Ptipravené liposomové ¢astice s ptidavkem PHB byly zobrazeny pomoci kryo-
transmisni elektronové mikroskopie. Pro zobrazeni byly vhodné pouze vzorky
liposomt s pfidavkem 0-30 % PHB. Vzorky s vys$Sim procentem PHB se
opakované nepodafilo vyfotografovat. To mohlo byt spojeno s jejich charakterem
a horS§imi podminkami pro manipulovani. Fotky (Obr. 1) potvrzuji, Ze pfipravené
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castice se liSily velikosti. Navic v§ak miizeme vidét, Ze se Castice s ptidavkem PHB
se od cistych liposomil 1iSi 1 strukturou. Polymer PHB tvoti kulovité granule
uprostfed liposomovych ¢astic. Na snimcich je zobrazen jako tmave Seda granule,
jelikoz polymer je ma vyssi elektronovou densitu oproti ostatnim slozkam
samotnych castic.

Obr. 1: Liposomové &astice zobrazené pomoci kry-TEM mikroskopie A — liposomy, B-liposomy PHB10, C — liposomy
PHB20 a D-liposomy PHB30

Ponévadz liposomy s pfidavkem PHB nebyly dosud v literatufe podrobné
popsany, byl u pfipravenych prazdnych liposomovych ¢astic sledovan vliv jejich
pridavku na viabilitu bun¢k, a tedy sledovana jejich bezpecnost. Pro testovani
bezpecnosti byly vyuzity imortalizované keratinocyty linie HaCaT [93]. Nejvyssi
bunécnou viabilitu ve srovnani s kontrolou vykazoval vzorek liposoml s 20 %
PHB pii ptidavku 2 obj.%. Naopak nejvice negativni vliv na bunécnou kulturu byl
pozorovan pii pridavku 14 obj.% vzorku liposomi se 70 % PHB. U vzorku
liposomt s 20 % PHB nebyl pozorovan témet zaddny nebo mirné pozitivni vliv na
bunécnou viabilitu. Tento vliv byl jen minimaln€ ovlivnén zvySenim koncentrace
vzorku v kultivaénim médiu. Liposomy s 70 % a 100 % PHB vyznamné negativné
ovlivnily bun&€nou Zivotaschopnost. Tento vliv byl umocnén vyssim ptidavkem
castic. Miizeme fici, Ze cytotoxicita pfipravenych funkcionalizovanych ¢astic byla
Vv testovanych koncentracich nizka.
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Ze ziskanych dat byly dale dopocitany hodnoty LCjio, LCsp @ LCgg zobrazenych
v Tab. 1. Ztéchto dat mizeme vidét, ze pii piidavku do 10 obj. %, b&zné
vyuzivaném pro aktivni latky jak v potravinaistvi, tak v kosmetice, neklesla
viabilita bun¢k pod 50 %, jelikoz se u nich hodnoty LC50 pohybuji nad 10 obj. %.
Tuto podminku nesplnily pouze vzorky castic s pfidavkem PHB 70 a 100 %.
Naopak nejvyssi piidavek PHB pfi sou¢asném nejmensim ovlivnéni viability
bun¢k lze vyuzit u vzorkl liposomi s 20 % PHB (PHB20), ¢istych liposomt a
ptipadné i liposomi s 10 % PHB (PHB10). Ostatni vzorky jiz pfi pridavku do
0,5 0bj. % snizily viabilitu bunék o 10 %, jak vyplyvd z hodnot LCi. Pii
porovnavani hodnot LCgy vidime, Ze nejpodobnéjsi jsou si pravé Cisté liposomy a
¢astice typu PHB20. Celkove vsak jsou hodnoty LCgy jen teoreticky dopocitany,
jelikoz pii testovani neklesla u zddného vzorku viabilita bunék pod 35 %.

Tab. 1: Letalni koncentrace pro vzorky prazdnych ¢astic liposomového typu

Vzorek LCyo [0bj.%] LCso [0bj.%0] LCy [0bj.%0]
liposomy 1,0 14,8 25,0
PHB 10 0,8 12,0 30,0
PHB 20 5,0 15,0 25,7
PHB 30 0,3 10,6 20,6
PHB 50 0,2 14,0 ND
PHB 70 0,1 6,0 18,2
PHB 100 0,1 8,0 22,9

ND-nelze dopocitat

Jako dalSi znastroji hodnoceni vlivu vzorki kombinovanych liposoml na
viabilitu bunék byl proveden LDH test. Dle vysledki aktivit extraceluldrni
laktatdehydrogendzy miizeme konstatovat, ze prazdné ¢astice mély maly vliv na
uvolnéni LDH z keratinocytd v porovnani s kontrolou. Byl pozorovan
signifikantni rozdil (p<0,05) mezi vlivem Ccistych liposoml a liposomil
obohacenych o PHB v celém rozsahu koncentraci pro vzorky PHB 20 a s vy$S§im
obsahem PHB. Pii porovnani s aktivitou LDH pro pozitivni kontrolu
2 049,4 £ 5,4 U/ml (ethanol 60 %) lze konstatovat, ze se zadny vzorek liposomil
této hodnoté nepftiblizil. Presto je tfeba zdlraznit, Ze LDH test je zaloZen na
uvolnéni enzymu do kultivacniho média po poruseni cytoplazmatické membrany
a je tedy povaZzovan za meén¢ citlivy v porovnani s testy zaloZenymi na aktivité
respiracnich enzymil mitochondrii, jako je naptiklad MTT test. Ty dokazi odhalit
jiz brzké znaky toxicity ihned po vystaveni bunky mitochondrialnimu toxinu [94].
To potvrzuji 1 nase data, kdy pi1i MTT testu byly jasné€ pozorovatelné rozdily mezi
vzorky riznych typl liposom, zatimco pii LDH testu vykazovala vétSina vzorki
1 pfi riznych koncentracich nizkou a velice podobnou aktivitu LDH.

Krom¢ sledovani cytotoxity bylo dale provedeno meéfeni genotoxicity
kombinovanych liposomil pomoci SOS chromotestu na specidlnim kmenu bakterie
E. coli, dle postupu doporuceného vyrobcem. Testovany byly liposomové ¢astice
s riznym piidavkem PHB v rozmezi 0-50 %. VVzorky se nepiiblizovaly se tedy
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LA 4

nevykazovaly cytotoxicky vliv na buiiky E. coli dle podminek SOS chromotestu.

Na zakladé provedenych testil a stanoveni byly pro dalsi praci vybrany liposomy
a liposomy s 20% ptidavkem PHB.

4.2 OPTIMALIZACE PRIPRAVY NANOVLAKEN

Pro ptipravu nanovlaken byly zvoleny dva materialy PHB a Zelatina. U vzorkl
vytvotfenych z PHB byly vyuzZity tfi metody a to elektrospinning, forcespinning a
zvlaknovani pomoci sraZeni. U vzorkl z Zelatiny byl optimalizovan postup pro
piipravu nanovlaken pomoci elektrospinningu, kdy byl zkouman vliv pfidavku
lipofilni aktivni latky na tvorbu, strukturu a morfologii nanovlaken. Pfi pfipravé
nanovlaken pomoci elektrospinningu méla vlakna uniformni primér, byla vysoce
orientovana v osach X a 'Y a tvofi homogenni sit’. Vlakna nevykazovala deformity
a jejich povrch a primér je tedy v celé délce vlakna neménny. U piipravy PHB
vlaken pomoci metody forcespinning, tedy rota¢niho zvlaknovani, vykazovala tato
vlakna zna¢né deformity. VéEtSina nanovldken méla vSak stale uniformni primeér.
Pozice vlaken byla jiz méné orientovana a vlakna vykazuji ¢astecné nahodilé
uspofadani.

Vlakna piipravena pomoci srazeci metody zpolymeru PHB méla oproti
pfedchozim vzorkim né€kolikandsobné vétsi pramér. Co vSak déla tento typ vldken
zajimavym, je samotny povrch. Pfestoze se nejednéd a nanovlékna, jejich povrch
nese strukturni prvky v nanorozmérech. Pro aplikace vyuZivané v této praci nebyl
tento typ vladken dale vyuzZivan. Diky velkému povrchu by se vSak dala vlakna
vyuzit pii aplikacich tento parametr uptednostiiujicich, jako jsou systémy pro
dopravu 1é¢iv, enzymil a aditiv ve farmacii, kosmetice a pro vyuZziti pii hojeni ran
[88], [95], dale jako riizné nosné struktury (scaffoldy) [96], filtracni systémy ¢i pro
imobilizaci nanocastic a nasledné vyuziti jako katalyzatort [97]. Pro dalsi praci
byly pro ptipravu vldken z PHB jako optimalni zvoleny metody elektrospinning a
forcespinning.

V piipad¢ Zelatinovych vlaken mél pridavek esencidlniho oleje vliv na
morfologii vlaken. Pi1 ptidavku 20 % esencialniho oleje méla vldkna vice
zprohybany tvar V porovnani se vzorky s ptidavkem 2 % a bez EO. U téchto dvou
vzorkll pozorujeme vice orientovana vlakna v osach X a Y a tedy vykazovala vyssi
miru uspofadanosti. Priméry pfipravenych nanovldken byly méfeny pomoci
software mikroskopu. U vSech vzorkd meéla vlakna velice uniformni hodnoty
pruméri, které se pohybovaly okolo 430 nm. Pii shrnuti poznatki mizeme
shrnout, ze pouze ptidavek 20 % lipofilni aktivni latky (levandulového EO) mé¢l
vliv jak na primér vlaken a zaroven na morfologii a uspofadanost piipravenych
nanovlaken. Pro dalsi aplikace byly vSak vhodné veskeré vzorky zelatinovych
nanovlaken.
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4.3 CHARAKTERIZACE EXTRAKTU

Pro ucely této disertacni prace byla vyuzita fada vzorkl kavy, bylin, esencialnich
oleji, a vzorkili mikroorganisml (mikrofas, sinic a karotenogennich kvasinek).
Sledovana byla UcCinnost extrakci, obsah aktivnich latek a biologicka aktivita.
Vybrané vzorky byly déle testovany na vliv na lidské bunky. Nejlepsi vzorky byly
enkapsulovany do liposomovych ¢astic a nanovlaken. Jako konec¢na faze této Casti
byly opét vybrané vzorky vyuzity v aplikaci do potravinafstvi a kosmetiky.

Nejvyssich vytéznosti extrakci kdvovych vzorkl bylo dosazeno pii extrakci do
vody ethanolu (0-80 %) se pohybovala v rozmezi 15-28 %. Extrakce pomoci
systému Soxhtex do hexanu se vytéznosti pohybovaly mezi 3,5-10,5 %. Pri
porovnani extrakce do vody a ethanolu se obsah flavonoidl vyrazné nelisil a jejich
obsah se pohyboval okolo 5 mg/g. Naopak v piipadé celkovych fenolickych latek
a antioxidacni aktivity se navzajem lisily jak vzorky jednotlivych druht kavy, tak
1 obsah téchto latek v riznych extraktech. Vhodnym rozpoustédlem byla tedy voda
a ethanol o niZz8ich koncentracich. To samé platilo 1 pro hodnoty SPF. U vétSiny
vzorkl extraktll z kdvovych materiali byla nejvyssi hodnota SPF pro extrakty do
20 a 40% ethanolu. Vysokou hodnotu SPF (nad 30) mély vzorky robusta,
bezkofeinova kava, smés arabika a robusta (1:1) a oba vzorky zelenych kav.
Druhym sledovanym parametrem v ochran€ vii¢i slune¢nimu zafeni byla kriticka
vlnova délka. Pro jeji hodnotu je dulezitd limitni hodnota 370 nm [98]. Této
hodnoty bylo docileno jen u nékterych extraktd, jako byl extrakt kavy arabika do
vody a 96% ethanolu, robusta v 80% ethanolu, kavovy olej a bezkofeinova kava
ve 20% ethanolu. Do kosmetickych aplikacich by bylo vhodné pouzit kombinaci
nckolika extrakti, kdy by poté vysledny preparat splitoval veskeré podminky nutné
pro kvalitni aktivni latky typu UV filtrt.

Déle byl sledovan vliv rozpoustédla a techniky extrakce na obsah aktivnich latek
ze Ctyt bylin. Na Obr. 2 vidime porovnani obsahu fenolickych latek ve vzorcich.
Opét byla vhodnéjsim rozpoustédlem voda a ethanol o nizSich koncentracich.
Toho bylo vyuZito i v druhém kroku porovnavani, kdy byla porovnavéana tada
vzorkl a Sest typll extrakci za pouZiti vody jako extrakéniho rozpoustédla. V tomto
ptipadé pfi porovnavani obsahu celkovych fenolickych latek (Obr. 3) u
jednotlivych typl extrakci mizeme vidét, ze velice zalezi na povaze vzorku, ktery
byl extrahovan. U teplotné¢ labilngjSich vzorkd jako je Spirulina, byl obsah
fenolickych latek nejvyssi pii jednoduché extrakci po dobu 24 hodin. Druhou
nejlepsi byla extrakce pomoci sonikace sondovym ultrazvukem, ktera probihala
po dobu 10 minut. Ve studii Parniakov a kolektiv zjistili, ze idealni délka pro
extrakci fenolickych latek do vody je pii sonikace po dobu mezi 7,5-15 minutami
[99], coz je vsouladu snaSimi vysledky, kdy sonikace probihala po dobu
10 minut.
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Obr. 2: Srovnani obsahu celkovych fenolickych latek p¥i extrakei rozpoustédlem a s vyuZitim mikrovin

U ostatnich vzorkii byly nejlepSimi zptsoby extrakce 24 hodin pii laboratorni
teploté a usnadnéna extrakce pomoci mikrovin. U obou typti extrakci obsahovaly
extrakty nejvyssi obsahy jak celkovych fenolickych latek, tak flavonoidl a zdroven
vykazovaly 1 nejvys$si antioxidacni aktivitu.
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Obr. 3: Obsah fenolickych latek pro riizné typy extrakei

Kromé¢ téchto vzorkli byly dale analyzovany i vzorky esencialnich oleji. U
kterych byla stanovena antioxida¢ni aktivita. VéEtSina vzorka vykazovala mirnou
antioxidaéni aktivitu v rozmezi 0,17-0,95 mg TE/ml, avSak vzorky oregana
vykazovaly vyrazné vyss$i antioxidacni aktivitu v rozmezi 205,42-233,92 mg
TE/ml. Vzorky esencialnich olejli z organa (dobromysl obecnd), maty peprné a
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levandule byly pofizeny od tfi riznych vyrobcu. Jednotlivé vysledky pro danou
bylinu se vSak vyrazné nelisily.

Esencialni oleje zmdaty peprné a levandule I¢katské byly podrobeny
kvantitativni a kvalitativni analyze pomoci HPLC a GC-MS. Vsechny vzorky
obsahovaly linalool a limonen. Oba vzorky levandule 1ékatské obsahovaly vysoké
mnozstvi linaloolu, coz je také podpoteno vysledky z literatury, jelikoz linalool je
hlavni slozkou levandulového esencialniho oleje [80] a [100]. Vzorky maty
obsahovaly eugenol v rozmezi 1,6-1,9 mg/ml (0,16-0,19 %). Eugenol se bézné
V esencialnim oleji z maty peprné vyskytuje v mnozstvi 0,02-0,3 % [101] a [102].
Kromé kvantitativni analyzy pomoci HPLC byla dale provedena kvalitativni
analyza pomoci GC/MS. Vétsina hlavnich komponent se shodovala s detekci
pomoci HPLC. Ve vsech vzorcich byl potvrzen limonen a eukalyptol. Pouze u
vzorkll esencialniho oleje z levandule byl detekovan kumarin a geraniol. Naopak
pouze u vzorkllt zmaty peprné¢ byla opét potvrzena pfitomnost eugenolu.
Antimikrobiadlni U€inky téchto olejii byly potvrzeny jak pomoci deskovych
difuznich, tak mikrodilu¢nich testli na kulturach bakterii S. epidermidis a C. acnes.

Dalsim typem vzorkt byly mikrofasy a sinice. Pro vzorek sinice Spirulina byla
pro extrakci fenolickych latek a antioxida¢ni aktivity extrakénim €inidlem voda.
Naopak pro extrakci lipofilnich latek jako jsou chlorofyly a karotenoidy byl 96 %
ethanol a také hexan s vyuzitim systému Soxhtec. VSechny tf1 extrakty vykazovaly
1 vysoké hodnoty antioxidac¢ni aktivity a SPF. U mikrotasy Chlorella vulgaris byly
jednoznacné nejlepSimi rozpoustédly 96 % ethanol a extrakce pomoci systému
Soxhtec do hexanu. Vodné extrakty z mikrofas a sinic dale obsahovaly vysoké
procento rozpustnych bilkovin v rozmezi 33-57 hm. Nase data jsou v dobrém
souladu s literaturou [103]. Sinice rodu Spirulina bézné obsahuji 60—70 hm%.
V nasich extraktech bylo vSak stanoveno jen 33,7-45,4 hm. % bilkovin. Ty vsak
dle zabarveni extraktu mohly z velké ¢asti patfit mezi fykobiliproteiny, jako je c-
phykocyanin, kterého byva 47 % z celkového obsahu proteinti v biomase [104]. U
fady vzorkll byla v biomase stanoven obsah mastnych kyselin. Obsah PUFA se u
vzorku sinic Spirulina pohyboval v rozmezi 30,7 + 4,7 %. VVzorky sinice Nostoc
se liSily obsahem MUFA a SFA. Celkovy obsah PUFA byl vSak velice podobny a
dosahoval 33,5+1,5%. Nejzajimavéjsim vzorkem byl vzorek Chlorella
sorokiniana, ktery obsahoval az 55 % PUFA a zaroven nejméné SFA — okolo
32 %. Jakozto aktivni latky jsou pravé z mastnych kyselin PUFA velmi cennymi
piedevsim v potravinarstvi a farmacii [105], [106].

U vzorkt karotenogennich kvasinek nakultitovanych na FCH VUT byla nejprve
optimalizovana metoda extrakce na kmeni Cystofilobasidium macerans. Pii
optimalizaci bylo pouzito nékolik organickych rozpoustédla a jejich kombinace a
ty porovnavany s metodou extrakce dle Folche. Vliv disrupce bunék na kvalitu
extraktt byla provedena na kmeni Rhodotorula kratochvilovae. Jako nejvhodné;si
se v prvnim kroku ukédzala smés methanolu, hexanu a acetonu, ptipadné is DMSO,
které byly srovnatelné s extrakci dle Folche. Ze vSech testovanych metod vysla
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nejlépe metoda vyuzivajici DMSO, hexan a 96% ethanol. Tato metoda byla dale
vyuzita po porovnani extraktii z nékolika riznych kment karotenoidnich kvasinek.
Extrakty obsahovaly vyznamné mnozstvi karotenoidnich pigmentt, R. toruloides
téméei 5 mg/g biomasy a poté S. pararoseus s 3,17 = 0,4 mg/g biomasy Dale byly
dobrym zdrojem ergosterolu, ubichinonu a tokoferolu. Nejvice ergosterolu se
nachazelo v extraktu kvasinky S. pararoseus (9,0 0,4 mg/g biomasy). Dale u
extraktti z kvasinek R. toruliodes, R. mucilaginosa a C. macerans dosahovaly
obsahy ergosterolu v extraktech 6,5-7,8 mg/g biomasy. Dalsi vyznamné
zastoupenou latkou byl ubichinon, tedy koenzym Qi a tokoferol, jako jeden
z vitamin E. Ob¢ tyto latky byly nejvice zastoupeny v extraktu z kvasinky R.
mucilaginosa 7,1 + 0,4 mg/g a 1,7 = 0,2 mg/g. Kromé obsahu aktivnich latek byl
testovan vliv na dvé bakterie (S. epidermidis a E. coli) a kvasinku C. glabrata, kdy
byly stanoveny koncentrace MIC, MBC a MFC. MIC se u vzorkli pohybovaly
VvV rozmezi 3,1-12,5 0bj.% pro bakterie. MBC byly pak v rozmezi 12,5-25 0bj.%.
Hodnoty MIC a MFC byly pro kvasinku C. glabrata 25 obj.%.

4.4 ENKAPSULACE EXTRAKTU

Jako vhodné materialy pro enkapsulaci extraktii z rostlin a mikroorganismi byly
V rdmci prace vyuzity liposomy, liposomy s 20% ptidavkem PHB pfipravené
metodou sonikace a déale nanovlakna pfipravena pomoci elektospiningu a
forcespinningu.

Z kévovych vzorkl byly jako vhodné extrakty vybrany na zéklad¢ predeslych
analyz vodné a ethanolové extrakty z prazené kavy Arabica, zelené kavy a cascary
a hexanové extrakty pfipravené pomoci systému Soxhtec ze Sesti vzorkid kavy.
Nejvhodnéj$imi extrakty pro enkapsulaci do ¢astic byly olejové extrakty (hexan),
které¢ mély u vétSiny vzorkli nejvyssi enkapsulaéni G€innost (nad 90%) a dale
velikost byla srovnatelna s ¢asticemi bez extraktu. Naopak u ostatnich vzorkt vedl
piidavek extraktu ke zvétSeni velikosti a polydisperzity vzorku. VétSina vzorka
byla koloidné stabilni s hodnotami zeta-potencialu mensimi nez —30 mV. U
vzorkll z prazené, zelen€ kdvy a cascary byly dale prométeny hodnoty ochranného
faktoru vici sluneénimu zareni. Nejvyssi hodnoty mély vodny a ethanolovy vzorek
ze zelené kavy v liposomech s20% piidavkem PHB 31,1+35 a 37,6 +24.
Postupné uvoliovani bylo sledovano piedevsim u vodnych vzorkl zelené a
prazené kavy. Ostatni vzorky enkapsulovany extrakt chranily po dobu del$i nez
1 hodina v modelovém prostiedi ethanolu. Dlouhodoba stabilita vzorkd po dobu
jednoho mésice ukézala, ze Castice jsou stale stabilni a jejich velikost se vyrazné
oproti stavu po piipravé nezménila.

Olejové extrakty byly dale enkapsulovany do vldken z PHB pomoci
elektrospinningu a forcespinningu. Pii  sledovani kratkodobé stability
v modelovém prosttedi vody a ethanolu bylo zjisténo, Ze u vzorka piipravenych
pomoci metody elektrospinningu s extraktem z prazené a zelené kavy nelze
pozorovat téméf zadny rozdil mezi jednotlivymi prostiedimi. Pouze u vzorku
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cascary je patrné, ze aktivni latky se mnohem ochotnéji uvoliiovaly do
ethanolového prostiedi. Naopak u vzorkt pripravenych metodou forcespinningu
dochézelo k méftitelnému uvoliovani aktivnich latek ve sledovaném horizontu 24
hodin vyhradné do vodného prosttedni. V ethanolovém prostfedi byly naméteny
aktivni latky vroztoku az po 24 hodinach. Vzorky byly také podrobeny
dlouhodobé stabilité. Nejvice aktivnich latek se uvolnilo pti enkapsulaci extraktu
ze zelené kavy, kdy se po mésici uvolnilo ze vzorku vlaken ptipravenych metodou
elektrospinning o 50 % vice aktivnich latek oproti hodnotam v den pfipravy,
zatimco u vzorku pfipraveného pomoci metody forcespinning to byl dvojnasobek
uvolnénych aktivnich latek.

Dalsim souborem vzorkll pro enkapsulaci do cCastic byly esencidlni oleje,
jakozto zéstupci lipofilnich aktivnich latek. Zde bylo zjisténo, ze piidavek
esencialniho oleje vrozmezi 10-100ul nemél vyrazny vliv na zékladni
charakteristiky liposomovych ¢astic oproti Cistym liposomtim. Pro dalsi praci byl
predeviim z ekonomického hlediska vybran ptidavek 20 a 40 ul. Castice byly
koloidng stabilni v celém sledovaném horizontu jednoho mésice.

4.5 TESTOVANI CYTOTOXICITY

U vybranych extrakti byly dale provedeny testy cytotoxicity na dvé lidskych
bunéénych liniich (HaCaT a Caco2).

Bunky linie HaCaT po pfidani liposomi s pifidavkem kavového extraktu
Ptidavek PHB snizil viabilitu bunék. Nicméné, PHB liposomy vykazovaly
signifikantni sniZeni aktivity mitochondrialni sukcinat dehydrogendzy u bunécne
linie HaCaT po ptidavku 10 % (p<0,05), 12 a 14 % (p<0,01). Signifikantni rozdil
byl pozorovan mezi vzorky liposomi a PHB liposomi po 24 hodinach u vSech
pfidavktd. U liposomil s 20% ptidavkem PHB obsahujicimi jak vodné, tak
ethanolové extrakty ze zelené kavy byl sledovan rozdil oproti kontrole alespon ve
dvou riiznych koncentracich. Pfidavek extraktu ze zelené kavy mirné snizil
negativni vliv pfidavku ¢astic na buiiky. Liposomy s 20% PHB obsahujici extrakt
ze zelené kavy mizeme povazovat za bezpecné az do piidavku 8 0bj.%.

V Tab. 2 jsou uvedeny vypocitané hodnoty pro letalni koncentrace danych
vzorkll na bunécnou linii HaCaT. Hodnoty LCsg se pohybovaly pro vétsinu vzorkt
v rozmezi 1-3,5 00j.%. Jen pro jediny vzorek (vodny extrakt kavy robusta) byla
dopocitana hodnota LCygnad touho hranici, a to hodnota 5,79 obj,%. Prestoze je
tato hodnota témét dvojnasobnd oproti vétSin€ ostatnich vzork, 1ze extrakt dale
vyuzit. Hodnoty LCs se poté pohybuje v rozmezi 6-15,5 0bj.%.

Pro otestovani bezpe€nosti vybranych vzorkil kavy byla déale sledovan jejich
vliv na metabolismus buné¢né linie Caco?2 pro ptipadné aplikace v potravinafstvi
(Obr. 4). U vzorkl bylo patrné, ze v testovaném rozsahu koncentraci od 2—14 %
neklesla viabilita bunééné linie Caco2 pod hodnotu 50 %. Nejzajimavejsim
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vzorkem byl vzorek liposomi se zelenou kavou, ktery az do ptidavku 8 obj. %
ovlivnil viabilitu buné¢éné kultury jen minimaln¢ (viabilita nad 80 %).

Tab. 2: Hodnoty letalnich koncentraci pro jednotlivé vzorky extraktii a &astic obohacenych o olejové extrakty

testovanych na buné¢né linii HaCaT

LCso LCg
Vzorek LCyo [0bj.%] [0bj.%] [obj.%]
Arabika 60% etOH 3,25 8,00 ND
Robusta voda 5,79 ND ND
Zelena kava 20% etOH 3,34 9,63 ND
Mix 1:1 40% etOH 2,76 5,89 ND
Cascara voda 6,1 79 Nad 25
Liposomy Arabica olej 0,97 14,44 27,91
Liposomy Mix 1:1 olej 1,88 15,29 29,91
PHB 20% Arabica olej 1,67 11,49 23,04
PHB 20% Mix 1:1 olej 1,71 10,12 21,24
lip zelena kava voda 4,9 10,5 17
lip zelena kava 40 %
etOH 7az 1l nad 14 nad 14
PHB praZena kava voda 1 nad 14 nad 14
PHB zelena kava voda 50 14,5 nad 14
PHB zelena kava 40%
etOH 2 nad 14 nad 14
ND — nelze dopocitat
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Obr. 4: Vliv vzorki kavy a kakaa na viabilitu buné¢né linie Caco2

Obsah ¢astic [0bj.%]

Ground Coffee

Green Coffee

Cocoa

U vybranych vzorkii bylinnych extraktl byl sledovan jejich vliv na viabilitu
lidskych bungk linie HaCaT. Z naméfenych dat mizeme fici, ze u vSech vodnych
extraktl ptfidavek do 2 % témét neovlivnil viabilitu bunééné kultury (viabilita
90 %, hodnoty LCp). U ostatnich extraktti nesla hodnota LCso vypocitat, nebo byla
v rozmezi 0—4 %. Naopak u vétSiny vzorkl byla hodnota pro LCgp mimo méteny
interval koncentraci. V takovych ptipadech byla bud’ dopocitina z pribéhu
pfedchozich koncentraci, nebo oznacena jako hodnota nad 25 obj. %, pokud
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nemohla byt hodnota dopocitdna. Pti enkapsulaci extraktli do liposomii doslo
Vv obou pfipadech ke snizeni vlivu extraktu na viabilitu bun¢k a bylo by mozné je
ptidat do formulaci ve vyssich koncentracich.

Vybrané esencialni oleje byly enkapsulovany do liposomovych castic a
testovana jejich bezpecnost na bunécné linii Caco2 pro mozné vyuZiti
Vv potravinaistvi. Nejlépe v testovani dopadly vzorky s esencidlnim olejem z maty
peprné od firmy Saloos. Zde nebylo mozné dopocitat ani hodnotu LCip, kdy
ptezilo 90 % bunécéné kultury, jelikoz veskeré testované koncentrace byly
v intervalu 80-90 % viability. Druhy nejlepsi byl druhy vzorek esencidlniho oleje
z maty pepmé od firmy Fichema. U téchto vzorkt byly koncentrace LCio nad
deseti procenty. U vzorkt s esencialnimi oleji z levandule 1ékaiské se pohybovala
LCyo Okolo 22 % ptidaného vzorku pro vzorek od firmy Fichema a okolo 9 % u
vzorku od firmy Saloos. Tyto ptidavky vzorkti naprosto postacuji pro pouziti jak
V potravinafstvi, tak v kosmetice. V potravinaistvi fada skupin testuje pridavek
esencialnich olejii do potravinafskych produktii pro vyuziti jako konzervanty a
latky prodluzujici dobu spotieby [107].

Pti testovani vlivu extraktl na viabilitu lidskych bunék bylo zjiSténo, Ze u vSech
testovanych extraktli z mikrofas a sinic ve volné a enkapsulované podobé je
hodnota LCyp vV rozmezi 0,4-19 0bj.% a LCs Vv rozmezi 15,9—vice nez 25 obj.%.
Tato data naznacuji, Ze jsou testovan¢ vzorky vhodné pro dalsi aplikace v daném
koncentra¢nim rozmezi.

U tifi vzorkll karotenogennich kvasinek (C. macerans, R. toruloides a S.
pararoseus) byl zkouman vliv na lidské bunky linie HaCaT. Z dat na Obr. 5 je
parné, Ze u vSech testovanych extraktl z karotenogennich kvasinek pii koncentraci
2 % az na vzorek lyofilizované biomasy kvasinky S. pararoseus viabilita kultury
keratinocyti vzrostla nad 100 %. To naznacuje, ze vzorky podporovaly rist a
metabolismus bunék a obecné na né meély pozitivni vliv. Se vzrastajicim
pfidavkem vzork v testované kultufe se viabilita snizovala. Pii vysSSich
koncentracich jiz vS§echny vzorky viabilitu bunék ovlivnily a ta klesla pod 40 %.
To mohlo byt Castecné zplisobeno ethanolem, ve kterém byly vzorky rozpustény a
ktery ve vysSich koncentracich piisobi na lidske buiiky cytotoxicky. Jo a kolektiv
zjistili, Ze jiz 5 % piidavek ethanolu po 24 hodinové expozici ovlivnil viabilitu
buné¢k a ta klesla na primérnou hodnotu 45 % [108]. Nase vzorky vsak viability
40 % dosahly az pt1 ptidavku 12 %. Tato skutecnost opét podporuje zjisténi, ze
pripravené extrakty obsahovaly aktivni latky, jez plisobily na lidské keratinocyty
linie HaCaT pozitivné.

Na zaklad¢ dat z Obr. 5 byly dopocitany letalni koncentrace. Tato data jsou
zobrazena v Tab. 3. Nejvyssi piidavek pii minimalnim ovlivnéni bun¢k bylo
mozn¢ piidat v ptipadé vzorku kombinace vSechny tii extrakti, a to 8,4 %. Pfi
LCso se u vSech vzorkli pohybujeme okolo nebo mirné¢ nad 10 % ptidavkem.
Takovyto ptidavek by byl pro kosmetické aplikace naprosto postacujici. Zaroven
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obsah ethanolu 10 a vice procent obsahuje 1 fada komer¢né dostupnych
kosmetickych formulaci. Pti pouziti emulgatoru emulsun je vyrobcem doporuceno
do formulace ptfidat maximdlné 10 % ethanolu. Poté se zacind formulace
destabilizovat [109].
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Obr. 5: Test cytotoxicity na linii HaCaT pro extrakty z ti kment karotenoidnich kvasinek a jejich kombinace

Vzorek [Obk%]o L Cso [0bj.%] [Ob}jf,jji’
CM nelyof 6,34 11,48 22,86
RT lyof 6,94 13,20 19,10
SP lyof 1,89 9,96 22,20
Kombinace

1:1:1 8,40 11,87 18,18

Tab. 3: Vypocitané hodnoty letalnich koncentraci pro vzorky karotenogennich kvasinek na bunééné linii HaCaT

Pro porovnani byly pfipraveny liposomy obsahujici komeréné dostupny [-
karoten a ptidany k lidskym bunkam linie HaCaT. Z namétenych dat bylo patrné,
ze vzorek liposom s B-karotenem nemél Zadny vyznamny vliv na viabilitu bunék
Vv celém testovaném rozsahu koncentraci 2—14 0bj.% (viabilita nad 80 %).

4.6 APLIKACE EXTRAKTU

Vybran¢ extrakty byly ve volné a enkapsulované formé vyuZzity jako aktivni latky
kosmetickych formulaci. U téchto vzorki byla stanovena SPF, déale senzorickd
analyza a v neposledni fad¢ také stabilita pomoci analytické centrifugace.

Ze vzorkii kdvy byl jako nejlepsi pro aplikaci do kosmetiky vybran 40%
ethanolovy extrakt ze zelené kavy. Ten byl pfidan k emulznimu extraktu ve volné
a enkapsulované formé¢. Pridavek tohoto vzorku vedl ke zvyseni stability emulze,
coz bylo zmétfeno pomoci analytické centrifugace. Pti senzorické analyze (Obr. 6)
bylo zjisténo, Ze z Sesti sledovanych parametrii (roztiratelnost, vstiebatelnost,
lepivost, lesk, hydratace a ving€) ovlivnil ptidavek extraktu ze zelen¢ kavy
pfedevsim pozitivné lepivost a zaroven negativné vlni pripravené emulze. Ostatni
parametry byly hodnoceny u vSech pfipravenych emulzi velmi dobie (hodnoty
1,25-2,1 na skale od nejlepsiho po nejhorsi 1-5).
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Obr. 6: Senzoricka analyza vzorkii emulzi A—C

Krom¢ aplikace do kosmetiky byly u kavovych vzorka také pfipraveny
modelové nédpoje na bazi kavového zdkladu s rostlinnymi extrakty ve volné a
enkapsulované podobé byl sledovan obsah fenolickych latek (Tab. 4). Obsah
fenolickych latek po enkapsulaci se vyrazné nezménil, nebo mirné€ snizil. To bylo
zapricinéno slozenim samotnych extrakti. Pokud obsahovaly vyssi obsah
fenolickych latek, po enkapsulaci se celkovy volny obsah fenolickych latek snizil,
jak tomu bylo u vzorku s extraktem z matchy (97,9 + 5,2 mg/g fenolickych latek).
MiZzeme tedy fici, Ze enkapsulace aktivnich latek v ramci extraktd do liposomi
byla ve vSech pfipadech Gspésna.

Tab. 4: Obsah fenolickych latek v modelovych napojich s volnymi a enkapsulovanymi extrakty

Vzorek Obsah fenolickych latek [mg/250 ml]

Mileta kava Instantni kava | Bezkofeinova kava Zelena kava
Kakao 322,0+50 164,4+ 8,3 179,0+5,0 811,4+7,7
Matcha 4342+8,0 316,2+8,3 3345+3,3 9455+ 1,6
Kustovnice 266,7+45 146,6 +2,4 1644+ 9.4 5693+ 18
Guarana 328,7+4,7 2312+ 3,9 257,3+6,3 905,3+ 3,3
Kakao liposomy 232,2+2,4 135,3+2,3 175,9+5,0 6210+ 4,1
Matcha liposomy 223,3+4,8 152,5+14 2113+ 4,7 931,4+11,1
Kustovnice liposomy 2447+79 1425+ 6,8 1448+ 1,1 1524+ 2,4
Guarana liposomy 3925+6,6 159,7 +2,2 1714+55 1816+ 2.2

V grafu na Obr. 7 jsou zobrazeny vysledky senzorické analyzy modelovych
napojui na bazi kavy s rostlinnymi extrakty. Z péti ptipravenych vzorka byl jako
nejlepsi vyhodnocen vzorek smési mleté kavy a kakaa, mleté kavy a guarany a
instantni kdvy a guarany. V ramci celkového hodnoceni dosahl nejlepsi znamky
1,9+ 0,7 vzorek mleté kavy s extraktem z kakaa. Tento vzorek byl nejlepsi dale
V porovnani barvy. Nejhiife hodnocen byl vzorek zelené kavy a kustovnice.
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Obr. 7: Senzoricka analyzy kiavovych napoji obohacenych o rostlinné extrakty

Jelikoz prave sinice Anabaena torulosa a Spirulina obsahovaly vysoké mnozstvi
fady aktivnich latek (fenolické slouceniny, proteiny, chlorofyly), které vykazuji
biologickou aktivitu, a to pfedev§im antioxidacni, byly tyto extrakty vhodné pro
aplikaci do kosmetickych emulzi. Pfipravené emulze s témito extrakty byly
celkové u vétSiny respondentii hodnoceny kladné. Dale byla pomoci kamery
Visioscope méiena deskvamace, mnoZzstvi porli, pigmentovych skvrn a vrasek
pied a po 14-ti denni aplikaci. Deskvamace (olupovani) kiize se u vétSiny
respondentil zlepSila. Ostatni parametry se liSily v zavislosti na daném
respondentovi. Déle pti méteni vrasek doslo po aplikaci emulze L3 (parafinovy
olej s vodnym extraktem ze sinice Spirulina, u respondenta ¢. 2 ke sniZeni vrasek
0 7,4 %. Podobnych hodnot redukce vrasek dosahovala tato emulze 1 u respondenta
¢. 3 a 5. Tato data podporuje 1 fada vyzkumi a udélenych patenti, kdy byl prokézan
ucinek sinice Spirulina pfi redukei vrasek [110], [111] a [112].

V ramci této prace byly dale ptipraveny emulze s ptidavkem kvasinkového
extraktu z kmentt C. macerans, R. toruloides a S. pararoseus. K emulznimu
zékladu byl dale v jednom pfiipadé ptfidan oxid zineCnaty a dale kvasinkové
extrakty. Jako nejlepsi byla v ramci senzorického hodnoceni vyhodnocena emulze
A, tedy samotny emulzni zéklad. Pfidavek oxidu zine¢natého (vzorek B) vedl ke
zhorseni senzorickych parametri a vzorek dopadl nejhtfe. Pridavek ZnO a
extrakt karotenoidnich kvasinek (vzorek C) vedl ke zlepSeni ve vSech
sledovanych parametrech kromé vzhledu oproti vzorku B. Ving, roztiratelnosti a
vstiebatelnost bylau vzorki A a C srovnatelna. Naopak v ramci lepivosti byl tento
vzorek hodnocen lépe nez samotny emulzni zaklad. Celkové tedy vedlo vyuZiti
kvasinkovych extraktl ke zlepSeni vlastnosti oproti emulzi obsahujici pouze oxid
zinecnaty.
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5 ZAVER

Cilem pfedlozené disertacni prace byla optimalizace extrakce a charakterizace
extrakt z vybranych druhi rostlin a mikroorganismii, a to pfedevs§im ze skupiny
mikrofas, sinic a karotenoidnich kvasinek. Pti optimalizaci extrakci byl sledovan
vliv charakteru extrakéniho Cinidla, dezintegrace bunck a déle vliv specidlnich
technik, které mohou extrakce usnadnit. Slo o extrakce usnadnéné pomoci
sondového a vanového ultrazvuku a mikrovin. V rdmci charakterizace bylo
s pfihlédnutim na zdrojovy material analyzovano sloZeni pfipravenych extrakta.
Sledovan byl obsah aktivnich latek, jako jsou fenolické latky, flavonoidy, kofein,
lipofilni pigmenty a aktivni latky, jako je ubichinon, tokoferol a ergosterol.
Z dalSich lipofilnich latek byl sledovan profil mastnych kyselin. Kromé obsahu
aktivnich latek byla dale zkoumana antioxida¢ni aktivita, hodnoty ochranného
faktoru vici slunecnimu zéateni (SPF), kritické vinové délky a dale vlivy na zivé
kultury. Ty zahrnovaly panel bakterii a jednu kvasinku (C. glabrata) a dale dv¢
linie lidskych bungk, keratinocyty linie HaCaT a bunky adenokarcinomu tlustého
stteva Caco?2. Na lidskych buiikach byl sledovan vliv pfidavku vzorku na viabilitu
buné€k pomoci MTT a LDH testu cytotoxicity. U vybranych vzorkli byl dale
sledovan vliv na genonotoxicitu pomoci SOS chromotestu. V ramci prace byla
navrhnuta a vytvofena tfada aplikaci pfipravenych materidlii v potravinafstvi a
kosmetice a u nékterych z nich provedena i senzoricka analyza.

V &asti vénované rostlinnym vzorklim bylo studovano n¢kolik druht kévy a déle
specidlnich rostlinnych druh@i s vyraznym biologickym uinkem. Vzorky kavy
patiily mezi zastupce druhti Arabica i Canephora (Robusta) a cascara. Nejlep$im
extrakénim rozpoustédlem byla smés vody s ethanolem, kdy zélezelo na
konkrétnich aktivnich latkadch. Pro fenolické latky, flavonoidy a antioxidaéni
aktivitu byl nejlepsim extrakénim rozpoustédlem 60% roztok ethanolu pro vzorek
kavy arabika, dale voda a 20% ethanol pro vzorek kavy robusta, 40% ethanol pro
smés arabiky a robusty 1:1 tyto vzorky obsahovaly primérmée 30 mg/g fenolickych
latek a antioxidacni aktivitu srovnatelnou se 150 mgTE/g. Pro vzorky zelené kavy
byl nejlepSim rozpoustédlem 40% ethanol a pro cascaru voda a 20% ethanol. Dale
byl u vodnych extraktli stanoven obsah kofeinu, dle oCekavani byl nejvyssi obsah
naméien u kavy robusta (50,1 0,3 mg/g), nejméné u bezkokfeinové kavy
(7,9 +1,9 mg/g). Ze specifickych u¢inkid byla méfena hodnota SPF a KVD.
Nejvyssi hodnotu SPF mély extrakty v 40% ethanolu robusta (39,1 +0,4),
bezkofeinova kava (35,8 = 0,1) a zelend kava (30,7 = 0,3). Limitni hodnota pro
kritickou vinovou délku (>370 nm) byla splnéna jen u nékterych extraktd. Kavové
oleje byly dale podrobeny analyze mastnych kyselin pomoci GC. Obsah SFA byl
v rozmezi 45,4+ 1,5%, MUFA 10,1+18% a PUFA 44,4+ 1,9 %. Vybrané
extrakty byly enkapsulovany do liposomi a liposomt s 20% piidavkem PHB.
Nejvyssi enkapsulacni u€innost pies 90 % mély kavoveé oleje. U vétSiny vzorkl
nepiesahla primérna velikost 500 nm. Nejmensi velikost okolo 180 nm byla opét
u vzorku liposomt s kavovymi oleji a v piipad¢ liposomi s 20% piidavkem PHB
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okolo 250 nm. Vétsina pfipravenych vzorku byla koloidné stabilni, a tedy mimo
interval £ 30 mV. Stabilita ¢astic s PHB byla srovnatelnd nebo vyssi oproti
liposomovym ¢asticim. To platilo 1 pro méteni dlouhodobé stability, kdy po mésici
skladovani byla vétSina vzorka stabilni a hodnota zeta-potenciadlu méla v piipadé
castic s PHB niz$i hodnotu.

Krom¢ ¢astic byly kavové extrakty dale inkorporovany do struktury nanovlaken
z PHB, ktera byla pfipravena pomoci forcespinningu a elektrospinningu. U téchto
vzorkll byla sledovana ptfedevSim stabilita a pfipadna degradace nanovlaken pii
skladovani a ve vodé¢ a ethanolu. U vzorkil pfipravenych pomoci elektrospinningu
s extraktem z prazené a zelené kavy nelze pozorovat téméf zadny rozdil mezi
jednotlivymi prostiedimi. Pouze u vzorku cascary se aktivni latky mnohem
ochotnégji uvoliovaly do ethanolového prostiedi. Naopak u vzorkll pfipravenych
metodou forcespinningu dochéazelo k métitelnému uvolnovani aktivnich latek
béhem 24 hodin vyhradné do vodného prostredi, zatimco v ethanolu byly
naméteny aktivni latky az po 24 hodinach. Pti porovnavani dlouhodobé stability
byly nejstabilnéjsi vzorky prazené kavy ve vldknech ptipravenych metodou
elektrospinningu a cascary piipravené¢ pomoci obou metod zvlaknovani. Kavové
extrakty a ¢astice byly dale podrobeny testlim cytotoxicity na bunécné linii HaCaT.
Ve vétsiné pripadi se LCip pohybovala v rozmezi 1-5 0bj.% a hodnoty LCsg
V rozmezi 6-14 0bj.%, coz déla tyto vzorky vhodné pro aplikace do kosmetiky.
Pro aplikace v potravinatstvi byly vybrané vzorky otestovany i na bunééné linie
Caco2. U vzorkl bylo patrné, Ze v testovaném rozsahu koncentraci od 2-14 %
neklesla viabilita bunééné linie Caco2 pod hodnotu 50 %. NejzajimavéjSim
vzorkem byl vzorek liposomi se zelenou kavou, ktery az do pridavku 8 obj. %
ovlivnil viabilitu bunécné kultury jen minimalné (viabilita nad 80 %).

Vybran¢ vzorky kavy byly dale vyuzity pro aplikace v potravinaistvi a
kosmetice. Pro aplikace v potravinafstvi byly pfipraveny modelové energetické
napoje z kavovych zakladi s vodnymi extrakty z kakaa, matchy, guarany a
kustovnice, které mohou zvysit kvalitu, G¢inek a dynamiku uvoliiovani aktivnich
latek. V ramci celkového hodnoceni dosahl nejlepsi znamky 1,9 +0,7 vzorek
mleté kavy s extraktem z kakaa a dale vzorek mleté kavy s extraktem z guarany.
Tento vzorek byl zaroven nejlepsi v parametu ving. Pii kosmetické aplikaci byla
navrzena emulze s ptirodnim UV filtrem. Jak pii senzorické analyze, tak analyze
stability pomoci analytické centrifugace vySel jako nejlepsi vzorek obsahujici
extrakt ze zelené kavy.

U extrakce aktivnich latek byly porovnavany klasické extrakce s extrakcemi
zrychlenymi pomoci teploty nebo usnadnénymi pomoci mikrovin a ultrazvuku.
Nejprve byl sledovéan vliv rozpoustédla, kdy byly vzorky ¢ty bylin extrahovany
do fady 0-96 % ethanol po dobu 24 hodin pii laboratorni teploté a pomoci extrakce
usnadnéné pomoci mikrovin (MARS). Nejlepsim extrak¢énim Cinidlem se ukazala
ve vSech pripadech voda. Pro dalsi porovnavani Sesti typi extrakei byla z tohoto
divodu vybrana pravé voda a porovnavany vzorky sinice Spirulina, zelena kava,
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cascara, mata peprna a levandule lékafska. Pro sinici Spirulina byla nejlepsi
extrakce pfi laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Pro ostatni vzorky vSak byly
nejlepSimi extrakcemi pravé 24 hodin pii laboratorni teplot€¢ nebo 10 min
vyznamné zkrati Cas extrakce vzorku. Ze sledovanych vzorki byl nejlepsi extrakt
maty peprné pomoci mikrovln, ktery vykazoval antioxida¢ni aktivitu o hodnoté
80,5+2,1 mgTE/g. Krom¢ extraktli byly dale analyzovany esencialni oleje. U
téchto vzorkli mély nejvyssi antioxidacni aktivitu vzorky esencialnich oleji
z oregana (dobromysl obecnd) 200-220 mgTE/g. Esencialni oleje byly dale
enkapsulovany do liposomovych ¢astic. Jejich stabilita byla sledovana v priabchu
jednoho mésice. Velikost ¢astic byla vzdy do 200 nm a béhem celého ¢asového
useku byly koloidné stabilni.

U sinic a mikrofas byl rovnéz sledovan vliv rozpoustédla na extrakei aktivnich
latek. Pfestoze tyto materidly nemély vysoky obsah fenolickych latek a nizsi
antioxidacni aktivitu, obsahovaly vyznamné mnozstvi chlorofylli, karotenoidl a
vodny extrakt ze sinice Spirulina dale obsahoval fykobiliproteiny. Jako nejlepsi
extrakéni rozpoustédla se pro vétSinu vzorka mikrotfas a sinic ukdzala voda, 96 %
ethanol a smés metOH:ethylacetat 1:1. Pii1 sledovéani profilu mastnych kyselin
VvV biomase obsahovaly vzorky sinic primérné 25-35 % PUFA a mikrofasy 20—
55 % PUFA. Pti testovani vlivu extraktl na viabilitu lidskych bunék bylo zjiSténo,
ze u vSech testovanych extraktd ve volné a enkapsulované podobé¢ je hodnota LCjo
v rozmezi 0,4-19 0bj.% a LCsp V rozmezi 15,9-vice nez 25 obj.%. Tato data
naznacuji, ze jsou testované vzorky vhodné pro dalSi aplikace v daném
koncentratnim rozmezi. Dva extrakty vodny extrakt sinice Spirulina a extrakt
v 96% ethanolu ze sinice Anabaena torulosa byly vyuzity jako zdroje aktivnich
latek v kosmetickych emulzich. Pro srovnani byly vytvofeny dva typy zakladi —
parafinovy a rostlinny. V ramci senzorické analyzy byl vyhodnocen jako nejlepsi
vzorek rostlinny zaklad, jako dalSi v potfadi byly vzorky ve stejném zakladu
s jednotlivymi extrakty a dale pak parafinovy zaklad s extraktem ze sinice A.
torulosa.

Optimalizace extrakce aktivnich latek z kvasinek byla provedena pomoci dvou-
krokové optimalizace, kdy byl nejprve pro omezeny pocet vzorkl sledovan vliv
extrakéniho rozpoustédla a nasledné 1 metoda dezintegrace bunétné stény
kvasinek. Ze vSech testovanych metod vysla nejlépe metoda vyuZivajici DMSO,
hexan a 96% ethanol. Tato metoda byla dale vyuZita po porovnani extraktl
z n¢kolika riznych kmenli karotenoidnich kvasinek. Extrakty obsahovaly
vyznamné mnozstvi karotenoidnich pigmentt, R. toruloides témét 5 mg/g biomasy
a pot¢ S. pararoseus s 3,17 +0,4 mg/g biomasy Déle byly dobrym zdrojem
ergosterolu, ubichinonu a tokoferolu. Nejvice ergosterolu se nachazelo v extraktu
kvasinky S. pararoseus (9,0 0,4 mg/g biomasy). Dale u extraktd z kvasinek R.
toruliodes, R. mucilaginosa a C. macerans dosahovaly obsahy ergosterolu
v extraktech 6,5-7,8 mg/g biomasy. Dalsi vyznamné zastoupenou latkou byl
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ubichinon, tedy koenzym Q10 a tokoferol, jako jeden z vitainti E. Ob¢ tyto latky
byly nejvice zastoupeny v extraktu z kvasinky R. mucilaginosa 7,1 + 0,4 mg/g a
1,7 + 0,2 mg/g. Kromé obsahu aktivnich latek byl dal u extraktii testovan vliv na
dvé bakterie jednu kvasinku, kdy byly stanoveny koncentrace MIC, MBC a MFC.
MIC se u vzorki pohybovaly v rozmezi 3,1-12,5 0bj.% pro bakterie. MBC byly
pak v rozmezi 12,5-25 0bj.%. Hodnoty MIC a MFC byly pro kvasinku C. glabrata
25 0bj.%. Jako posledni byl u tii vybranych vzorka zkouman vliv na lidské bunky
linie HaCaT. Hodnoty Letalnich koncentraci LCio byly v rozmezi 2—7 0bj.% pro
jednotlivé kvasinky. Pti pouziti kombinace kvasinek v poméru 1:1:1 se hodnota
LCio zvysila na 8, Hodnoty LCsg byly u vSech extraktl 1 kombinaci odpovidajici
10 % ptidavku, ktery by byl v kosmetice naprosto postacujici.

Pro dalsi aplikace bylo ¢asto nutné vzorky ochranit pfed vnéjSimi vlivy pomoci
enkapsulacnich technik. V praci byl optimalizovano slozeni liposomovych ¢astic
s pfidavkem PHB. Na zakladé analyz, velikosti, polydisperzitniho indexu, koloidni
stability, zobrazeni ¢astic pomoci kryo-TEM, stanoveni SPF a zméfeni jejich vlivu
na lidské bunky byl vybran pro dalsi praci vzorek Castic s 20% pridavkem PHB.
Jako dalsi techniky enkapsulace byly porovnavany metody pfipravy nanovlaken
z PHB, a to pomoci tfi metod, elektrospinningu, forcespinningu a pomoci srdzeni.
Jako druhy materidl pro tvorbu vldken byla V laboratofi zavedena metoda
zvlaknovani zelatiny pomoci elektrospinningu. V tomto ptipad¢ byl sledovan vliv
pfidavku esencialnich olejii na charakteristiky vlaken. Bylo zjisténo, Ze pii 2 %
ptidavku EO nedochazi k vyznamnym zménam v charakteristice vlaken a jejich
rozloZeni na kolektoru. Pti ptidavku 20 % jiz byly patrné zmény v orientaci vldken
na kolektoru. Vlakna byla mén¢ orientovdna v osdch X a Y.

Celkové byly pfipravené extrakty bohaté na aktivni latky (fenolické latky
v kavovych a bylinnych extraktech) a fada z nich vykazovala vysokou antioxida¢ni
aktivitu (vodny extrakt z maty peprné a esencidlni olej z dobromysl obecného),
SPF (robusta a zelena kava), splilovala podminku kritické vinové délky a méla dale
pozitivni vliv na lidské buiiky. Bylo navrzeno nékolik typt aplikacnich forem,
které maji potencial v primyslové vyrobé a byly podany ptislusné patentové
piihlasky. Pti dal$i praci by bylo vhodné spojit vybrané extrakty z rliznych
materidll a sledovat, jaky bude vliv téchto smésnych extrakti.
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