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ABSTRAKT

Tato diplomova préaca bola zamerand na vyvoj organickych UV filtrov. Organické UV filtre
boli extrahované z prirodnych latok a enkapsulované do nanomateridlovych nosi¢ov ako su
lipozémy a nanovldkna. Boli stanovované SPF jednotlivych extraktov a pripravenych nosic¢ov
s extrahovanymi latkami. Jednotlivé extrakty aj nosi¢e boli charakterizované na obsah
prirodnych latok. Stanovovand bola aj ich stabilita acytotoxicita, mikrobidlna aktivita
a nezavadnost. Pripravené materidly sa preukdzali ako vhodné nosiCe v kozmetickom
priemysle. Stadiu by viak bolo vhodné dopliit dal§imi experimentalnymi metédami pre
navysenie ucinnych latok a zarovern zvySenia SPF ochranného faktoru.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the development of organic UV filters. Organic UV filters
were extracted from natural resources and encapsulated into nanomaterial-like delivery systems
such as liposomes and nanofibres. SPF of particular extracts and carriers with encapsulated
extracts were measured. All of the prepared extracts as well as carriers were characterised for
their content of natural substances like phenolic compounds and their antioxidant
acitvity, stability, cytotoxicity, micriobial acitivity and their safety were studied too. All of the
prepared materials were evaluated as suitable for use in comestic industry. However, in
a future, it would be appropriate to add to the study other experimental methods to increase the
active substances and at the same time increase the SPF protection factor.
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1 UVOD

V dnesnom svete, kedy sa zhorSuje vrstva ozonu a globalne otepl'ovanie nabera ¢oraz rychlesi
spad, slnecné luce dopadajuce na nasSu Zem ovplyviiuju zdravie nas vSetkych. Slnecné ziarenie
sa pre l'udsku pokozku stava viac a viac agresivnej$im, a nie len pocas letnych mesiacov je
dolezité sa chranit’.

S rychlym vyvinom vedy a techniky sa do popredia dostavaja Coraz viac aj nanotechnologie
s vyuzivanim prirodnych latok. M4 to za tlohu znizit narastajici odpad, potencialne vyuzivat
bioodpad a tym zlepSovat’ stav ekoldgickej situdcie vo svete.

Tato situdcia sa dotkla vSetkych oblasti zivota a premietla sa aj do oblasti procesov
a technoldgii, ktoré sa vyuzivaji v kozmetickom priemysle. Stdle viac firiem a korporicii sa
snazi vyuzivat prirodné produkty, ktoré maju blahodarne uc¢inky na Tudsky
organizmus. V spojitosti so slnenym ziarenim sa dostavaji do popredia krémy a oleje na
opal'ovanie s obsahom aktivnych zloziek, ktoré boli pripravené nanotechnolégiami a takisto
s pridavkami u¢innych latok nachadzajucich sa v prirodnych materidloch. Prirodné materidly
nezatazuju zivotné prostredie a dneSny spotrebitel’ vita prave takyto typ produktu, nakol'ko sa
vSeobecna mienka udrzatel'nosti dostava coraz viac do l'udského povedomia.

Prikladnym materidlom je biopolymér polyhydroxybutyrat, ktory produkujui baktérie, ktoré
ako zdroj zivin mézu vyuzivat’ odpadné oleje, tuky alebo d’alSie odpadné materialy. Zaroven je
biodegradabilny, biokompatibilny, a teda nezat'azuje zivotné prostredie, a tak sa mdze pouzivat
napriklad ako obalovy materidl.

Ako bolo spomenuté, vyuzivanie bioodpadu sa stava sucat’'ou mnohych firiem, priCom mozu
kozmetické firmy nepriamo vyuzivat odpady z inych priemyslov. Ako priklad mdze sluzit uz
spominany odpadny fritovaci olej pre vyrobu PHB alebo odpadové kdvové usadeniny
z gastronomického priemyslu pri vyrobe kdvového nédpoja, z ktorych sa dnes pripravujui r6zne
kozmetické produkty. Vzdy je vSak treba overit bezpeCnost pouzitia podobnych
surovin, analyzovat’ zlozenie a identifikovat’ potencialne skodlivé latky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vybrané bioaktivne zlozky prirodnych latok

2.1.1 Antioxidanty prirodnych latok

VolIné radikaly su castice jedného alebo viacerych nesparenych elektrénov, obsahujice
molekuly, ktoré m6zu poskodzovat’ nukleové kyseliny, sacharidy, proteiny a lipidy. Existuji
dva druhy volnych radikalov. Prvou skupinou su reaktivne Castice kysliku (ROS — reactive
oxygen species). Prave tieto Castice vo vysokych koncentraciach po§kodzuji biomolekuly ako
DNA, RNA, lipidy a proteiny. Vo vel'mi nizkych koncentraciach su v bunke produkované ako
sekunddrni poslovia signalizanych buniek. Druht skupinu predstavuju reaktivne cCastice
dusiku (RNS — reactive nitrogen species) a hraju doélezitt ulohu v l'udskej fyziologii. VoI'né
radikdly predstavujid nekonzistenciu v ich biologickej funkcii. Na jednej strane maji za dlohu
prevenciu proti ochoreniam a podporuji imunitny systém, ulahCuji bunkovu signalizdciu
ahraju  dolezitt ulohu v apoptdéze. Na druhej strane moézu poSkodzovat vitalne
makromolekuly, o ma za priinu pfedCasné starnutie pokozky, karcinogenézu a vyvin
kardiovaskuldrnich ochoreni.

V zdravom systéme existuje rovnovdha medzi produkciou ROS a ich samotnym
zachytdvanim antioxidantmi. Pri naruSeni tejto rovnovahy vznika oxidacny stres. Antioxida¢né
systémy v bunke existuji, aby bunky ochranili pred ROS. Poskytuji prevenciu proti
bunkovému poskodeniu znizenim az eliminaciou oxidacného stresu. V oxidacnich reakciach je
elektron premiestneny na oxidany agens, a tieto retazové reakcie mozu d’alej produkovat
vol'né radikaly, o iniciuje poSkodenie buniek. Antioxidanty terminuju tieto retazové reakcie
eliminovanim alebo stabilizovanim volnych radikalov a zabrzdia d’alSie oxidacné reakcie
svojou vlastnou oxiddciou. Pri reakcii vznikd radikal antioxidant, ktory je malo reaktivny
a nedokaze teda vyvolat d’alSiu refazovu reakciu. M4 tendenciu sa spajat’ s d’al§imi radikalmi
alebo disproporcionovat’ sa za vzniku spomenutého radikal antioxidantu a prislusného
zvysku. Priebeh oxidacnej reakcie a mechanizmu ucinku antioxidantov je zobrazeny na Obr.
111,2].

Radikal v stabilnom pare

\ Neutrainy voiny radikal
Skodlivy volny radikal

Prenos elektronu

Antioxidant premeneny
Antioxidant na stabilny voiny radikal

Obr. 1 Mechanizmus ticinku antioxidantov, prevzaté a upravené z [3]

Nizkomolekuldrne antioxidanty sa nachddzaji v cytozole alebo v extraceluldrnich
tekutindch. Typickym prikladom takychto antioxidantov sd askorbova glutathion alebo enzymy
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ako dismutdzy, kataldzy a peroxiddzy. Najviac ich je vyprodukovanych hlavne organeldch ako
peroxizomy, mitochondrie a v endoplazmatickom retikule [1,2].

2.1.2 Fenolické latky v prirodnych materialoch

Polyfenoly reprezentuji skupinu fytochemikalii, ktoré si produkované ako sekunddrne
metabolity rastlin. Su klasifikované na zaklade poctu benzénovych kruhov substituovanych
jednou alebo viacerymi hydroxylovymi skupinami zarovefi obsahujice vo svojej Struktire
funkéné bocné refazce. Su to heterogénne bioaktivne zluceniny a rozdelujeme ich do réznych
skupin, ako napriklad hydroxybenzoové kyseliny, kde spadaji derivity kyseliny galovej
(kyselina benzoov4), skupina kyseliny hydroxyskoricovej a jej derivaty ako kyselina kdvova, ¢i
kyselina p-kumarov4, flavén alebo stilbény [4,5].

Klasifikaciu polyfenolov prehl'adne zobrazuje Obr. 2. Tieto latky preukazatelne chrania
bunky pred oxidacnym stresom, d’alej prispievaju v prevencii neurodegenerativnych ochoreni
a takisto chrdnia pred kardiovaskuldrnymi ochoreniami. V rade experimentov bolo
preukdzané, ze polyfenoly maju pozitivny vplyv na l'udsky gastrointestindlny systém a na jeho
mikrobiotu. Vysokym zdrojom fenolickych latok sd napriklad cervené vino, semena
hrozien, Cierny Caj, zeleny ¢aj a kdva [6,7].

Fenolické latky |

Obr. 2 Klasifikdcia fenolickych ldtok, prevzaté a upravené z [6]

2.1.2.1 Flavonoidy

Predstavujd rozsiahlu skupinu rastlinnych latok, ktorych molekuly obsahuji flavanovy
cyklicky skelet. Tento skelet pozostdva z dvoch substituovanych benzénovych kruhov (A,B) a
pyranového kruhu, ktory je napojeny na kruh A. Flavanovy skelet je vyobrazeny na Obr. 3
spolu s prehl'adnym rozdelenim najdolezitej§ich skupin flavonoidov. Tato klasifikdcia je
zalozend na stupni oxidécie pyranového kruhu [8].

Flavonoidy sa prirodzene nachddzajui v ovoci, zelenine, ¢okolade a napojoch ako je €aj ¢i
vino. So zvySenym prijmom flavonoidov v strave klesd riziko ochoreni ako je rakovina
pluc, pfs, hrubého  Creva  alebo  prostaty. Maji  preukdzatelné  protizapalové
ucinky, antioxidacnu aktivitu achrdnia pred neurodegenerativnymi aj kardiovaskuldrnymi
ochoreniami [8,9].

10



@
™
¢ 9@ LI
OH = oH CH

Flavandly Anthokyanidiny
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Flavény Flavanony Isoflavény

Obr. 3 Zdkladna struktiira flavonoidov a ich podtried, prevzaté a upravené z [9]

2.2 UV ziarenie

Ultrafialové Ziarenie je charakterizované ako elektromagnetické vlnenie o vinovej dizke
vrozmedzi 100 —380 nm. Je to neviditelna cast’ elektromagnetického ziarenia Slnka. Md
nepriaznivé u¢inky na o€i a podporuje predCasné starnutie pokozky a tvorbu rakoviny
koze. Delime ho do troch pésiem v zavislosti na vlnovych dizkach. UVA pasmo spada do
vinovej dizky v rozmedzi 320 — 380 nm, d’alej UVB Ziarenie, pre ktoré je charakteristickd
vlnova dizka 280 — 320 nm a UVC Ziarenie, tzv. vzdialené pasmo, ktorého vinové dizky su
kratSie nez 280 nm. UVC ziarenie je oznaCované ako germicidne pasmo, vdaka svojim
baktericidnym ucinkom. UV A ziarenie prenika az na o¢nu sietnicu, jeho dlhodobé posobenie
ma za nasledok ochorenie oka ako Sedy zakal, sposobuje pigmentaciu pokozky, ktorti zaroven
vysusuje. UVB ziarenie posobi na o¢nu rohovku, pokozku spali a sposobuje jej zaCervenanie
a podporuje vznik rakoviny koze. Toto ziarenie je v§ak najviac pohlcované ozénom, a preto je
jeho mnozstvo zavislé na stave ozonovej vrstvy. Okrem nepriaznivych u¢inkov ma UV ziarenie
aj pozitivny vplyv na tvorbu vitaminu D v pokozke. Bolo zistené, ze toto ziarenie ma vplyv
na imunitny systém, stimuluje cinnost' hypofyzy a §titnej zlazy. Stimulacne tiez pdsobi
na metabolizmus a pri zvySeni krvného tlaku. Vd'aka jeho dezinfekénym ucinkom naslo UV
ziarene uplatnenie na operacnych séalach, v laboratériach a v biochémii naslo uplatnenie
pri detekcii niektorych organickych latok. [10,11].

2.3 UV filtre

V pripravkoch na ochranu pred UV ziarenim sa pouzivaju dva druhy UV filtrov. Rozdel'uju sa
na fyzikdlne a chemické UV filtre. V ideadlnom pripade by tieto pripravky mali obsahovat
ochranu pred UVA aj UVB Zziarenim [12].
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2.3.1 Fyzikalne UV filtre

Fyzikdlne UV filtre fungujui na zdklade odrazu alebo rozptylu UV ziarenia v celom rozsahu
spektra. Najviac pouzivané anorganické filtre ztejto skupiny si TiO2 a ZnO. Su
fotostabilné, avS§ak vyzaduji nanesenie hrubSej vrstvy na pokozku, aby sa dosiahlo
pozadovaného ucCinku. ZnO poskytuje lepSiu ochranu pred UVA Zziarenim, ale TiO2 ochrani
pred UVB Ziarenim niekolkonasobne lepsie. Dalim fyzikalnym blokatorom Ziarenia je aj
Fe20s3, svojim sfarbenim sa viac priblizuje prirodzenej farbe pokozky a cCastokrat sa
v pripravkoch pouziva, aby prekryl bledé tony ZnO a TiO2. Ako bolo spomenuté, anorganické
filtre su fotostabilné, a tak si vhodné na pouzivanie u malych deti a 'udi alergickych na slne¢né
ziarenie [12,13].

2.3.2 Chemické UV filtre

Vo vicsine kozmetickych pripravkoch sa vyuziva hlavne tento typ UV filtrov. Na rozdiel od
fyzikédlnych UV filtrov, ktoré funguji na zaklade rozptylu alebo odrazu UV ziarenia, chemické
filtre UV ziarenie absorbujd. Su klasifikované bud’ ako UVA filtre (benzofenony) alebo UVB
filtre (PABA derivaty, salicylaty, derivaty gafru). UVB filtre funguju tak, ze absorbuju ziarenie
a premienaju ho na tepelnu energiu [14].

Benzofenény su najkomercnejsie pouzivané UVA filtre a poskytujd stabilni ochranu pred
UVA aj UVB ziarenim. Su vSak fotolabilné a v dosledku toho si povolené len tri
benzofenény, a to oxybenzén, sulisobenzén a dioxybenzon. Oxybenzén sa v beznych
pripravkoch vyskytuje najviac, avSak sposobuje alergické reakcie pokozky [14,15].

PABA filter bol v minulosti najviac pouzivany blokdtor. Jeho schopnost’ je viazat sa
na keratinocyty a tym podporuje tmavnutie pokozky. Existuje vSak niekolko evidencii, ze
PABA spdsobuje kontaktné alergie, preto sa zacali viac pouzivat derivaty PABA, aby sa
predislo pripadnym neziadticim ucinkom [15].

Salicilaty, najslabsie chemické UVB filtre, poskytuju najbezpecnejsiu ochranu a Casto sa
priddvaji do kozmetickych pripravkov vo vysokych koncentriciach, aby navysili UVB
ochranu [15].

Vsetky tieto latky su vSak pouzivané v kombindciach, pretoze jednotlivo nie su schopné
poskytnut’ pozadovany SPF faktor alebo absorpciu v Sirokom rozsahu UV spektra. Toto
kombinovanie filtrov je ale obmedzené, pretoze nie su fotostabilné a mézu vyvolavat neziaduce
ucinky [14,15].

2.4 Prirodné UYV filtre
V snahe n3jst’ efektivny fotoprotektivny substrat pre vyrobu kosmetickych produktov sa
rastlinné preparaty osvedcili ako vhodn4 alternativa aj vd’aka svojej antioxidacnej aktivite.

Prirodzené kozné blokatory st proteiny (ich peptidové vizby), lipidy a nukleotidy. Vysoka
koncentricia rastlinnych peptidov chrani peptidy pokozky. Skvalén (z olivového oleja)
v niektorych produktoch je schopny ochranit’ citlivé lipidy v pokozke. Je to tiez jeden
z najdolezitejSich ochrannych lipidov v pokozke [16].

Alantoin je nukleotid, ktory sa prirodzene vyskytuje v tele a absorbuje ta cast UV
ziarenia, ktord poskodzuje l'udski DNA [17].

Mnoho $§tudii preukéazalo, ze aj niektoré prirodné oleje obsahuji ochranné faktory. Ako
priklad je mozné uviest sezamové semiacka, ktorych oleje odoldvaji az 30 % UV ziarenia. Iné
oleje ako napriklad olivovy, kokosovy blokuji 20 % UV Zziarenia [16,17].
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Tabulka 1 Vybrané rastliny s fotoprotektivnymi ticinkami [18]

. . Latinsky  nazov | Pouzivana  casti Ly Hlavny efekt C .
Nazov rastliny rastliny rastliny Typy zlicenin (NF, SPE) Biologicky ucinok
Bazalka prava Ocimum basilicum | Listy Neuvedené NF UV absorbér
Kaempferolové Antioxidant,
Broskynia obyc¢ajna | Prunus persica Kvety ko 51 Jové (\llerivait SPE Inhibuje  vznik poskodeni
gy Y vyvolanych UVB/UVC
. e g Antioxidant,
C:ég;g;l]gg( , Citrus sinensis Plody g_yaln 11((1(1)2?(;]6 A, SPE ochranuje pokozku pred
P vy gy Y poskodenim UV ziarenim
Fialka trojfarebna Viola tricolor Neuvedené Flavonoidy NF Ochrana pred slneCnym Zziarenim
Antioxidant,
Ginko dvojlalo¢né | Ginkgo biloba Zelné listy Neuvedené A, SPE Znizuje pocet spalenin
indukovanych UV Zziarenim
Kévovnik Coffea genus Zc/elene/ , suché Lipidové frakcie NF UV abosrbent, emolient
kavové zrnd
. Calendula . Zabraniuje oxidacnému  stresu
Nechtik lekarsky officinalis Kvet Flavonoidy, polyfenoly | SPE indukovanému UV Ziarenim
Potencidlny uv absorbér,
, . Taraxacum . ‘ e . . ;
Pupava lekarska officinale Listy a kvety Neuvedené A, NF, SPE inhibuje poskodenia vyvolané

UVB Ziarenim

Vysvetlivky: prirodny UV filter (NF), antioxidant (A), synergické fotoprotektivne ucinky (SPE)
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2.5 SPF

Je skratka vyplyvajica z anglického terminu ,,Sun Protection Factor” ¢o predstavuje ochranny
faktor pred slneCnym ziarenim. Je to univerzalny indikator, ktory popisuje efektivitu produktov
urenych na ochranu pokozky pred UV ziarenim. Je to pomer, ktory vyjadruje minimdlne
mnozstvo erytémovej davky na kozi, ktora je chranena kozmetickym pripravkom oproti
minimalnej erytémovej davke na nechranenej kozi. Tento pomer je vyjadreny v Rovnica 1[19].

minimalna erytémova davka v pokozke s ochranou
SPF = ——— — S (1)
minimalna erytémova davka v pokoZke bez ochrany

Rovnica 1Vyjadrenie SPF ochrany koZe pred UV Ziarenim [19]

V praxi to znamend, kol'ko krat si pouZivatel pripravku moze predizit pobyt na Slnku bez
rizika spdlenia sa.

Skala SPF vsak nie je linearna. SPF 15 blokuje 93 % UVB Ziarenia, SPF 30 je schopné
zablokovat 97 % UVB ziarenia a SPF 50 zablokuje az 98% UVB ziarenia.

Dalsi pohlad, ako tito ochrana funguje je, e ak sa pokorka na Slnku spéli
do 10 miniit, SPF 15 je schopny tito dobu predizit 15-krat, a teda na 150 minut. Zavisi to vak
aj na type pokozky a mnozstve pouzitého produktu [10,19,20,21].

B T et
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:n.o...oon. ‘.o.o...oo.. :—.-...--o.
2%y © *° . p®e © o ° . 2%, °* o o .
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B f e "' "

Obr. 4 Ukazka principu SPF ochrany, prevzaté a upravené z [22]

2.5.1.1 Meranie SPF

Met6dy na meranie in vitro sa delia na dva druhy. Jednym z nich st metddy zalozené na merani
absorpcie alebo transmisie UV ziarenia u ochrannych produktov nanesenych na kremennych
doskach alebo na biomembranach. Druhé typy metdd su zaloZzené na merani tychto produktov
na zéklade spektrofotometrickej analyzy zriedenych roztokov. Skupina chemikov pod vedenim
Mansura vynasli jednoduchtt matematickt rovnicu, pouzivajiacu UV spektrofotometriu [23].T4
je zndzornend v

Rovnica 2, v ktorej su dosadené vinové dizky v rozmedzi od 290 do 320 nm pri kroku 5 nm.
320

SPFspectropfotometric = CF x Z EE (’1) X 1(/1) X Abs(l) (2)
290

Rovnica 2 Mansurova rovnica [23]
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CF predstavuje korekény faktor (10), Abs(A) vyjadruje spektrofotometricki absorbanciu pri
zvolenej vinovej dizke, EE(A) je erytmogénny uéinok Ziarenia pri zvolenej vinovej dizke. EEXI
su konstanty, ktorych hodnoty sid zahrnuté v Tabul'ka 2 Hodnoty konstant EExI pre zvolené
vlnové diiky 290-320 nm s krokom 5 nm|[23].

Tabulka 2 Hodnoty konstdant EEXI pre zvolené vinové dizky 290-320 nm s krokom 5 nm [23].

VInova dizka A [nm] EEXI
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

2.5.2 Koza

Ludska koza je vonkajsia bariéra l'udského tela. Zarover je to najvacsi organ tela, o sa tyka
plochy avahy. Jej funkciou je chranit ludské telo pred teplom, svetlom, infekciami
a urazmi. Reguluje teplotu tela a vymenu tekutin v I'udskom tele. Je to splet nervov
anervovych zakonceni, zliaz a ciev, ktoré umoziuju pocity tepla, chladu, dotyku, tlaku
abolesti, azaroven uskladfiuyje vodu alipidy, aby sa =zachovala sprdvna funkcia
metabolizmu. Jej Struktura sa sklada z troch vrstiev, epidermis — pokozka, dermis —zamsa
a hypoderma — podkozné tkanivo — subcutis [10].

Epidermis je najvrchnesia vrstva koze ajej hlavnou ulohou je oddelenie vnutorného
prostedia od vonkajSieho. Sluzi teda ako bariéra, ktord je 50 — 150 um hrub4, a ktorej povrch
sa neustdle obnovuje, ato sdstavnym opotrebivanim vrstiev zrohovatenych plochych
bezjadrovych buniek. Téato neustdla obnova a rast novych buniek zacina v subvrste stratum
basale, kde sa tieto bunky diferncuju na keratinocyty. V subvrstve stratum spinosum sa bunky
splo§tuju, v stratum granulosum postupuji viac k povrchu, kde nastdva bunkova
smrt. V d’alSej subvrstve stratum lucidum bunky stricaji svoje jadro a prechddzaji na
vonkajsiu stranku pokozky kde sa rozkladaji vo forme korneocytov. Tie ndsledne formuju
dalsiu subvrstvu stratum corneum. Stratum corneum tak predstavuje koneCnu vrstvu
diferencidcie buniek, Kkeratinizdcie. Pokozka okrem keratinocytov obsahuje aj
melanocyty, ktoré si zodpovedné za sfarbenie pokozky. Okrem nich sa v pokozke nachadzaju
aj Langerhansove bunky zahrnuté v imunitnych reakciach koze. Epidermis je pokryta
hydrolipidickym filmom. Je to emulzia vody a lipidov, ktord vytvéra ochrannud vrstvu. Vodna
Cast tejto emulzie obsahuje predovSetkym kyselinu mlienu ardzne aminokyseliny
z potu, vol'né mastné kyseliny z mazu a aminokyseliny ako vedl'ajSie produkty z procesu
keratinizacie [24].

Dermis, ako d’al'Sia vrstva koze je 150 um az 4 mm hrubd a poskytuje podporu pokozke
tym, ze ju zasobuje zivinami. Sklad4 sa z fibroblastov a extracelularnej hmoty, ktoré pokozke
zabezpecuju dostato¢nu oporu a flexibilitu. V najvyssej vrstve dermis su zakoncenia vlasovych
folikulov spojenych s mazovymi a potnymi zlazami. Dominujuce zlozky dermis su kolagén
a elastin, a preto je o dermis zname, Ze je to silnd, pevnd a pruzna Cast’ koze. Tieto vldkna su
obklopené gélovitou hmotou s obsahom kyseliny hyalurénove;j, ktord viaze vodu a tak dopliiuje
celkovy objem koze. S rasticim vekom sa vSak tvorba kolagénu a elastinu spomaluje
a schopnost’ viazania vody takisto klesa. Faktory ako UV ziarenie ¢i zmeny tepldt maju na tieto
vldkna vysoky vplyv. V spojitosti s tymito faktormi bola vyvinuta klasifikacia koze. Tato
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klasifikacia bola zhotovend na zdklade tzv Fitzpatrikovho testu. V praxi sa stretdvame s ndzvom
fototyp pokozky, ktory je prehl'adne znazorneny v Tabul'ka 3 [25].

Tabulka 3 Fototypy pokozky, prevzaté a upravené z [10]

Dizka
pobytu
v . Reakcia okozk na | na slnku
Fototyp Pokozka Popis slnecné iiarfnie ' bez
spalenia
koze
O¢i — oby&ajne Xezsctilylzl avnZcervena, nikdy
modré zriedka e .
Velmi hnedé ’ Opalenie — Ziadne, koza
! citliva Viasy - rysave, | SoTVend bez | 5~ 10
Keltsky typ 5% blond Eﬁl&l;:tame, po 1 —2 dioch | min
Plet’ — ndpadne Spalenie — vidy
svetld, hust€ pehy tazké, bolestivé sCervenanie
O%i — modré Otzycajne s€ervena, stmavne
I alebo zelené mdlo
Euré e o . Opalenie — malo, vel'mi
uropan  so | Citliva Vlasy — svetlé slabd piementicia. kosa sa 10-20
svetlejSou 12 % Plet’ — tmavsia lipe p1g ’ min
pletou nez typl, riedke S Iiilenie _vidy
pehy silné, bolestivé sCervenanie
O¢i—Sedé alebo
hnedé c Niekedy scervena, tmavne
111 Vlasy — tmavé dobre
Eurépan Normalna alebo gastanové Ovélenie — priemerné. prie- 20 -30
S tmavsou 78 % Plet —svetla ay | Paeme—priem P min
plefou svetle merna pigmentacia
.. Spalenie — zriedka, mierne
hneda4, ziadne
pehy
O¢i — tmavé
Vlasy — obyc¢ajne | Takmer nikdy nesCervena,
v Odolnd hnedé az Cierne vzdy stmavne Do
Stredomorsky 2 % Plet’ — svetle Opalenie — rychle, hlboka 40 min
typ hneda4, pigmentécia
olivova, ziadne Spalenie — takmer nikdy
pehy

Najspodnejsia vrstva koze, subcutis pdsobi ako tlmi¢ narazov a izoldcie tela. Dalej je to
zasobarer energie, kde sa nachadzaju tukové bunky adipocyty. Okrem zasoby energie vSak tuk
predstavuje aj tepelnd izoldciu. Spolu so Specialnymi kolagénnymi vldknami a krvnymi
cievami tvori zakladnu §truktaru tejto vrstvy. Jej hribka sa v roznych Castiach tela lisi [25,26].

16




2.6 Vybrané prirodné latky obsahujice UV filtre

2.6.1 Kava

Kavovnik je drevnata trvala dvojklicnolista rastlina patriaca do Celade Rubiaceae arodu
Coffea. Tento rod obsahuje tri hospodarske druhy, z ktorych sa pripravuje kavovy napoj. Patria
sem Coffea arabica, Coffea canephora (Robusta) a Coffea liberica. Rod Coffea zahriiuje kriky
a malé stromy svojim pdvodom spadajiice do juznej Afriky a Azie. Zo vietkych troch druhov
sa  hospodarsky najviac vyuziva kava Arabika. Jej produkcia predstavuje
75 — 80% z celosvetovej produkcie kdvy. Kava Robusta predstavuje zvysnych 20 % svetove;j
produkcie a od kdvy Arabiky sa li§i chutou. Jej kdvové zrnd si od Arabiky robustnejsie
a vytvaraju kdvovy ndpoj s menej vyraznou chutou, za to vSak obsahuje viac kofeinu. Oba
druhy Arabika aj Robusta dorastaja do vysky az 10 metrov, avSak producenti udrziavaju ich
vysku tak, aby bol umozneny dobry zber. Pestuji sa v oblasti subtropického az tropického
pasma, napriklad v Azii, Juznej a Strednej Amerike, Afrike, Arabskom polostrove a Indonézii
[27, 28].

2.6.2 Rast a vyvin kavovnika

Do troch az styroch rokov od zasadenia zacne rastlina produkovat’ sladko zapachajice kvety.
Rod Arabica je schopny samoopelenia, pricom rod Robusta je zavisly na krizovom opeleni. Po
6 — 8 tyznoch po opeleni kazdého kvetu sa zaCne bunkové delenie a kdvovy plod zostiva
upevneny na kondrikoch kriku po dobu, ktora je zdvisla na klime prostredia. Plodnice sa potom
vyvinud do kdstkovice. Tento rychly proces trva priblizne 15 tyzdnov po odkvitnuti. V tomto
Case sa zaCne vyvijat’ kora, ktord pripomina findlny tvar kdvového zrna. Po obdobi rychleho
ndrastu sa kdra dplne vyvinie ale jej vel'kost’ sa nezvacsi. Endosperm je po dobu 12 tyzdiov po
odkvitnuti vel'mi maly. Za tito dobu vSak potlaci a nahradi kdru. Endosperm tplne vyplni svoju
dutinu 19 tyzdilov po svojom uvolneni. Takyto endosperm je z poCiatku bledej farby
a navlhnuty, avSak za niekol'ko mesiacov dostdva svoju findlnu tvrdost’ a farbu. Pocas tejto
doby sa endospermu dostava az 70 % fotosyntetickych produktov produkovanych listami
kavovniku. Ndasledne vzikaju findlne plody kdvovniku nazyvané kavové CereSne. Svoju urodu
teda poskytuje uz po troch az Styroch rokoch, avSak primerana uroda sa da ocakavat az od
Stiesteho roku po zasadeni. Svoju drodu kdvovnik poskytuje po dobu 25 — 35 rokov zavislosti
na klimatickych podmienkach aodrode kadvovnika. Ako bolo spomenuté, kdva Arabica
predstavuje 75 — 80 % celosvetovej produkcie kavy, avSak len jedna pitina z celej urody su
kvalitné kavové zrna [28].

Kéva Robusta svoju trodu dava uz do dvoch rokov po vysadeni a jej plody zreju priblizne
poCas jedného roka. Tento druh kévovniku je odolnejsi voc¢i niz§im teplotam a aj
ochoreniam, ktoré postihuju plantaze. Jeho zrnd nedosahuju kvality kdvy Arabica a obsah
kofeinu je priblizne 2 az 3-krat vac§i. V zemiach ako Afrika a juhovychodnd Azia ddvaju
tomuto druhu kdvy v pestovani prednost’ kvoli menej naroénym poziadavkam na kvalitu pody
a kvoli svojej vyssej urodnosti [28,29].
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— Exocarp (vonkajsi obal)
Mesocarp (duzina)

Endocarp (tenka kozovita vrstva)
Obal (strieborna blana)

Semienko (kavoveé zrno)

Obr. 5 Priecny rez kavového plodu, prevzaté a upravené z [30]

2.6.3 Zber a spracovanie kavovych zin

Plody kdvovniku sa bud’ zbieraju ru¢ne, striasanim na plachty alebo pomocou pristrojov na
zber. Vzhl'adom na to, ze kavové bobule nenarastaju na kazdom kriku rovnomerne a v rovnaku
dobu, stale sa najviac preferuje ruény zber. Priemerny kavovnik je schopny vyprodukovat za
jeden rok priblizne 2 000 kavovyvh zfn, Go je cca 0,8 az 1,2 kg. Dalgie spracovanie pozostdva
v zbaveni sa obalov plodu a ziskaju sa tak kdvové zrnkd. Tento proces moze prebiehat’ dvoma
sposobmi, suchym a mokrym spdsobom [29].

Pri suchom spdsobe sa plody prepieraju vo vode, kde si zbavené necistot a ndsledne su
suSené na beténovyh dvoroch na priamom Slnku. Neustdlym prehadzovanim sa plody dokladne
vysu§ia andasledne sa pomocou ldpacih strojov odstrafiuje vysuSend duzina vratane
Supky. Tymto spdsobom dostdvame vysledny produkt v podobe kavovych zfn [29].

Pri mokrom spdsobe sa dokonale oddelia nezrelé, 'ahké plody od bobul, ktoré su uplne
zrelé. To mad obrovsky vplyv na konecnu kvalitu zelenej kdvy. Kavové plody sa sypu
do kontajnerov naplnenych vodou aby sa odstranili necistoty. Po ich ulezani si prehnané
mackadlom. Tym sa oddeli vonkajsi obal s duzinou od semena so Supkou. Fermentdciou sa
duzina d’alej oddel'uje a potom sa zrnd umyvaji v pracke a usu$ia sa. Po olupani Supky na
lapacich strojoch sa zrna triedia podla vel'kosti a farby [29].

2.6.4 Prazenie kavy
Surova zelena kava sa nedd pouzit na pripravu kavového napoja. Prvé pociatky upravy
kavovych zfn sa pripisuju prirodzenému javu, kedy nastal poziar a kdvovnikové kriky s plodmi
mu podl'ahli. Svoje charakteristické vlastnosti ako prijemnd aréma ¢i rozne odtiene hnedej farby
zfn kava ziskava prave prazenim. Celému procesu vSak predchadza vhodny vyber a pomer
kavovych zfn, ¢o sa po prazeni odraza na kvalite a cene kdvy. Tymto vyberom sa dosahuje
rovnovdha medzi chutou aarémou, ktord je nezamenitelnd pri kazdom poziti kavového
napoja. Aby sa dosiahlo rovnomerného oprazenia vSetkych zfn, vyuziva sa k tomu kolobeh
hortdceho vzduchu, ktory na zrnd pdsobi neustale po urciti dobu. Pri prazeni zohrava dolezita
ulohu hlavne tvar a vel'kost’ kavového zrna. Vel'ké zrna potrebuji vyssiu opatrnost’ pri prazeni
nez tie menSie, pretoze su jemnejSie a 'ahko by sa spalili. Menej prazend kava je oproti
preprazene] tmave] kave omnoho svetlejSia. Pri prazeni dochadza k pyrolyze, kde kluc¢ovi
ulohu zohrdva prave teplota. Jej hodnota by sa mala pohybovat’ medzi 203 — 205 °C. Pri tejto
teplote totiz v procese pyrolyzy dochddza k degradacii tukov a sacharidov, uvoltiuju sa
delikdtne oleje a uvol'tiuju sa plynné latky [28,29].

Aby nedoslo k vyraznej strate éterickych olejov v kdvovych zrnach, musia sa po vybrani
z praziacej pece rychlo ochladit. Fenolické latky, ktoré sa tvoria pri prazeni, maju za nasledok
prijemnud kdvovid arému Cerstvo prazenej kavy. K vyrovnaniu tejto aromy dochadza po troch az
piatich drioch po uprazeni. Pritomnost vody a rozpustnych latok v kavovych zrnach je d’alSim
dolezitym faktorom, ktory ovplyviiuje prazenie. Dizka a intenzita prazenia obsah tychto ltok
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znizuju, ¢o spdsobuje stratu 15 — 20 % hmotnosti zrna, naproti tomu vSak zrna nadobudaji na
objeme vd’aka tvorbe plynnych latok pri prazeni [29].

Postup prazenia ma vel'mi prisne zasady, ktoré vychadzaji z dlhorocnych skisenosti. Kdva
sa prazi na roznych stupiioch podl'a spotrebitel'skych navykov odberatelov. V Skandinavii st
zvyknuti na svetlejSie prazent kavu, zatial ¢o v krajindch ako Taliansko, Francizsko ci
v krajinach Juznej a Strednej Ameriky sa preferuje kava silne prazena [28,29].

Po uprazeni sa este odstraniuju vadné, zle uprazené zrna, ktoré by svojou pritomnost'ou mohli
negativne ovplyvnit' vyslednu chut kavového napoja. Kéva sa nasledne bali, s oh'adom na
zachovanie trvanlivosti, do ochrannej atmosféry, vdkua alebo pomocou pressurizacie [29].

2.7 Kavovy olej

Ako bolo spomenuté v predchddzajuicich kapitolach, prirodné extrakty obsahuju latky ucinné
ako UV filtre a zlu€eniny, ktoré sa Coraz viac zaCinaju uplatiiovat’ v priemyselnej vyrobe nielen
kozmetickych pripravkov. Kavovy napoj je znamy pre svoje blahodarne ucinky uz po
staroCia. S rychlym vyvinom technolégii v poslednych desatrociach vSak prislo na rad aj
skimanie tohto ndpoja z chemického hl'adiska. Percentudlne chemické zlozenie prirodnych
latok a biomolekul prehl'adne znazoriuje Tabul'ka 4 [30].

Tabulka 4 Chemické zloZenie (%) zelenych kavovych zin druhov Arabika a Robusta [30].

Arabika Robusta

Mineraly 3,0-42 40-4,5

Kofein 09-1,2 1,6 -24
Lipidy 12,0 - 18,0 9,0-13,0
Chlorgenné kyseliny 5,5-8,0 7,0-10,0

Alifatické kyseliny 1,5-2,0 1,5-2,0

Oligosacharidy 6,0-28,0 5,0-7,0
Polysacharidy 50,0 - 55,0 37,0-47,0

Aminokyseliny 2,0 2,0

Proteiny 11,0-13,0 11,0-13,0

Vhodnym zdrojom ziskavania kdvového oleja z kavovych zrn su kavové usadeniny ziskané z
uz pomletej a vyuzitej kavy ku kavovému napoju. Moderné technolégie posledné roky zacinaju
vyuzivat prirodné zdroje a biologické odpadné latky k dalSiemu uplatneniu v réznych
odvetviach vyroby. Setri sa tym tak Zivotné prostredie a zniZuje sa produkcia odpadu, ktory ma
potencial byt d’alej vyuzity [30].

Hodnoty kavového oleja sa liSia druh od druhu. Pre Arabiku je to priblizne
12 — 18 % oleja, pre kdvu Robusta o nieco menej, teda 9 — 13 % oleja [30].

Kavovy olej sa na analytické ucely ziskava pomocou extrakcie. Extrahuju sa tak kdvové
usadeniny vacSinou v organickych rozpastadlach. V minulosti to bol hlavne petroléter. Dnes
sa vSak do popredia dostavaju aj iné organické rozpustadla, ako napriklad hexan, bezvody
etanol, metanol alebo chloroform. Pred samotnou extrakciou je potrebné usadeniny
vysusit, aby sa predislo mikrobidlnemu rastu [30].
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Obr. 6 Kdva pred a po procese extrakcie. A) Cerstvé kavové usadeniny po pripraveni kdvového napoja, (B) ususené kdavové
usadeniny, (C) kdvové usadeniny zbavené tukov, po extrakcii oleja [31]

Pomocou kvapalinovej a plynove] chromatografie sa potom daju analyzovat jednotlivé
frakcie a obsah jednotlivych latok zastipenych v kdvovom oleji [30,31].

Takto pripraveny kavovy olej je mozné vyuzivat v mnohych odvetviach priemyselnej
vyroby, najmé vSak v kozmetickom priemysle. Je to hlavne preto, lebo kdva je potencidlny
zdroj prirodnych antioxidantov, fenolickych litok a flavonoidov, ktoré su schopné chranit
pokozku pred Skodlivym UV ziarenim [31].

2.8 Nanomaterialy

Nanomateridly v poslednych rokoch vyznamne ovplyvnili rdzne discipliny vedy
a techniky. Prvym odvetvim, kde sa zacali pouzivat nanotechnoldgie a nanomateridly, bol
kozmeticky priemysel. Pouzivanie nanomaterialov malo za ucel zlepSit doruCovanie
kozmetickych ingrendiencii do pokozky. Dal'Sou tlohou ich pouZivania bolo takisto aj zvySenie
stability urCitych komponentov produktu, ktoré mali tendenciu sa v Case skor rozpadnut alebo
znizovat svoju ucinnost’ v dosledku oxidacnych procesov [32,33].

Jedny z prvych nanocastic pouzivanych v kozmetickom priemysle boli oxid titani¢ity a oxid
zinocnaty. Ich uc¢inok bol vyuzity hlavne v produktoch na ochranu pred slneénym ziarenim,
zalozenych na odraze Skodlivych UVA a UVB lac¢ov a st pouzivané dodnes. Su vSak stcast'ou
aj inych kozmetickych pripravkov, najmi v dekorativnej kozmetike [33].

Stale vSak nie je presne dané, kol'ko druhov nanomateridlov sa v kozmetike vyuziva, pretoze
definicia nanomateridlu v kozmetike nie je pevne dand a stdle sa upravuje. Americkd Sprava
potravin a lie¢iv (FDA) vSak spracovala niekol'ko bodov, kde sa usmeriiuje Co je nanomaterial
pre kozmeticky priemysel, a zarovei reguluju pouzivanie takychto materialov. Jednym z tychto
bodov je napriklad oznacenie materidlu za nano-, pokial ma vo svojej Struktire aspon jeden
vonkajsi alebo vnutorny rozmer v nanomeritku, tzn. od nm po 100 nm. Dalej toto usmernenie
pojedndva o fyzikdlno-chemickych vlastnostiach, biologickych efektoch, ktorych atribity sa
pripisuju prave tomuto vnitornému alebo vonkajSiemu nanomeritku materidlu [34].

Eurépska unia pre reguldciu kozmetickych vyrobkov oznacuje za nanomaterial latku, ktora
je nerozpustna alebo bioperzistentna, o znamena, ze za urCitych podmienok radSej ostava
v ludskom organizme nez by nim bola zni¢ena. Je pripravena spdsobom, kde jej vonkajsi
rozmer alebo vnutorna Struktira spada do meritka od 1 — 100 nm [33,34].

Napriek tymto uzneseniam, ¢o je nanomateridl v kozmetike, vSak stale existuje niekol'ko
otaznikov nad pouzivanim nanomaterialov v kozmetickych produktoch. Ide hlavne o ich
stabilitu a rozpustnost, ked’ dojde do kontaktu s I'udskym organizmom. Mnohé nanomaterialy
pouzivané v kozmetike totiz zarucuju zlepSenu absorpciu do pokozky, avSak pri styku
s pokozkou mozu byt nestale, a tak stracaji svoju vlastnost’ dorucit’ dana latku efektivnejSie
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pod povrch pokozky. Tento vylepSeny transport latky do pokozky bol jednym z hlavnych
cielov, preco sa zacali nanomaterialy v kozmetike hojne vyuzivat [34].

Za stabilné anerozpustné nanomateridly vyuzivané v kozmetickych produktoch su
oznac¢ované najma nanocastice oxidu titani¢itého, zlata, striebra a polymérov. Ich stabilita bola
jasne preukdzand a svojim posobenim neohrozuju l'udsky organizmus [33].

2.9 Nanoncastice

Nanocastice a nanomateridly ziskali popredné miesto v technologickom vyskume a vyvoji
vdaka ich laditelnym fyzikalnym, chemickym a biologickymi vlastnostiam, ako napriklad bod
topenia, elektrickd atepelnd konduktivita, katalytickd aktivita ¢i  absorpcia
svetla. Nanostruktirne materidlly moézu byt charakterizované v zdvislosti na ich
vel'kosti, zlozeni, tvare ¢i pdvode. Vzhl'adom na zvySenu produkciu nanomateridlov
a nanocCastic sa vSak na toto rozdelenie nabaluje aj otdzka toxicity, ktord je potrebné brat
do uvahy [35].

Nanometer je jednotkou SI sdstavy a predstavuje 10-o metra v jednotkach dizky. Zdkladom
nanomaterialov je vSak fakt, ze vo svojej Struktire dosahuju velkosti 1 — 100 nm aspon
v jednom rozmere. Existuju rdzne klasifikacie nanocastic a nanomateridlov. Eurépska tnia ale
aj Spojené Staty maju niekolko legislativnych dokumentov dotykajicich sa prave
nanoStruktarnych materialov, avsak jedna, ucelend a medzindrodné platna neexistuje [32].

Viacsina najbeznejSich nanocastic moze byt rozdelena do Styroch kategdrii zalozenych na
materidloch, zktorych  si  pripravené. = Uhlikové  nanomateridly  (karbonové
nanotrubice, fulerény), anorganické materialy, organické Struktary ako napriklad dendriméry ¢i
lipozémy a kompozitné materidly predstavuju hlavné rozdelenie nanocastic. Medzi dalSie
delenie moze byt zaradené aj delenie podl'a pdvodu, a to na syntetické a prirodné. Prirodné
nanomateridly su pritomné bezne v prirode alebo vyprodukované urcitym biologickym druhom.
Tieto prirodné zdroje zarover slizia aj ako vhodné matrice pre d’alSiu vyrobu syntetickych
nanoStruktar pre technologické aplikacie [36].

2.9.1 Lipozémy

Lipozémy su kapsulovité uzatvorené vezikuly, ktoré enkapsuluji vodnd fazu. Vo vodnom
prostredi su tvorené z rozdispergovanych fosfoslipidov. Fosfolipidy st biologicky odvodené
latky, ktoré majid vysoku afinitu k l'udskej pokozke a javia sa ako bezpe¢né na pouzitie. Maja
vysoku funkcionalitu a tak sa hojne vyuzivaju v kozmetickom priemysle [37].

Mnohi vedci do lipozémov vkladaji vysoké ocCakavania, pretoze sd skvelé
absorbenty, vd’aka ich vysokej permeabilite a ich schopnosti uchovavat v sebe latky vo vztahu
k pokozke, konkrétne na jej vonkajSej vrstve a v stratum corneum. Zlep$uja nizku afinitu malo
rozpustnych latok alebo aktivnych latok k l'udskej pokozke. Lipozomy mdzu byt modifikované
enkapsuldciou roznych latok v zavislosti na pouziti a konkrétnom ucinku. Okrem kozmetického
uplatnenia, nachddzaji svoj potencidl aj v bioinzinierstve, genetickom inzinierstve,
biomembranovych modeloch alebo ako nosic¢e v riadenom uvol'fiovani lieCiv [37].

Prvy krat boli lipozomy popisané britskym hematolégom Alecom D. Banghamom, a to
v roku 1961 pri testovani elektronového mikroskopu, kde po pridavku negativneho Cinidla pre
vysus$enie fosfolipidov spozoroval podobnost’ s plazmatickou membranou. Ako dokaz sluzili aj
samotné fotografie z mikroskopu, kde bolo potvrdené, ze bunkova membrana je tvorena
lipidovou dvojvrstvou. Od tej doby sa lipozémy dostali do pozornosti mnohych vedcov a nastal
rychly vyvoj tichto Struktar [38,39].

Z tyzikalno-chemického hladiska st to veI'mi malé sférické molekuly. Svojou velkost'ou sa
vSak moézu lisit’. Tvori ich lipidova dvojvrstva a vnutorny kompartment, ktory je od vonkajsieho
okolia chrdneny. Této lipidovd dvojvrstva je tvorena vécSinou fosfolipidmi obohatenymi
o fosfatidylcholin. V niektorych pripadoch sa eSte na vonkaj§iu vrstvu pripajaju
ligandy, ktorych dlohou je rozpoznavanie a prijmutie lipozOmov danym tkanivom. Lipidova
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membrdna za beznych podmienok nie pre priepustnd pre vel'ké dip6ly, ako su napriklad
sacharidy ¢i proteiny, a pre i6ony. Maji amfifilny charakter, vd’aka comu sa m6zu vyuzivat ako
nosi¢e hydrofilnych aj hydrofébnych latok. NajcCastejSia metoda pripravy tichto Castic spociva
v naruSeni bunkovej] membrdny prirodnych fosfolipidov s cholesterolom, pomocou
ultrazvuku. Ich fyzikalno-chemické vlasntosti su ovplyvnené chemickym
zlozenim, pH, teplotou, velkost'ou, hydratdciou, technolégiou pripravy a taktiez aj ucinkom
Van der Walsovych interakcii. Vd’aka tomu sa urcuje ich stabilita, chovanie v organizme ale aj
usporiadanost’ [37,40].

Hydrofébne lie¢ivo
Hydrofilné liecivo

Vnutorné
prostredie

Hydrofilnd skupina

Obr. 7 Struktira lipozému, zdroj: vlastné spracovanie

2.9.1.1 Rozdelenie lipozomov

UJ Malé unilameldrne vezikuly (SUV)
Takzvané , Small unilamelar vesicles® (SUV), vo svojej Struktire maju iba jednu lipidovu
dvojvrstvu s priemerom < 50 nm. Maji vysoké membranové napitie, ktoré vyplyva
zo znacného zakrivenia membrany, a tym sa liS§ia od ostatnych lipozomov. Vzhl'adom na
vysokd deformaciu membran a z fyzikdlno-chemického hl'adiska su pomerne nestabilné.
Vdaka tomu je ich vyuzitie znacne obmedzené, pretoze si prepustnejSie pre hydrofilné
molekuly a nachylnejsie ku fuzii s va¢simi molekulami [41].

U Velké unilamelédrne vezikuly (LUV)
Vdaka vacSiemu priemeru (> 50 nm) su stabilnejSie a maji nizSie membranové napitie. Su
vhodnymi nosi¢mi hydrofilnych latok, vdaka svojemu vysokému obsahu vody vo svojej
Strukture [41].

O Vellké multilamelarne vezikuly (MLV)
Su pripravované vo velkosti 100—1000nm aobsahuju vysoky pocet lipidovych
dvojvrstiev, a preto spomaluju uvol'novanie enkapsulovanych hydrofilnych lie¢iv. Vzhl'adom
na tento vysoky pocet lipidov je pomer hydrofilného lieciva ku lipidom v MLV nevyhodny,
preto st vhodné skor lipofilné latky [41].

[ Velké oligolamelarne vezikuly (OLV)
Tieto vezikuly obsahuji mnohovrstevné membrany, spomal’uji uvoltiovanie lieciva a preto je
mozné podavat’ vyssie mnozstvo lie¢iva a prediZit’ tak jeho terapeuticky efekt. Pri priprave
LUV su OLV zvicsa vedlajsimi produktmi [41].

[J Multivezikuldrne vezikuly (MVV)
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Tieto lipozomy majia vo svojej Struktire enkapsulovanych viac menSich vezikulovych
Castic. Ako v predoSlom pripade, si vedlaj§imi produktami pripravy inych typov
vezikil, predovSetkym MLV [41].

2.9.2 Materialy pouzivané na pripravu nanocastic

2.9.2.1 Cholesterol

Cholesterol je amfipaticka zlu€enina, tvoriaca sucast’ bunkovych membran, ktora stabilizuje ich
Struktiru. Bunkam zaistuje permeabilitu membran a podiela sa na medzibunovej
komunikacii. Tieto faktory su v priprave nanocastic kI'i¢ové, pretoze cholesterol dokaze znizit
priepustnost rozpustnych molekul vo vode cez membrinu. Takisto je pritomny v rdznych
syntézach v 'udskom tele, napriklad pri syntéze vitaminu D, steroidnych hormoénov ¢i zl¢ovych
kyslin [42,43].

2.9.2.2 Lecitin
Lecitin alebo tiez fosfatidylcholin, je prirodzene vyskytujica sa latka vo vSetkych bunkovych
membranach cicavcov. Patri do skupiny fosfolipidov, ktorého prekurzorom je cholin. Je
hlavnou zlozkou prirodného s6jového oleja, z ktorého sa rafinaciou tiez ziskava. Zdrojom
lecitinu je aj vajecny Zltok [44].

Momentalne je to najviac vyuzivand prirodnd povrchovo aktivna latka
v potravindrskom, kozmetickom a farmaceutickom priemysle, nielen vdaka jeho skvelej
biokompatibilite €i nizkej toxicite, ale aj vd’aka tomu, Ze sa ziskava z obnovitel'nych prirodnych
zdrojov a je vyuzitel'ny vo viacerych ,,eco-friendly procesoch za relativne nizke naklady [45].

2.9.2.3 Poly(3—hydroxybutyrdt)

PHB je kryStalicky linearny polyester kyseliny 3-hydroxybutyrovej. Sluzi ako zasobarei uhlika
mnohych druhov baktérii a priemyselne sa vyraba fermentaciou glukézy baktériou Alcaligenes
eutrophus. Pri tejto vyrobe vznikd jedna opticky aktivna forma s konfigurdciou, ktord
vysvetluje jeho krystalicku strukturu [46].

CH, a
CH, 0 Bakteridlny enzym
- =
)\J\ %O
HO SwvuCoenzyme-A n

Derivat kyseliny 3-hydroxybutyrovej Poly 3-hydroxybutyrat (P3HB)

Obr. 8 Syntéza P3HB, prevzaté a upravené z [46].

PHB degraduje hydrolyzou, avSak jeho hlavna vyhoda je, ze svojimi mechanickymi
vlastnot'ami pripomina PET materialy. V l'udskom tele je biodegradabilny no zaroven dobre
degraduje aj v pode, takze sa hojne vyuziva aj v pol'nohospodarskych materialoch. Vsetky tieto
jeho vlastnosti sa taktiez vyuzivaju aj biomedicinskych aplikaciach alebo tkaninovom
inzinierstve [47].

2.9.3 Metody pripravy castic
Vsetky metody pripravy lipozomov pozostavaju z hlavnych 4 krokov. Zacina sa vysuSenim
lipidov z organického rozpustadla, nasledné sa lipidy rozdisperguji vo vodnom
prostredi, pokracujuc precistenim vysledného roztoku a jeho néslednej analyze [48].

Existuji dve hlavné metédy pripravy, a to pasivne a aktivne techniky zat'azenia. Medzi
pasivne techniky radime metddy mechanickej disperzie, metddy disperzie rozpustadla
a metody zalozenych na odstraneni neenkapsulovaného materialu [37, 49].
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2.9.3.1 Sonikdcia
Patri medzi metddy mechanickej disperzie. Je to jedna z najvyuzivanejSich metdd pri priprave
SUV. Da sa sonikovat bud’ sondou alebo sonikovat’ v kidpeli. V pripade sonikdcie sondou sa
sonda ponori priamo do lipidovej disperzie. Hrot tejto sondy doddva do disperzie vysoku
energiu. To mé za pric¢inu vznik lokélnej tepelnej energie a vd’aka nej moze dost k degradacii
lipozomov. Preto je dolezité, aby bola nadoba obsahujucia disperziu ponorena do vodného
kupela a predislo sa tak neprimeranému zahrievaniu a naslednej degradacii. Dal§ou nevyhodou
tejto metody je aj fakt, ze pri sonikacii sa tvoria spolu s SUV aj MLV C¢astice [50].

V pripade sonikéacie kupelom sa lipozomova disperzia umiestni do valca, ktory je
v kiipel'ovom sonikatore. V tomto pripade sa teplota disperzie kontroluje lepSie nez pri
sonikacii sondou [37,49,50].

2.9.3.2 Hydratdcia lipidovej dvojvrstvy

Pomocou organickych rozpastadiel dochadza k rozpusteniu lipidov, kde najCastejSim
rozpustadlom je chloroform. Roztok pozostdva z rozpustenia 10 —20 mg lipidu na 1 ml
rozpustadla. Takto vzniknuty roztok sa nasledne necha odparit na rotanej vakuovej
odparke. Vysledkom je tenky film fosfolipidov na dne a stenidch gulatej banky, ktory sa
pridavkom vody opat rehydratuje anésledne mieSanim bez vékua vznikaja MLV
Castice. Dolezitym krokom je vyber spravneho média, pomocou ktorého ddjde k hydrataci
lipidového filmu [49].

2.9.4 Charakterizacia castic

Pri priprave nanocastic je poslednym krokom ich samotnd charakterizacia. Ku
charakterizovaniu vzoriek sa dé pristupovat podl'a roznych kritérii. Medzi sledované veli¢iny
patri velkost' a stabilita Castic, obsah a uvolilovanie enkapsulovanych litok, antioxidac¢na
aktivita, enkapsulacna ac¢innost’ i cytotoxicita Castic [51].

2.9.4.1 Enkapsulacna ucinnost’

Popisuje ju rovnica vyjadrend v

Rovnica 3 [52]. Enkapsula¢na ucinnost’ je popisana ako mnozstvo latky, ktora je enkapsulovana
ku pomeru mnozstva latky, ktora bola na enkapsulaciu pouzita [52].

C : — C ) 7
Enkapsulacna Géinnost (%) = celkova “uvolnend . 1009, 3)

Ccelkova

Rovnica 3 Rovnica enkapsulacnej ticinnosti [52].

Mnozstvo latky, ktoré sa do Castic enkapsuluje, zavisi na jej lipofilnych a hydrofilnych
vlastnostiach a takisto aj svojou ochotou interagovat s lipidovou dvojvrstvou membrany.
Mnozstvo enkapsulovanej latky vplyva aj na imunitné bunky v pokozke, ktoré sa viac alebo
menej aktivuja pri prenikani latok cez pokozku v zévislosti prave na mnozstve latky, ktora je
enkapsulovana [53,54].

2.9.5 Metoda charakterizacie vel’kosti a stability castic pomocou dynamického rozptylu
svetla
Tato metoda sluzi na stanovovanie velkosti Ccastic, ktorych velkost sa pohybuje
v submikronove] oblasti. Je to neinvazivna metdda, ktorej princip je zalozeny na merani
fluktuidcie intenzity rozptyleného svetla z laserového zdroja okolo jeho priemernej
hodnoty. Fluktudcie nastdvaji z dovodu interferencného zoslabovania a zosilovania
svetla, ktoré sa rozptyluje na cCasticiach disperznej fazy, ktoré podliehaji Brownovmu
pohybu. Cim sa &astie pohybuju rychlejsie, tym viac sa zvySuje intenzita rozptyleného
ziarenia. Z toho vyplyva, ze rychlost’ zmeny je priamo iimerna na pohybu molekuly. Velkost
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Castic sa nasledne vypocita pomocou translaéného difuzneho koeficientu D, zo Stokesovej-
Einsteinovej rovnice [55].

Pred meranim je dolezité sledovat’ stav roztoku v kyvete, v ktorej je merany. V kyvete by
nemali byt’ prachové Castice a pri naplneni by nemala obsahovat’ bublinky, ktoré by mohli mat’
vplyv na signdl analytu a tym skresl'ovat’ vysledky merania [55].

Pri merani stability Castic sa vychadza z hodndt zeta potencidlu [55]. Tento potencidl sa
nachddza na rovine sklzu medzi CcCasticou a zdruzenou dvojvrstvou s obklopujicim
rozpustadlom. Odpudivé sily zapriCinuju vznik potencialovej bariéry. Velkost' tejto bariéry
vyjadruje vlastne vel'kost zeta potencidlu. Odpudivé sily taktiez maju za nasledok to, ze Castice
sa k sebe nemo6zu priblizit' tak, aby drzali pohromade. V praxi to znamena, ze ak maju Castice
vysoky negativny alebo pozitivny zeta potencidl, v rozotoku sa budu odpudzovat’ a tym padom
nebudu agregovat. V pripade nizkych hodndt zeta potencidlu, sa Castice budi naopak
pritahovat’ a bude dochadzat’ k agregicii a tvoreniu zhlukov. O stabilnych casticiach hovorime
vtedy, ak sa ich hodnoty ZP pohybuji mimo hodndt od +30 do —30 mV. Castice medzi tymito
hodnotami sui nestabilné a pravdepodobne bude v roztokoch tychto castic dochadzat
k agregécii a teda k poklesu ich stability [55,56].
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Obr. 9 Zndzornenie castice so zapornym povrchovym ndbojom, zeta potencidl, prevzaté a upravené z [57]

2.10 Nanovlakna a metody ich pripravy

Vel'ké pokroky v nanotechnolégiach maji za néasledok vytvdranie aj inych typov
nanomateridlov, ako st nanocastice. Medzi tieto materialy patria aj nanovlakna, ktoré pontukaji
vysoku produktivitu vyroby za pomerne nizku cenu [58].

Priemer nanovldken sa pohybuje v jednotkach nanometrov, pricom maja vel'ky povrch na
jednotku objemu a ich plocha je zavisla prave na priemere vlakna. Cim je priemer nanovlakan
VACSI, tym je vytvorena plocha mensia a naopak [58].

Nanovlakna je mozné vyrabat z prirodnych aj syntetickych polymérov. Pre zlepSenie
ich vlastnosti sa pouzivaju aj ich kombindcie, ¢im sa zabezpeci ich lepsSia biodegradabilita
vyuzitel'na v biomedicinskych aplikaciach [58,59].

V kozmetike ¢i medicine sa nanovldknové materidly vyuzivaji vo velkom meritku, prave
kvoli ich vynikajicim vlastnotiam ako vysoka porozita s malou vel'kost'ou porov ¢i spominana
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vel'kost povrchu k jednotke objemu. Spolu s nanoemulziami, lipoz6mmi a nanopigmentmi tak
predstavuju Siroku skupinu materidlov, ktoré sa cCasto vyskytuji v krémoch a olejoch
na opalovanie ¢i vo vlasovej kozmetike, a v medicine zas ako nosie latok pre cielené
uvol'niovanie lieCiv alebo ako obvazy a kryty ran. Vel'ka kontaktna plocha medzi nanovlaknami
a pokozkou poskytuje dorucenie kozmetickych latok alebo liec¢iv do hlbsich casti pokozky, ¢im
su Coraz CastejSie vyuzivané to ma za nasledok aj vyvin a vylepSovanie metdd spojenych s ich
pripravou [60].

Medzi metddy pripravy nanovldken patri samospdjanie, vyfukovanie a zvladknovanie
z taveniny, odstredivé zvlakinovanie a elektrospinning [60].

2.10.1 Priprava vlaken pomocou forcespinningu

Nova metoda pripravy nanovlaken vyuziva odstredivu silu na rozdiel od sil elektrickych, ako
je to v priprave pomocou elektrospinningu. Forcespinning vyuziva pre pripravu nanovlaken
kvapalné roztoky, ¢i tuhé latky rozpustené v roztokoch alebo dokonca aj taveniny, ktoré su
splietané do vldken. Nastavenim kluc¢ovych parametrov ako rychlost’ otacajucej sa trysky i jej
teploty alebo vzdialenostou trysky od kolektora sa dokaze zabezpecit dokonalda geometria
a morfoldgia vznikajicich vldkien. Touto metddou sa zamedzuje vzniku bubliniek a r6zneho
priemeru vldken [61].

V prvom kroku sa roztok polyméru zahrieva nad teplotu topenia. Nédsledné je tento roztok
privedeny do zvlaknovacej trysky, ktora obsahuje mnoho otvorov. Rychlost’ otacania
zvlakniovacej trysky moze dosahovat az 20 000 ot/min. Cez otvory v tryske sa roztok polyméru
vyhana pomocou odstredivej sily v podobe vldken na kolektor. V tejto technike, na rozdiel od
elektrospinningu, tu nezohravaju ulohu dielektrické vlastnosti roztoku ¢i jeho vodivost. To ma
za nasledok rozsirenie S§kaly pouzitelnych materidlov. Medzi obl'ubené materidly na
zvlaknovanie patri napriklad PA, PLA, PET, PTFE ¢i celuloza [62,63].

Kolektor

Obr. 10 Schematické zndzornenie forcespinningu,prevzaté a upravené z [62]

2.11 Testy cytotoxicity
V oblasti mediciny, biochémie, tkaninovom inzinierstve ¢i pri vyvoji liekov sa s obl'ubou
pouzivaju systémy bunkovych kultir na testovanie ich cytotoxicity, pretoze dokazu imitovat
stav in vivo [63].

Metody charakterizacie toxicity nanomateridlov in vitro su Standardizované pomocou
roznych cicavCich bunkovych Struktar. Tieto testy cytotoxicity pozostidvaji z priameho
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kontaktu bunkovych §truktur s bunkami, kde st pozorované bunkové zmeny pomocou rdéznych
mechanizmov, ako napriklad inkorporovanie farbiv alebo dodanie inhibitorov na pozastavenie
tvorby kol6nii. Najviac pouzivanym parametrom vyhodnotenia cytotoxicity a bunkovej
viability je pouzitie vitdlneho Cerveného farbiva, ktoré je vo vode rozpustné, prechddza
bunkovymi membrdnami a koncentruje sa v lyzozomoch, kde je udrziavané elektrostatickymi
vizbami v lyzozomalnom matrix. Mnoho latok ni¢i bunkové membrany a na zdklade zmeny
intenzity odtiena ¢erveného farbiva je mozné rozliSovat’ zivé a mrtve ¢i poskodené bunky [64].

Najpopularnejsia metdoda vyuzivajica zmenu odtiena farbiva je MTT test. Zavedeny bol
vroku 1983 Mosmannom, kde principom metody bolo pocitanie zivotaschopnych
buniek. Tento princip je zalozeny na redukcii MTT (3—[4,5—dimetyltiazol-2—-yl]- 2,5—
difenyltetrazoliumbromidu) na fialové kryStaly formazanu nerozpustné vo vodnom
prostredi, kde sa kultivuji bunky. Redukénym cinidlom je v tomto pripade bunkova NAD(P)H
oxidoreduktiza. Miera bunkovej metabolickej kapacity je podmienend schopnostou redukcie
farbiva a koreluje s poctom buniek. Enzymy sposobujuce redukciu farbiva su pritomné hlavne
v plazmatickej membrdne, cytoplazme asd spojené s oxidaCnou fosforylaciou
v mitochonridch. Pridanim SDS (dodecylsiranu sodného) sa formazanové krystaly rozpustia
v Ciry roztok, ktory je potrebny na spektrofotometrické stanovenie [65,66].
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Obr. 11 Reduckia MTT na formazdn, prevzaté a upravené z [67]

2.12 Mikrobialne testy

V roznych potravinarskych odvetviach je dolezit¢ aby sa kontinudlne dodrziavala
Cistota, sanitdcia a dodrziavanie technologickych procesov. Mikrobidlne testy predstavuju
skveltl moznost’ ako tieto zdsady dodrziavat’. Okrem toho sluzia k jednoduchej, pomerne lacne;j
a praktickej mikrobiotickej metdde urcenia zakladnych mikroorganizmov v potravinich pri
mikrobiologickych kontrolach. Ich jednoduchost spociva prave v tom, ze orientacné
mikrobitesty su pruzky Specialneho papieru obsahujice optimalnu zivnu podu na stanovenie
mikroorganizmov. Jednoduchym namocenim ¢i prilozenim papierového prazku do
sledovaného materidlu a uzatvorenim ho do prilozeného PET sacku, ktory sluzi ako kultivacné
prostredie, je hotova cela kontrola. Po dodrzani vSetkych doporucenych postupov, ako aj
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kultivacnych podmienok je vysledok analyzy dostupny uz do 12 hodin v zavislosti na type

stanovovaného mikroorganizmu [68].

Rozstrihnutie sacku s
mikrobitestom

Namocenie mikrobitestu priamo do
skusaného materialu

&

/

Vlozenie namoceného
mikrobitestu spat do
sacku — sposob otvorenia sacku

Odtrhnutie prizku oddeleného
perforaciou

Obr. 12 Postup prdce s mirkobitestami, prevzaté a upravené z [69]

Medzi hlavné vyhody screeningovych mikrobidlnych testov patri hlavne nizka cena,
moznost’ viacerych rozborov v jednej kontrole, d’alej nizsia asova narocnost’ a jednoduchost’

oproti beznym mikrobiologickym kontrolam [68].
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3 CIEL PRACE

Hlavny ciel’ prace bolo otestovat’ vhodné Struktary a aktivne zlozky, ktoré mali byt vyuzité pre
pripravu UV filtrov. Aby bolo mozné tito problematiku zvladnut, boli vykonané nasledujiice
Ciastkové ulohy:

O Literarna resers, ktora bola zamerana na prirodné UV filtre, ich vyuzitie v kozmetickom
priemysle a pripravu nanomateridlov

Priprava nanocastic a nanovlakien na baze PHA ako nosi¢ov UV filtrov
Funkcionalizacia nosi€ov vybranymi rastlinnymi extraktmi a stanovenie ich stability
Stanovenie SPF vybranych extraktov a pripravenych Struktir obsahujuce extrakty
Stanovenie biologickych ucinkov a nezavadnosti pripravenych Struktir

I O N A O
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité materialy ako vzorky
0 Cerstvo prazena kaiva UGANDA ROBUSTA, zem povodu Uganda
U Prazena kava 100% Arabica MOTMOT, zem p6vodu Brazilia
0 Kéava KOFIKOFI, zmes prazenych zfn 50% Arabica, 50% Robusta, zem pdvodu
Arabica — Juzna Amerika, zem povodu Robusta — Vietnam

4.2 Pouzité chemikalie
Follin-Ciocalteau ¢inidlo — p.a., LachNer (CR)
Uhli¢itan sodny — p.a., LachNer (CR)
Kyselina gallova — Sigma—Aldrich (Nemecko)
Etanol — p.a., LachNer (CR)
Hexan — Sigma—Aldrich (Nemecko)
ABTS (2,2 —azino-bis(3—ethylbenzothiazoline—6—sulfuric acid) diammonium salt) —
Sigma—Aldrich (Nemecko)
Peroxodisiran draseln{z — Sigma—Aldrich (Nemecko)
Trolox — Sigma—Aldrich (Nemecko)
Chloroform — VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
L—a—Phosphatidylcholine — for microbiology, Sigma—Aldrich (Nemecko)
Cholesterol — Sigma—Aldrich (Nemecko)
Polyhydroxybutyrat - HYDAL 7-12/4, FCH VUT v Brne (CR)
Hexahydrat chloridu zelezitého — p.a., LachNer (CR)
Milcom Mikrobitest (CR)
o Mikrobitest CA-1 pre stanovenie koliformnych baktérii
o Mikrobitest K1 pre stanovenie kvasiniek
o Mikrobitest P1pre stanovenie plesni
o Mikrobitest PRPM1 pre stanovenie vSetkych redukujucich mikrébov
DMEM with High Glucose, with 4.0 mM L-Glutamine, without Sodium Pyruvate —
BioTech (CZ)
Dodecylsiran sodny, Serva (Nemecko)
MTT - Duchefa Biochemie (NL)
Trypsin — Versene EDTA, P-Lab (CZ)
FBS fetdlne bovinné sérum — HyClone (USA)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Vitrum—LachNer (CR)
Chlorid sodny p.a., Vitrum—LachNer (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Vitrum—LachNer (CR)
Antibiotic-Antomycotic 100X (Biosera), Biotech (Nemecko)

N o R N I Y A B
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4.3 Pouzité pristroje

Electric Coffee Grinder SCG 1050BK, SENCOR

Vortex, Vitrum, Heidolph Reax top (Nemecko)

Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Nemecko)

Mikro 120 Centrifuge, Hettich Zentrifugen (Nemecko)

Centrifuge Z36HK, LaborTechnik HERMLE (Nemecko)

Analytické vahy, Boeco (Nemecko)

Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HS 3200, Bandeline (Nemecko)
Rotaéna vakuova odparka RV-ML, IKA Werke (Nemecko)

Pumpa New Era Pump Systems model NE-300, SpringePump (USA)
Koloidny DLS analyzitor Zetasizer ZS, Malvern (UK)
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IMPLEN Nanophotometer UV-VIS (Nemecko)

SOXTHERM® C. Gerhardt GmbH & Co. KG Analytical systems (Nemecko)
Rotacny zvlakniovaci pristroj (prototyp)

CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (Nemecko)

Inverzni biologicky mikroskop I-101 L—Scientific, Laboserv (CR)

Biohazard box, model Airstream, trieda II, ESCO (Nemecko)

N Y R O

4.4 Pouzité bunkové kultiry
[J HaCaT cell line, Human Keratinocyte cell line, Cell Line Service (Nemecko)

4.5 Priprava extraktov kavy

V pripade vzorieck kdv Arabica a Robusta boli najprv rozomleté zrnd v mlynceku
na kdvu, zaliate hordcou vodou a extrahované pomocou frenchpressu. Tento vodny extrakt
nebol pouzivany na pripravu olejovych extraktov. Kavové usadeniny z prvotnej vodnej
extrakcie boli po vysuSeni pouzité na druhd, hexanovu extrakciu. V pripade kdvy KOFIKOFI
bol materidl (kdvové usadeniny) odobrany od predajcov kdvy KOFIKOFI, ako odpadny
materidl po priprave kdvového nédpoja z pakového kavovaru, ktory bol nasledne po vysuseni
pouzity na hexanovu extrakciu.

4.5.1 Extrakcia podl’a Soxhleta

VysuSené kavové usadeniny vSetkych druhov kav boli pripravené na extrakciu
nasledovne. Bolo navazenych 10 g kdvovych usadenin do extrakénych patron. Pre kazdy druh
kavy sa navazilo do dvoch patron po 10 g kdvovych usadenin. Nésledne takto pripravena
patréna s materidlom bola utesnend vatou a zaliata 100 ml hexanu ako extrakéného
¢inidla. Pomocou pristroja Soxtherm® bola spustend extrakcia kdvovych usadenin. Doba celej
extrakcie trvala 3 hodiny a4 mintty pri 170 °C. Po skonceni extrakcie boli patrony eSte
ponechané cca 20 minut v pristroji na ochladenie. Po vybrati z extrak¢nej aparatury boli patrony
s materidlom vybrané zo sklenenych nadob. Zo sklenenych nadob vzdy oznafenych ako
A a B, boli extrakty preliate do predom pripravenych, ¢istych a zvazenych baniek s gulatym
dnom. Takto premiestneny materidl bol pripraveny na odparenie hexdnu z extraktu na rotacne;j
vakuovej odparke. Po odpareni hexdnu boli banky opidt zvazené a vysledny materidl bol
odpipetovany do Cistych vialiek, nasledne utesnenych parafilmom, umiestnenych do mraziaku
a skladovanych pri teplote —20 °C k d’al§iemu pouzitiu.

Obr. 13 Prebiehajiica extrakcia v hexane na pristroji Soxtherm
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4.5.2 Maceraty

Pocas prace bolo hlavnym cielom extrahovat’ kavové oleje extrakciou podl'a Soxhleta, kde ako
extrakéné Cinidlo bol pouzity hexan. Ako vedl'ajSiu tlohu pre porovnanie aj inych metdd
extrakcie sme zaradili macerovanie. Maceraty su extrakty, v naSom pripade oleje, do ktorych
sa uvolnovali u¢inné latky z kavovych usadenin. Doba maceracie trvala 60 dni, kedy bolo
navazenych 10 g kdvovych usadenin do plastovych nadob, ku ktorym bolo pridaného 10 ml
oleja. Nasledne boli nddoby uzatvorené, obsah v nich premieSany a ponechany stat’ na tmavom
mieste po dobu 60 dni, pocas ktorych sa obsah nadob pravidelne premiesSaval.

Pouzité boli tri druhy olejov, ato parafinovy olej, rastlinny slnec¢nicovy olej a olej
sojovy. Kavové usadeniny boli pouzité rovnaké, ako v celej prici, teda kdvové usadeniny
Arabica, Robusta a KOFIKOFI.

Po 60-tich diioch boli odobrané vzorky olejov, v ktorych bolo sledované ich SPF. Postup
prace v stanovovani SPF je popisany v bode 4.7.1.

4.6 Vseobecna charakteristika kavovych extraktov

Aby bolo mozné charakterizovat prirodné latky vo vzorkach, bolo potrebné stanovit
koncentrdciu fenolickych latok a antioxidacni aktivitu. Toto stanovenie bolo vykonané
spektrofotometricky.

4.6.1 Stanovenie fenolickych latok

Pri stanovovani celkovych fenolickych latok, resp. ich koncentricie vo vzorke, je potrebné
pripravit kalibra¢na radu a vyhotovit tak kalibracnu rovnicu, podla ktorej je mozné vypocitat’
koncentriciu u danej vzorky. Kalibracna rada bola zhotovena v koncentra¢nom rozmedzi
0,1 = 0,7 mg/ml, kde ako kalibracny S§tandard sluzila kyselina gallova. Merany roztok
pozostaval z Folin-Ciocalteauvovho ¢inidla, ktory bol zriedeny vodou v pomere 1 : 9. 1 ml takto
zriedeného Cinidla bol zmiesany s 50 ul vzorky a pouzitim vortexu priemieSany. Po 5 minttach
bol pridany 1 ml nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného. Roztok bol opit priemesany pomocou
vortexu a ponechany 15 minat stat. Potom bola zmerana absorbancia pri vlnovej dizke
750 nm. Vysledna kalibraénd rovnica zndrornend v Rovnica 4 sluzila na stanovenie
koncentracie fenolickych latok vo vzorkdch [70]. Vysledky si vyjadrené ako priemerné
hodnoty z troch merani (priemer + SD).

A=1,7842 ¢ 4)
R% = 0,962

Rovnica 4 Kalibracna rovnica pre polyfenoly

4.6.2 Stanovenie antioxidacnej aktivity

ABTS bolo potrebné rozpustit’ na koncentraciu ¢ = 7 mmol/l v destilovanej vode. Radikdlovy
aniéon ABTS bol pripraveny reakciou s 2,45 mmol/l peroxodisiranom draselnym. Roztok bolo
potrebné nechat’ stat’ minimalne 12 hodin na tmavom mieste pri laboratérnej teplote. Aby bolo
mozné pracovat s ABTS, bolo nutné ho najprv zriedit' etanolom na absorbanciu A = 0,700
s toleranciou # 0,050 nm pri vinovej dizke 734 nm oproti etanolu [71]. Do zizenej kyvety bol
napipetovany objem 1 ml roztoku ABTS, ndsledne bol napipetovany 10 pl extraktu. Cely obsah
bol rychlo priemesany a sledoval sa pokles absorbancie ithned’ po priemieSani a potom presne
v 10. minute. Ako blank bol pouzity roztok 1 ml ABTS spolu s 10 ul destilovanej vody. Ako
kalibracny roztok sluzil roztok Troloxu v koncentracnej rade 50 — 400 pug/ml. Antioxida¢na
aktivita bola nasledne vypocitand pomocou kalibracnej rovnice antioxidacnej aktivity
znazornenej v

Rovnica 5. Vysledky sud vyjadrené ako priemerné hodnoty z troch merani (priemer + SD).
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A=1,0994-c (5)
R% = 0,9958

Rovnica 5 Kalibracna rovnica antioxidacnej aktivity

4.7 Meranie UV spektra pomocou nanofotometra

Pomocou nanofotometra bolo premerané absorocné spektrum extraktov v rozsahu
od 200 do 800 nm. V pripade samotnych olejovych extraktov bolo z kazdého z nich odobrané
ur¢ité mnozstvo tak, aby sa po zriedeni etanolom dostalo koncentracie 200 pg/ml [23]. Meralo
sa oproti blanku, ktory tvoril etanol.

4.7.1 Vypocet SPF

Pri vypocte SPF sa pracovalo s rovnicou podl'a Mansura, uvedent v

Rovnica 2 [23]. Ako bolo spomenuté, vzorky extraktov boli pripravené riedenim v etanole na
koncentraciu 200 pg/ml. Nasledne bolo premerané absorpcné spektrum od 200 do 800 nm,
z ktorého sa vybrali absorbancie pre vlnové dizky v rozsahu od 290 do 320 nm s krokom 5 nm.
Suma tychto hodndt bola pouzitd pri vypocte celkového SPF jednotlivych extraktov [23].
Vysledky sd vyjadrené ako priemerné hodnoty z troch merani (priemer +SD).

4.8 Priprava nanocastic metédou sonikacie

Pocas celého experimentu sa pracovalo s dvoma typmi nanocastic. Prvé pozostavali z lecitinu
a cholesterolu vo vode, druhé boli obohatené o polyhydroxybutyrat (d’alej uz len
PHB). Jednotlivé navazky a postup pripravy je prehladne zobrazeny v Tabul'ka 5. Aby mohol
byt pouzity PHB, najprv bolo potrebné si pripravit' 4 % zasobny roztok. Ten bol pripraveny
rozpustenym potrebnej navazky PHB v chloroforme. V pripade lipozémov obohatenich
0 30 mg PHB toto mnozstvo odpovedalo 0,75 ml zdsobného roztoku PHB v chloroforme.

V prvom type Castic bol pri prirave najprv  vzdy navazeny cholesterol
a lecitin. Po premiesteni do kadi¢ky sa pridalo odpovedajice mnozstvo vody, jemne sa
premieSalo a roztok bol pripraveny na sonikaciu.

V druhom type Castic, sa do skimaviek typu Eppendorf navazilo potrebné mnostvo lecitinu
a cholesterolu. Pridalo sa odpovedajuce mnozstvo roztoku PHB a cely obsah v skimavke bolo
potrebné poriadne premiesat’ do vzniku ¢ireho roztoku. Takto pripraveny roztok bol priliaty do
kadicky, v ktorej bola predom pripravend destilovand voda o danom objeme. Roztok bol
pripraveny na sonikéciu.

Sonikdcia prebiehala pod tyCovym ultrazvukom pri intenzite 50 % za sucasného chladenia
vo vodnom kupeli. Pri druhom type Castic sa po sonikacii kadic¢ka s roztokom umiestnila do
digestoria na magneticka mieSacku s ohrevom na 50 °C za stdleho mieSania, aby bol odpareny
chloroform z roztoku.

Tabulka 5 Prehlad navaZiek jednotlivych chemikalii pri priprave nanocastic

Priprava nanocastic — lipozomov
Ltyp IL.typ
Cholesterol 10 mg 10 mg )
Lecitin 90 m 60 m Sonikdcia 4x15
g g sekund
PHB — 30 mg
Destilovana voda 10 ml 10 ml
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4.8.1 Priprava nanocastic s hexanovymi extraktami metédou sonikacie

Postup pripravy nanocastic s obsahom olejovych extraktov sa zhodoval s postupom pripravy
v bode 4.8, kde sa este ku kazdému typu nanocastic pridalo mnozstvo 100 pl kazdého typu
olejového exktratu. Okrem 100 pl pridavku extraktu bol pouzity aj pridavok 10 ul extraktu pre
optimalizaciu pripravy Castic s extraktami. Celkovo tak spolu vznikla rada 8 vzoriek, ktora je

prehl'adne zobrazend v Tabulka 6.

Obr. 14 Pripravené Castice s obsahom extraktov (2. — 4.), Castice s obsahom PHB a extraktov (6. —8.)

Tabulka 6 Rada vzoriek pripravenich metodou sonikdcie

Vzorka ¢. Obsah Vzorka ¢. Obsah
, . II. typ — prdzdne
1. L. typ — prazdne Castice 5. Castice + PHB
L typ IL typ
2. + 6. +
100 pl extraktu A 100 pl extraktu A
L typ IL typ
3. + 7. +
100 pl extraktu B 100 pl extraktu B
L typ IL typ
4. + 8. +
100 pl extraktu C 100 pl extraktu C
Tabulka 7 Pozndamka k Tabulka 6
Extrakt Olejovy extrakt z kavy
A Arabica
B KOFIKOFI
C Robusta

34




4.9 Stanovenie enkapsula¢nej ucinnosti nanocastic

Do skumaviek typu Eppendorf bol pipetovany 1 ml z kazdého druhu pripravenych cCastic. Tie
boli odstred’ované najprv 5 mintt pri 6 000 rpm, po odstredeni bolo zo skimavky opatrne
odobranych 100 ul supernatantu. Potom pokracovalo odstredenie ¢astic po dobu 60 mindt pri
14 500 rpm. Supernatanty boli prepipetované do Cistych skimaviek typu Eppendorf a boli
pouzité k premeraniu a ndslednému stanoveniu fenolickych latok v supernatante. Enkapsula¢na
ucninnost’ v percentdch bola vypocitana ako podiel enkapsulovanych fenolickych latok
k celkovému mnozstvu fenolickych latok stanovenych v samostatnych olejovych extraktoch.
Vysledky sd vyjadrené ako priemerné hodnoty z troch merani (priemer + SD).

4.10 Stanovenie vel’kosti nanocastic pomocou DLS

Odobrané mnozstvo supernatantov po 5 mintitovom odstredeni popisané v bode 4.9 bolo
v skimavkéch typu Eppendorf nariedené 100-krat destilovanou vodou. V sklenenej kyvete pre
UV-VIS boli lipozmové Castice premerané na pristroji Zetasizer nanoZS. Merana bola
priemerna vel'kost’ Castic zaroven s distribuciou vel'kosti Castic.

Dalsia vel'kost' &astic bola zmerana aj vo vzorkach, v ktorych po 60 minttovom odstreden{
pri 14 500 rpm a odobrati supernatatntov ostali odstredené sedimenty. Sedimenty boli
rozsuspenodavné 1 ml destilovanej vody, nariedené 100-krdt a opat zmerana distribucia
a priemerna vel'kost' Castic. Vysledky si vyjadrené ako priemerné hodnoty z troch merani
(priemer + SD).

4.11 Stanovenie stability ¢astic pomocou zetapotencialu

Vzorky pripravené 5 mindtovym odstredenim a 100 ndsobnych zriedenim spolu so vzorkami
ktoré vznikli rozsuspendovanim sedimentov v destilovanej vode a tiez stondsobnym zriedenim
boli podrobené stabilitnému meraniu. Do kyvety so vzorkom bol umiestneny elektr6dovy
nastavec. Dalej sa so vzorkami pracovalo ako pri merani velkosti Gastic na pristroji Zetasizer
nanoZS. Merany bol vSak zeta potencidl, kde na zdklade ziskanych hodndt bolo mozné odvodit
stabilitu jednotlivych pripravenych cCastic. Idealna hodnota pre stabilné Castice sa pohybuje
mimo rozmedzia — 30 az + 30 mV. Cim vyssia bola hodnota zeta potencialu od tohto intervalu,
tym sa povazovali pripravené lipozomalne Castice za stabilnejSie. Vysledky su vyjadrené ako
priemerné hodnoty z troch merani (priemer + SD).

4.11.1 Stidium kratkodobej a dlhodobej stability castic

Kratkodobd stabilita bola sledovand u vSetkych typov vzoriek v ¢asovom useku siedmych
dni. Merali sa vzorky v prvom dni pripravy, po troch diloch a po tyzdni. Kratkodoba stabilita
bola vypocitana na zaklade mnozstva uvolnenych fenolickych latok. Dlhodob4 stabilita bola
stanovend po 60-tich dnoch pripravy, rovnakym spdsobom ako pri stabilite
kratkodobej. Priprava vzorky spocivala v 60 minitovom odstredeni pri 14 500 rpm, 1 ml
roztoku cCastic, z ktorého bol odobrany supernatant a sediment bol rozsuspendovany
destilovanou vodou. Mnozstvo uvol'nenych fenolickych latok v odobranom supernatante bolo
stanovené podla bodu 4.6.1.

4.12 Priprava PHB nanovlakien

Na pripravu nanovlaken je potrebnd pripravd 4 % zasobného roztoku PHB. Zasobny roztok sa
pripravuje rozpustenim odpovedajucej navazky PHB v chloroforme na magnetickej miesacke
do uplného rozpustenia PHB.

4.12.1 Priprava nanovliken pomocou metdédy forcespinning

Pri vytvérani vldken pomocou forcespinningu sa zadsobny roztok PHB pomaly prikapaval zhora
do stredu terCiku. Extrakty boli pridané priamo do roztoku PHB rozpustenom v chloroforme
v 10%-nom pridavku Po vytvoreni vlaken na tyc¢iach pristroja, boli vldkna opatrne odobrané
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zich ploch. Nanovldkna vytvorené touto metdodou pripominaju velmi jemnu tkaninu,
Struktirovo pripominajuv vatu.

4.13 Testy mikrobialnej aktivity

Mikrobitesty predstavuji jednoduchd a prakticki mikrobiologicki metédu k urCeniu
zdkladnych skupin mikroorganizmov pri screeningovych mikrobiologickych kontroldch
napriklad v potravindrskom priemysle. Mikrobitesty su pruzky Specidlneho papieru, ktoré su
napustené vhodnou zivnou pddou obohatené pridavkami indikatorov a selektivnych ¢inidiel
surcitou nasavaciou schopnostou. Pruzky mikrobitestu su ulozené v polyetylénovych
sackoch, ktoré sluzia ako kultiva¢né prostredie. Po namoceni vo vzorkich sa uchovavaju
v termostatoch pri doporuc¢enych optimalnych teplotach, ktoré zavisia od druhu uréovanych
skupin.

Priprava vzoriek na urCenie mikrobialnej aktivity prebiehala v sterilnych podmienkach
podl'a navodu uréeného vyrobcom. Kontrole boli podrobené kdvové sedimenty troch druhov
kav, ktoré sa nechali su$it na volnom vzduchu pri laboratornej teplote. Materidly boli
ponechané schnit' po dobu jedného tyzdna, priCom sa pravidelne kontrolovala ich miera
usus$enia. Po ulnom vysuSeni materialu boli vykonané mikrobialne testy.

Po uplnom vysuSeni kavovych usadenin boli tieto vzorky podrobené Styrom typom
mikrobidlnej kontroly, ato kontrolou na plesne, kvasinky, koliformné baktérie a vSetky
redukujice mikroorganizmy.

4.13.1 Testy mikrobialnej aktivity na koliformné baktérie

MIKROBITEST CA je urCeny na kontrolu koliformnych baktérii. Postup spocival v expozicii
pruzku s materidlom po dobu 30 sekund, kedy bol pruzok uplne nasiaknuty. Po expozicii bol
test opat umiestneny do polyetylénového sacku, uzavrety a umiestneny do termostatu
s teplotou nastavenou na 37 °C po dobu 16 hodin. Pozitivny vysledok je urCeny ostro
ohrani¢enymi koloniami ¢ervenych bodiek.

4.13.2 Testy mikrobialnej aktivity na kvasinky

V pripade MIKROBITEST K, urCenom na kontrolu kvasiniek bol postup pouzitia
nasledovny. Doba expozicie prizku s materidlom trvala 1 minitu. Polyetylénovy sacok
s testom bol umiestneny do termostatu vyhriatom na 30 °C na 4 dni. Pozitivny vysledok testu
zobrazuje koldnie kontrastujice so zelenkavym podkladom testu.

4.13.3 Testy mikrobialnej aktivity na plesne

MIKROBITEST P je ur€eny na kontrolu pritomnosti plesni. Vzorka bola podrobend kontrole
postupom doporucenym dodavatelom testov. V pripade kontroly na plesne, doba expozicie
testovacieho pruzku s materidlom trvala 5 sekund, po expozicii bol polyetylénovy sacok
s testom uzavrety a umiestneny do termostatu nastaveného na 25 °C po dobu 5 dni. V pripade
pozitivneho vysledku sa na testovacom pruzku s materidlom objavuji koldnie, ktoré dobre
kontrastuji s prazkom a rastd v prirodnych farbach.

4.13.4 Testy mikrobialnej aktivity na vSetky redukujice mikroorganizmy

Poslednym testom na kontrolu pritomnosti vSetkych redukujucich mikroorganizmov bol
MIKROBITEST PRPM. Doba expozicie pruzku s materidlom trvala 1 mindtu. Do termostatu
s nastavenou teplotou na 37 °C, bol testovaci pruzok v sacku umiestneny po dobu
24 hodin. Pozitivny vysledok zobrazuje ostro ohranic¢ené Cervené bodky na pruzku.
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4.14 Testy cytotoxicity materialov pomocou MTT testov

4.14.1 Kultivacia keratinocytov

Kultivacia keratinocytov HaCaT prebiehala v kultivacnych nadobach v kultivatnom médiu
(DMEM with High Glucose, with 4.0 mM L-Glutamine, without Sodium Pyruvate). Nadoby
boli uchovavané v kultivaCnom termostate pri teplote 37 °C s 5% obsahom CO». V priebehu
vymeny meédia, 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 kultivacnej nadoby bolo pipetovanych 5 ml kultivaéného
meédia, pricom vymena meédia prebiehala za sterilnych podmienok.

4.14.2 MTT test

Cytotoxicita vybranych druhov cCastic a vlakien bola Studovana na [ludskych
keratinocytoch, nakol’ko pripravené nanomateridly maju potencialne vyuzitie v kozmetike ako
UV filtre. Koncentracie Castic, ktoré boli pre test vybrané, sa pohybovali v rozmedzi 2 — 14 %.
Najskor bolo do jamiek v 96—jamkove] mikrotitracnej doStiCky napipetovanych 100 pl
bunkovej kultary a bola ponechana rast’ v termostate po dobu 24 hodin v kultivaénom médiu.
Testované Castice boli zriedené 1:1 sterilnou vodou, prefiltrované cez sterilny filter
(200 nm) a kultivaénym médiom zriedené na pozadovanu koncentraciu. Z takto pripravenych
vzoriek bolo do kazdej jamky pridanych 100 pl. Ako kontrola bolo pouzité kultivaéné meédium
a ako negativna kontrola bol pouzity etanol. Po 24 hodinach bolo do kaZdej jamky pridanych
20 ul MTT, ktoré bolo rozpustené v PBS na koncentraciu 2,5 mg/ml a sterilizované
mikrofiltraciou. DostiCky boli kultivované po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby bolo do kazdej
jamky pridanych 100 pl 10 % SDS rozpusteného v PBS z dovodu zvySenia rozpustnosti tmavo
fialovych  kryStalikov  formazanu. Dosticky boli  skladované v tme po dobu
24 hodin. Cytotoxicita bola vyhodnotena spektrofotometricky na ELISA Readeri pri vlnovej
dizke 562 nm. Pre vyhodnotenie cytotoxicity boli hodnoty absorbancii porovnavané
s hodnotami absorbancie blanku (kultivatné médium). Vysledky si vyjadrené ako priemerné
hodnoty z troch merani (priemer + SD).

Pre stanovenie cytotoxicity vlakien bola pouzia 24—jamkova dosticka. Testované vlakna boli
zvazené, uchovavané v skimavkach typu Eppendrof a sterilizované UV Ziarenim v laminarnom
boxe po dobu 20 minut.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

PoCas vsetkych experimentov sa pracovalo stroma typmi olejovych extraktov
(A, B, C) a s dvoma druhmi castic (I, II.), popisanich v kapitle 4.8. Kvoli prehl'adnosti st tieto
skratky uvedené v Tabul'ka 8. Pripravovalo sa vzdy 8 druhov Castic, kde oznaCenie od 1 do 4
popisuje lipozomy &isté, teda skratka C, do ktorych sa pridavali este hexanové extrakty. Skratka
A znaCi hexanovy extrakt z kdvy Arabica, pri skratke B ide o hexanovy extrakt kdvy
KOFIKOFI a skratka C oznacuje hexanové extrakty kavy Robusta. Oznacenie od 5 do 8 patri
lipozomom, ktoré vo svojej Struktire obsahuju PHB, oznacenie P.

Tabulka 8 Skratky pre castice a hexanové extrakty extrakty

5.1 Vseobecna charakteristika extraktov

Pocas celého experimentu sa pripravovali hexdnové extrakty. Jednalo sa o extrakcie podla
Soxhleta pomocou plne automatizovaného extrakéného pristroja Soxtherm®. Postup price je
popisany v kapitole 4.5.1. Pripravené hexdnové extrakty boli podrobené meraniam vytaznosti
extrakcie jednolivych druhov olejov (hexdnovy extrakt), meraniam na stanovenie celkového
obsahu fenolickych latok a antioxidacnej aktivity. Spolu s touto charakteriziciou sa sledovalo
aj SPF pripravenych extraktov.

5.1.1 Vytaznost’ hexanovych extraktov

Vytaznost' extrahovanych kavovych olejov z extrakcie podl'a Soxhleta bola stanovena ako
percento hmotnosti extraktu k povodnej navazke danej vzorky kévovej usadeniny. Najvyssie
percento vytazku dosiahol olejovy extrakt typu kavy KOFIKOFI, ktorého hodnota Cinila
12,59 %, o nieco nizsiu vytaznost mal hexanovy extrakt z kavy Arabica a najniz§iu vytaznost
vykazoval olejovy extrakt z Robusty, ktorého hodnota Cinila 4,35 % z celkovej pdvodnej
navazky. Na Obr. 15 su na ukazku zobrazené pripravené hexanové extrakty.
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Hexanovy Hexanovy Hexanovy
extrakt kava extrakt kava extrakt kava
Arabica KOFIKOFI Robusta

Obr. 15 Pripravené hexdnové extrakty roznych druhov kdv

14 12,59

VytaZnost extrakcie [%)

Arabica KOFIKOFI Robusta

Obr. 16 Vytaznost extrakcie podla Soxhleta v %

5.1.2 Obsah fenolickych latok v extraktoch

Tabul'ka 9 zobrazuje stanoveny obsah fenolickyh latok v jednotlivych extraktoch. Najvyssiu
hodnotu fenolickych ldtok mal hexdnovy extrakt, olej kavy Arabica. Vysledok potvrdil nase
oCakavania pocas prace, pretoze kava Arabica je znama svojim vysokym obsahom ucinnych
latok, ktoré boli potvrdené aj nas§im meranim. Naopak najnizsiu hodnotu sme zaznamenali pri
kave Robusta. Uz pri samotnom zaciatku pripravy kavového ndpoja a nasledného susenia
kavovych usadenin bolo zrejmé, ze tento druh kdvy v sebe nesie o nieCo menej ucinnych
latok. Napovedala tomu intenzita arémy nédpoja aj sfarbenie kdvovych usadenin. Zmes kiv
Arabica  a Robusta, kdva  KOFIKOFI, bola svojim obsahom fenolickych
latok 311,811 + 1,554 mg/g priblizne v strede medzi hodnotami ostatnych vzoriek, co
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koreSponduje aj s percentudlym zlozenim kavovyvh zfn, a teda 50%-nym obsahom kdvovych
zfn kazdého druhu kavy v zmesi KOFIKOFI..

Tabulka 9 Celkovy obsah fenolickych ldatok v hexdnovych extraktoch.

Extrakt Arabica KOFIKOFI Robusta
Fenolické latky 341,398 + 1,611 311,811 + 1,554 239.831 + 1,017
[mg/g]

5.1.3 Antioxidacna aktivita extraktov

Postup prace pri merani antioxidacnej aktivity hexanovych extraktov je uvedeny v bode
4.6.2. Z nameranych hodnot je patrné, ze vysoku antioxida¢nu aktivitu mal hexanovy extrakt
z kdvy Arabica. Je vSeobecné zname, ze kava Arabica patri medzi najkvalitneSiu odrodu
kavovnika a ma bohaty obsah ucinnych latok, medzi ktoré patria aj antioxidanty. Kdva
KOFIKOFI bola zmes Arabicy a Robusty, hodnota jej antioxida¢nej aktivity vSak bola o nie¢o
vysSia ako pri kave Arabica, rozdiel ale nie je Statisticky vyznamny. Kavové
usadeniny, z ktorych bol extrakt pripraveny, vsak presiel inou Gpravou ako ostatné dva druhy
kavovych zfn. Jeho priprava spocivala v jemnejSom namleti zfn a kdvovy ndpoj bol pripraveny
pakovym kdavovarom. Ostatné dva druhy boli pripravované metédou frenchpress z hrubsie
namletych zfn, ¢o mdze byt dalsim dévodom, preco je hodnota obsahu antioxidantov o nie¢o
niz§ia. Namerané hodnoty prehl'adne zobrazuje Tabul'ka 10.

Tabulka 10 Hodnoty antioxidacnej aktivity hexanovych extraktov

Extrakt Arabica KOFIKOFI Robusta
Antioxidacna 1,692 + 0,099 1766 + 0.377 1,148 + 0,249
aktivita [mg/g]

5.1.4 Stanovenie SPF hexanovych extraktov

Bolo premerané SPF olejovych extraktov podl'a postupu uvedeného v bode 4.7.1. Tabulka 11
zobrazuje vypocitané hodnoty SPF pripravenych hexanovych extraktov. Hodnoty SPF boli
vypocitané podl'a Mansurovej rovnice uvedenej v Rovnica 2 Mansurova rovnica Najvyssiu
hodnotu SPF dosiahol hexanovy extrakt kdvy Arabica, a to 2,010 £ 0,027.

Tieto nizke hodnoty vSak nevychadzaji z nedostatocnej kvality pouzitého materidlu. Je
pravdepodobné, ze pouzity materidl — kavové usadeniny z uz pouzitej kdvy vacSinu svojich
aktivnych latok odovzdal do pripraveného kdvového ndpoja atak by vysledné hodnoty
korespondovali s nizkou nameranou hodnotou aktivnych latok.

Dalsou moznostou nizkeho SPF je aj fakt, Ze pouZité extrakéné &inidlo, hexan, nebolo
vhodnym cinidlom pre extrakciu UV-absorbujucich latok fenolického typu, ktoré st lepSie
rozpustné v polarnych rozpustadlach. Pri extrakci hexanom pravdepodobne nedoslo k dplnému
extrahovaniu ucinnych latok, ¢o takisto mohlo zapri¢init’ nizke hodnoty SPF.

Kavové usadeniny po extrakci boli eSte stale zafarbené, ¢o naznacuje, Ze nejaké latky
v usadenindch boli stdle pritomné, da sa teda predpokladat’ potencidlny vyssi vytazok. VyrieSit
by to mohla viacndsobnd extrakcia.

Tabulka 11 Stanovené hodnoty SPF jednotlivych hexanovych extraktov

Extrakt

Arabica

KOFIKOFI

Robusta

SPF

2,010 £ 0,027

0,570 + 0,008

0,179 + 0,002
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5.2 Priprava vlaken

V rdmci prace boli pripravené nanovldkna pomocou metddy forcespinning. Postup pripravy
nanovldken je popisany v bode 4.12.1. Tieto vldkna boli obohatené pridavkom oleja z kdvy
Arabica. Pri takto pripravenych vlaknach bol sledovany vplyv na viabilitu linie I'udskych
keratinocytov HaCaT.

5.3 Priprava Castic

V ramci celej prace sa pracovalo s dvoha druhmi ¢astic. Prvym druhom boli lipozémy a druhym
boli lipozémy obohatené o PHB. Postup ich pripravy bol okomentovany v bode
4.8 a4.8.1. Kontrolné cCastice sa pripravovali aj samostatne, bez uc¢innych latok
(vzorky 1 a 5), a teda bez pridavku hexdnovych extraktov. Spolu bolo pripravenych 8 typov
Castic. Stanovované v nich boli SPF, enkapsula¢na ucinnost’ a antioxidacna aktivita. Medzi
najhlavnejsiu Cast’ vSak bolo povazované stanovenie SPF Castic.

5.3.1 Velkost’ a stabilita castic

Na pristroji Zetasizer ZS bola na principe DLS stanovena velkost castic spolu
s polydisperzitnym indexom (PdI). Stabilita Castic bola stanovena taktiezZ pomocou pristroja
Zetasizer ZS na zdklade zeta potencidlu. Postup priace bol uvedeny v bode
4.10 a4.11. Stanovovana velkost a stabilita Castic bola sledovana pri dvoch typoch
vzoriek. V prvom pripade sa sledovala vel'kost a stabilita Castic, ktoré boli odstredené po dobu
5 mintt pri 6 000 rpm. Takto sa oddelili vel'ké Castice od mensich, ktoré ostali v supernatante
a mohli byt podrobené velkostnému a stabilitnému meraniu. Zaroven sa podrobili meraniu
Castice, ktoré boli odstredované 60 minut pri 14 500 rpm. Tymto sposobom sa dosiahlo
oddelenia neenkapsulovaného extraktu, ktory ostal v supernatante. V sedimente sa teda
nachéadzali takmer vSetky Castice a ich rozsuspendovanim a podrobenim analyze sa zistila ich
vel'kost’, distribicia a stabilita pri opdtovnom styku s vodnym prostredim. Tabulka 12 a
Tabul'ka 13 zaznamenava hodnoty zeta potencialu, velkosti a polydisperzitného idexu v prvy
denl a v siedmy defi od pripravy.

NajmenS$ia hodnota velkosti Castic odstredenych po dobu 5 minut bola 154,4 + 3,7 nm
a patrila lipozomom ¢istym, bez pridanych u¢innych latok, v prvom dni od pripravy. Najvyssia
hodnota bola stanovena na 541,8 + 18,0 nm pri lipozémoch obsahujicich PHB, bez pridanych
ucinnych latok, v siedmom dni od pripravy. Vo vSeobecnosti je mozné konStatovat,, ze nizke
vel'kosti Castic boli stanovené pri lipozomoch, ktoré neobsahovali PHB, v porovnani
s lipozomomami, ktoré PHB vo svojej Struktire mali. Je to ztoho ddovodu, ze PHB sa
inkorporuje do fosfolipidovej dvojvrstvy [72], tym vzrastie vel'kost’ Castic a suCasne su Castice
stabilnejSie. Polydisperzitny index bol stanoveny na hodnoty od 0,209 +0,009 do
0,414 £ 0,014, pricom mo6zme z tychto hodnot konStatovat, ze Castice vykazovali takmer
uniformny charakter. Pripravené ¢astice boli tiez mimoriadne stabilné o com svedcia aj hodnoty
ZP v tabul'kach. Vychadza sa z predpokladu, ktory bol spomenuty v bode 4.11 a teda namerané
hodnoty nespadaji do spominaného intervalu —30 az+ 30 mV. VSetky castice boli eSte
stabilnejSie v 7. denl od pripravy a je mozné konStatovat’, ze nedochadzalo k agregacii Castic
o ¢om sved¢i aj znizovanie hodnot ZP.

V Tabul'ka 13 su taktiez vSetky zaznamenané hodnoty, avSak tykaju sa Castic, ktoré boli
odstredované 60 minut pri  vysSSich otackach, kde bol odobrany supernatant
s neekapsulovanymi  extraktmi  asediment bol  rozsuspendovany  destilovanou
vodou. Do roztoku sa opitovne dostala védcSina Castic v povodnom stave, o ¢om svedcCia
hodnoty, ktoré sa takmer nelisili alebo lisili len vel'mi malo od hodndt pri padtminitovom
odstred'ovani. Niektoré namerané hodnoty sa vSak zvysili skoro az dvojnasobne, Co zas
vypovedd o tom, ze niektoré Castice po odstredeni a nislednom rozsuspendovani agregovali.
Namerané stabilitné data vSak poukazuju na velmi dobru stabilitu Castic a bolo mozné
zhodnotit’, Ze aj takéto Castice boli mimoriadne stabilné.
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Ked'ze hovorime o nanocasticiach, v prvy dei od pripravy bolo stanovené percento
Castic, ktorych vel'kost spadala do 100 nm vid’ Obr. 17. Z dit nameranych na pristroji Zetasizer
ZS vyslo, ze 10,52 + 5,02 % vSetkych pripravenych ¢astic odstredovanych 5 minut pri nizkych
otackach malo nizsiu velkost nez 100 nm. V kozmetike je v§ak mozné vyuzit aj Castice vacSie
nez 100 nm. Napriklad pre stanovenie cytotoxicity takychto ¢astic je mozné pouzit’ lipozomy
do vel'kosti 200 nm. Podl'a vyhodnotenych dat z vel'kostného merania bolo vypocitané, ze az
53,2 £5,18 % castic spadalo pod tito vel'kost. Tieto hodnoty boli stanovené pre lipozomy
obsahujuce iba olejové extrakty, bez pridavku PHB. V pripade Castic s PHB, iba 1,68 £1,00 %
bolo pripravenych do velkosti 100 nm. Velkost do 200 nm spifialo 21,45 +5,03%
pripravenych Castic s PHB a extraktmi. Je to sposobené prave PHB, ktory obohacuje obal
lipozémov a tak zvySuje ich vel'kost'.

Intenzitza
o

30 300
d [nm]

Obr. 17 Grafické znazornenie velkosti castic s hexanovymi extraktmi, bez PHB v prvy den pripravy, Sminiitové odstredenie

Na Obr. 187 je graficky zndzornend velkost pripravenych castic. Je nimi podporené
tvrdenie, ze Castice mali uniformny charakter, vzhadom na tvar kriviek. Taktiez, ze lipozomy
Cisté, bez extraktov a bez PHB (1.) vykazovali najnizsiu velkost'. Takisto je mozné vidiet, ze
vacsina Castic spadala do vel'kosti 200 nm, ¢o bolo overené aj vypoctom z nameranych dat.

Na Obr. 18 je graficky zndzornend vel'kost’ Castic s obsahom PHB a extraktmi, ktoré boli
podrobené 60 mindtovému odstredeniu pri vys$Sich otaCkach a ndslednému suspendovaniu
sedimentu. Ako bolo spomenuté, Castice boli vacSie vzhladom na pritomnost PHB v ich
Struktare. Je to aj potvrdené vypoctom zvelkostnych dat, z ktorych vyplyva, ze len
12,13 + 3,28 % castic spadalo do vel'kosti pod 200 nm. Uniformita Castic je taktiez preukdzana
tvarom kriviek.
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Tabulka 12 Hodnoty velkosti castic, polydisperzitného indexu a zeta potencidlu pre Castice odstredované po dobu 5 miniit, v prvom a siedmom dni

5 mindt 1. den 7. den
odstredené d [nm] PdI [-] ZP [mV] d [nm] PdI [-] ZP [mV]
1. Lipozémy bez extraktu 154,437 | 0326£0,040 | —33,8 £ 0,8 | 187,8+6,9 | 0414 £0,014 | 432 £3,7
2 klrz‘l’)zig:ly + extrakt 196,3£5,8 | 0264 0,017 | —434£0,1 | 2028+ 1,7 | 0,229+0,017 | =50,2 +0,6
3. Lipozémy + extrakt _ _
KORKOFL 199,4+2,1 | 0294+0,047 | —47,9+2,0 | 2109%3,1 | 0,261 +0,020 | —50,2 0,8
4. Ilig)l?jsi:ly + extrakt 169,1£0,6 | 0,209+0,009 | —41,2+ 1,4 | 204,3+2,8 | 0273 +0,017 | —48,7+0,6
> Il;ggzomy bezextrakth, s | 33522421 | 02660007 | —43.9+1,3 | 541.8+18,0 | 0411 £0,039 | -453 +0.4
6 klri‘l’)zig:ly +PHB +extrakt | hoy 7415 | 0252£0,013 | ~39.8+04 | 306,153 | 0258 +0,027 | -452+0.6
7. Lipozoémy + PHB + extrakt _ _
KOPKOH 2612+4,1 | 0228+0,005 | —37,8+1,2 | 2734 +5,1 | 0229+0,013 | —49,9 +2.3
% LiporOmy + PHB + eXtrakt | 2891420 | 0258 £0.047 | ~463£2.6 | 3051222 | 02390239 | 483212
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Tabulka 13 Hodnoty velkosti castic, polydisperzitného indexu a zeta potencidlu pre cCastice odstredované 60 miniit v prvom a v siedmom dni

Robusta

60 mindit 1. dei 7. def
odstredené d [nm] PdI[-] ZP [mV] d [nm] PdlL[-] ZP [mV]
. Lipozémy bez extraktu 3495+2,1 | 0,505+0,065 | -39,9+3,2 | 383,3+45,1 | 0,394+0,029 | —50,4+32
2. Lipozémy + extrakt Arabica | 308,1+4,8 | 0439+0,038 |-38,9+1,5| 344,5+39 | 0,323+0,058 | —40,5+1,3
. Lipozémy + extrakt _ _
KOFIKOEL 2473+6,0 | 0375+0,010 [ -373£2,0| 3474£6,1 | 03610014 | 369+ 13
4. Lipozémy + extrakt Robusta | 198,6+3,1 | 0,244+0,014 | -36,8+3,1 | 3552+22.4 | 0,430+0,035 | —40,4+ 1,5
+ Lipozomy bez 388,6 £30,5 | 0,300+0,073 | —-404+18 | 4640+ 11,4 | 04100016 | —50,1 +24
extraktu + PHB
' klrz‘l’ﬁg:ly tPHB +extrakt | 3567413 | 022140030 | ~36,7+08 | 4293+88 | 0,387 %0026 | ~41,7+29
. Lipozémy + PHB + extrakt _ _
KOMKOH 291,4+34 | 0,190+0,032 [ -340+1,0| 343,6+154 | 0,309+0,037 | 42,90,
-+ Lipozomy + PHB +extrakt | 3500158 | 023240020 | 294416 | 3659+72 | 023340020 | 43,719
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Obr. 18 Grafické znazornenie velkosti castic s hexanovymi extraktmi, s PHB v prvy deni pripravy, 60 miniitové odstredenie

V Tabulka 14 a Tabulka 15 st znazornené namerané hodnoty velkosti Castic, ich
polydisperzitného indexu a zeta potencidlu v prvom, tretom, siedmom a Sest'desiatom dni od
pripravy. Hodnoty boli namerané pre roztoky castic, ktoré boli odstred’ované pod dobu 5 mindit
pri nizSich otaCkach a Castic odstred’ovanych 60 minut pri vysSich otackach. Niektoré roztoky
Castic (vzorky 1., 2., 5., 6.) po 60 diioch od pripravy neboli detekované, pravdepodobne kvoli
mikrobidlnej aktivite plesni. V oboch pripadoch je v§ak patrné, ze vel'kost Castic sa po 60 diloch
eSte mierne zviacSila. VSetky vzorky vSak boli pomerne velmi dobre stabilné v priebehu
dlhodobého uchovavania, o Com svedcia aj ich ZP v 60. dni od pripravy. Vsetky vzorky je teda
mozné povazovat’ za relativne stabilné a uniformné, o com svedcia aj ich hodnoty PdI.

5.3.2 Enkapsula¢na ucinnost’ Castic

Postup stanovenia enkapsulanej ucinnosti bol popisany v bode 2.9.4.1. Pri merani
enkapsulacnej ucinnosti sa vychadzalo =z koncetracie uvolnenych fenolickych latok
po odstredeni Castic pri vysSich otackach. K tomuto stanoveniu sme pristupovali dvoma
spdsobmi. V prvom pripade sme zmerali enkapsulacnii ucinnost’ ¢astic s obsahom 100 pl
extraktu v prvom, tretom, siedmom a Sestdesiatom dni od pripravy.

Druhy sposob spocival v priprave €astic s pridavkom 10 pl extraktu. Bolo to z dovodu nizke;j
enkapsulacnej u¢innost pri pridavku 100 ul extraktu. Naopak vyssie hodnoty enkapsulacnej
ucinnosti boli namerané pri Casticiach s 10 pl pridavkom extraktu.

Tieto vysledky boli z nedostatku casu vyhodnocované len bezprostredne po priprave Castic
(1. deni) a bolo by ziaduce doplnit’ v nadvazujucej praci stabilitu takychto Castic.
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Tabulka 14 Casovy zdznam hodndt ZP,Pdl a velkosti pre Castice po 5 miniitovom odstredeni v prvom, tretom, siednom a Sestdesiatom dni od pripravy

- 1. den 3. deni 7. den 60. den
5 minut
odstredené
d [nm] pdl[-] ZP [mV] d [nm] Pdl [-] ZP [mV] d [nm] Pdl [-] ZP [mV] d [nm] Pdi [-] ZP [mV]
Lo [ saday | 00RO T80 0310496 | 0aaas0019 | TEEC | 1g78469 | 041450014 | TH2ED ND
2. 196358 | #2043 001 _43’f 0.1 1939219 | 0231+0,018 _39’2 =31 2028+ 1,7 | 0,229 +0,017 _5072 =0, ND
30 | 19axay | OPAFEOON TR igg s 1s 022020003 | HNOE2 ] 2109231 | 026120020 | 020 | 21042210 | 03100052 | =0
4 reazoe | POFO0 AL osga 08 | 025020001 | TPOF! | 204308 027320017 | =S| is76210 | 018220006 | =0
5. | assaxan | 020000 TEILL  ss350177 | 0314 x0019 | THIET | s4184180 | 041120039 | 30 ND
6. 202,715 | #22x001 TIOBE0 3042217 | 0,290+0,047 _338’8 =11 3061453 | 0,258 0,027 _41’; 2 ND
7. | astaxan [ OPEOO TS h6s a1 fo2siz00an | TE0 ) 273aest [ 02020013 | THTE2 | 213240 | 026720014 | T2 E0
8. | 289,120 | OPSFO0 ) THOIE2 Y hon1uis 02430010 | TBEET | 3050222 | 02390230 | THIEL | 3121449 | 02240031 | O
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Tabulka 15 Casovy zdznam hodndt ZP,Pdl a velkosti pre Castice po 60 mintitovom odstredent, v prvom tretom a siedmom a Sestdesiatom dni od pripravy

- 1. deid 3. dent 7. deit 60. den
60 minit
odstredené
d [nm] Pdl [-] ZP [mV] d [nm] Pdl [-] ZP [mV] d [nm] Pdi [-] ZP [mV] d [nm] Pdl[-] 2P [mV]
Lo [ sesw21 | PR 300430 | 376877 | 03040012 | 00EY | g3 sas | 0304 x0020 | T0TES
2. 3081 x48 | 000 | agor s | 35372122 | 037020076 | 10| 3445439 | 032350058 | H07ED
3. 2473560 | 21500 | 373200 | 20412335 | 034420062 | 30| 3474461 | 036150014 | OTED | 2102504 [ 023040005 | 0 ES
* 198.623,1 | POV a6gaa1 | 26162104 | 034220054 | TOBEZ | 35500224 | 043020035 | HOIEDL | 1065246 | 021020015 | OO
5. 388’6; 30, 0’30331' 001 404418 | 402,9+154 | 0,234 20,073 _2972 3 | 4640 £ 11,4 | 0,410 £0,016 —501 +2,
6. | 3267=13 | PP E00 | a67508 | 3283268 | 020220036 | 7F0 | 4293488 | 038720026 | =2
7. | 2onaxsa | OP0EO0) au0a 10 | 2808215 | 017920045 | 320 | 34364154 | 030920037 | 020 | 35654125 | 022820037 | =0
8. | 3500x58 | P20 p0ax16 | 3420233 (020026971 | POTEN] 3650272 | 02330020 | THTED | 3378433 | 024120006 | #0020
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Pre vyuzitie v kozmetike by boli idedlne hodnoty niekde medzi tymito nameranymi

hodnotami a teda pridavok 40 — 60 pl extraktu by bol vyhovujuci a hodnoty by sa pohybovali

niekde na hranici

100 %, ¢o by pri priprave krémov na opalovanie naslo svoje

vyuzitie. Po centrifugécii a rozsuspendovani Castic bolo experimentalne zistené, ze tento krok
Castice vyrazne neovplyvnil a neporusil a tak by sa v kozmetike pri priprave emulzi O/V, dali
vyuzit okrem sedimentov odstredenych Castic aj supernatanty s neenkapsulovanymi extraktami
ako cast’ vodnej faze.

Tabulka 16 Enkapsalucnd ucinnost pripravenych cCastic s obsahom 100 pl hexanového extraktu v %

Castice s pridavkom 100 pl

Enkapsulac¢na ucinnost’ [%]

hexanového extraktu 1.den | 3. deni | 7.dent 60.den
1. Lipozémy bez extraktu -
2. Lipozémy + extrakt 67.166 + 0.014 | 67.742 + 0,012 | 74,539 + %.021 ND
Arabica
3. 3.Lipozémy + extrakt
> opozony 92.816 + 0,008 | 75.734 % 0,027 | 86.759 % 0,026 | 94.727 + 0,006
4. 4.Lipoz6my + extrakt 62.319 +0.013 | 60.598 + 0,034 | 82.518 % 0,037 ND
Robusta
5. Lipozémy bez extraktu, B
s PHB
6. Lipozmy + PHB +extrakt | o5 16 1 009 84,562 = 0,028 | 94.758 + 0,031 ND

Arabica

Lipozémy + PHB + extrakt
KOFIKOFI

94,188 + 0,003

79,868 + 0,058

92,151 £0,032

95,626 + 0,009

Lipozémy + PHB + extrakt
Robusta

78,986 + 0,006

62,409 + 0,009

69,837 £ 0,028

ND

Vysvetlivky: ND (nebolo detekované)

Nedetekované hodnoty po 60-tich diioch od pripravy castic so 100 ul pridavkom extraktu

boli z dovodu biologickej degradacie vzoriek, spojené s mikrobiolickou aktivitou plesni.

Tabulka 17 Enkapsulacnd ticinnost Castic s pridavkom 10 pl hexanového extraktu v %

Castice s pridavkom 10pl ) gy oo lagna Geinnost [%]
hexanového extraktu

1. Llpogomy + extrakt 93.260 + 0,007
Arabica

2. Lipozémy + extrakt 87.908 + 0,004
Robusta

3. Lipozémy + extrakt
KOFIKOFI 92,900 £ 0,002

4. Llpo;omy + PHB + extrakt 96,371 + 0,007
Arabica

5. Lipozémy + PHB + extrakt 93,886 + 0,002
Robusta

6. Lipozémy + PHB + extrakt
KOFIKOFI 96,405 £ 0,001
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5.3.3 Stanovenie celkového obsahu fenolickych latok v casticiach

Pri stanovovani obsahu uvol'nenych fenolickych l4tok z pripravenych cCastic sa postupovalo
podla bodu 4.6.1. Na meranie boli pouzité supernatanty odstredenych roztokov castic
po 60 minutach pri vysSich otaCkach. Obsah fenolickych latok sa sledoval v prvom, tretom,
siedmom a Sest’desiatom dni od pripravy. Hodnoty 60 dni od pripravy vSak nie si kompletné,
nakol'ko vzorky podl'ahli kontamin4cii plesfiami. Tieto namerané hodnoty boli pouzité aj pri
d’alsich vypoctoch, konkrétne pri stanoveni enkapsulac¢nej t¢ninnosti Castic.

Namerané hodnoty pri lipozomoch bez pridania PHB s hexdnovymi extraktmi vykazuja
klesajuci charakter obsahu fenolickych latok. Najvyssi obsah fenolickych latok pri prvom type
Castic dosiahli ¢astice s hexdnovym extraktom KOFIKOFI, a to 1,255 + 0,008 mg/g. Najnizsia
hodnota bola naopak namerand v pripade cCastic s hexdnovym extraktom Robusta, a to
0,777 £0,013 mg/g.

V pripade castic s pridavkom PHB ahexdnovych extraktov boli namerané hodnoty
fenolickych latok v porovnani s hodnotami Castic bez pridavku PHB vyrazne nizsie. Je to
zapri¢inené prave pritomnostou PHB, ktory zvacSuje velkost ateda sa v Castici nachadza
potencidlne viac prestoru pre zapudzrenie latok. Vzhl'adom na to, ze PHB je lipofilna latka, tak
extrakty by mohli byt potencialne viazané v granulach PHB. Ked by sme porovnali hodnoty
vel'kosti Castic s PHB abez, takisto aj Castice s obsahom extraktov s PHB abez PHB, je
vidite'né ze Castice bez PHB su menSie nez tie, ktoré ho vo svojej Struktire maja. Takisto aj
Castice bez PHB a s extraktmi su svojou velkostou mensie v porovnani s ¢asticami s PHB
a s pridavkom extraktov. Obsah PHB tiez zrejme prispeva k vyssej dlhodobel stabilite Castic
(Tab.14, Tab. 15)

Tabulka 18 Obsah uvolnenych fenolickych ldtok z pripravenych castic v mg na g extraktu

Castice s pridavkom 100 pl Obsah fenolickych l4atok [mg/g]
hexanového extraktu 1 dent 3. dent | 7. dent | 60. den

1. Lipozémy bez extraktu -

2. Lipozomy + extrakt 1,065 +0,014 | 1,046 + 0,012 | 0,826 + 0,021 | 0,164 + 0,006
Arabica

3. Lipozémy + extrakt
KOMKOEL 1,255 + 0,008 | 0,757 0,027 | 0,413 + 0,026 ND

4. LipozOmy + extrakt 0,777 £0.013 | 0,813 £ 0,034 | 0,361 + 0,037 ND
Robusta

5. Lipozémy bez extraktu, ~
s PHB

6. Lipozémy + PHB + extrakt | , 155, ) 009 | 0,501 + 0,028 | 0,170 = 0,031 | 0,014 % 0,009
Arabica

7. Lipozémy + PHB + extrakt
KOMKOR 0,181 + 0,003 | 0,628 + 0,058 | 0,245 + 0,032 ND

8. Lipozémy + PHB +extrakt | ) 33, 006 | 0,775 + 0,009 | 0,622 + 0,028 ND
Robusta

Vysvetlivky: ND (nebolo detekované)

5.3.4 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity ¢astic

Postup stanovenia antioxidacnej aktivity bol popisany v kapitole 4.6.2. Namerané hodnoty
antioxidacne] aktivity zobrazuje Tabulka 19. NajvysSiu antioxidacnu aktivitu vykazovala
v oboch pripadoch Castic s PHB aj bez extrakt kdvy Robusta, konkrétne 0,026 + 0,016 mg TE
pri Casticiach bez pridavku PHB a 0,022 + 0,001 mg TE pri lipozémoch s obsahom PHB.
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Vsetky namerané hodnoty su vSak prilis nizke. Je ve'mi pravdepodobné, ze nizky pridavok
(10 pl) extraktu v celkovom objeme cCastic (10 ml) zapricinil takéto nizke hodnoty. Pri merani
antioxidacne] aktivity bola zmena abosorbancie v Case Oa v cCase 10 minit od pripravy
priblizne 0,050, ¢o z kalibracnej krivky sved¢i o nizkej hodnote pridavku extraktu, z coho
vyplyva, ze bol pravdepodobne namerany Sum.

Tabulka 19 Namerané hodnoty antioxidacnej aktivity pripravenych castic

Castice s pridavkom 10 pl Antioxidac¢na aktivita
hexanového extraktu [mg TE]

1. Llpogomy + extrakt 0,014 0,003
Arabica

2. Lipozémy + extrakt 0,026 + 0,016
Robusta

3. Lipozémy + extrakt
KOFIKOFI 0,021 + 0,004

4. Llpoz‘omy + PHB + extrakt 0,009 + 0,000
Arabica

5. Lipozémy + PHB + extrakt 0,022 +0,001
Robusta

6. Lipozémy + PHB + extrakt
KOFIKOFI 0,009 £ 0,003

5.3.5 SPF castic

Bolo sledované SPF pripravenych lipozomov bez, aj s pridavkom PHB a s hexdnovymi
extraktmi. Castice bez pridavku PHB mali v porovnani s ¢asticami s PHB niz§iu hodnotu
SPF. Vyplyva to prave z pritomnosti PHB v Strukture lipozomu, ktorého vlastnosti boli
popisané v predoslych kapitolach. Samotny polymér PHB teda vykazuje prispevok k celkove;j
hodnote SPF o hodnote cca 3,5 — 4,5, o bolo popisané aj v literatdire [72]. Po premerani SPF
vSetkych lipozomov po tyzdni od pripravy, bola hodnota ochranného faktoru vyssia takmer
dvojndsobne. Pri vel'kostnych meraniach bol zaznamenay narast velkosti Castic po siedmom
dni od pripravy. Prave narast vel'kosti ¢astic mdze mat za pri¢inu zvySenie hodnoty SPF, kde
moze dochéadzat’ k rozptylu ziarenia na samotnych Casticiach.

Tabulka 20 Stanovené hodnoty SPF pripravenych castic s pridavkom 10 ul hexanového extraktu v prvy a v siedmy deii od
pripravy

SPF castice s pridavkom 10 pl hexanového SPF
extraktu 1. den 7. den

1. Lipozomy + extrakt Arabica 1,133 £ 0,015 2,711 £ 0,035
2. Lipozomy + extrakt Robusta 1,190 + 0,025 3,727 +£ 0,048
3. Lipozomy + extrakt KOFIK OFI 1,509 + 0,019 2,870 + 0,037
4. Lipozémy + PHB + extrakt Arabica 5,514 £ 0,071 6,654 + 0,086
5. Lipozémy + PHB + extrakt Robusta 3,420 + 0,044 7,889 + 0,101
6. Lipozoémy + PHB + extrakt KOFIKOFI 3,334 +£ 0,043 7,587 + 0,097
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5.4 Testy mikrobialnej aktivity kavovych materialov
Ciel'om tejto Casti experimentov bolo overit potencidlnu kontamindciu odpadnych materidlov
ziskanych po priprave kavového napoja, o je potrebné overit pre vyhodnotenie bezpecnosti
tychto materidlov pre d’alSie pouzite napriklad v kozmetike. Na urCenie mikrobidlnej aktivity
boli pouzité testovacie pruzky od firmy Milcom. Pracovny postup na jednotlivé stanovenia bol
popisany v kapitole 4.13. Pri stanovovani boli jednotlivé testovacie pruzky oznacené
nasledovne:
Mikrobitest na stanovenie koliformnych baktérii
Mikrobitest na stanovenie kvasiniek
Mikrobitest na stanovenie plesni
Mikrobitest na stanovenie vSetkych redukujucich mikroorganizmov
Pri kazdom cCiselnom oznaceni bolo este dodatkové oznacenie pismenom.

A. Kévové usadeniny druhu kdvy Arabica

B. Kévové usadeniny druhu kdvy KOFIKOFI (B ako blend, kdva s podielom

50 % Arabica, 50 % Robusta

R. Kévové usadeniny druhu kdvy Robusta
Materialy boli pri suSeni uchovavané pri laboratornej teplote v uzatvorenom priestore po dobu
jedného tyzia s pravidelnou kontrolou miery vysuSenia. Po tyzdni, teda po uplnom vysuseni
boli vykonané testy na mikrobidlnu aktivitu.

W -

-

Kavové usadeniny Arabica Kavové usadeniny KOFIKOFI Kavové usadeniny Robusta

Obr. 19 Kdvové usadeniny po vysuSeni

5.4.1 Stanovenie koliformnych baktérii

Pracovalo sa podla postupu uvedeného vbode 4.13.1. Po inkubacnej dobe 16 hodin
v termostate nastavenom na 37 °C boli sledované zmeny na testovacom pruzku. V tomto
pripade ani na jednom prazku neboli zaznamenané ostro ohranicené ¢ervené bodky. Test na
koliformné baktérie bol teda pri kazdom druhu kavy negativny, o znamena dobry
vysledok, pokial’ ide o bezpecnost materialov.
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Obr. 20 Negativne testy na stanovenie koliformnych baktérii

5.4.2 Stanovenie kvasiniek

Postup prace bol popisany v kapitole 4.13.2. Po uplynuti inkubacnej doby v termostate boli
pozorované zmeny na testovacich pruzkoch. Nebola pozorovana mikrobialna aktivita kvasiniek
ani v jednom pripade z troch druhov kav. Na prazkoch neboli pozorvané kontrastujice kolonie
so zelenou farbou testovacih pruzkov. Test bol teda povazovany za negativny vo vSetkych
pripadoch.

Obr. 21 Negativné testy mikrobidlnej aktivity kvasiniek

5.4.3 Stanovenie plesni

Pri préci s testovacimi pruzkami bolo postupované podla kapitoly 4.13.3. Po uplynuti
inkubac¢nej doby 5 dni v termostate boli pozorvané kolénie plesni. Pozitivny vysledok testu
ukézal druh kavy B. Na testovacom pruzku bol zretel'ne vidiet narast kolonie v prirodnych
farbach. Za pozitivny vysledok testu v tomto pripade moze aj fakt, ze kava presla predoslou
upravou v kavovy napoj pomocou kavovaru. Je mozné, ze takto vysuSené kavové usadeniny
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boli nachylnejSie na kontaminaciu plesiiami, nez kavové usadeniny pripravené metodou
frenchprees ako v pripade kavy Arabica a Robusta. Kedze boli kavové usadeniny susené pri
laboratérnej teplote na vol'nom vzduchu, a aby sa predislo ich kontaminécii, je vhodné kdvové
usadeniny susit’ v susiarni pri zvySenej teplote.

¥

Obr. 22 a) testovacie prizky s jednym pozitivnym vysledkom na plesne, b) pozitivny vysledok

5.4.4 Stanovenie v§etkych redukujicich mikroorganizmov
Po dodrzani inkubacnej doby a teploty termostatu popisanom v kapitole 4.13.4 boli pozorované
zmeny na testovacich pruzkoch. Ani v jednom pripade testu vSak nedoslo k ndrastu ostro
ohrani¢enych Cervenych bodiek. Vysledok je preukazany na Obr. 23.

Ddévodom pomerne nizkeho ndrastu mikroorganizmov je s najvac¢Sou pravdepodobnostou
nizka hodnota vodnej aktivity , ktord u vysuSenych materidlov nie je dostacujuca pre rast
a mnozenie najma baktérii a kvasiniek.

Obr. 23 Testy s negativiym vysledkom na stanovenie vsetkych redukujiicich mikroorganizmov
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5.5 Testy cytotoxicity ¢astic a nanovlaken
Cytotoxicita vybranych castic bola testovand na keratinocytoch, vid Obr. 24, podla
postupu, ktory bol uvedeny v kapitole 4.14. Na MTT testy boli pouzité Castice s hexdnovymi
extraktami, ktoré vykazovali najvys§siu namerani hodnotu SPF.

Obr. 24 Z prava — inverzny mikroskop s kultivacnou ndadobou, z lava — ludské keratinocyty pri 200 ndsobnom zvccseni

V Tabulka 21 je percentudlne vyjadreny vplyv pridavku vzoriek Castic na viabilitu
buniek. Vzorka 1 predstavuje Castice s extraktom Arabica, vzorka 3 predstavuje Castice
s extraktom KOFIKOFI, vzorky 4 a 6 su cCastice s obsahom PHB a s extraktom Arabica v
pripade vzorky 4 a s extrakom kdvy KOFIKOFI v pripade vzorky 6.

Tabulka 21 Stanovené hodnoty viability buniek

Vzorka 1. 3. 4. 6.
Viabilita [%]
0 97,816 £ 6,652 97,816 £ 6,652 79,067 £ 9,385 79,067 £ 9,385
2 88,771 + 4,355 84,538 + 11,085 74,931 £7,561 76,953 £ 8,365
4 98,770 £ 8,059 79,473 £12,085 72,317 £ 8,036 70,387 £ 7,174
6 75,658 £+ 6,380 75,360 £ 9,619 63,565 + 8,314 55,512 +£4,220
8 100,336 + 3,530 63,956 + 4,695 54,580 £ 5,452 54,248 +4.313
10 62,801 + 3,256 59,546 £ 7,294 54,216 £ 5,498 45,161 +£4,035
12 55,751 £ 4,304 63,137 £ 3,440 48,429 + 4,529 42,719 £ 3,546
14 52,658 £5,560 57,621 £7,755 42,634 + 4,562 46,923 £ 5,201

Celkovo je mozné skonStatovat, ze pritomnost’ extraktov v Casticiach vo vacSine pripadov
nepOsobila vyrazne negativne na viabilitu buniek, v pripade lipozomov je viabilita vyssia ako
60 % az do koncentracie 12%, v pripade lipozomov s obsahom PHB do koncentricie cca 8%.
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Obr. 25 Zdvislost viability buniek od koncentracie Castic v roztoku pre vzorky I a 3
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Obr. 26 Zavislot viability buniek v zdvisloti na koncentrdcii Castic v roztoku pre vzorky 4 a 6

V suvislosti s na§im meranim bola vypocitana aj upresnend hodnota LC 50, teda hodnota
pridavku vzorku, ktory by spoOsobil znizenie viability buniek na 50 %. Tieto hodnoty su
zobrazené v Tabul'ka 22, pre kazdy druh vzorky. Tieto hodnoty koresponduju s hodnotami
v Tabul'ka 21, kde je pri vzorkach 4 a 6 vidiet pokles viability pri 8%-nom pridavku Castic
v roztoku. Tieto vzorky mali vo svojej Struktire PHB. Priprava PHB pozostava v rozpusteni
navazky PHB v chloroforme, pricom po vytvoreni Castic sa nechd odparovat. Je velmi
pravdepodobné, ze v takom malom objeme, ktory bol pouzity na stanovenie viability
buniek, este nejaky maly zvySkovy obsah chlorofomu bol, a preto vyssi pridavok koncentracie
Castic s extraktami viabilitu buniek znizoval.
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Presne stanovené hodnoty koncentracie LCso pridavku su nizsie pre vzorku 4 (10,15 %) a pre
vzorku 6 (11,18 %). Vyplyva z toho, ze az viac nez 10 %-ny pridavok ovplyvnil viabilitu
buniek , avSak je stdle mozné pouzit tieto Castice v kozmetickom priemysle. Pre vzorky
1 a 3 vSetky testované koncentracie neovplyvnili vyznamne viabilitu buniek, teda ich mézme
takisto povazovat za vyuzitelné pre kozmeticky priemysel. Sved¢ia otom aj vypocitané
hodnoty v Tabul'ka 22 a koreSponduju s hodnotami v Tabul'ka 21, kde pri 14%-nom pridavku
bolo este priblizne nad 50 % buniek stdle viabilnych.

Tabulka 22 Vypocitané hodnoty LCso

LCso [%]

Castice + extrakt

Arabica 15,29
Castice + extrakt

KOFIKOFI 15,66
Castice + PHB +

extrakt Arabica 10,15
Castice + PHB + 11.18
extrakt KOFIKOFI ’

Obr. 27 Mikrotitracnd dosticka po MTT teste pre vzorky 1 a 3, 4 a 6, CC — kontrola ndrastu buniek (médium), VC — vehicle
control, kontrola prostredia, 2 — 14 percento Castic v roztoku
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Obr. 28 Mikrotitracnd dosticka pre vzorky 4 a 6: CC — kontrola ndrastu buniek (médium), VC — vehicle control, kontrola
prostredia, 2 — 14 percento Castic v roztoku

Na stanovenie cytotoxicity boli pouzité vlakna nastrihané v tvare stvoréekov s hmotnost'ami
40,0 mg, 50,0 mg a 60,0 mg, umiestnené do mikrotitracnych dostiCiek, kde bol nasledne
vykonany MTT test.

V pripade stanovenia cytotoxicity nanovlaken MTT test ukazal, ze vladkna CiastoCne
ovplyvnili viabilitu buniek. Bunkovd viabilita bola stanovend na 67,77 +4,15 %. Hodnota
okolo 70 % naznacuje mierny vplyv na l'udské bunky a vldkna su teda potencidlne vhodné pre
aplikacie v kozmetike.

Obr. 29 Vysledok MTT testu pre nanovldkna, a) CC — kontrola ndrastu buniek (médium), b) pouZité vzorky

5.6 Maceraty
Ako bolo spomenuté v kapitole 4.5.2, boli vyhodnocované aj tri druhy olejov, do ktorych sa
priamo macerovali ucinné latky z kdvovych usadenin.
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Tabulka 23 Stanovené hodnoty SPF vybranych druhov olejov s kavovymi extraktami po Sestdesiatich diioch

Parafinovy olej Parafinovy olej Parafinovy olej
Parafinovy olej + + +
Arabica KOFIKOFI Robusta
SPF 0,011 £0,002 0,047 0,007 0,010 £ 0,002 0,005 + 0,001
Rastlinny olej Rastlinny olej Rrastlinny olej
Rastlinny olej + + +
Arabica KOFIKOFI Robusta
SPF 0,011 £0,002 0,206 + 0,003 0,577 £ 0,007 0,300 + 0,004
Séjovy olej Séjovy olej Séjovy olej
Séjovy olej + + +
Arabica KOFIKOFI Robusta
SPF 0,019 £ 0,003 0,044 + 0,006 0,088 + 0,001 0,006 £ 0,011

Vo vSeobecnosti je z vypocitanych a nameranych dat jasné, ze najlepsie sa macerovali G¢inné
latky do rastlinného slne¢nicového oleja. V pripade parafinového oleja boli namerané hodnoty
vel'mi nizke. Je to z dovodu, ze parafinovy olej vo svojej Struktrure obsahuje samé uhl'ovodiky
a tak sa len vel'mi tazko mohli do jeho Struktury extrahovat ucinné latky.

Celkovo su vSak namerané hodnoty vel'mi nizke, aby sa mohlo hovorit' o dostato¢nej SPF
ochrane voci UV ziareniu vzhI'adom na fakt, ze extracna doba bola dostatocne dlhd na to, aby
sa ucinné latky dostali do olejov. Vysvetlenim v§ak mdze byt, ze kdvové usadeniny uz boli raz
pouzité na extrakciu, a to vodnu, teda na pripravu kavového napoja. Je viac nez mozné, ze nizky
obsah ucinnych latok zodpovednych za UV ochranu je spdsobeny extrakénym
¢inidlom — olejom, v ktorom su tieto latky horSie rozpustné ako v polarnych rozpustadlach.
Kdvové usadeniny do oleja uvolnili uz len velmi malé mnozstvo ucinnych latok, ¢o je
znazornené prave v Tabul'ka 23, ako nizka hodnota SPF.

Maceraty do olejov su sice jednoduchSie na pripravu v porovnani s Casticami Ci
vldknami, avSak pre vyuzite aktivnych latok z kavovych usadenin nie sd prili§ vhodnou
alternativou.

58



6 ZAVER

Predlozena praca mala za ulohu pripravit’ a vyhodnotit prirodné UV filtre s vyuzitim vedl'ajSich
surovin z potravindrskych vyrob a nanotechnolégii. Pociatkom celej prace bolo overit, ¢i
extrakty z odpadnych materidlov pochadzajicich zo spracovania kavy muzu byt vyuzité
v kozmetickom priemysle ako organické UV filtre. V prvej fdze price preto bola
optimalizovand vyroba kavového oleja zrdznych druhov kdvovych usadenin, pomocou
extrakcie v hexane. V jednotlivych extraktoch boli potom stanovované obsahy fenolickych
latok a antioxidacna aktivita spojend so stanovenim SPF. Fenolické latky z kavy su schopné
absorbovat’ UV ziarenie a fungovat ako UV filtre, problém je vSak v ich nizkej oxidacnej
stabilite vo vodnom prostredi. Preto bola zvolena cesta extrakcie olejovej zlozky kavovych
odpadov pomocou hexdnu. Boli testované tri druhy kdvy — Arabica, Robusta a zmes oboch
druhov (KOFIKOFT).

Najvyssi obsah fenolickych latok bol namerany v kdve Arabica. Pripravené extrakty boli
enkapsulované do nanocastic typu lipozomov a do nanovldken. Lipozémy boli pripravené
sonikdciou zmesi lecitinu a cholesterolu, do jednej skupiny bol na zédklade literdrnych ddajov
pridany aj prirodny polymér PHB. Nanovldkna boli pripravené metdédou forcespinningu
z roztoku PHB v chloroforme s pridavkom kdvového extraktu. U vSetkych druhov lipozomov
bola stanovend enkapsulacna ucinnost’ tychto castic, antioxida¢na aktivita, d’alej obsah
fenolickych latok, zaroven aj ich stabilita v ¢ase a v neposlednom rade SPF.

Vsetky Castice pripravené metddou sonikdcie z lecitinu a cholesterolu, s pridavkom PHB ale aj
bez, boli stabilné aj z dlhodobého hl'adiska a svojou velkostou by potencialne mohli byt
vhodnym nanomateridlom v kozmetickych produktoch. Velkost lipozomov bez PHB sa
pohybovala okolo 200 nm, lipozémy s obsahom PHB boli asi dvojnasobne velké. Index
polydisperzity bol v oboch pripadoch pomerne nizky, ¢o sved¢i o vysokom stupni uniformity
Castic. Pripravené castice skavovymi olejmi vykazovali niz§ie hodnoty SPF, pricom
neprekrocili hranicu SPF 10. Optimalizacia metody extrakcie by mohla byt v tomto smere
prinosnd, je ziaduca lepSia vytaznost prirodnych latok obsiahnutych v kdvovych
usadenindch. Je treba zdoraznit, ze k hodnote SPF faktoru vyznamne prispieva obsah PHB
v Casticiach. Lipozémy s obsahom PHB vykazovali az 2-3x vysSiu hodnotu SPF ako lipozoémy
bez PHB.

Enkapsulacna ucinnost Castic savisi vyznamne s mnozstvom pridaného extraktu
k enkapsulacii. Bolo preukdzané, Ze uz 40 — 60 ul extraktu by bolo pri enkapsulacii na hranici
prakticky stopercentnej ucinnosti, o by v kozmetickom priemysle naSlo velké
uplatnenie. Zaroven aj pridavok 100 ul, pouzivany v tejto praci, vykazoval enkapsuldciu na
hranici cca 70 %, pricom by v kozmetike mohli byt vyuzité aj neenkapsulované extrakty
v roztoku Castic, ktoré boli odstred’ované, vo forme supernatantu ako sucast’ vodnej fazy pri
priprave emulzii O/V.

V praci boli testované aj iné spOsoby spracovania kdvovych materidlov, konkrétne
macerdcia ucinnych latok z kavovych usadenin do roznych druhov olejov. Bolo preukazané, ze
najlepsie sa latky extrahovali do rastlinného slne¢nicového oleja. Tento poznatok by mohol byt
po d’alSom skumani vyuzitelny v dal'Som spracovavani kavovych odpadov, aj ked ziskané
maceraty vykazovali pomerne nizke hodnoty SPF i obsahu aktivnych latok.

Za ucelom posudenia skladovatelnosti odpadnych kavovych materidlov a citlivosti
k mikrobidlnej kontamindcii bola pocas prace sledované mikrobidlna aktivita samotnych
kavovych usadenin pomocou orientacnych screeeningovych testov. Tato analyza je dolezita
najmi z hl'adiska posudenia bezpec€nosti vyuzitia takychto materidlov
v kozmetike. Mikrobialna kontaminacia bola testovana vo vysuSenych vzorkach kdvovych
usadenin. Pomocou jednordzovych testov bola samostatne sledovand kontamindcia
baktériami, kvasinkami a plesiami. Bolo preukdzané, ze len jeden druh kavy vykazoval
kontaminaciu plestiami, pricom sa bralo do uvahy, ze tieto kavové usadeniny boli suSené pri
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laboratérnej teplote v uzatvorenom priestore. Pri optimalizcii metddy susSenia by bolo
vhodnejsie kavové usadeniny susit’ pri vysSich teplotach, kde by mikrobidlna aktivita bola
vyrazne zniZena.

Za ucelom posudenia bezpecnosti pouzitia odpadnych kdvovych materidlov v kozmetike
bola sledovand cytotoxicita pripravenych Ccastic s pouzitim bunkovej linie humannych
keratnocytov HaCaT. Vysledky MTT testu potvrdili, Ze pripravované lipozémy, lipozémy
s pridavkom PHB a PHB vldkna s obsahom kdvovych extraktov nevykazovali cytotoxicky
efekt do koncentricie cca 10 %, a teda je mozné ich pouzivat’ v kozmetickom priemysle.

Z vysledkov experimentalne; Casti vyplyva, ze pri vyvoji nanomaterialov s obsahom
prirodnych latok zkédvovych materidlov by bolo vhodné zaradit optimalizaciu extrakcie
v stvislosti s extrakénym Cinidlom, d’alej preskimanie pridavku vyssej koncentracie extraktov
aby sa dosiahlo navySenie antoxidacnej aktivity aj SPF ochranného faktora. Po takejto
optimalizacii by mohli byt pripravené nanocasticové a nanovldkenné Struktury potencidlne
vyuzivané v rdznych odvetviach nielen kozmetického priemyslu, ale aj v medicine. Ako bolo
naznaCené, tato praca sa zaoberala najmi pripravou nanocastic, ktoré by sa vyuzivali
v produktoch na opal'ovanie. Nanovlakenné Struktiry by sa mohli v kozmetickom priemysle
pouzivat ako masky na tvar, z ktorych by sa uvolniovali u¢inné latky do pokozky. V medicine
by to mohlo znamenat’ vyuzivanie nanovlaken ako kryty ran s obsahom prirodnych latok, kde
by fenolické zluceniny zlepSovali kondiciu pokozky a zaroven ju chranili. V tejto sivislosti je
vSak zasadnd otazka bezpecnosti materidlov, ich zloziek a surovin na pripravu
nanostruktar, ako aj vyslednych aplikacnych foriem.
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8 ZOZNAM SKRATIEK A SYMBOLOYV

8.1 Zoznam skratiek

Skratka  Vyznam

DLS dynamicky rozptyl svetla

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

MTT (3—-[4,5—dimetyltiazol-2—yl]- 2,5—difenyltetrazoliumbromid)
Mw molekulova hmotnost’

PBS phosphate buffer solution = fosfatovy tlmivy roztok o pH = 7,4
PEG polyethylenglykol

PET polyetylén

Pdl polydisperzitny index

PHB Polyhydroxybutyrat

SDS dodecylsiran sodny

SPF Sun protecting factor

uv ultra violet

7P zeta potencidl

8.2 Zoznam symbolov
Symbol Vyznam
TE

Trolox equivalent
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