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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva tvorbou balzamu na rty s obsahem humatu pro dosazeni
antivirového ucinku vuci viru Herpes simplex jakozto jednou z dalSich moznych variant 1écby
tohoto onemocnéni. Pro vizualni zpfijemnéni produktu bylo pfipraveno barvivo z Cervené fepy,
jehoz charakterizace je také soucasti prace. Barvivo bylo separovano na jednotlivé slozky
pomoci tenkovrstvé chromatografie a analyzovano pomoci FTIR, aby byly popsany strukturni
molekulové jednotky, jez obsahuje. Samotny balzam na rty byl ptipraven v nékolika variantach,
a to obsahujici jak humat, tak i barvivo, obsahujici pouze huméat nebo barvivo a ve formeé
slepého vzorku. Tyto vzorky byly podrobeny dlouhodobé ¢tyfmési¢ni stabilitni studii, kdy bylo
vyuzito dvou rozdilnych skladovacich podminek. Analyza spocivala v posouzeni
organoleptickych vlastnosti, roztérovych vlastnosti, stanoveni linearni viskoelastické oblasti,
flow-pointu a bodu tani a mikrobialni zatéze. Pro vétsi specifikaci byl studovan ucinek barviva
a humatu pomoci diftznich a antimikrobialnich testd. Na zavér studie byla provedena
senzoricka analyza pro zjisténi pripadné uspésnosti produktu mezi spottebiteli.

KLICOVA SLOVA
Huminové latky, humat draselny, balzam na rty, opary, Cervena fepa
ABSTRACT

This diploma thesis deals with the creation of lip balm containing humate to achieve an antiviral
effect against the Herpes simplex virus as one of the other possible treatment options for this
disease. To visually enhance the product, a dye was prepared from beetroot, the characterization
of which is also part of the work. The dye was separated into its individual components by thin-
layer chromatography and analyzed by FTIR to describe the structural molecular units
it contains. The lip balm itself was prepared in several variants, containing both humate and
dye, containing only humate or dye, and in the form of a "blank" sample. These samples were
subjected to a long-term four-month stability study, where two different storage conditions were
used. The analysis consisted in the assessment of organoleptic properties, spreading properties,
determination of the linear viscoelastic area, flow point, melting point and bioburden.
For greater specificity, the effect of dye and humate was studied using diffusion and
antimicrobial tests. At the end of the study, a sensory analysis was carried out to determine the
possible success of the product among consumers.
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Humic substances, potassium humate, lip balm, herpes, beetroot
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1 UvOoD

Péce o lidskou pokozku je od pradavna jednim z odvétvi, kterému se jako lidstvo vénujeme.
At uz ve formée zkraslovani naseho zevnéjsku nebo snaze pomoci s hojenim drobnych ranek ¢i
vyrazek. Mnohé kosmetické upravy téla nachazely svou podstatu v nabozenskych
i spoleCenskych ritudlech v témért kazdé kulture, ktera kdy existovala. Svou roli sehrala zejména
dekorativni kosmetika pfi zvySovani atraktivity pro opacné pohlavi, s ¢imz souvisela snaha
vypadat 1épe a zvysit tak své Sance na nalezeni partnera. Dnes tomu neni jinak.

Zatimco dekorativni kosmetika ma za cil , vylepsit® stavajici vzhled a podpofit nase
prednosti, pecujici kosmetika, kam bychom zafadili i balzdmy na rty, se naopak snazi
o ,,zdrave” vypadajici pokozku s cilem navratit nebo podporovat jeji piirozeny stav a obnovovat
kozni bariéru. Nelze se tedy divit, ze kazdy z nas jist¢ doma najde napfiklad krém na ruce, po
kterém vétSina sahne, jakmile ma pocit suchych rukou. Primarné nam takovy krém pomaha
zahnat nepfijemny napjaty a drsny vjem, ktery ona suchéd pokozka rukou vyvolava. Stejné tak
je to s balzamy. Suché a rozpraskané rty nejsou nic zadouciho, jak z osobniho pocitového
pohledu, tak i z onoho dekorativniho — z hlediska atraktivity vypadaji hebké rty rozhodné 1épe
nez ty suché, Supinaté a rozpraskané.

To samé se tyka nékterého z onemocnéni rti. Vizualn€ se bud'to snazime o skryti takovychto
,,vad“, nebo jejich co nejrychlejsi odstranéni. Samoziejme v piipadé zavaznéjsich problému je
dobré vyuzit dostupnych 1éciv nebo 1€kt ve formé kosmetiky (napfiklad krémy, gely, lotia),
kterou 1ze aplikovat topicky. Nicméné s vétsinou takovychto komplikaci ndm zvladne pomoci
1 bézna pecujici kosmetika nebo ji Ize vyuzit k podpote [é¢by. Cilem této diplomové prace bylo
vénovat se takové kosmetice, ktera by neplnila jen zakladni pecujici ucel, ale také méla ,,néco
navic®.

Jelikoz je onemocnéni oparem jednim z nejb&znéjSich virovych onemocnéni, je cenénou
znalosti, jak pribéh onemocnéni usnadnit nebo urychlit. Ackoliv jsou na trhu k dostani
ptipravky typu Zovirax, které obsahuji aciclovir, nebo rizné hydrogelové kryci naplasti, maji
sva uskali. Naplasti se velice rychle zac¢inaji odlepovat, zejména po jidle a piti, a ¢asto dochazi
ke strzeni kize z puchyiku nebo strupu a tim je zvySeno riziko infekce a také bolest
v postizeném misté. Naopak masti¢ky jsou vidét, snadno se daji ze rtd setfit a je potieba dbat
na hygienu rukou po jejich pouziti, aby pfipadné nedoslo k zaneseni ptipravku nebo infekce na
jiné Casti téla.

Z tohoto divodu je dle mého nazoru balzam na rty praktickym kompromisem. Pro osoby
uzivajici balzam pravidelné by se jednalo o pohodlnou alternativu, se kterou by se jim snadnéji
fungovalo; pokud bude ve formé tubi¢kového aplikatoru, neni potieba jej nanaset prsty a tim
se 1ze vyhnout kontaminaci jak produktu, tak sebe sama. Na rtech zistava povétSinou alesponi
nékolik desitek minut a nedochazi k jeho setfeni tieba jen pouhym kontaktem rtd se sklenici.

Cilem diplomové prace bylo vyuzit snadno dostupné suroviny s prokazanym antivirovym
ucinkem vuci viru Herpes simplex. Z téchto divodu se tato prace zabyva tvorbou takového
balzamu, ktery by pomahal s urychlenim hojeni a prevenci oparového onemocnéni rti dle
zvolenych ingredienct, a studiem stability tohoto produktu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 VyuZiti huminovych latek v kosmetice

Huminové latky jsou komplexni supramolekularni asociaty, které se skladaji z velkého poctu
relativné malych organickych sloucenin, které maji svtj ptuvod v tzv. humifika¢nim procesu.
Tyto jednotlivé stavebni kameny jsou formovany do supramolekuldarniho usporadani
prostfednictvim slabych vazebnych interakci. Tvoti az 80 % organické hmoty. Poprvé byly
identifikovany roku 1761. Jsou esencialni slozkou pudy, nebot zajist'uji jeji vyzivnost, ale také
napomahaji jeji regenerativni a ochranné funkci. Zdrojem bohatym na huminové latky je
predev§im samotna puda, ov§em vyznamnymi prameny jsou také raselina, pfirodni vody nebo
organické bahno (sapropel) [1] [2] [3].

Huminové latky jakozto organické latky maji Sirokou Skalu zajimavych fyzikalné-
chemickych vlastnosti, z nichz vyplyva jejich obrovsky aplikacni potencial. Jejich zakladni
rozdéleni se vétSinou definuje na zaklade rozpustnosti jednotlivych frakci. Rozeznavame tak:

e fulvinové kyseliny;
e huminové kyseliny;
e huminy [3] [4].

Vsechny tyto tfi skupiny obsahuji ve svych strukturach rozlicné funkcéni casti jako
karboxylové, karbonylové, fenolické, aminové nebo hydroxylové skupiny. Ty vSechny se
podileji na charakteristickych vlastnostech, diky kterym jsou huminové latky vyuzivany [3].
Jednoduchou reprezentaci struktury huminovych latek predstavuje obrazek 1.

OH

COOH
oC

H5CO

NH,

Obrazek 1 - Jednoduché znazornéni struktury huminovych ldtek, R=zdklad supra molekuly,
prevzato [1]

211 Raselina a jeji vyuZiti v lazenstvi a kosmetice

Plvody vyuzivani huminovych latek jako néceho, co té€lo potiebuje ke své vnitini ocisté
a detoxifikaci, mizeme nalézt zakorenéné v Ajurvéde. I jiné kultury si v§imly zejména jejich
protizanétlivych vlastnosti, a tak se jiz po staleti dostava materialim, které huminové latky
obsahuji, zvlastni pozornosti naptiklad v lazenstvi, kde je raSelina hojné€ vyuzivana
v balneoterapii, pro fyzioterapii nebo pti 1€cbé revmatu. Raselina sama o sobé obsahuje krome



huminovych latek také pektiny, celuldzu, ligniny, vosky a mineralni latky, které ptispivaji jejim
blahodarnym ucinkam na lidsky organismus [3] [4] [5].

Lé&ba raelinou vychazi z antického Recka a Rima, kde se vénovali zejména hydroterapii
(1écbe vodou). Z historického a zemépisného hlediska jsou 1éCebné terapie za vyuziti raseliny
specialitou predev§im stfedni Evropy. Jak hydroterapie, tak balneoterapie ¢i peloidoterapie
(Iécba bahnem) by se daly shrnout po souhrnny nazev naturopatie neboli pfirodni medicina.
Tento pojem vychdzi z premisy, ze pfiroda sama ma dar zahojit aregenerovat cokoliv
pokazeného ¢i nemocného, pokud je jedinec spravné stimulovan. Vys§e zminéné procedury jsou
dnes jiz bézné lazenské postupy, které byvaji pacientim zarazeny do péCe pii jejich regeneraci
zejména pohybové soustavy nebo pokozky [6] [7].

Neprekvapi tedy, Ze s rozvojem tohoto odvétvi, které svou renesanci po antice zazilo opét
v 18. a 19. stoleti, ze které t€zime dodnes, jsou spojena zndma jména jako naptiklad Vincent
Priessnitz, ktery pusobil i v naSich zemich, Sebastian Kneipp nebo Adolf Just, jejichZ jména
nesou dodnes kosmetické znacky zabyvajici se primarné relaxacni a lécebnou kosmetikou.
S ucinkem raSelinové terapie je také spojen jeji vliv na psychiku ¢lovéka. Duraz je kladen na
vytvoreni specifické atmosféry, aby bylo zklidnéno nejen télo, ale i mysl pacienta. To vychazi
z faktu, ze na zdravotni stav ma vliv jak fyzické rozpolozeni organismu, tak i psychika, kdy
zejména pretrvavajici stres muze velmi negativné ovliviiovat hojivé procesy [6].

Nutny posun vsak peloidoterapie (a obecné veskera lazeriska 1écba) musela prekonat v dobé
trvani procedur. Drive trval pobyt v lazeniském zafizeni z pravidla Ctyfi tydny, dnes se situace
zmeénila v souvislosti s pracovni vytizenosti pacientt, a tak je stale vice vyhledavano spise
ambulantni feSeni. O to u¢innéjs§i pak samotny zakrok musi byt [6] [8].

Raselina je pak predevs§im vyuzita na tzv. raSelinové zabaly, které maji za cil vyhtat
postizenou oblast nebo pomoci s problematickou pokozkou. Raselina zde prenasi teplo, jez je
ji dodano pomoci vodni 1azné. teplota vyhraté raSeliny se pohybuje mezi 60—65 °C, ovsem pfi
kontaktu s pokozkou muze byt teplota az o 5 °C nizsi. Takova procedura zaroven reaguje i na
nutnost snizit potfebnou dobu trvani, nebot” k prohtati postizeného mista staci zhruba 20-30
minut [8].

Za raSelinou a jejimi blahodarnymi u€inky uz dnes vSak nemusime do lazni. K dostani je na
trhu nepieberné mnozstvi kosmetiky, jako napfiklad mydla (obrazek 2), pletové masky
a krémy, zabaly ¢i koupele, ktera ji obsahuje a ktera tézi z benefitl, jez ji pfinasi hojn€ obsazené
huminové latky. Proto veskeré dal§i ucinky popisuje nasledujici kapitola pojednavajici
o kosmetickych a medicinskych vlastnostech huminovych latek.
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Obrazek 2 - Priklad produktu s obsahem raseliny: raselinové mydlo, typicky zabarvené diky obsahu
huminovych latek, prevzato z balneotrade.cz

212  Uginky huminovych latek a jejich vyuziti

Huminové latky byly, jsou a budou, podrobovany dal§imu zkoumani pro své objevené
i neobjevené vlastnosti. Jejich ucinek lze aplikovat v Sirokém spektru obort a védnich oblasti.
Nize jsou uvedeny jejich nejznaméjsi vlastnosti a aplikace.

212.1 Adsorpcniviastnosti

Funk¢ni skupiny, jez se na huminovych latkach nachazi, jako karboxylové a fenolové, umoziiuji
vytvaret komplexy s ionty hoi¢iku, vapniku a zeleza. Jsou znamé také tvorbou chelati s ionty
kovt, ¢imz reguluji jejich biologickou dostupnost [5]. V pud€ dokazi ovliviiovat pH a tim
reguluji aktivitu enzyma a hormond. Taktéz jsou schopné sorbovat vodu a tim udrzovat jeji
koncentraci v pudeé [9], stejn€ jako ziviny [10].

s s wva

2122 Adstringentni ucinek

Tento jev byl pozorovan v souvislosti s 1écbou nebo feSenim jinych potizi u pacientii pomoci
raSeliny. Adstringentni efekt se projevil pii 1écbé zanétlivych onemocnéni pokozky, jako
napfiiklad lupénka, atopicky ekzém nebo fokalni hyperhidroza, tedy lokalni nadmérné poceni.
Diky pouziti huminovych latek také doslo ke snizeni svédéni a vyronu pupinki. Adstringentni
ucinek spolu v kombinaci s fungicidnimi vlastnostmi se taktéz nabizi jako feSeni opruzenin
a jinych kvasinkovych infekci [4].

2123 Antioxidaéniviastnosti

Huminové latky maji schopnost redukovat a kompenzovat dopad vlivu volnych radikala
v lidském organismu. Tento efekt Gsti mimo jiné v antivirovy uc€inek huminovych
a fulvinovych kyselin. Zatimco huminové kyseliny se soustiedi spiSe na antivirovou ¢innost,
fulvinové kyseliny jsou antibakterialni a aktivuji imunitni odpovéd. Pravé tato
imunomodulatorni vlastnost ovliviiuje redoxni rovnovahu organismu a tim i celkovy
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fyziologicky stav. Diky obsahu chinonovych a polyfenolovych struktur jsou tyto latky schopné
zachycovat reaktivni kyslikové molekuly a radikalové ¢astice a minimalizovat jejich Skodlivy
ucinek. Huminové latky jsou tak povazovany za piirodni latky s detoxifikacnim ucinkem, které
maji silu zastavit pocinajici infekci a zesilit obrannou reakci téla [S] [11] [12].

2124 Antialergenni ucinky

Fulvinové kyseliny ovliviiuji taktéz imunitni odpovéd organismu na alergie — snizuji mnozstvi
vyplaveného histaminu do krevniho fecisté. Byla prokazana inhibice ekzému, jakozto jednim
z moznych projevi onemocnéni imunitniho systému ¢lovéka, pomoci vytazku z fulvinovych
kyselin [5].

2125 Antibakteridlni ucinky

Zkoumané antibakterialni uc€inky byly testovany na mikrobialnich kmenech Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa nebo kvasinkach Candida albicans. Témito
ucinky jsou znamé predev§im huminové a fulvinové kyseliny [4] .

Pravé chinonové struktury, které jsou zodpovédné za antioxidacni chovani huminovych
latek, maji taktéz baktericidni/fungicidni G¢inek. Byl zkouman utlum rastu plisfiovych
patogent na rostlinach, jenz byl dan do souvislosti s funkénimi skupinami, jez se v molekulach
huminovych kyselin vyskytuji. Fungicidni efekt muze byt ovSem ovlivnén pH okoli, jak
prokazala studie zamértujici se na inhibici kultury Candida utilis. Nizsi hodnoty pH usnadtiuji
permeaci molekul kyseliny skrze bunéfnou membranu, ¢imz narusuji homeostazu buiky
patogenu [11].

U pudy se antimikrobialni aktivita zvysila 400-5000krat po ptidavku humatu (300 ppm) do
zeminy [13].

2.12.6 Antikoagulacni ucinky

Huminové latky maji vlastnosti urychlujici rozpousténi krevnich srazenin, poméhaji zastavit
krvaceni a tim 1 obnovu piirozeného toku krve v postizenych oblastech. Huminové kyseliny
spousti aktivaci plasminogenu na plasmin, ktery je zodpovédny za Stépeni fibrinu v rozpustny
fibrinogen. Také inhibuji syntézu fibrinovych monomernich jednotek a aktivitu trombinu —
enzymu, jen je za koagulaci zodpovédny [5] [7]. Cinska legislativa umoznila pouzivat vyrobky
s obsahem huminovych a fulvinovych kyselin k 1é¢bé hemoroidu [5].

2127 Protizanéetlive ucinky

Protizanétlivé ucinky byly pfirazeny huminovym latkam na zaklad€ pozorovanych vysledk pfi
1é€bé pomoci raseliny. Humat sodny siln€ utlumuje vznikajici otoky. Huminové kyseliny se
vyznacuji taktéz obrannymi vlastnostmi biologickych membran. Inhibuji aktivitu lipoxygenasy
v kaskadé kyseliny arachidonové, ktera je integralni casti fosfolipidové membrany bunék [5].

Ve studii provedené R. Klocking a kol. roku 1968 byl prokéazan daleko siln&jsi protizanétlivy
ucinek u humatu amonného, ktery pfekonava i sodnou stl huminovych kyselin a je dvakrat tak
ucinngjsi nez napftiklad kyselina acetylsalicylova [7].

Naopak synetitcky pfipravené, nizkomolekularni derivaty huminovych latek podporuji
funkci neutrofilt a tim i zanétlivou odpovéd v lidském organismu [5].
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2.12.8 Ochrana proti UVB zareni

Bylo popsano mnoho aspektd, diky kterym maji huminové latky velky potencial jako
kosmetické suroviny nebo 1écivé aktivni latky. Jednim z ptipadi je i pfiprava balzamu na rty,
ktery diky obsahu huminovych latek pomahal branit pokozku rtt vii¢i UVB slune¢nimu zafeni.
Studovany produkt mél zaroveri zabranit re-aktivaci oparového onemocnéni diky vystaveni 1éze
slune¢nimu svétlu [14].

Humat amonny vykazuje stejné ochranné ucinky vici UVB zareni jako p-aminobenzoova
kyselina, jez je béznou slozkou opalovacich emulzi [4].

2129 Dalsiucinky

Jsou znamy i pfipady, kdy se huminové latky piidavaji 1 do potravin pro zvyseni antioxida¢niho
efektu v organismu i mimo néj. Vyzkum probihal napfiiklad na chlebu nebo kolacich s obsahem
huminovych latek, kdy vysledné produkty podlehly plisnim o dva dny pozdéji, nez produkty
bez nich [1].

Pouziti huminovych latek v medicin€ je taktéz zkoumanou oblasti. Bylo prokazano, ze
kombinace béznych 1é¢iv spolu s huminovymi latkami urychluje 1é¢bu zanétu pradusek. Studie
zkoumajici ucinek huminovych latek v boji s a prevenci proti rakoviné jicnu prokazala jejich
100% ucinek. Fulvinové kyseliny velmi dobte hoji viedy v oblasti tlustého streva [5].

Koupele s vytazkem z huminovych latek pomahaji ve zhojeni viedl na pokozce a pfispivaji
k jeji dobré kondici. Tento efekt byl pozorovan dokonce i u podpovrchovych onemocnéni [5].
Fulvinové kyseliny jsou povazovany za latku s ,anti-ageing™ efektem na pokozku. Jelikoz se
v organismu chovaji jako elektrolyty a dokazi dopliiovat minerdlni latky do organismu,
pomahaji tak koznim buiikam obnovit jejich vnitfni rovnovahu. Zaroven ovliviiuji kvalitu
spanku a chut k jidlu u starSich osob, coz ovlivnilo kvalitu zivota i u pacienti s demenci [5].

Huminové latky 1ze vyuzit také jako ,,drug delivery* systémy neboli nosice 1éCiv, které jsou
schopny zvysit biologickou aktivitu nesené substance. Nespornym piinosem je zptusob, kterym
snizuji toxicky dopad mnohych 1é¢iv na jatra, nez kdyby tato léCiva byla do organismu
distribuovana samostatng, jelikoz stimulyji jejich regeneraci. Huminové latky dokazi vytvaret
klastry, které mohou pfi ur¢itém pH precipitovat, ¢ehoz se pfi dizajnu nosic¢a da vyuzit [5] [13].

213  Antivirové vlastnosti huminovych kyselin

Vyzkum protivirovych acinka byl rozvijen po objevu pozitivniho efektu na lidsky organismus
pii 1écbé koznich onemocnéni a onemocnéni dutiny ustni. Jejich aktivita jak proti otevienym,
tak proti virim uzavienym v jejich proteinové kapsidé byla testovana na mnohych virovych
kmenech, z nichz za zminku stoji prave virus Herpes simplex, jemuz se ve své studii z roku
1997 vénoval i B. Helbig a kol. [15].

Huminové kyseliny a polyhydroxykarboxylaty patii mezi selektivni inhibitory viru Herpes
simplex a funguji také jako blokatory replikace Cytomegaloviru. Byly dokonce zkoumany
i u¢inky oxyhumatu, coz je pfirozené se vyskytujici derivat huminovych kyseliny, proti viru
HIV-1 s inhibi¢ni koncentraci roztoku IC(50)=12,5 pg/ml. U HIV viru byla nevratné€ snizena
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jeho infekCnost, zejména svyuzitim huminové kyseliny, ktera byla syntetizovana
z hydrochinonu [5].

Mechanismus ucinku vuci oparim spociva v zablokovani receptord bunék, na které by se
jinak virus navazal. Tim padem je mu zabranéno v adhezi na buriky, vniknuti do nich, coz
v konecném dusledku brani samotnému mnozeni viru v buikach hostitele. Pfi provadéni
pokusti na buikach infikovanych virem Herpes simplex byly vyuzity dva druhy soli
huminovych kyselin, a to humatu sodného a amonného. Uginna koncentrace, ktera inhibovala
mnozeni viru v 50 % bunék, byla pro humat sodny 18,2 pg/ml, pro humat amonny 17,8 pug/ml
(51171

Utinngjsi nez samotny humat nebo huminové kyseliny jsou jiZ jen jejich syntetické derivaty,
jako napftiklad produkt oxidace kyseliny kavové (KOP) [7] [16].

2.2 Herpes simplex virus

Vsechny viry ze skupiny Herpesviridae se vyznaCuji spoleCnymi znaky, mezi které patii
dvousroubovicova DNA, jez je ulozena uprostied téla viru v bilkovinné kapsidé, jez se sklada
z 262 kapsomer. Velikost téchto virti se pohybuje mezi 120 a 300 nm. Nejvice ptibuznymi jsou
mezi vSemi herpesviry pravé HSV-1 a HSV-2, kdy se tyto dva genomicky shoduji zhruba
250 % [17] [18].

Historicky jsou onemocnéni herpesviry znamy jiZ z antického Recka, odkud pochazi
i samotny vyraz herpes, znacici sloveso plizit se a odkazujici na pribéh nemoci. Typické jsou
1éze vyskytujici se v okoli rt nebo genitalii. Aby se onemocnéni u osob projevilo, musi piijit
do kontaktu s virem skrze sliznici anebo poskozenou pokozku. Pfi replikaci viru dochézi k jeho
transportu po neuronech az k dorsalnim gangliim, jez slouzi jako rezervoar a kde dochazi
k vyvoji latentniho stadia, jez mize byt reaktivovano. Reaktivaci miize mit na svédomi vice
faktori — fyzicky nebo emocni stres, lokalni trauma, horecka, hormonalni dysbalance,
menstruace nebo vystaveni se UV zareni [17] [18] [19].

Onemocnéni projevujici se vysevem puchyika a 1ézi zpravidla samo po dvou tydnech
odezni. K 1é¢be opart se vyuzivaji bézn€ dostupna antiviroticka 1éciva jako naptiklad aciclovir,
popfiipadé valaciclovir nebo famciclovir. Pti setkani s rezistentni formou viru je mozné k 1é¢be
vyuzit foscarnet. Pii 1éCbe€ oparu je dulezité udrzovat infikovanou oblast nedotéenou, puchyiek
by nemél prasknout, jelikoz hrozi zaneseni onemocnéni na vétsi plochu [19].

2.3 Balzamy narty

Balzamy na rty jsou kosmetické formulace, které se aplikuji pfimo na pokozku rtd. Na trhu je
dostupné velké mnozstvi variant, nejCasteji ve formé tuhé ty¢inky ve vysouvatelné tubé&, ackoliv
nejsou vyjimkou ani balzamy ve formé kelimki nebo viskozni kapaliny v tubach [20].

Na balzamy na rty jsou jakozto na dekorativni a zaroven pecujici kosmetiku kladeny vysoké
naroky. Musi spliiovat nejen fyzikalné chemické limity jako dlouhodoba stabilita vici teplote,
adheze na pokozce, mikrobialni odolnost, ale také organoleptické vlastnosti, mezi které patfi
vung, vzhled, barva, chut’, jez jsou dilezité pro zakaznika a trzni aspésnost produktu [20] [21].
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V literatufe toho pfimo k balzamiim na rty mnoho najit nelze a ¢asto jsou balzamy spojovany
spolu se rténkami. Ackoliv jde o zcela odli§né produkty svym ucelem pouziti — rténky maji
predevsim dodat barvu, balzamy maji spiSe pecujici funkci — maji mnoho spole¢ného. U obou
kosmetickych pfipravka jsou zakladem jejich slozeni mastné kyseliny a tuky, které funguji jako
emolienty a urcuji jejich konzistenci. Rténky také zpravidla obsahuji antioxidanty, pigmenty
a parfemaci. Jejich sloZzenim lze ovlivnit dobu vydrze na pokozce. Pokud je v recepture hojnéji
zastoupen vosk (vCeli, karnaubsky...), bude produkt 1épe odolavat podminkam okoli. Oba
produkty vytvareji film na povrchu rtd, ktery hydratuje, zvlacnuje tuto oblast a chrani ji pred
vnéj§imi vlivy, kterym je napiiklad UV zéafeni [20] [21].

Balzamy na rty aplikujeme zpravidla jako prevenci proti vysychani pokozky. Jelikoz jsou
v tak blizkém kontaktu s dutinou ustni, nezfidka kdy dojde k jejich poziti, a proto je potieba
dbat na kvalitu a bezpecnost surovin, ze kterych je balzam vyrabén. Balzamy z pfirodnich
surovin nabizeji jednoduchou a piijatelnou cestu, jak o své rty pecCovat. Bohuzel diky tomu
Casto trpi kvalita produktu, protoze se vyrobci vyhybaji konzervantim a jinym latkam
a dlouhodoba stabilita takového balzamu je krat§$i nez u produktii s Castecné syntetickym
slozenim [20] [21].

U vsech kosmetickych produktti musi byt dbano na jejich stabilitu a vydrz pii béznych
podminkach pouziti, skladovani a prevazeni, chemickou stabilitu, mikrobidlni odolnost
a kompatibilitu produktu s jeho obalem. Kazdy produkt by mél projit stabilitni studii, aby bylo
znamo, jak se jeho vlastnosti a kvalita vyvijeji v Case nebo riznych stresovych podminkach.
Specialni pozadavky jsou kladeny také na obalovy material, ktery musi produktu pomoci
dosahnout nejvyssi mozné vydrze pred dobou expirace a ovliviiuje pfimo jeho stabilitu [22].

2.4 Pokozka rtl

Usta jsou pokladana za &ast obliGeje, ktera dokaze upoutat nejvice pozornosti. Oproti pokozce
na téle, kde svrchni zrohovatélou vrstvu tvoii asi 15-16 vrstev, jsou na pokozce vrstvy 3 az 4,
které musi zastat ochrannou funkci. Taktéz obsahuje kize na rtech méné melaninu. I diky
tomuto faktu je tato Cast tvare velmi dobfe prokrvena, kapilary jsou patrné a dodavaji rtim
jejich ptirozené narizovélou barvu. Pokozka rti nema zadné mazové ani potni zlazy, které by
zajistovaly jeji promazavani a tim obnovu bariéry. Je proto nutné ji v tomto sméru dodat vse
pottebné zvenci [21].

Jde o velmi naméahanou oblast, nebot’ Gsta vyuzivame denné ke konzumaci, komunikaci
a svaly pod nimi neustale pracuji. Vzhled rti hraje svou roli v atraktivité jedince a také nam
muize o druhém leccos napovédét — na zakladé stavu rtd muzeme poznat, zda je Clovek
hydratovany, nemocny, ale také mohou signalizovat jeho emoc¢ni rozpolozeni, naptiklad
okousané rty jsou naznakem stresu a nervozity. Taktéz je zde pokozka vysoce citliva a na rtech
se vyskytuje velké mnozstvi nervovych zakonceni [21].

Mezi nejcastéjsi onemocnéni rti patii otoky, jakozto projev alergické reakce napiiklad na
praveé konzumovanou potravinu, zanéty, kdy nejznaméjsim projevem jsou tzv. koutky, opary,
puchytky nebo mozné pigmentové diskolorace a barevna nejednotnost [21].
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2.5 Prehled ostatnich ingredienci a jejich vlastnosti

251 Véeli vosk

Vceli vosk tvoti zakladni ingredienci drtivé vétSiny balzamu na rty, které jsou dostupné na trhu.
Jeho relativné vysoka teplota tani (60—70 °C [23], v poméru ke zbylym ingrediencim) a pevna
struktura jsou divodem dobré teplotni a mechanické odolnosti tohoto typu kosmetickych
produktt.

Z chemického hlediska jde o smés uhlovodika s lichym po¢tem atomi, s nizkym vyskytem
aromatickych sloucenin. Aroma vceliho vosku ovliviiuje jeho pivod a zpusob zpracovani.
Procesem béleni dochazi k ovlivnéni nékterych vlastnosti vCeliho vosku, zejména viné
a tvrdosti, jez je timto zpusobem navySena [23].

V kosmetice se vyuziva vzhledem ke svym antibakterialnim vlastnostem, které jsou znamy
jiz po staleti. Jeho ucinek se uplatiuje napfiklad vuci bakteriim rodu Staphylococcus
epidermidis a Escherichia coli, jez jsou v této praci vyuzity ke stanoveni antimikrobialnich
vlastnosti a stanoveni mikrobialni odolnosti balzamu na rty. Dulezitou roli zastava vceli vosk
pii obnové bariérové funkce pokozky. Pfispiva k retenci vlhkosti v pokozce a brani jejimu
dals§imu vysouSeni, coz ma pozitivni efekt zejména pii hojivych procesech. Ze
zpracovatelského hlediska pfispiva vceli vosk jakozto zahustovadlo k vys§i hustote
kosmetickych produktt, kde je pouzit. Také ma nedrazdivé vlastnosti a nezpusobuje alergické
reakce [24].

25.2 Lanolin

Lanolin je zluta voskovita latka ziskavana z ovc€i viny. Jejim cilem je chranit vinu a pokozku
ovci pfed zménami klimatu. Vyuziti lanolinu v pé¢i o lidskou pokozku znali jiz starovéci
Egyptané, Rekové a Rimané. Casto je mylné oznadovan jako tuk, adkoliv se ze své chemické
podstaty jedna o vosk. Tvofi jej dlouhé esterové fetézce (z 97 %), které dopliiuje malé mnozstvi
alkoholt, ceramidu, kyseliny lanolové a uhlovodikové fetézce. Dle vyzkumu existuje az 20000
moznych esterovych kombinaci, jez se v lanolinu mohou nachazet [25].

Lanolin, 1 kdyz plni stejnou funkci jako lidsky kozni maz, ma svou strukturou a slozenim
blize k lipidim nachazejicim se ve svrchni zrohovatélé vrstvé pokozky Stratum corneum.
Podobnost zapficinuje pritomnost sterolovych latek, volnych a esterifikovanych mastnych
kyselin, ceramidud a cerebrosidu. Z toho divodu je idealni latkou pro obnovu piirozené kozni
bariéry, nebot nevyvolava imunitni reakci organismu a pomaha tak rehydrataci pokozky. Ma
vyznamné emulgacni schopnosti, kdy stabilizuje emulze typu voda v oleji [25].

253 Cocamidopropyl betain

Cocamidopropyl betain (CAPB) je povrchové aktivni latka odvozena z kokosového oleje.
Muze byt vyrabén jak z pfirodnich surovin, tak synteticky a v obou formach je vyuzivan
v pfirodni kosmetice. Jedna se o dopliikovy surfaktant, ktery se vyuziva k zesileni pénivosti
nebo zahusténi vyslednych kosmetickych produkti [26].
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254 Glycerin

Glycerin je vicesytny alkohol, vjehoz struktufe se nachazi tfi hydroxylové skupiny.
V rostlinach a zivociSich se bézné vyskytuje v kombinované forme triacylglycerold, jez dale
funguji jako tuky, vosky nebo lipidy. Jde o viskozni kapalinu, kterd je misitelna s vodou.
V kosmetice ma Siroké zastoupeni, napiiklad v péci o vlasy nebo zuby, zejména jako
humektant, slozka vini a jako latka upravujici hustotu vysledného produktu [27].

255 Aloe vera stava

Aloe vera je rostlinou, kterd je vyuzivana pro své hydratacni a hojivé ucinky. Obsazené
gibereliny a glukomanany stimuluji fibroblasty, které pak produkuji kolagen. Mimo ty obsahuje
vice nez 70 aktivnich latek, mezi které patfi vitaminy, enzymy, mineraly, sacharidy, saponiny,
aminokyseliny a kyselinu salicylovou [28].

Aloe vera se Casto vyuziva v kosmetice s ,,anti-age* efektem. Podporuje prokrveni pokozky
a zklidnuje ji pfi podrazdéni, zejména pii jejim poskozeni slunecnim zafenim. PtiliSny obsah
barbaloinu a antrachinonu mize vyvolat alergickou reakci [28] [29].

25.6 Vitamin CaVitamin E

Vitamin C neboli kyselina askorbova patii do skupiny vitamina rozpustnych ve vod€. Valna
vétSina savceu si jej dokaze syntetizovat sama, ovsem v piipadé onemocnéni je dobré jej ptijimat
ve vySSich davkach. Z potravin jej obsahuji hlavné citrusové plody, §penat nebo rebarbora.
Vitamin C je v pfimé spojitosti s funkci imunitniho systému. Jeho nedostatek stal v minulosti
za kurdéjemi, onemocnénim, kterym trpéli zejména moteplavci v dobach velkych namotnich
objevi v dusledku malo pestré a na vitamin C chudé stravy. Infekce v organismu zvysuji
oxidativni stres. Vitamin C je antioxidantem, takze proti tomuto stresu pomaha télu
bojovat [30].

Vitamin E zahrnuje skupinu 8 molekul zvanych tokoferoly. Tokoferoly maji tfi chiralni
centra a izomery, které se piirozené vyskytuji, obsahuji vSechna centra v konfiguraci R.
Vsechny tokoferoly maji antioxida¢ni aktivitu, ale nejvyssi mirou z nich oplyva o-tokoferol,
ktery je také nejvice biologicky aktivni. Jeho antioxidacni efekt spoc¢iva v reakci s peroxylovym
radikalem mastnych kyselin, jenz je pfimym produktem oxidace mastnych kyselin; prebira
tento radikalovy charakter a stabilizuje jej [31].

257 Kokosovy olej

V kosmetickém pramyslu je kokosovy olej hojné vyzivanou surovinou, zejména pak jako
panensky kokosovy olej. Ten se od ,,obycejného” odlisuje zejména zptisobem ziskavani a taky
pfirozené se vyskytujicim obsahem vitaminu E, ktery brani oxidaci olejovych slozek. Sklada se
hlavng z triglycerid( mastnych kyselin. Hlavnimi slozkami panenského kokosového oleje jsou
kyselina laurova (45-52 %), myristova (16-21 %) a palmitova (7-10 %). Kokosovy olej by si
meél zachovavat své kokosové aroma [32].

Kokosovy ojel ma i v kosmetice znacné mnozstvi benefiti. Jeho antioxidacni a antistresova
aktivita pomaha snizovat dopad oxidacnich jevii na organismus a predchazi vzniku stresu
spojeného s cviCenim nebo onemocnénim. Oxidativni stres vté€le je také pficinou

17



hepatotoxicity. I t¢ pomahé predchazet pravé kokosovy olej. V kosmetice se vyuziva taktéz

(monoglycerid kyseliny laurové) pak vynika svymi antivirovymi ucinky [32].
258 Barvivo z Eervené iepy

Cervena fepa by se dala oznagit za jednu ze superpotravin dnesni doby. Ma pestré latkové
slozeni, jak uvadi L. Chen a kol. [33]. Toto slozeni, v pfepoctu na 100 g, je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1 - Latkové sloZeni Cervené repy [33]

Druh liatek Obsah [g]na 100 g
Proteiny 1,68
Sacharidy 9,96
Tuky 0,18
Aminokyseliny 1,22
Mastné kyseliny 0,11

Fytosteroly 2,50-1072

Mineralni latky 0,48
Vlaknina 2,00

Je bohata i na antioxidacni Cinidla, jimizjsou zejména barviva, které ji dodavaji jeji typickou
purpurovou barvu. Patii zde hlavné polyfenoly a antokyany, ale i betanin, hlavni slozka
betalainint. Betanin je v potravinafstvi znam jako E162, Cervené barvivo. Schopnost zastavovat
vliv oxidantl je u betaninu dokonce vyss§i nez u antokyanu, coz je dano bohatym obsahem
nenasycenych vazeb na benzenovych jadrech v jeho strukture. Mimo barviva obsahuje Cervena
fepa také vitaminy C a E, které maji taktéZ jistou antioxidadni aktivitu. Cervena fepa je znama
svym pfiznivym ucinkem na organismus pii lé€bé rakoviny [33].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Chemikalie

Kokosovy olej lisovany za

studena
Veli vosk bily

Lanolin
Glycerin

Aloe vera §t'ava
Humat draselny
Vitamin C
Vitamin E

Cocoamidopropyl betain
(CAPB)

Barvivo z ervené fepy
Mandlovy olej
Bambucké maslo

MQ voda

Methanol

Ethanol

Propanol

Isopropanol
Ethylacetat

TLC silikagelové pasky
Pryskyfice DAX-8

Amberlite 120 IR, H* forma

Sabouraud dextrose broth

Brain Heart Infusion broth

LB broth (Lennox)

Agar powder

Pouzité chemikalie

Vyrobce
dmBio

Ekokoza.cz

Ekokoza.cz
Penta

Dr. Max Pharma
TBIO Crop science
Penta

Sigma-Aldrich
Ekokoza.cz

Ekokoza.cz
Ekokoza.cz
Penta

Penta

Penta

Penta

Penta
Sigma-Aldrich
Supelco
Sigma-Aldrich
Himedia
Himedia
Sigma-Aldrich

Himedia

Ukel pouziti
Olejové prostiedi

Zahustovadlo
Emulgator

Stabilizator, zahustovadlo,
humektant

Vodné prostredi, humektant,
Aktivni latka s antivirovym G¢inkem
Antioxidant

Antioxidant
Ko-emlgator, antimikrobialni slozka

Barvivo, aktivni slozka

Slozka olejové faze

Slozka olejové faze

Prostiedi pro analyzy aktivnich latek
Macerace Cervené fepy, faze TLC
Faze TLC

Faze TLC

Faze TLC

Faze TLC

Pevna faze TLC

Pevna faze separace humatu
Pevna faze separace humatu
Zivné médium

Zivné médium

Zivné médium

Ztuzovac pro agarové misky
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ABTS

Trolox

Plate Count Agar
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Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Himedia

Zaklad pro tvorbu roztoku na méfeni
antioxidacni aktivity

Standard pro méfeni antioxidacni
aktivity

Univerzalni zivna pada



3.2 Poutzité pristroje a pomuicky

Bézné laboratorni sklo a nastroje

Magneticka michacka s ohfevem (Heidolph)
Lyofilizator (adVantage Pro, VirTis, US)

Rotacni vakuova odparka (Heidolph)

Spektrometr Nicolet iS50 FT-IR (Thermo Scientific)
Analyticka odstredivka LUMiSizer (Malvern)
Diferenc¢ni skenovaci kalorimetr DSC Q2000 (Mettler Toledo)
Reometr Discovery HR-2 (TA Instruments)

Lednice (Liebherr Profi Line)

UV-VIS spektrofotometr (Hitachi)

UV-VIS spektrofotometr SPEKOL 1300 (Analytik Jena)
Biologicky inkubéator (Binder)

Tlakovy hrnec

Plynovy chromatograf TRACE 1610 (Thermo Scientific)
Horizontalni difazni cely

UV-VIS spektrofotometricka sonda

DVS Advantage (Surface Measurement Systems)

pH indikac¢ni papirky

Euro Vector EA3000

TGAS5500 (TA Instruments)

Ultrazvukova lazenn UCC1 (Powersonic)

Laboratorni tfepacka IKA KS 4000 i1 control (IKA)
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3.3 Charakterizace barviva z Cervené fepy

Jelikoz je roztok humatu tmavé hnédé barvy a dopredu nebylo znamo, jak moc ovlivni obarveni
samotného balzamu na rty, bylo vybrano barvivo ptirodniho ptivodu, které by samotné hnédé
zabarveni bylo schopné zakryt.

Z moznych variant byla jako idealni vybrana Cervend fepa i vzhledem ke svym vlastnostem,
které byly popsany v kapitole 2.5. Rozpoustédlo bylo vybrano na zakladé odborného clanku
[34], kdy se poté rozhodovalo mezi ethanolem a methanolem. Ackoliv je ethanol pro pouziti
v kosmetice pfijatelnéjsi, z divodu nizsi hodnoty bodu varu (64,7 °C [35]) a tedy i menSi
nutnosti tepelného namahani barviva byl vybran methanol.

3.31  Zpracovani barviva

Priblizné dva kilogramy Cervené fepy byly omyty pod tekouci vodou, najemno nastrouhany
a pfes noc macerovany v 1 I methanolu. Uzaviratelna krabice byla po celou dobu macerace
ulozena v lednici. Druhy den byl veskery obsah prefiltrovan skrze Biichnerovu nalevku za
pomoci vakua do Cisté odsavaci bariky, odkud byl rozdélen na dvé Casti a ve dvou dvoulitrovych
barikach s kulatym dnem postupné odparen na vakuové rota¢ni odparce. Zbyla nastrouhana fepa
bylajesté jednou macerovana v pul litru methanolu po dobu zhruba péti hodin, ulozena v lednici
a poté zfiltrovana a zpracovana stejnym zptusobem.

Pro odparovani bylo vyuzito nasledujici nastaveni odparky: rychlost otaceni 250 RPM,
teplota vodni 1azné 60 °C a pocatecni nastaveni podtlaku na 600 mBar. Postupné s ubyvajicim
objemem bylo vakuum snizovano az na hodnotu O Pa, a to takovym zptsobem, aby nedoslo
k vypénéni obsahu bariky do chladice.

Pivodnim zamérem bylo dostat jako vysledek prasek, se kterym by byla jednoducha
manipulace pii pfipravé balzamu. Bohuzel vysledkem byla visk6zni kapalina podobna medu,
ktera se obtizné dostavala z banék ven. Pravdépodobnym divodem tohoto chovani je fakt, ze
methanol z Cerstvé fepy vyextrahoval nejen barvivé latky, ale také sacharidy, které jsou
hygroskopického charakteru a zapficinuji toto chovani. Taktéz se z Cervené fepy uvolnila
macerovanim voda, kterd je s methanolem misitelnd a pfispéla k celkovému charakteru
vysledného vzorku. Proto byla kapalina nafedéna destilovanou vodou a prelita do uzaviratelné
lahve. Celkovy objem tohoto roztoku byl 400 ml.

Takto nafedény roztok byl poté zamrazen v mraznicce a poté lyofilizovan podle nastaveni
popsané v tabulce 2. Prvni fazi bylo tepelné oSetieni vzorku (kroky 1-6), v dal§i fazi
nasledovalo samotné suseni (kroky 7-12).

Vysledny lyofilizat (obrazek 3) byl pfekryt bunicinou, obalen alobalem, aby bylo zamezeno
pristupu svétla a tim degradaci barviva, a uchovavan v exsikatoru po celou dobu pfiprav
a méfeni. Charakterizace tohoto lyofilizatu je popsana v nasledujicich podkapitolach.
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Tabulka 2 - Nastaveni procesu lyofilizace

Zmrazeni vzorku

Setrvani v kroku

Krok Teplota [°C] Rampa [min] [min]

1 0 15 60

2 -2 15 30

3 -5 30 60

4 -10 30 120

5 -15 60 120

6 —20 60 240

Suseni
Krok Teplota [°C] Rampa [min] ) kfzcr:t[iz:'in ] Tlak [mTorr]

7 -15 30 960 80
8 -10 60 960 240
9 —7 60 960 300
10 -5 60 960 500
11 -2 60 960 800
12 900

Obrazek 3 - Lyofilizat barviva z Cervené repy
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3.3.2 Stanovenirezidua methanolu

Pomoci plynové chromatografie bylo stanoveno reziduum methanolu v lyofilizatu barviva
z Cervené tepy, aby bylo mozné fict, ze barvivo zbytkovy methanol obsahuje v legislativné
povolenych mezich a je jej tak mozné pouzit v kosmetice.

Analyza probihala na pfistroji TRACE 1610 firmy Thermo Scientific, coz je plynovy
chromatograf, ktery je schopen analyzy v médu ,head-space”, tedy analyzuje plyny nad
vzorkem. V piipadé methanolu je vzorek potifebné zahiat nad teplotu varu analyzovaného
rozpoustédla, aby se ze vzorku odpaftilo a poté je plyn nad vzorkem nasan jehlou a analyzovan
na kolong.

V prvnim kroku byl pfipraven 1% roztok methanolu ve vodé pro otestovani pozice piku
methanolu, ktery byl dale fedén, aby byla ovéfena dolni mez detekce a tim i stanovena hranice,
pod kterou by se pfipadna koncentrace methanolu ve vzorku vyskytovala. Pro toto stanoveni
bylo pouzito vzdy 100 ul roztoku, ktery byl po dobu 25 minut zahtivan pti 80 °C, coz by méla
byt dostatecné dlouha doba pro vypareni a uvolnéni methanolu. Zaroven byl také vzorek
prubézné protiepavan, coz je dobré v piipadé pevnych sypkych vzorka, jakym je i lyofilizat
barviva z Cervené fepy. Injektovany objem plynu €inil 1 ml. Plynny vzorek byl poté unasen
vodikem na kolonu ZB-642, ktera ma délku 59 m, primér 0,32 mm a tloustka filmu tvori
0,18 mm. Pii kontaktu s plamenové ioniza¢nim detektorem se plyn dostal az na teplotu 220 °C.
Po prevedeni organickych molekul plamenem na ionty byla métena vodivost.

Pro zptesnéni méfeni byly vytvofeny tfi navazky barviva, ve vSech pfipadech byla snaha
navazit co nejvice malych Castic tak, aby byl vzorek dostatecné sypky a meél co nejvétsi

specificky povrch a methanol se co nejlépe uvolfioval. Hmotnosti jednotlivych vzorkt jsou
uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 - Navazky barviva na GC analyzu

Vzorek Navazka [g]
1 0,6548
2 0,5674
3 0,5351
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3.3.3 IC a Ramanovo spektrum

Zakladni charakterizace barviva byla provedena pomoci infraervené spektroskopie
a Ramanovy spektroskopie. Jelikoz je lyofilizovany produkt smési vice latek, nelze tato spektra
definované pouzit pro identifikaci barviva. Muzeme vSak stanovit, které vazby, piipadné
skupiny, ba dokonce 1 strukturni motivy se v barvivu vyskytuji. Pro infracervenou spektrometrii
byl vyuzit méfici rezim na krystalu ATR, méfeni bylo realizovano na spektrometru Nicolet
iS50 FT-IR.

Pro podrobngjsi stanoveni obsahu jednotlivych slozek a typa latek byl vybran rozklad
barviva na zaklad€ tenkovrstvé chromatogratie a nasledna zpétna eluce a analyza samostatnych
slozek, jak popisuje podkapitola nize.

3.3.4 Stanovenijednotlivych sloZek barviva pomoci TLC, DataColor a FTIR

Pro rozklad lyofilizatu na jednotlivé slozky byla zvolena metoda tenkovrstvé chromatografie
(TLC) a nékolik riznych mobilnich fazi. Kombinace a poméry jednotlivych rozpoustédel ve
fazich jsou uvedeny v tabulce 4. Faze C zde zamérn€ uvedena neni, nebot’ jeji méteni nebylo
realizovano.

Tabulka 4 - Slozeni TLC fdzi

Faze Rozpoustédla Pomér [ml]
A n-Propanol:Voda:Kyselina octova 85:14:1
B Ethylacetat: Aceton:Methanol 20:20:40
D Ethylacetat:Methanol:Voda 100:16,5:13,5
E Methanol:Ethanol:H>O 30:30:15

Priblizné 0,5 g lyofilizatu bylo rozpusténo ve 4 ml mobilni faze a poté byly tyto roztoky
kapany na tenkou vrstvu silikagelu na uhlikové folii, vzdy kazda kapka az poté, co predchozi
plné zaschla. Celkové bylo na kazdou fazi pouzito 30 kapek a pokusy byly provadény
v duplikatech.

Na dno 250ml odmémého valce bylo umisténo 10 kolecek filtracniho papiru o primeéru
mensim, nez byl primér samotného valce. Na ty byla nalita Cista mobilni faze tak, aby jeji
hladina koncila hned pod poslednim kolem filtracniho papiru. Na filtrani papiry byl poté
postaven pruh silikagelu s nanesenym roztokem barviva v korespondujici fazi, valec byl u hrdla
obalen parafilmem, do kterého byly udélany otvory pomoci nizek a aparatura byla takto
ponechana stat pfi laboratorni teploté¢ dvé az tfi hodiny v zavislosti na rychlosti vzlinani
jednotlivych fazi. Tento proces zachycuje obrazek 4.
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Obrazek 4 - Aparatura pro chromatografii na tenké vrstvé

Po zastaveni procesu byly jednotlivé pasky silikagelu nechany k volnému odpareni
pouzitého elu¢niho Cinidla v laboratoti a pod dennim svétlem a UV lampou byly zhruba zjistény
jednotlivé barevné oblasti. To je ukazano na obrazku 5 a 6. Jak je vidét, na dennim svétle se
chromatograficky vyvin muze jevit malo barevny nebo zcela bezbarvy, ovSem pod
ultrafialovym svétlem jsou patrné oblasti obsahujici slozky na dennim svétle neviditelné.
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Obrazek 5 - Chromatografické vyviny na dennim svétle

Obrdazek 6 - Chromatografické vyviny pod UV svétlem
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Zaroven byly jednotlivé chromatografické vyviny analyzovany na pfistroji DataColor.
Meéfeni na pfistroji probihé skrze Stérbinu, ktera definuje analyzovanou oblast. Ta je osvétlena
ajeurceno jeji spektrum. Méfeni meélo za cil zptesnit hranice, kde se nachazeji jednotlivé slozky
barviva rozlozené pomoci tenkovrstvé chromatografie a probihalo v nastaveni VIS.

Z kazdého vyvinu bylo analyzovano nékolik oblasti, u kterych se zdalo nebo bylo patrné, ze
obsahuji jinou barvu. Pozice vzorku byla vzdy v pfistroji upravena tak, aby analyzovana plocha
byla jednotné barvena. Z této oblasti pak bylo ziskano spektrum, vSechna spektra jsou soucasti
vyhodnoceni v kapitole 4.1.2.

Ptistroj se bohuzel nepovedlo kalibrovat na mensi §térbinu, proto musi byt data chapana jako
orientacni, ovSem k porovnani, zda se jedna o jiné slozky v ramci jejich odlisSnych spekter, tato
analyza naprosto postacuje.

Jednotlivé oblasti byly rozstfihany a rozdéleny samostatné do vialek, k nim bylo pfidano
malé mnozstvi elu¢niho ¢inidla (korespondujiciho se slozenim mobilni faze) a vzorky byly pies
noc eluovany. Druhého dne byly jednotlivé eluaty méfeny pomoci infracervené spektrometrie
metodou ATR. Takto ziskana spektra byla vyuzita pro identifikaci moznych vyskytujicich se
funk¢nich skupin a znich odvozenych typu latek, které lyofilizat barviva z Cervené fepy
obsahuje.
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3.4 Charakterizace humatu

Pouzity humat pro tvorbu balzamu je komer¢né zakoupeny HumiKey, tedy draselna sul
huminovych kyselin. Jeho charakterizace byla provedena jiz dfive jakozto soucast prezentace
této latky v ramci konference IHSS ve Valticich konané roku 2020 [36].

V komerénim produktu HumiKey byl stanovovan obsah huminovych kyselin, ale také obsah
fulvinovych kyselin. Pro samotnou separaci byly potieba skelnéné kolony (délka 600 mm
o prumeéru 50 mm a délka 250 mm o primeéru 40 mm), hydrofobni pryskyfice DAX-8 a katex
Amberlite 120 IR v H* formé. Postup separace huminovych a fulvinovych kyselin byl prevzat
z Clanku A New Standardized Method for Quantification of Humic and Fulvic Acids in Humic
Ores and Commercial Products [37].

3.41 lzolace huminovych a fulvinovych kyselin

V prvni fazi byly naplnény kolony. Vét§i z nich obsahovala katex Amberlite 120 IR,
H* forma, mensi byla plnéna pryskyfici DAX-8, ktera byla nejprve aktivovana methanolem
a vodou.

Samotny postup izolace probihal rozpusténim zhruba 1 g vzorku v 1 dm? 0,1M roztoku
hydroxidu sodného. Ten se odstfedil pii 4000 ot/min~' za dobu 20 minut, aby se odstranil
nerozpustny podil. Pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové bylo pH roztoku upraveno
do rozmezi 1-2 tak, aby doslo k vysrazeni huminovych kyselin. To probihalo po dobu 24 hodin.
Nasledné byly vysrazené huminové kyseliny opét separovany pomoci centrifugace pii 4000
ot/min~! po dobu 20 minut, supernatant byl uchovan pro izolaci fulvinovych kyselin a srazeniny
huminovych kyselin byly opétovné rozpustény pomoci 100 ml 0,1M roztoku hydroxidu
draselného s ptidavkem 2.2 g chloridu draselného. Bylo opakovéano srazeni a centrifugace
s opétovnym uchovanim supernatantu pro pozdéjsi izolaci fulvinovych kyselin. Vysrazené
huminové kyseliny byly dialyzovany a v konecném kroku vymrazeny a lyofilizovany.

Izolace fulvinovych kyselin probihala na mensi z kolon, kdy byl cely objem supernatantu
nadavkovan na kolonu obsahujici pryskyfici. Kolona byla promyta vodou promyta vodou,
promyvani bylo ukonceno pifi nameétené absorbanci Assonm <0,015. Nasledné byly fulvinové
kyseliny desorbovany za pomoci 0,1M roztoku hydroxidu sodného, jejich desorpce byla
ukoncena pfi naméfené absorbanci vychazejiciho roztoku Aszsonm <0,03. Poté nasledovala
regenerace kolony, a to 0,1M roztokem kyseliny chlorovodikové a vodou do srovnani pH
priblizné na hodnotu 7. Roztok fulvinovych kyselin byl opakované eluovan kolonou, kdy eluce
byla zastavena pii naméfeni hodnoty vodivosti roztoku niz§i nez 120 pS-cm™!, kolona byla opét
promyvana vodou, promyvani bylo zastaveno pii hodnotach absorbance A3zsonm <0,015.
Nasledovala regenerace katexu Amberlite 120 IR pomoci 21 0,IM roztoku kyseliny
chlorovodikové a poté proplachovani vodou az do srovnani pH zhruba na hodnotu 7.

Fulvinové kyseliny byly nasledné zakoncentrovany na vakuové odparce, dialyzovany skrze
membranu o velikosti port 500 Da, vznikly roztok byl vymrazen a lyofilizovan. Lyofilizaty
obou kyselin jsou vyobrazeny na obrazku 7.

29



Obrazek 7 - Lyofilizdaty fulvinovych (vlevo) a huminovych kyselin, prevzato [36]

3.4.2 Stanoveni obsahu huminovych latek

Z vytézenych produkti byl stanoven procentualni hmotnostni obsah jednotlivych slozek ve
vzorku, ktery byl poté srovnan s tvrzenim vyrobce. Pro stanoveni zastoupeni jednotlivych
prvka byla vyuzita elementarni analyza (EA) v kombinaci s termograimetrii (TGA), kdy byly
mezi sebou porovnany pivodni vzorek a vyextrahované huminové a fulvinové kyseliny. Z této
analyzy byl stanoven obsah uhliku, dusiku, kysliku, vodiku a siry. Vyuzity byly pfistroje Euro
Vector EA3000 a TGAS5500 TA Instruments. Na zavér bylo v ramci charakterizace produktu
vyuzito taktéz infracervené spektrometrie v rezimu FTIR DRIFT, ke které byl vyuzit
spektrometr Nicolet iS50 FT-IR Thermo Scientific.

Vysledkem, dle autord, je zastoupeni huminovych kyselin 63,32 hm. %, fulvinovych kyselin
18,20 hm. % a zbylych 18,48 hm. % produktu HumiKey tvoti hydrolyzované molekuly. Obsah
huminovych latek tak tvori 81,52 hm. % [36]. Dle vyrobce produktu je celkovy obsah
huminovych latek 80 hm. %, fulvinové kyseliny by se pak mély pohybovat svym obsahem
v rozmezi 15-20 hm. % [38].
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3.5 Meéreni téinnosti barviva a humatu v kosmetice

3.5.1 Antioxidacni vlastnosti

Antioxida¢ni vlastnosti byly stanoveny metodou TEAC pomoci pouziti radikalového roztoku
ABTS™. Jde o kyselinu 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovou), a tato metoda je
jednou z nejhojnéji vyuzivanych pro stanoveni obsahu latek s antioxidac¢ni schopnosti.
Principem této metody je zhaSeni (odbarvovani) modrozeleného roztoku radikalu latkami, které
jej jakozto donory vodikovych atomt redukuji.

Bylo piipraveno 10 ml roztoku radikalu, a to pfipravou 7,4mM roztoku ABTS (navazka
0,036 g) v destilované vode, do kterého bylo navazeno a rozpusténo 0,0066 g peroxodisiranu
draselného. Takto pripraveny roztok byl ponechan ve tmé pii laboratorni teploté minimalné
12 hodin, aby zreagoval a teprve poté s nim bylo mozné méfit.

Celé meéfeni absorbance probihalo pifi nastaveni lampy na 734 nm na spektrofotometru
Analytik Jana. Nejprve byla pfichystana kalibrani fada. Méfeni se kalibrovalo roztokem
Trolox, ktery byl nachystan v koncentracich 100, 200, 300, 400 a 500 uM. Pred zah4jenim byl
roztok ABTS™ nafedén ethanolem zhruba 1:15 tak, aby se vysledna absorbance Cistého roztoku
radikalu pfi 734 nm pohybovala okolo 0,7. Kalibra¢ni roztoky poté byly smiseny s roztokem
radikalu v poméru 20 pl Troloxu do 2 ml ABTS™. Tyto smeési byly ihned méfeny a byla
odecitana jejich absorbance.

Po promérteni kalibracni fady byly méfeny pfichystané vzorky — roztoky samotného barviva,
humatu a jejich kombinace, pfipravené ve dvou variantach, a to Cerstvé a jeden mésic staré.
Toto pozorovani pak bylo zahrnuto také do vyhodnoceni stability barviva, kterému se vénuji
v kapitole 3.7.6. VSechny métené roztoky byly pfipravovany v poméru 3 ml roztoku radikalu
ABTS™ s 30 ul roztoku stanovované latky. Pro stanoveni pocatecni absorbance v ¢ase nula byl
ptipraven kontrolni vzorek, kde ucinné latky nahrazuju jejich Cisté prostiedi, ve kterém byly
rozpustény, tedy voda. Kazdy vzorek byl pak pfichystan v triplikatech a méfen po deseti
minutach od ptidavku do roztoku radikalu, kdy byl po celou dobu uchovavan ve tme.

3.5.2 Antimikrobialni vlastnosti

U obou aktivnich latek byla také vyvinuta snaha o prokézani jejich antimikrobiéalnich vlastnosti.
K tomuto ucelu byl vyuzit jednoduchy difuzni diskovy test, ke kterému jsou potfeba pouze
agarové plotny s nakultivovanymi mikrobialnimi kulturami a sterilni disky.

Jako vhodné mikroogranismy pro studium téchto vlastnosti byly zvoleny Candida glabrata,
Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis, které se bézné vyskytuji na lidské pokozce [39]
[40] [41]. Kultury byly pfipraveny dvojim preockovanim, aby byla zajiSténa jejich dostatecna
viabilita pro testovani. Pro kultiva¢ni média i agarové plotny byly vyuzity nasledujici substraty,
které uvadi tabulka 5. Pro agarové plotny byl do pfipravovaného substratu pridan navic agar
(davkovani 1,5 % celkového média, HIMEDIA), aby doslo k vytvofeni pevné zivné pudy pro
diftizni testovani.
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Tabulka 5 - Zivad média pro zvolené kultury

Kultura mikroorganismu Zivné médium Davkovani

Candida glabrata Sabouraud dextrose broth 3,9 g na 100 ml vody
Escherichia coli LB broth 2 g na 100 ml vody
Staphylococcus epidermidis ~ Brain Heart Infusion 3,7 g na 100 ml vody

Kazda z zivnych ptd byla pfipravena na tii plotny, aby mohlo méfeni probihat v triplikatech.
Pomoci dérovacky byly z filtratniho papiru vyrobeny difuzni disky, které byly nasledné
vysterilizovany v autoklavu. Na agarovou plotnu pak bylo pipetovano 200 pl kultury, na niz
byly polozeny pfichystané disky, na které bylo pipetovano 20 pl zkoumaného roztoku. Takto
ptipravené difuzni testy byly inkubovany pii 35 °C po dobu 1 tydne.

Zkoumanymi roztoky byly samostatné roztoky humatu a barviva z ¢ervené fepy a jejich
kombinovany roztok, v§echny pfipraveny v koncentracich, které byly pouzity v balzamu. Jako
negativni kontrola poslouzil roztok ethanolu, jako pozitivni kontrola naopak sterilni voda.
Po 1 tydnu byly zméfeny S§itky inhibi¢nich zon u jednotlivych diski.

3.5.3 Simulace difuze latek skrze pokozku

Pro doplnéni znalosti o prostupu ucinnych latek pokozkou bylo zvoleno meéteni za pouziti
difuznich cel. Jako prostupova bariéra byla zvolena polykarbonatova membrana s velikosti
pord 1 um. Lidska pokozka ma velikost poru pohybujici se do 250 um, pfi¢emz zavisi na
fyzikalnich podminkach (teplo/chlad) a Zivotnimu stylu, kterému je kiize vystavena [42].
Ackoliv jsou dnes na trhu k dostani i takové membrany, které prostupnost pokozkou velmi
presné simuluji, toto bylo zvoleno jako levnéjsi a jednoducha alternativa pro meéteni, jelikoz
pory jsou zde mensi a pokud molekuly aktivnich latek dokazi difundovat skrze tuto membranu,
zcela jisté se da urcit, ze budou prochazet 1 skrze pokozku.

Aktivni latky byly rozpustény ve vodé, tim padem do pfijimaci cely byla také pouzita
MQ voda, aby bylo mozné sledovat pouze latkovy prostup a nemusely se brat v potaz dalsi
faktory. K méfeni byly vyuzity sondy, které jsou schopny snimat prubéh meéfeni kontinualné
bez potieby vzorek pipetovat do kyvet a vracet nazpét do pfijimaci cely. Méfi se absorbance
recipientniho roztoku v celém spektru.

Pro ovéfeni limitu méfeni a toho, zda jsme schopni viibec prachozi latky registrovat, bylo
nejprve proméreno na spektrofotometru Hitachi celé spektrum pivodniho roztoku. Ten byl
prili§ koncentrovany, a tak se pfistoupilo k jeho fedéni. Vysledky jsou piipojeny k vyhodnoceni
dat difuze v kapitole 4.3.4. Zarover tato data poslouzila jako provizorni kalibra¢ni fada, takze
bylo mozné orientacné urcit mnozstvi proslych aktivnich latek v ¢ase skrze difizni membranu.

Zahajeni meéteni difuze je zachyceno na obrazku 8, obrazek 9 pak ukazuje donorovou
a akceptorovou celu pii ukonceni meétreni. Méfeni probihalo celkové 6 hodin se snimanim
spektra co 2 minuty.
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Obrazek 9 - Difuzni cely pri ukonceni méreni
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3.6 Vyvojbalzamu narty

Puvodni ingredience balzamu na rty byly vybrany jak pro své vlastnosti uvadéné v literatufe,
tak vSeobecné¢ znamé. OvSem bylo nutné vyzkouSet, jak spolu jednotlivé slozky budou
kooperovat a vytvaret balzam na rty.

3.6.1 Optimalizace receptury

Jelikoz jsou obé hlavni aktivni slozky, které balzam vyuziva, a to humat a fepné barvivo,
rozpustné ve vodé, bylo nutné vymyslet, jakym zpusobem mohou byt zakomponovany do
balzamu, ktery je jiz ze své podstaty spiSe hydrofobniho charakteru. Jako vhodnou variantou se
jevilo vyuziti emulze typu voda v oleji (V/O), kdy by aktivni latky byly rozpustény nebo
dispergovany ve vodné fazi, kterd je nasledné dispergovana ve spojité olejové fazi. Emulze
a jejich typy jsou vyobrazeny na obrazku 10 [43].

OLEJ VE VODE (0/V) VODA V OLEJI (V/O)

VODA V OLEJI VE VODE (V/O/V) OLEJ VE VODE V OLEJI (O/V/0)

Obrazek 10 - Typy emulzi, prevzato a upraveno [43]

Bylo dulezité zvolit vhodny zptsob emulgace a vybrat vhodny emulgator, ktery by byl
schopny stabilizovat zvolené mnozstvi a typy olejovych slozek. Aby bylo omezeno zkouSeni
na opravdovych surovinach a tim omezen i odpad, byly vyuzity internetové HLB kalkulacky.
VétSina takovychto systému pracuje na podobné bazi, a to porovnavanim jednotlivych HLB
Cisel v zavislosti na mnozstvi pouzité olejové slozky a z toho odvozenou , silou” potfebnou
k jejich stabilizaci v emulzi, tedy HLB cCislem emulgatoru, ktery je zamySlen pro pouziti.
HLB (Hydrophili-Lipophile Balance) Cislo je parametr, ktery udava miru hydrofility dané
slozky. Poprvé jej popsal v roce 1949 William C. Griffin [44].
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Emulze typu voda v oleji se vyznacuje

niz§imi hodnotami HLB ¢isel pro emulgatory

a v konecném dusledku i pro jednotlivé komponenty olejové faze [45] [46]. Jak je vidét na

obrazku, je nutné, aby se vysledné hodnoty HLB pro olejové slozky a vybrany emulgator pfili§
nelisily. Jak uvadi samotné webové stranky HLB kalkulacky, tento rozdil hodnot by nemél byt
vetsi nez 2 [45]. Kategorie emulgatort a jejich chovani na zakladé hodnoty jejich HLB cisla

udava tabulka 6.
Tabulka 6 - HLB klasifikace ldtek, prevzato [47]

Interval HLB Oblast aplikace

1-3 Proti-pénivy piipraveék
3-6 V/O emulgator

7-9 Smacedlo

8-16 O/V emulgator

13-15 Detergent

15-18 Rozpoustédlo

Jeden z prvnich pokust obsahoval suroviny a jejich poméry uvedené v tabulce 7. Pti vypoctu
bylo vyuzito on-line HLB kalkulacky pro tvorbu emulzi [45].

Tabulka 7 - Vypocet prvni receptury

Surovina Obsah [%] Navazka [g]

Ingredience na vodni bazi

Aloe Vera stava 10,0 4,0
Gylcerin 3,0 1,2
Ingredience na olejové bazi

Mandlovy olej 15,0 6,0
Kokosovy olej 50,0 20,0
Ostatni ingredience

Repné barvivo 0,5 0,2
Humat draselny 0,5 0,2
Emulgadtory

Emulgacni vosk €. 3 8,0 3,2
Veli vosk 13,0 5,2
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Z takto navazenych surovin byl pfipraven prvni vzorek tak, ze olejové slozky byly spolu
s emulgatory rozpustény na vodni lazni o teploté 80 °C pfti rychlosti michani magnetickym
michadlem 600 RPM. Do olejové faze byla po kapkach ptidavana faze vodna spolu s barvivem
a humatem, zahtata na 60 °C, zhruba rychlosti 1 kapka za sekundu. Jakmile byl cely objem
vodné slozky nadavkovan do emulze, byl balzam promichan jesté na dispergatoru pti otackach
2000 RPM po dobu 1 minuty. Vzorky byly nality do malych vazenek, ponechany
k vychladnuti, ptekryty parafilmem a ulozeny do skiiiky do druhého dne pro ,,vyzrani“. Vzorek
s obsahem fepného barviva, huméatu a vzorek Cist€ s humatem je na obrazku 11.

Obrazek 11 - Prvni vzorky balzamii

Jak je vidét v pravé Casti obrazku, obsah humétu musel byt upraven, nebot jej bylo pfilis.
Byl proto proveden piepocet idealniho obsahu na zakladé publikace R. Klockingové
a B. Helbiga [7]. Ti uvadéji, ze inhibi¢ni koncentrace ICso pro humat amonny je 17,80 pg/ml.
Pro humat sodny je naopak 18,20 ug/ml. Byla tedy zvolena primérna hodnota téchto
koncentraci, a to 18,00 pg/ml. Byl proto zvolen prepocet téchto koncentraci s aproximaci, kdy
40 g balzamu zhruba odpovida 40 ml, proto by vysledna pouzita koncentrace méla byt 0,72 mg.

Jelikoz se jedna o vypocet ucinné koncentrace v poloviné piipada (ICso), byla koncentrace
pouzita do balzamu zvysSena dvojnasobné i s predpokladem, ze ne vSechno mnozstvi ihned
projde pokozkou k postizenému mistu. Druha receptura byla opét teoreticky prepocitana, aby
byla zjisténa jeji mozna stabilita a je uvedena v tabulce 8. Jelikoz se prvni pokus zdal byti pfili§
tvrdy, bylo taktéz upraveno mnozstvi pouzitého vceliho vosku a zvySeno mnozstvi pouzitého
barviva.
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Tabulka 8 - Receptura s prepoctenym mnozstvim humcdtu draselného

Surovina Obsah [%]

Navazka [g]

Ingredience na vodni bazi

Aloe Vera stava 10,0 4,0
Gylcerin 3,0 1,2
Ingredience na olejové bazi

Mandlovy olej 15,0 6,0
Kokosovy olej 50,0 20,0
Ostatni ingredience

Repné barvivo 4,0 1,6
Humat draselny 4-1073 1,6:10°7
Emulgadtory

Emulgacni vosk €. 3 8,0 3,2
Veli vosk 10,0 4,0

U tohoto vzorku byl pouzit stejny zplisob pfipravy jako u predchozich, pouze se zmeénil
zpusob uskladnéni — balzam jiz nebyl nalit na vazenky, ale do 50ml Sroubovaci nadobky.

V tomto baleni bylo také mozné pozorovat dalsi jev, ktery bylo nutné pro pfipravu balzamu

optimalizovat, a sice nedostateCna dispergace vodné faze. Jak ukazuje obrazek 12, jednotlivé
kapicky vodné faze jsou piilis velké, a tak b€hem tuhnuti stihnou sedimentovat na dno nadoby
a balzam je tak jak barevné, tak latkové nehomogenni. Tato problematiku a jeji naprava je

podrobnéji rozebrana v kapitole 3.6.2.

Po zhruba 14 dnech zacal byt patrny také jiny jev, a to odbarvovani balzamu. Jeho svétle
razové zabarveni zaCalo prechazet ve zluté az hnéd¢, jak je ukazano na obrazku 13. Jako feSeni

se zdalo zahrnuti antioxidantt do receptury pro predchazeni oxidace barviva. Jako idealni byly

zvoleny vitamin E a vitamin C, které mimo svij dobry pifinos pro organismus maji taktéz dobré
vysledky pii synergickém ucinku [48]. Proto nasledovaly dal§i upravy a pfepocCty receptury.
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Obrazek 13 - Zména barvy balzdmu

Upraveny navrh receptury obsahoval §tavu z Aloe Vera, glycerin, mandlovy a kokosovy
olej, kyselinu askorbovou, vitamin E, fepné barvivo, humat, v¢eli vosk a glyceryl stearat.
Vypocet zinternetové HLB kalkulacky pro celkovou navazku 40 g balzamu je uveden
v tabulce 9. Pii jeho piipravé byl vyuzit inovovany postup, ktery je uveden v kapitolach 3.6.2
a3.64.
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Tabulka 9 — Prvni teoreticky vypocet upravené receptury balzdmu

Surovina Obsah [ %] Navazka [g]
Ingredience na vodni bazi

Aloe Vera stava 12,0 4.8
Gylcerin 3,0 1,2
Ingredience na olejové bazi

Mandlovy olej 15,0 6,0
Kokosovy olej 45,0 18,0
Ostatni ingredience

Vitamin C (askorbat) 2,5 1,0
Vitamin E 0,5 0,2
Repné barvivo 4.0 1,6
Humat draselny 4-1073 1,6:10°7
Emulgadtory

Emulgacni vosk €. 3 8,0 3,2
Veeli vosk 10,0 4.0

U receptury €. 3, uvedené v tabulce 9, byly kvuli celkovému chovani vzorku upraveny
poméry jednotlivych surovin tak, aby slozeni odpovidalo tomu uvedenému v tabulce 10.
Zaroveii byl snizen obsah vceliho vosku vzhledem k faktu, ze jeho maximalni koncentrace
v kosmetice dle uvedeni vyrobce na obalu miuze byt pouze 8 % hmotnosti vyrobku. Druha
varianta receptury byla subjektivné piijemnéjsi konzistence, bylo proto pokraovano
s pfipravou dalSich vzorkii a testovani jejich stability na analytické odstfedivce, o Cem
pojednava kapitola 3.6.3.

Pripravena receptura €. 4 (tabulka 10) byla po odzkouSeni vybrana jako natolik stabilni, ze
dle jeji predlohy byly piipraveny zamyslené finalni vzorky pro posouzeni stability. Pro stabilitni
studii bylo zamysleno pét sérii vzorkl v triplikatech, a to vzorky s obsahem fepného barviva
a humatu, vzorky pouze s barvivem, vzorky pouze s humatem, kontrolni vzorky bez obou latek
a vzorky opét s obsahem obou latek, které byly na rozdil od predeslych zminénych uskladnény
v lednici. Prvni Ctyfi série byly uskladnény pfi laboratorni teploté ve skiinice ve tmé.
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Tabulka 10 - Druhy teoreticky vypocet upravené receptury balzamu

Surovina Obsah [%] Navazka [g]

Ingredience na vodni bazi
Aloe Vera stava 15,0 6,0
Gylcerin 3,0 1,2

Ingredience na olejové bazi

Mandlovy olej 15,0 6,0
Kokosovy olej 47,0 18,8
Ostatni ingredience

Vitamin C (askorbat) 2,5 1,0
Vitamin E 0,5 0,2
Repné barvivo 3,0 1,2
Humat draselny 4-1073 1,6:10°7
Emulgadtory

Emulgacni vosk €. 3 7,0 2,8
Véeli vosk 7,0 2,8

Vzorky byly po 14 dnech od pfipravy pievzaty k prvotni analyze. Zde se ovSem projevila
nekvalita pouzitého obalového materialu, nebot kelimky popraskaly a vzorkim tak
pravdépodobné napomohly k degradaci. Zarover se zdalo, ze se ze struktury balzamu oddé¢lila
nektera z kapalnych slozek, jak ukazuje obrazek 14. Proto bylo také pfistoupeno ke zménam
v obsazenych slozkach. Jako emulgator byl vyuzit nové lanolin, jako ko-emulgatoru se vyuzilo
CAPB (cocoamidopropyl betain), ktery zaroveni ucinkuje jako konzervant a mél by pusobit
preventivné proti mikrobidlni degradaci. Z receptury byl vyfazen emulgacni vosk ¢.3
a mandlovy olej.

Obrazek 14 - Prvni findlni vzorky, které podlehly degradaci viivem sloZeni a defektiim obalového
materidlu
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Bohuzel zde se projevil limit on-line HLB kalkulacek, jelikoz neumi pocitat s tim, ze nekteré
latky mohou mit dvoji charakter, jako naptiklad lanolin, ktery je slozkou hydrofobni faze, ale
zaroven ma vlastnosti stabilizujici emulze typu voda v oleji, podobné je na tom vceli vosk.
Proto byla nasledujici receptura, kterou uvadi tabulka 11, vytvofena na zakladé
experimentalnich pozorovani a jeji stabilita byla odzkouSena na analytické odstfedivce.
Zaroven byly také vzorky tyden pozorovany, zda se jejich chovani néjak vyrazné zmeéni.

Tabulka 11 - Receptura s obsahem lanolinu a CAPB

Surovina Obsah [%] Navazka [g]

Ingredience na vodni bazi

Aloe Vera stava 15,0 6,0
CAPB 2.5 1,0
Gylcerin 3,0 1,2

Ingredience na olejové bazi

Kokosovy olej 47,0 18,8
Ostatni ingredience

Vitamin C (askorbat) 2,5 1,0
Vitamin E 0,5 0,2
Repné barvivo 3,0 1,2
Humat draselny 4-1073 1,6:10°7
Emulgadtory

Lanolin 7,0 2,8
Veli vosk 7,0 2,8

Poté, co byla tato receptura vyhodnocena jako vyhovujici, byla zahajena pfiprava finalnich
vzorkll pro posouzeni stability, kterou popisuje kapitola 3.6.3. Po drobnych upravach byla
vytvorena finalni receptura, kterou popisuji v kapitole 3.6.4.

3.6.2 Optimalizace postupu pfipravy

V ptipravé emulzi bylo vychazeno ze zkuSenosti nabytych pii zpracovani bakalarské prace.
Jako zakladni postup byla proto zvolena pfima emulzifikace, tedy pfidavani disperzniho podilu
do kontinualni faze [43]. Teplota pro tvorbu emulze byla odvozena od latky s nejvyssim bodem
tani, v tomto ptipadé byl urcujici vCeli vosk, ktery taje pii 6070 °C [23]. Teplota vodni lazné
tak byla nastavena na 80 °C.

Pti prvnich pokusech byla vodna faze ptidavana po kapkach do olejové faze, cela smés byla
michéna rychlosti 800 RPM a poté minutu dispergovana. Tento postup se bohuzel neovéfil,
protoze kapicky disperzniho podilu byly pfili§ mélo rozmichany a také byly natolik objemné,
ze v postupné chladnoucim balzamu sedimentovaly ke dnu, jak jiz bylo ukdzano na obrazku 12.
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Jako prvni feseni se nabizelo del§i michani vzorku, aby alespon caste¢né vychladnul, coz ovSem
opét koncilo sedimentaci dispergované slozky, v disledku ¢ehoz byl vysledek nehomogenni
jak vizualné, tak koncentracné.

Druhym navrhem, jak tomuto chovani zabranit, bylo prodlouzeni Casu a intenzity
mechanické dispergace. Zde ovSem, jak je vidét na obrazku 15, dochazelo k degradaci barviva
a vysrazeni vodné faze.

Obrazek 15 - Vzorek balzdmu po nadmérné mechanické dispergaci

Jako dalsi mozny zpusob dispergace emulze byl vyzkouSen ultrazvuk. Pivodné bylo
zamyS$leno smichat balzam obvyklym zpasobem, tedy piidavkem vodné faze do olejové po
kapkach pfi rychlosti michani 800 RPM pomoci magnetického michadla a ohfevu vodni 14zni
na 80 °C, a nasledné chlazeni probihalo nejprve pii odtaveni ohfevu smeési za stalého michani
michadlem a teprve poté byl vzorek vlozen do ultrazvukové lazn€. Bohuzel vzorek stacil
zatuhnout rychleji, nez bylo pfepokladano a také se opét projevil vliv sedimentace, jelikoz pti
michani stacily kapicky dispergované faze opét klesnou vice ke dnu kadinky.

Proto byla vyzkousSena stfidava metoda — vzorek se po celkovém smiseni vzdy 30 sekund
michal pfi 800 RPM, poté byl na 30 sekund vlozen do ultrazvukové lazn€. Tento cyklus se
opakoval pétkrat, kdy finalnim krokem bylo jesté kone¢né promichani, po kterém nasledovalo
liti balzamu do pfipravené nadoby. Zaroven byla ultrazvukova lazen vyuzita pro pridavek
Vitaminu E do balzdmu, jelikoz vzorek jiz nebyl tak horky, aby doSlo ke znehodnoceni
tokoferolu. Tento postup se osveédcil jako nejlepsi z hlediska homogenity vysledného produktu,
ucinnosti dispergace a taktéz fungoval spozménénym slozenim, ke kterému doslo pred
pfipravou finalnich vzorkd, jehoz diivod je zminén vyse v kapitole 3.6.1.
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3.6.3 Posouzeni primarni stability receptury

Stabilita pfipravenych receptur byla posouzena na analytické odstfedivce LUMiSizer od
spoleCnosti Malvern. Vyuzity pii tom byly polykarbonatové kyvety LUM 2mm, PC, Rect.
Synthetic Cell (110-131xx). Méfeni funguje na principu zji§téni transmitance v celé optické
draze kyvety. Pokud dojde k rozdé€leni fazi, dojde 1 ke zméné€ hodnoty miry prochéazejiciho
svétla. Diky tomu lze identifikovat index nestability i Cas, pfi kterém k pocatecnim projevim
nestabilniho chovani zaCalo dochézet. Tato analyza byla vyuzita k primarnimu posouzeni, zda
vizualné na prvni pohled stabilni vzorek nedegraduje v Case a zda je jeho receptura vhodnym
adeptem na piipravu vzorkl pro kone¢nou dlouhodobou stabilitu.

Vzorky byly nadavkovany do 10ml stiikacek a dlouhou jehlou plné€ny ode dna do
pfichystanych a oznacenych kyvet tak, aby bylo zamezeno pfipadnému vzniku vzduchovych
bublin nebo potiisnéni stén méfici Casti kyvety. Poté byla vytvorena metoda méfeni na pfistroji
a kyvety byly podle pokynt odstiedivky ulozeny do rotoru. Rychlost odstied’ovani vzorku byla
4000 RPM, snimani probihalo ve ctyfech cyklech po 150 zaznamenavanych profilech
v intervalech 30 sekund. Celé méfeni probihalo pii 25 °C, aby teplota korespondovala se
zamySlenym méfenim dlouhodobé stability v Case, ktera je hlavni naplni této diplomové prace
a ktera byla taktéz méfena pii pokojové teplote.

Na obrazku 16 jsou vidét naplnéné kyvety pred spusténim meéteni a obrazek 17 zobrazuje
kyvetu po jiz probéhlém méteni. Jak je mozné zpozorovat, béhem méfeni doslo k ¢asteCnému
oddéleni fazi, coz znaci Cervena linka na dné kyvety. Jde o ¢ast oddélené vodné faze s barvivem.

:
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Obrazek 16 - Kyvety pred analyzou na LUMiSizeru
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Obrazek 17 - Kyveta po analyze na LUMiSizeru

Celkové byly této analyze podrobeny tfi sady vzorkii. V prvnim méfeni byly takto
analyzovany vzorky, které byly zamysleny jako findlni pro méfeni pétiméesicni stability (fady
01, 02, 04 a 05; fada 03 byla slozenim stejna jako fada 01, lisila se pouze skladovanim). V této
analyze dopadly vSechny vzorky vice nez dobfe, jejich index nestability je ve vSech pfipadech
nizsi nez 0,1. Druhy pokus probéhl po objeveni degradace prvnich finalnich vzorkt a muselo
tak byt pfistoupeno k pfipraveé novych a pozménéni receptury. Vzorky analyzované v této sadeé
dopadly stabilitn€ o poznani huf, prvni typ A se pohyboval svou nestabilitou okolo hodnoty
0,25, druhy typ B okolo 0,175. Mensimi Upravami v receptuie pak byly pfipraveny i vzorky
fady F a T, které se od sebe lisily jen pomérem slozek, koncepci surovin odpovidaly vzorkim,
které¢ byly nakonec meéfeny v ramci dlouhodobé ctyfmésicni stability, jejiz vzorky byly
ptipraveny praveé na zakladé receptury a postupu pro fadu T. Hodnoty indexu nestability pro
fadu T se taktéz pohybuji pod hodnotou 0,1, jde o stabilni vzorky.

Graf na obrazku 18 ukazuje primérné hodnoty indexu nestability pro jednotlivé fady vzorka,
jelikoz vSechny byly chystany v triplikatech, fada T je detailnéji rozebrana ve vysledcich.

0,300 T
0,242
0250 +
T 0200 + 0,167
£ I
z 0150 7
$ 0,100 + 0,057 0,059
5 0020 I
£ 0050 1O 0015 | oot
0,000 - | I i mm B
01 02 04 05 A B F T

série vzorku

Obrazek 18 - Prumérné hodnoty indexii nestability jednotlivych rad

44



3.6.4 Tvorba finalnich vzorkl pro hodnoceni stability

Vlivem okolnosti bylo nakonec pfistoupeno k méteni pouze Ctyfmeési¢nich dlouhodobych
stabilit vzorkd. Po zkuSenostech z pfipravy predchozich vzorkd a analyzy receptur na
analytické odstfedivce bylo pfistoupeno k pfipravé podle postupu a receptury T. Slozeni
a planované navazky uvadi tabulka 12, skute¢né navazky jednotlivych vzorka lze nalézt
v priloze 1.

Tabulka 12 - Teoretické sloZeni finalni receptury

Surovina Navazka [g]

Ingredience na vodni bazi

Aloe Vera stava 5,0
CAPB 1,0
Gylcerin 1,2

Ingredience na olejové bazi

Kokosovy olej 18,8
Ostatni ingredience
Vitamin C (askorbat) 0,5
Vitamin E 0,2
Repné barvivo 0,8
Humat draselny 1,6:1073
Emulgatory
Lanolin 5,0
Véeli vosk 4,0

Teoretické slozeni uvadi vSechny slozky, jejich zastoupeni se pak lisilo v zavislosti na typu
pfipravovanych vzorka. Celkové byly zvoleny tfi typy kombinaci, kdy fada 01 obsahovala
vSechny slozky uvedené v tabulce 12, fada 02 byla ochuzena o humat a fada 03 naopak
obarvivo. Vzorky fady 04 predstavovaly tzv. kontrolni vzorky, tedy vzorky, které
neobsahovaly ani jednu z aktivnich slozek, které predstavoval humat draselny nebo piipravené
fepné barvivo. Rada 05 byla slozenim naprosto stejna jako fada 01, jedinym jejich rozdilem
byly podminky skladovani vzorkd. Zatimco prvni Ctyfi série vzorkd byly uchovavany
v laboratorni skfifice, takze jejich stabilita byla posuzovana pfi laboratorni teploté, vzorky série
05 byly uchovavany v lednici, aby byl posouzen vliv snizené teploty a zda se né&jak zasadné
podili na stalosti nekteré z pouzitych slozek. V kazdé tad€ byly pfipraveny samostatné tfi
vzorky, postup je uveden nize.
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Slozky vodné faze byly smichany dohromady a rozpustény ve stavé z Aloe vera vCetné
barviva z ¢ervené fepy, vitaminu C, humatu a vyjma CAPB. To bylo navazeno dohromady
spolu se slozkami olejové faze. Lipofilni slozky byly poté rozpustény na vodni lazni pii 80 °C
za michani rychlosti 500 RPM. Hydrofilni faze byla zahtata na 60 °C a po kapkach ptikapavana
k michajicimu se disperznimu prostiedi zhruba tempem 1 kapka za sekundu, aby se stihla
dostatecn¢ dispergovat. Po kompletnim ptidani disperzniho podilu byla rychlost otacek zvysena
na 800 RPM, vodni lazen byla odstavena a bylo aplikovano stiidavé ptusobeni ultrazvukové
lazné a michani, jak bylo popsano na konci kapitoly 3.6.2. Ultrazvukova lazen pracovala pii
frekvenci 60 Hz.

Po dostatecné dispergaci byly vzorky jesté teplé prelity do Sroubovacich plastovych lahvicek
o objemu 50 ml, které byly pfedem umyty, vyplachnuty ethanolem a vysuseny v susarné; jsou
uvedeny na obrazku 19. Nasledné oznaCeny a uschovany v lednici nebo skfinice v laboratofi.
U finalnich vzorka jiz neprobihalo posouzeni primarni stability pomoci analytické centrifugy,
nebot’ vychazeji z receptury, ktera timto zplisobem byla otestovana.

Obrazek 19 - Krabicky pro uchovani finalnich vzorkit béhem mérent jejich stability
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3.7 Stabilitni studie balzamu

Pfipadné zmény a stabilita vzorkii byly sledovany pribézné po dobu 4 mésici. Méfeni
a sledovani bylo zahajeno na Cerstve ptipravenych vzorcich a poté byly parametry kontrolovany
vzdy po 1 mésici. Sledovany byly obecné organoleptické vlastnosti, které jsou zhodnotitelné
pouhym okem, ale i reologické chovani a teplotni zatizeni vzorku pro posouzeni teploty tani.

Z pohledu fyzikalné chemického testovani byla také posouzena stabilita barviva v samotném
balzamu, jelikoz u prvnich pfipravenych vzorki dochazelo po Case k jeho degradaci. Pro
celkovy komplexni obraz o odolnosti a stabilité produktu byl také zamyslen test mikrobialni
odolnosti, které se bézné v praxi u kosmetickych produktt testuji. Zde byly testy upraveny pro
pouziti na balzdmech na rty.

3.71 Posouzeni organoleptickych vlastnosti

Pro testovani organoleptickych vlastnosti byly inspiraci mnohé studie [20] [49] [50] [51] [52]
[53]. Zde autofi hodnotili zejména vuni, vzhled, zménu struktury vzorku a barvu. Rozhodla
jsem se tedy zahrnout imeéfeni zmény hodnoty pH balzamu, které uvadi studie
Siti N. H. M. Azmin [54].

U kazdého vzorku bylo vzdy v daném Casovém intervalu vizualné posouzeno, zda se s nim
nestala néjaka zména oproti predchozimu méfeni, vyjma méfeni hned Cerstvych vzorku, které
slouzi jako prvotni porovnavaci a vychozi bod pro tuto analyzu. Takto byla ur¢ena barva vzorku
a homogenita jeho vzhledu, ktera byla zaroven urovana pfi rozt€rovém testu zminéném nize.
Cichem byly uréeny zmény ve vini vzorku, zde se jednalo zejména o to, zda se neprojevi
napfiklad zluknuti ingredienci a na to navazujici odér balzamu. Jiz ve vzorcich na pocatku
analyzy byly patrné rozdily, jelikoz barvivo dodavalo vini vzorkd slads$i nadech podobny
malinam, ve zbyvajicich, kde nebylo, tedy v fadach 03 a 04, se projevila pouze viné pouzitého
kokosového oleje.

Dale byla posuzovana hydratac¢ni schopnost balzamu a jejich pfipadna tendence drazdit
pokozku. Tyto dvé vlastnosti byly testovany na pokozce predlokti jednoduchym ,,patch® testem
(na obrazku 20), tedy nanesenim vzorku na danou plochu, ponechanim vzorku na pokozce po
dobu urcitého Casového intervalu (5 minut), jeho setfeni a zhodnoceni stavu pokozky pred
pouzitim a po pouziti produktu.

P

Obrazek 20 - Patch test pro urceni drazdivosti balzamit a schopnosti hydratovat, stari balzdmu 3
mésice
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K indikaci pH balzami byly vyuzity pH indikacni papirky kvuli charakteru vzorkda, jelikoz
pH sondy je mozné pouzit na vodné roztoky. Papirek byl otfen o balzdm na skle po roztérovém
testu, prebytek vzorku byl odstranén pomoci buniciny a papirek byl ponechén k vyvinuti barvy
pro urceni vysledného pH vzorku. Toto, spolu s roztérovymi testy, zachycuje obrazek 21.

Obrazek 21 - Roztérové a pH testovani vzorkii, stari balzamu 3 mésice

3.7.2 Roztérové testy

Roztérové testy byly v literatufe zminovany jako rozeteni balzamu mezi nebo po podloznim
mikroskopovém sklicku. Neékteré zdroje uvadély i hodnoceni tvrdosti timto zpusobem, ale
zejména se soustiedily na miru ochoty vzorku se roztirat a také na homogenitu jeho
struktury [52].

V piipadé balzamu v této diplomové praci bylo k této metodé€ pristupovano z trochu jiného
sméru — malé mnozstvi vzorku bylo nabrano na §pachtli a tou poté rozetfeno po podloznim skle,
jak je vidét na obrazku 21. Ze vzhledu byla uréena homogenita struktury, tedy tendence tvorit
hrudky nebo deemulgovat, byly srovnany i rozdily v ochoté roztirat se mezi jednotlivymi
vzorky i typy vzorkd. Pro doplnéni a zpfesnéni roztérovych vlastnosti vzorka bylo vyuzito také
reologického méfeni.
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3.7.3 Reologické testy — méfeni LVO

K méfeni reologického chovani balzama byl vyuzit rotacni reometr HR-2 spolecnosti
TA Instruments. Pro méfeni byla pouzita geometrie typu deska-deska o priméru 25 mm
a temperace spodni desky byla nastavena na 25 °C. Vyuzit byl amplitudovy test (rezim
Oscillation amplitude), ze kterého je mozné urcit linearni viskoelastickou oblast (LVO) a ,. flow
point“, tedy bod prekiizeni obou viskoelastickych moduld, kdy se vzorek stava zcela tekutym.
Linearni viskoelasticka oblast naopak odpovida pevnosti struktury a jeji schopnosti namahani
odolavat. U obou parametrt je vysledkem hodnota napéti, ktera ob€é meze charakterizuje a tim
udava limity vzorku.

Meéfici mezera byla nastavena na vysku 1 mm, relaxacni ¢as po nadavkovani vzorku na 180
sekund, aby mohl vzorek po manipulaci obnovit svou strukturu. Poté se méfilo v rozpéti napéti
10 az 10° % s frekvenci 1 Hz se zdznamem 6 bodi v dekadé. Piimo v softwaru reometru byl
vyhodnocen flow point, zbylé vyhodnoceni probihalo v excelu. Kazdy vzorek byl méfen
jednou.

3.7.4 Kalorimetrie — posouzeni teploty tani

Dle ¢lanku [52] byla posuzovana u balzamu v ramci studovani jejich stability také teplota tani
vzorku a jeji pfipadny posun vlivem starnuti vzorku pomoci bodotavku. Autofti ¢lanku vyuzivali
kapilary, které balzamem plnili a poté v danych ¢asovych intervalech sledovali.

Jelikoz by plnéni kapilar balzdmem byla komplikovana prace, byla vybrana diferencni
skenovaci kalorimetrie jako jednodussi a prakti¢téj§i varianta tohoto métfeni. Ve spolupraci
s pani Leonou Kubikovou tedy byla navrzena metoda, ktera umoznila snadno identifikovat
teploty tani.

Meéfeni probihalo na kalorimetru DSC Q2000 firmy Mettler Toledo. V méfeni byla pouzita
modulace 0,4 °C kazdych 30 sekund, poté byla drzena izoterma po dobu 5 minut. Nasledovala
teplotni rampa z laboratorni teploty az na —50 °C rychlosti 5 °C za minutu. Zde byla navazka
vzorku podrzena u této teploty po dobu 2 minut, odkud se pak rychlosti 5 °C za minutu zacala
ohfivat na konec¢nych 80 °C. Tato teplota byla zvolena na zakladé ptipravy balzamu, kdy ve
vodni lazni pfi teploté 80 °C byly vSechny slozky jednoznaéné v kapalném stavu a viditelné
nedochazelo k degradaci nekteré z nich. I u této teploty bylo setrvano po dobu 2 minut, nacez
se vzorek vratil teplotné opét na urovei laboratorni teploty.

3.75 Mikrobialni zatéz a rust

Mikrobialni zatéz byla mérena dvakrat. Poprvé byla vyzkouSeno pfimo ockovani kultury na
samotny balzam. Byly tedy nachystany petriho misky s balzamem, které jsou ukazany na
obrazku 22. Vsechny misky byly pfipraveny z jedné davky balzamu, tedy ze 40 g. Soucasné
s tim byly pfipraveny agarové plotny. Pro kazdou ze tii kultur, které byly pouzity i pro stanoventi
antimikrobialnich vlastnosti (Candida glabrata, Escherichia coli a Staphylococcus
epidermidis), byla média pfipravena tak, jak uvadi tabulka 5 — dvé misky s médii, dvé misky
s balzamem pro kazdy mikroorganismus.
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Pro méteni byly pouzity zamrazené kultury, které byly dvakrat pfeoCkovany do predem
ptipraveného vysterilizovaného tekutého média, aby byly mikroorganismy dostate¢n¢ viabilni.

Samotné testovani bylo provadéno fedénymi kulturami, aby bylo mozné zaroven pocitat
i KTJ (kolonie tvorici jednotky), tedy pocet kolonii. K tomu prave slouzily pevné zivné pudy,
jez fungovaly zaroven jako pozitivni kontrola. Mikroorganismy byly podrobeny desitkovému
fedéni, z kterych byly pro samotné o¢kovani na misky vybrany dvé, a to 10° a 105. Misky byly
meésic ponechany pii 25 °C v kultivacnim boxu, aby byly simulovany teplotni podminky bézné
uchovéavaného balzamu.

Obrazek 22 - Pripravené plotny s balzdmem pro testovani mikrobialni zdtéze

Druhy test byl proveden se vzorky starymi dva mésice, které byly pfipraveny do klasickych
balzamovych tubovych aplikatora. Tento test vychazel z praxe, kde se timto zptusobem testuji
latky nebo predméty nerozpustné ve vode [zdroj]. Zkousce byly podrobeny tii vzorky, a to
balzam s obsahem obou aktivnich latek, balzam pouze s humatem a kontrolni vzorek. VSechny
tuby obsahovaly zhruba 4 g balzamu. Byla piipravena sterilni voda a kazdy ze vzorku byl
24 hodin macerovan v 70 ml pfi laboratorni teploté za stalého promichavani na tifepacce
(rychlost 100 RPM).

Téhoz dne, kdy byl tento experiment zapocat, byly taktéz pfipraveny agarové misky s tuhou
zivnou pudou, ovSem v tomto piipadé bylo vyuzito univerzalni zivné medium Plate Count
Agar, jelikoz predmétem zajmu tohoto testu bylo prokéazani toho, zda je vzorek 124 biologicky
kontaminovany, a ne pfimé stanoveni kontaminujici kultury.

Po maceraci byl roztok kazdého vzorku roziedén desitkovym systémem, aby bylo mozné
spocitat ptipadné narostlé kolonie (KTJ). Pro ockovani na plotny bylo vyuzito fedéni 103, 10°
a 10°, na kazdou agarovou misku byl pipetovan 1 ml piislusného zfedéného roztoku a hokejkou
rozetien po celé ploSe agaru. Misky byly dany do kultivaéniho boxu a ponechany ke kultivaci
po dobu 1 tydne pti 37 °C.
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3.7.6 Stabilita barviva

Jiz prvni pokusy s balzamem prokazaly, ze barvivo v nékterych ptipadech uz po 14 dnech
zaCina ménit své zabarveni, po zhruba mésici pak obarvené vzorky zmeénily sviij odstin uplné.
V ramci samotného testovani vlastnosti barviva a stability balzama tak byly provedeny
i pokusy, které mély za cil objasnit toto chovani a pfipadné pfijit s feSenim situace.

Aby nedoslo k samotné degradaci barviva jiz po jeho pfipraveni, bylo barvivo uchovavano
v plastové nadobce piekryté vrstvou buniiny a obalené alobalem tak, aby ke vzorku nemohlo
svétlo a bylo zabranéno jeho degradaci vlivem slune¢niho zafeni. Zaroven se vzorek po celou
dobu nachézel v exsikatoru, jelikoz byl silné hygroskopicky a pfipadna sorbovana vzdusna
vlhkost by mohla mit taktéz degradacni vliv.

Protoze k degradaci barviva dochazelo i nadale po zméné sloZeni u finalnich vzorku, jak je
podrobnéji rozebrano ve vysledkové subkapitole 4.1.5, byla zarazena analyza DVS, tedy
dynamicka sorpce par, kdy bylo cilem ovéfit efekt pusobeni vlhkosti na vzorek. Metoda
dynamické sorpce par se fadi mezi vazkové metody, kdy se zaznamenavd zména hmotnosti
vzorku v prostiedi, které méni svou relativni vlhkost. V ramci jednoho cyklu se nejprve
atmosféra v méfici cele postupné syti vodni parou a posléze se vzduch opét vysousi. Méteni
probihalo na pfistroji DVS Advantage spoleCnosti Surface Measurement Systems. Analyza
probihala za izotermalnich podminek pii 25 °C, v jednom sorpcnim cyklu. Jednotlivé kroky
navySovani relativni vlhkosti netrvaji stejné dlouho, ale pfistroj vyckava do ustaleni hmotnosti
nebo do maximalni doby kroku, kterd je automaticky nastavena. Vzorek byl navazen do
hlinikové panvi€ky s uchem, kterd byla zavéSena na hacek vahy v méfici cele.

Zaroven byly paralelné s timto chystany vzorky pro méfeni antioxidacni aktivity, kdy jedna
sada byla mésic stara a druha byla Cerstva, jak zminuji v kapitole 3.5.1. Roztoky, které byly
pfipraveny navazenim koncentrace fepného barviva a humatu odpovidajici té pouzité
v balzamech do MQ vody, byly mésic uschovany v laboratofi ve skfifice. I diky tomuto mohl
byt posouzen vliv vody na degradaci samotného barviva a tim urcen vliv vodné faze.

Aby byla vyloucena degradace barviva svétlem, byly vSechny vzorky balzdmu po dobu
trvani jejich stabilitni studie uschovany ve skfince nebo v lednici.
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3.8 Senzoricka analyza

V lednu roku 2024 byla provedena senzoricka analyza s tfemi typy vzorkd — vzorek obsahujici
barvivo i humat (oznaceny jako vzorek A), vzorek obsahujici pouze humat (oznaceny jako
vzorek B) a kontrolni vzorek bez barviva i humatu (oznaceny jako vzorek C). Tyto typy vzorkt
byly zvoleny zamérné pro srovnani, zda by potencialni spotiebitelé upfednostnili obarveny
vzorek, ktery zakryva nahnédly odstin, jez balzamu pravé humat proptjcuje. Prazdny vzorek
byl zahrnut pro posouzeni vlivu obou aktivnich latek. VSechny tfi typy vzorkl jsou zachyceny
na obrazku 23. Zde je i jasn€ patrny rozdil v barevnostech jednotlivych vzorku, jez je ovlivnén
pouzitymi ingrediencemi. Na tento vliv nebyli UcCastnici senzorické analyzy upozornéni.

Obrazek 23 - Balzamy typu A (uprostied), B (vpravo) a C (vlevo) v tubdch o obsahu 4 g

Pro senzorickou analyzu byly pfipraveny nové vzorky, které byly v dobé€ konani analyzy dva
dny staré. Kazdému z Gi¢astnika byly predlozeny vzorky (zhruba 1 ml kazdého) na karticce
a dotaznik. Otazky do dotaznikového Setfeni byly ¢asteCné prevzaty z dotazniku, ktery byl
vyuzit pii Praktiku z kosmetologie pro hodnoceni zde pfipravovanych kosmetickych produkti,
a upraveny pro hodnoceni balzamu na rty.

Cela senzoricka analyza byla rozdélena do tfi ¢asti, kterymi ucastniky pfilozeny dotaznik
provazel. Prvni Cast se tykala obecnych informaci o hodnotitelich a zjisténi jejich pohlavi,
vékové skupiny a stavu pokozky na vnitfni strané predlokti, kam mély byt samotné balzamy
aplikovany pro posouzeni. Odpovidajici parametry, které hodnotici krouzkovali, jsou uvedeny
v tabulce 13. Otazky 5 a 9 byly ponechany pro upfesiiujici oteviené odpovedi.
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Tabulka 13 - Obecné informace o hodnotitelich

1) Pohlavi
Zena Muz
2) Vékova skupina
0-20 21-30 3140 41-50 51-64 65+
3) Typ pokoZky na vnitini strané predlokti
Sucha Spise sucha Normalni SpiSe mastna Mastna
4) Mate sklony k podrazdeéni nebo alergiim na pokoZce vnitini strany predlokti?
Ano Ne
5) Pokud ano, uved’te, prosim, jaké:
6) Trpite casto oparovym onemocnénim?

Jednou za par . Vicekrat do Neékolikrat
Jednou rocné ., .
let roka v meésici

Nikdy
7) Kde se Vam opary vyskytuji?
Nemivam opary Na téle Na obliceji (nos a Gsta)
8) PouZivdte balzamy na rty? Jak casto?
Nepouzivam Prilezitostné Denné Neékolikrat denné

9) Uved’te, prosim, duvod, proc balzamy (ne)pouZivite:

V navaznosti na otazku €. 5 o alergiich byli uc€astnici senzorické analyzy na vlastni dotaz
obeznameni s piipadnymi alergeny ¢i drazdivymi latkami, které pro né vzorky mohly
obsahovat. Nasledujici cast dotaznikového Setfeni zapocala hodnocenim balzama pred
samotnou aplikaci.

Hodnoceni probihalo systémem znamek 1 (nejlepsi) az 5 (nejhorsi) pro kazdy vzorek
a vybrané vlastnosti, které jsou vypsany nize. Hodnotil se:

e vzhled,
e barva,
e ving,

e konzistence,
o Jesk,
e lepivost.

Tyto parametry byly hodnoceny subjektivné jednotlivymi ucastniky. Znamku 1 hodnotitelé
udélovali, pokud se jim dany parametr u daného vzorku libil nebo jim pfiSel pfijemny, znamku
5 udglili v piipadé, Ze nebyli s vlastnosti hodnoceného vzorku spokojeni. Ugastnici byli
pozadani, aby si vzorky pofadné prohlédli, pfivonéli si k nim a pfipadné je mirné promnuli mezi
prsty pro ziskani svého dojmu.
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Poté byli hodnotitelé pozadani, aby si vzorek nanesli na pokozku vnitini strany predlokti,
ptiblizné na plochu 1x4 cm. Méli pozorovat chovani vzorku pfi samotné aplikaci, poté pockat
5 minut a opét ohodnotit dotazované parametry u kazdého z nich. Dotazovanymi parametry
v tomto piipadé byly:

e podrazdéni,

e roztiratelnost,

e vstiebatelnost,

e hydratace,

e lepivost na kizi,
e pocit na pokozce.

Tyto vlastnosti byly opét znamkovany systémem , jako ve Skole“, tzn. udélenim znamky 1,
pokud byla vlastnost dle jejich subjektivniho vjemu piijemna/dobra, az do znamky 5, pokud
nebyli s danym parametrem spokojeni.

Treti Casti byl tzv. poradovy test, kdy meéli hodnotitelé za cil sefadit vzorky od nejlepsiho po
nejhorsi na zakladé svého dojmu. V koncové Casti senzorické analyzy byl taktéz ponechan
prostor pro vyjadieni podrobné&j§iho nazoru k nékterym vlastnostem produktl, pripadné

k samotnému pribéhu senzorické analyzy. Pribéh a mistnost pro konani analyzy jsou
zachyceny na obrazku 24.

Obrazek 24 - Senzorickd analyza balzamii na rty
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza barviva z cervené ifepy

U barviva z Cervené fepy byla nutna zakladni fyzikalné chemicka charakterizace, jelikoz se
jednalo o pripravenou latku, nikoliv komeréné zakoupenou. Nejjednoduss$im zptusobem
identifikace latek je jejich infraCervené spektrum. Proto byl lyofilizat zméfen pomoci FTIR
metodou ATR, bylo taktéz zanalyzovano Ramanovo spektrum jako metoda komplementarni
k predchozi uvedené. Na tomto misté je nutné podotknout, ze Ramanova spektrometrie je velmi
citliva k analyze funk¢nich skupin velmi nepolarnich a prostorové symetrickych strukturnich
jednotek. Tyto strukturni motivy byly identifikovany v FTIR spektrech, ve kterych mély
podobu méné intenzivnich absorpcnich past a ramének, a tudiz byla pouzita Ramanova
spektrometrie. Pfi maceraci barviva se ov§em uvolnily rizné skupiny latek, a tak bylo potieba
je alespont zakladné oddélit a opét analyzovat. K tomu byla vyzita technika tenkovrstvé
chromatografie a nasledna re-eluce frakci v mobilnich fazich a jejich zméfeni pomoci FTIR.

411 FTIR a Ramanovo spektrum

Infracervené spektrum je zobrazeno na obrazku 25. Jak je vidét na grafech zahrnutych
v kapitole 4.1.3, celkové spektrum se témert viibec nelisi od zaznam jednotlivych frakci, jejichz
rozbor obsahuje podrobné&jsi popis jednotlivych pikd.

Obrazek 26 zahrnuje FTIR spektrum barviva z ervené fepy extrahované v praci L. Aztatzi-
Rugiero a kol. [55], ktefi barvivo, konkrétn€ betalaininy, ziskavali nejprve odstavnénim
cervené fepy, do vzniklého roztoku piidali 96% ethanol v objemovém poméru 1:1 a po
10 minutach odstiedili vzniklou srazeninu. Supernatant poté jesteé zfiltrovali pro odstranéni
vSech castic a ethanol odpatfili pti 40 °C. Nasledovalo precisténi a betalaininy byly ziskany pii
pH 1, pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 4 a tento koncentrat byl lyofilizovan a skladovan
pii 25 °C, stejné jako vzorek v této diplomové praci.
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Obrazek 25 - Infracervené spektrum lyofilizatu barviva z Cervené repy
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Obrazek 26 - FTIR spektrum barviva z cervené Fepy pripraveny L. Aztatzi-Rugiero a kol.

Jak je mozné vidét jiz na prvni pohled, u obou spekter se projevuje valen¢ni vibrace O—H
v hydroxylovych skupinach okolo 3400 cm™, za kterou nésleduji vibrace alifatickych skupin
(zhruba 3000 cm™). V dalsi ¢asti spektra si 1ze povsimnou piku okolo 1600 cm™, ktery souvisi
s vibraci sekundarnich amidu.
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Pro komplementaritu infracerveného spektra bylo taktéz proméfeno Ramanovo spektrum
pro lyofilizat barviva, které je na obrazku 27. Ramanovo spektrum je bohaté na absorpéni pasy
v oblasti Ramanova posunu 3600-2600 cm™'. Dublet absorpénich past pfi 2922 cm™
22756 cm™! odpovidd asymetrickym vibracim C—H vazeb v methylenovych a methynovych
funkénich skupinach. Déle absorpéni pas pii 3134 cm™! pravdépodobné odpovida valenéni
vibraci N-H vazeb v sekundarnich amidech, tedy slouCeninach bilkovinné povahy.
Vyznamnym absorpénim pasem, ktery se nepodarilo identifikovat FTIR spektru je strukturni
jednotka pyridinu, ktera ma sviij pas pii 3477 cm™' a je projevem valenéni symetrické vibrace
N-H vazeb v heterocyklu této strukturni jednotky. Dale si ve spektru mizeme povSimnout
méné intenzivniho absorpéniho pasu pii 1595 cm™!, ktery odpovida valenéni symetrické vibraci
C=C vazeb v betalainu.
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Obrazek 27 - Ramanovo spektrum lyofilizatu barviva z Cervené repy
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412

DataColor spektra

Z analyzovanych casti, které byly podrobeny méteni na pfistroji DataColor, byla vygenerovana

VIS spektra. Analyza byla pivodné zamyslena s tiCelem definovani jednotlivych barevnych
hranic pfi definovani hranic frakci na chromatografickych vyvinech. Pouzita méfici Sté€rbina

ovSem zobrazovala prili§ velkou plochu, ze které prumérovala vysledné spektrum. Byly tedy

zmeteny Casti, které vizualné s jistotou obsahovaly vzdy jednu frakci, vzdy na dvou vyvinech.

Ptiklady jsou uvedeny na obrazcich 28 pro fazi D, konkrétné€ frakce D2, a obrazku 29 pro fazi
E, konkrétné pro frakce E2.
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V obou piipadech je na prvni pohled patrné, ze se jedna o jiné latky, které byly pomoci
chromatografie oddéleny. Svij efekt na tom bude mit také pouzita mobilni faze, které uvadi
tabulka 4. U frakce E2 (obrazek 29)je také patrné, ze v méficim otvoru se pravdépodobné
vyskytoval né&jaky barevny predél, nebot spektra nejsou stejna, jako v pripadé frakci D2
(obrazek 28), kde je na prvni pohled patrné, ze jde o méfené oblasti o stejnych vlastnostech.
Pro rozdéleni jednotlivych frakci nakonec bylo vyuzito UV lampy, jak zachycuje obrazek 6.
Ty pak byly po re-eluci v pfislusnych mobilnich fazich analyzovany pomoci infracervené
spektrometrie popsané nize. Pro zlepSeni méteni by bylo vhodné pouziti mensi Stérbiny a pfimé
urcovani spekter, aby se dala hranice frakci vyznacCovat jiz v prubéhu méfeni.

41.3 FTIR spektra jednotlivych frakei po TLC

Roztoky eluovanych frakci byly nakapnuty na ATR krystal, rozpoustédla byla ponechana
k odparteni a poté byly vzorky méfeny. V grafickych znazornénich jsou posunuty intenzity, aby
mohly byt zdznamy ztéZze mobilni faze porovnavany pifimo mezi sebou. Graf pro vyvin
A (obrazek 30) obsahuje dvé frakce, Al a A2, jejichz spektra jsou si velmi podobna.
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Obrazek 30 - FTIR spektra pro frakce TLC faze A

U obou zaznami je patrny Siroky pik u 3300 cm™), ktery odpovida, tak jako v piipadé
zaznamu barviva na obrazku 25, valen¢ni vibraci O-H v hydroxylovych skupinach. U obou
pokraduje vibrace alifatickych skupiny, vyraznéjsi v pfipadé frakce A1 — 2954 cm™' odpovida
asymetrické vibraci C-H v CH3 skupinach, 2921 cm™ shodnému typu vibrace, oviem v CH;
skupinach, jez je nasledovano pikem pii 2852 cm™, ktery je pfipisovan symetrické vibraci
v CHz skupinach.

Pro frakci Al pak pii 1733 cm™! lze pozorovat vibraci C=O vazeb v (aryl)esterech,
1565 cm™! znagi asymetrickou valenéni vibraci karboxylati, které je pii vinoétu 1414 cm™

symetricka. Pii 1344 cm™! dochazi k skeletalni vibraci C-H vazeb v alkylech, u 1263 cm™! se
projevuje valenéni vibrace C-C-O v arylesterech, u 1137 cm™ pak symetricka vibrace vazby
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C-O-C v etherech, ktera signalizuje pfitomnost sacharidovych jednotek a glykosidickych
vazeb, coz vede k Gvaze, ze jsou zde zastoupeny polysacharidy. O tom svéd¢i také pritomnost
C-O vibrace v primarnich alkoholech, kterou Ize pozorovat pfi 1051 cm™'. U frakce A2 znadi
vibrace pifi vlnodtu 1735 cm™ mensi mnozstvi arylesteri ve vzorku a vlnoget 1111 cm’
signalizuje pritomnost glykosidické vazby, coz potvrzuje vyskyt polysacharidovych fetézcu.
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Obrazek 31 - FTIR spektra pro frakce TLC fdze D

U ostatnich frakci se jisté skupiny a jejich vibrace opakuji, pro vzorek D1 je opét patrna
pfitomnost vibrace O—H pii 3300 cm™! a asymetrickych vibraci C-H v methylovych skupinach
pfi 3000 cm™!, jak ukazuje obrazek 31. Pii 1700 cm™' se projevuje vibrace C=0, tentokrat
v karboxylovych skupinach. Okolo 1660 cm™ se zde vyskytuje vazba C=0 v chinonech nebo
sekundarnich amidech. To odkazuje na pfitomnost antioxidacné aktivnich latek v barvivu, coz
nasledné potvrzuji i antioxida¢ni testy rozebrané v kapitole 4.3.1, a proteint. U 1588 cm™ je
patrna deformacni vibrace C-N vazeb v amidech jakozto soucast peptidovych vazeb.
1411 cm™ zna&i opét vyskyt karboxylatd, 1267 cm™' indikuje (aryl)estery a 1133 cm™
pfitomnost etherd, které opét souvisi s obsahem sacharidi ve vzorku, coz znaci i vibrace
primarnich alkohold u 1133 cm™.

U vzorku D2 je na po&atku vidét alifaticka ¢ast (piky okolo 3300-3000 cm™). Tento vzorek
je zajimavy tim, ze z né&j lze usuzovat pritomnost lipidti nebo vyssich mastnych kyselin, jelikoz
funkéni skupiny zde se projevujici stimto typem latek souvisi. Pfi 1733 cm™ dochazi
k vibracim alkyl- nebo arylesteri. U 1456 cm™ dochazi k deformacni vibraci C-H vazeb
v methylovych a methylenovych skupinach. Vinoget 1374 cm™' indikuje tzv. , destnikovou*
deformacni vibraci skupiny CHs. Taktéz se zde projevuje piitomnost estert a ethert, a to
vibracemi za 1250 cm™.
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U vzorku D3 je patrny v oblasti 2300-1890 cm™! §um ATR krystalu. Je zde opét patrna
pfitomnost alkyl- nebo arylesterd (1736 cm™), deformacni valenéni vibrace C-N vazeb
v sekundarnich amidech u 1580 cm™ a skeletalni vibrace u 1366 cm™'. Vyjimkou je zde vibrace
mezi uhlikem a hydroxylovou skupinou v karboxylovych funkénich skupinach u 1433 cm™
a také fakt, ze u nizSich vino¢ti nejsou patrné zadné piky, které by signalizovali pfitomnost
sacharidu.

Spektra z chromatografického vyvinu E byla rozdélena do 2 cCasti. V prvni Casti na
obrazku 32 je patrné, Ze spektra E1, E2 a ¢asteCné ES jsou si velmi podobna, zatimco spektrum
slozky E4 se od ostatnich odliSuje. Spektrum E1 je pfitomnosti danych vibraci velmi podobné
spektru pro frakci D2, je zde také patrny Sum pozadi v oblasti okolo 2000 cm™. Spektrum E2
je také podobné, dulezitym pikem, ktery je pak vidét i ve vzorku E5 je asymetricka vibrace
karboxylatd pti 1600 cm™! a symetricka vibrace C—O—C vazby v etherech u 1126 cm™. U frakce
E2 ma vSak tento pik tzv. ,,raminko®, které odpovida vibraci C—O v primarnich alkoholech, coz
opét podporuje pritomnost sacharidovych latek. Je zde patrna také jedna odlisnost, a to pik pri
722 cm™!) ktery indikuje pfitomnost dlouhého lipidického fetézce a je vidét u viech latek
s obsahem vys§ich mastnych kyselin.

Spektrum vzorku ES odliSuje vibrace ,,dychani“, kdy se jedna o smrStovani a opétovné
roztazeni cyklickych molekul, jez se projevuje u 1100 cm™. Spektrum E4 ma vyrazné
viditelnou vibraci v hydroxylovych skupinach, coz znaci Siroky pik na pocatku spektra, ktery
nasleduje vibrace alifatickych skupin. Pii 1650 cm™! je patrni opét pifitomnost chinonovych
latek a u 1600 cm™! je viditelné ,,dychani® aromatickych cyklii. Jsou zde ptitomny arylestery
(u 1282 cm™), destnikova deformaéni vibrace (u 1377 cm™) a vibrace indikujici pfitomnost
glykosidickych vazeb pfi 1100 cm™. Vyrazna je také vibrace u 1050 cm™', ktera souvisi
s priméarnimi alkoholy.
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Obrazek 32 - FTIR spektra pro TLC faze E, 1. cdst
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Na obrazku 33 je pro porovnani vyobrazeno spektrum frakce E3, ktera byla méfena dvakrat.
Pfi prvnim pokusu totiz do§lo k nehomogennimu naneseni vzorku na ATR krystal, coz se
projevilo jako Sum ve fingerprintové oblasti. Ob¢ spektra jsou prakticky stejna jako vzorek E4,
je zde vsak patrna pfitomnost chinonti (1660 cm™), | dychani“ v aromatickych cyklech
(1600 cm™), skeletalni vibrace (1350 cm™), piitomnost glykosidickych vazeb (1100 cm™)
a vibrace C-O v primarnich alkoholech (1050 cm™). U vzorku E3 je patrny i pik u 722 cm™,
ktery by indikoval pfitomnost vy§Sich mastnych kyselin.

0,070 T —E3_A
0,060 T+ E3_B
0,050 +
0,040 +
0,030 +

0,020 +

Intenzita norm. [-]

0,010 +

2800 2200 1600
Vinocet [cm™!]

1000 400

0,000 .
4000 3400

Obrazek 33 - FTIR spektra pro TLC faze E, 2. dst

Z naméfenych dat lze tedy konstatovat, ze barvivo obsahuje sacharidy, 1 ve formé
polysacharidd, vyssi mastné kyseliny, molekuly bilkovinné povahy a chinonové struktury.
Cervena fepa, jak je popsano v kapitole 2.5.8, obsahuje betalaininy, které maji antioxidaéni
ucinek a je zdrojem polyfenolickych struktur. Taktéz je Cervena fepa zdrojem jak proteint, tak
tukd, vyssich mastnych kyselin, fytosterolti a jinych latek, které uvadi literatura [33].

414  Zbytkovy obsah methanolu

Protoze kalibracni tfada standardu methanolu byla pfipravovana objemovym fedénim, bylo
nutné piepocitat objemova procenta na ta hmotnostni, aby bylo mozné sestavit regresni rovnici
pro piepocCet. Chyba! Nenalezen zdroj odkazu. obsahuje prepocitana data objemovych
procent na hmotnostni, postup vypoctu je zkracené naznacen v rovnici 1:

100-¢-p(MeOH) (%], (1)
p(MeOH)-@+p(voda)-(1-¢)

mS
w=100- — ==
m

kde w je hmotnostni zZlomek methanolu v procentech, V je celkovy objem smési, ms je hmotnost
methanolového podilu, m je celkovd hmotnost rozpoustédla, ¢ je objemovy zlomek ap je
hustota.
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Tabulka 14 - Hodnoty objemovych a hmotnostnich procent kalibracnich roztokii

Vzorek o [%] w [%]
MeOH 0,7 0,56
MeOH 0,5 0,40
MeOH 0,3 0,24
MeOH 0,1 0,08

Tabulka 15 udava nameéfené hodnoty ploch pikl a prislusné koncentrace danych kalibrac¢nich
standardi. Z téchto dat byla vytvorena regresni zavislost (na obrazku 34), pomoci které byla,
jak uvadi rovnice, vypoctena hmotnostni procenta methanolu ve tfech navazkach barviva, které
uvadi tabulka 16.

Tabulka 15 - Hodnoty koncentract a ploch pikii pro kalibracni fadu a vzorky barviva

Vzorek w [%] plocha piku [-]
MeOH 0,56 57,2
MeOH 0,40 373
MeOH 0,24 25,8
MeOH 0,08 8,4
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Obrdazek 34 - Regresni zavislost ke kalibraci roztoky methanolu
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Tabulka 16 - Plochy pikil pro navazky barviva a odpovidajici hmotnostni procenta

Navazka Plocha piku [-] w [%]

1 14,6 0,14

2 8,9 0,09

3 1,8 0,02
Pramér 0,08+0,06

Z hodnot hmotnostniho zastoupeni je patrné, ze zadna z navazek svym obsahem methanolu
nepiekracuje 0,15 %, v priméru se tato hodnota dostava pod 0,1 % hm. Dle nafizeni
Evropského parlamentu ¢. 1223/2009 je limit pro methanol v kosmetickych pftipravcich 5 %
[56], z cehoz vyplyva, ze mnou pripravené barvivo lze pouzit pro vyrobu kosmetickych
produktq, jakym je napiiklad balzam na rty.

Pokles hodnot ploch ve vzorcich barviva, ackoliv jsou navazeny z téze zasobni krabicky, ve
které bylo barvivo po celou dobu uchovavano v exsikatoru, je pravdépodobné dano
nehomogenitami ve vzorku. Ackoliv by tato data mohla zavadét na rezidua methanolu
v pristroji z méfeni standardnich roztokd, mezi samotnou kalibraci a vzorky byla méfena jesté
cista MQ voda jako slepy vzorek a ta zadnou odezvu odpovidajici methanolu nevykazovala.
Pokud by tedy zastala né€jaka ¢ast methanolu v nékteré z Casti analyzatoru, projevilo by se to
uz na vzorku vody. A tudiz vliv na obsah methanolu muaze mit zpisob zpracovani barviva
a s nim spojeny vznik koncentracnich. Samoziejmé pro prokazani této hypotézy, ze se jedna
o nehomogenni vzorek, by muselo byt provedeno vice testi a byla by zapotfebi mozna
peclivej§i optimalizace metody. Nicméné pro zakladni tvrzeni, ze ve vzorku se zbytkovy
methanol nachazi, ale je pod zdkonem stanovenou hranici, tato analyza postacuje.

415 Stabilita barviva

Zasadnim problémem pii pfipravé balzamu a nasledném vyhodnocovani jeho stability byla
barevna nestalost pouzitého fepného barviva. To si svou Cervenou barvu, resp. rizovou pfi
emulgaci v balzamu na rty, uchovavalo pouze o omezenou dobu. Po 14 dnech se na nékterych
mistech balzdmu zacaly objevovat svétlejsi skvrny, po zhruba mésici se cely balzam zacal
zabarvovat do zluta. Tyto problémy nastavaly jiz pfi prvotnich pokusech, jak je vyobrazeno
vySe na obrazku 13.

Prvnim pokusem o zménu tohoto stavu byla implementace nekteré latky, jez je znaméa svymi
antioxida¢nimi vlastnostmi, do samotné receptury. Tak byly do balzamu pfidany vitaminy
C aE, které oba funguji preventivné proti oxidaci [48]. OvSem i toto feSeni se nezdalo jako
dostatecné, 1 vzhledem k degradaci vzorkd, které byly pivodné zamysleny jako finalni pro
dlouhodobou stabilitu, a tak byl z receptury vyfazen mandlovy olej, jez byl pokladan za
puvodce znehodnoceni barviva i vzorkd. Bylo ovéfeno, Ze nez na barvivo, ma mira obsahu
vitaminu C vliv zasadné spiSe na pH celého vzorku, a proto byl jeho hmotnostni obsah upraven
tak, aby vzorek po své pripravé splitoval hodnoty stanovené legislativné, a to 4-6,5 [54].

Po pftipravé novych vzorkl, které jsou predmétem studia dlouhodobé stability této
diplomové prace, to vypadalo se samotnou stabilizaci barviva nadénéji, ovSem opét po Case

64



doslo k zazloutnuti vzorkl, vliv mély pouze skladovaci podminky, jak je rozebrano nize
v kapitole 3.7.1. Podezfeni padlo na vzdusnou vlhkost nebo vlhkost z vodné faze, ve které bylo
barvivo rozpusténo. Pro ovéfeni této hypotézy bylo vyuzito dvou postupti — jednak byly
ptipraveny roztoky na stanoveni antioxidaCnich vlastnosti samotnych aktivnich latek, jak
popisuji v kapitole 3.5.1 (vysledky 4.3.1), ale také byl vzorek balzamu otestovan metodou DVS.
Predpokladem, ze vliv na stabilitu barviva ma vlhkost, byl fakt, ze lyofilizat barviva byl po
dobu trvajici pres rok ulozen v exsikatoru v nadobce obalené alobalem. Vliv teploty a svétla
byl vyloucen, nebot’ samotné vzorky balzdmu byly stejné jako lyofilizat ulozeny v laboratofi
pii pokojové teploté a zaroven uchovavany ve skfince bez pristupu denniho svétla.

Pfi testovani antioxidacnich vlastnosti byly roztoky staré 1 mésic stejné zabarvené jako
roztoky piipravené Cerstveé pied méfenim. Z toho divodu bylo usouzeno, ze pokud by na stalost
barviva méla vliv vodna faze, projevilo by se to zménou barvy testovaného roztoku. Samotné
balzamy barevné degradovaly jiz po mésici, kdezto tyto roztoky nikoliv. Zdali by se tak prece
jen stalo po delsi dobé, nebylo ovéfeno.

Vysledkem testovani pomoci dynamické sorpce par také nebyla zména barvy balzamu.
Nicméné se projevila jista hygroskopicita vzorku, nebot’ na konci sorpcniho cyklu narostla
hmotnost vzorku o 2,43 %. Zajimavé vSak je, ze pfi nizSich hodnotach relativni vlhkosti
atmosféry mél vzorek tendenci spiSe desorbovat a , vysouset se. Jak je vidét z grafického
zaznamu mefeni (obrazek 35), mezi sorpcni a desorpéni kiivkou se projevuje hystereze,
v kone¢ném dusledku je hmotnost vzorku po desorpci nizsi téméf o 1 %. Prabéh méteni spolu
s reportem je soucasti piilohy 2.
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Obrazek 35 - Zaznam zmény hmotnosti vzorku viici referenci vztazené na relativni vihkost atmosféry,
Cervend linie pro sorpcni fiazi méieni, modra linie pro desorpci
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4.2 Posouzeni dlouhodobé stability balzamu

V této kapitole jsou zahrnuty vysledky pozorovani a studovani fyzikalné-chemickych vlastnosti
balzama po dobu 4 mésici. Organoleptické vlastnosti, roztérové a reologické chovani bylo
porovnano s vlastnostmi vzorkt, které mély 2 dny po jejich samotné piiprave, kalorimetrické
stanoveni bodu tani se odviji az od meési¢niho stafi vzorki. Doba 2 dnl je literaturou
deklarovana jako dostatecna pro ustaleni struktury a vlastnosti balzami po jejich priprave [20].

Riizni autofi studovali dlouhodobou stabilitu svych balzamt na rty v rozli¢nych podminkach
a Casovych intervalech. Pro piiklad Permatananda a kol. [57] sledovali stability pfipraveného
balzamu pfii pokojové teploté s intervaly méteni v 1, 4, 8 a 12 tydnech. A. Ribeiro-Fernandes
akol. [20] své vzorky skladovali pfi tfech riznych teplotnich podminkach po dobu 90 dni.
Pawar a kol. [52] zvolili taktéz pokojovou, zvySenou a snizenou teplotu, ovSem po dobu
1 meésice.

421 Posouzeni organoleptickych viastnosti

U organoleptickych vlastnosti byly hodnoceny tyto nasledujici parametry:

e vzhled;
° pH;

e barva;
e vung;

e hydratacni schopnosti;
o drazdivost;
e avzhled pii rozetfeni, jemuz je vénovana nasledujici kapitola.

Zpusob hodnoceni téchto parametri byl pfevzat z jinych studii a upraven pro moznosti
a potreby této diplomové prace [20] [51] [52] [54].

Parametry byly hodnoceny kazdy specifickym zptisobem. U barvy balzamu byla sledovana
jeji zména. Na pocatku méfeni mély balzamy s barvivem nacervenaly odstin, vzorky pouze
s humatem byly bézovo-Sedé barvy a kontrolni fada méla bélavy odstin srovnatelny s bézné
dostupnymi balzamy. Viné byla hodnocena Cichovym vjemem a porovnanim s pocateCnim
stavem, tedy zda neni citit ndznaky zluknuti nebo jinych degradacnich zmén, které by se timto
zpusobem ve vzorku mohly projevit. Hodnoceni proto pro oba vysSe zminéné parametry
probihalo systémem: N — normalni, Z — zménéna a X — vzorek zlikvidovan/zdegradovan.

U vzhledu bylo dbano na to, zda vzorek nepodléha viditelnému zhorSovani své kvality a zda
je homogenni nebo nedochazi k rozpadu emulze. Opét byl pouzit systém hodnoceni NZX
popsany vySe. Hodnota pH byla méfena pomoci indikacnich papirkt. Hydratace a drazdivé
schopnosti byly vyhodnoceny na vlastni pokozce pomoci patch-testii. Hodnotilo se bud” ANO
nebo NE, v zavislosti na projeveni hydratace pokozky a alergické reakce nebo podrazdéni.
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Tabulka 17 - Vyhodnoceni stability viiné

Viiné
Rada 2 dny 1M 2M 3M 4M
01 N N N N N
02 N N N N N
03 N N N N N
04 N N N N N
05 N N N N N

Balzamy meély typickou kokosovou viini po pouzitém kokosovém oleji, ktery byl lisovany
za studena a tim si zachoval své aroma. U vzorku, které mély navic ve své receptuie barvivo
(tfady 01, 02 a 05) byla viiné o néco sladsi, s nadechem malin. Viin€ v§ech vzorki jednotlive se
béhem pozorovani v prubéhu 4 mésict nezmenila, jak je uvedeno v tabulce 17. Dle pachovych
vjemu k zadné degradaci balzamu nedoslo, na vini nemély vliv ani skladovaci podminky. Proto
byly v tabulce uvedeny souhrnné tidaje vzdy pro celou radu.

Jinak tomu neni ani v pfipad€ pH, které vzorky vykazovaly stabilné s hodnotou 5, uvedeno
v tabulce 18. V pfipadé studie [54] vyuzivali autofi k méfeni pH metr. V piipad¢ této diplomové
prace vsak takovy pH metr, ktery by byl pouzitelny pro olejové slozky nebyl, a proto bylo
vyuzito klasickych indikacnich papirki. Dle literatury je optimalni hodnota pH balzamu na rty
mezi 4-6,5 [54], coz vSechny testované vzorky béhem stabilitni studie splnily.

Tabulka 18 - Vyhodnoceni hodnot pH vzorki

pH
Rada 2 dny 1M 2M 3M 4M
01 5 5 5 5 5
02 5 5 5 5 5
03 5 5 5 5 5
04 5 5 5 5 5
05 5 5 5 5 5

U hydratace byl hodnocen pocit pokozky po aplikaci balzamu, jeho ponechani na kazi
a nasledném setfeni. Aby pokozka prosla testem hydratace, musela byt po aplikaci balzamu
vlacné)si a ve viditelné lepsi kondici. Jako reference pii tomto pozorovani slouzila pokozka na
druhé ruce, kdy ani na jedné ruce hodnoticiho subjektu neni vyskyt zadného kozniho
onemocnéni a pokozka ma stejné vlastnosti. Podrazdéni bylo pozorovano podle mozného
zacCervenani pokozky. Oba parametry a jejich hodnoceni zahrnuje tabulka 19. VSechny vzorky
v danych fadach se chovaly stejné, proto jsou vysledky uvadény souhrnné za kazdy druh
vzorku.
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Tabulka 19 - Vyhodnoceni Hydratacnich schopnosti a podrazdéni

Hydratace/Podrazdéni
Rada 2 dny 1M 2M 3M 4M

01 ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE
02 ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE
03 ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE
04 ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE
05 ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE ANO/NE

Vzorky spolehlivé hydratovaly a nevyvolavaly na pokozce nezadouci reakce. Stabilitou
béhem Ctyt mésicu tak z hlediska snasenlivosti s pokozkou prosly. Testim, zda balzamy na rty
nepodrazdi pokozku, se vénovali také ve studii H. Anisa a kol. [53], kde hodnotili podrazdéni
po 10 minutach na pokozce, vzdy ve tfech opakovanich. V praci E. Kusrini a kol. [49] byla
drazdivost testovana na tfech osobach ve v€ku mezi 20 a 35 lety, kdy balzam na rty nanaseli na
pokozku predlokti po dobu dvou dnl. Jimi zpracovany balzam taktéz nevyvolaval zadnou
negativni odezvu. V praci P. A. N. K.Permatananda a kol. [57] vyuzili taktéz patch-testy na
12 dobrovolnicich, kdy balzam aplikovali na pokozku predlokti tfikrat denné po dobu tii dnd.

V téze studii [57] se v€novali také hydratacnim vlastnostem svého produktu, kdy skupinu
12 dobrovolnikt rozdélili do 6 podskupin a kazda z nich pouzivala jinou recepturu. Pokozku
rtd analyzovali pred provedenim testu a poté¢ béhem a po skonceni pomoci pristroje. Celkoveé
meéteni probihalo pfi denni aplikaci po 1, 2, 3 a 4 tydnech. Z méteni vyplynulo, ze balzam mél
vliv na zvyseni hydratace rti u vSech subjekta jiz po jednom tydnu pravidelného uzivani.
U A. A. Yusof a kol. [51] byla hydrata¢ni schopnost balzamu méfena pomoci digitalniho
monitoru pokozky (SK-IV), kdy byl zméten rozdil pokozky rti pred a po aplikaci balzamu
u vybranych dobrovolniki.

Vzhled byl hodnocen jak v pruhlednych lahvickach, ve kterych byly vzorky skladovany, tak
poté také pii rozetfeni na podlozni sklo. U vSech vzorkd nebyly po celou dobu meéfeni
pozorovany jakékoliv zmény ve struktufe nebo vzhledu, vSechny vzorky se zdaly byt
homogenni a nejevily znamky degradace emulze, jak je uvedeno v tabulce 20. Homogenitu
vzhledu zkoumali také u vzorka ptipravenych v pracich P. A. N. K.Permatananda a kol. [57],
J. C. Pawar a kol. [52], S. N. H. M. Azmin a kol. [54] a dalSich, kdy u vSech doslo ke shodnému
vysledku — pfipravené vzorky byly v ¢ase vzhledové stabilni a homogenni.
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Tabulka 20 - Vyhodnoceni vzhledu vzorkii

Vzhled
Rada 2 dny 1M 2M 3M 4M
01 N N N N N
02 N N N N N
03 N N N N N
04 N N N N N
05 N N N N N

Barva byla zakladnim parametrem, ktery byl hodnocen u vSech stabilitnich studii, vysledky
hodnoceni jsou uvedeny v tabulce 21. U vzorkt s obsahem barviva z Cervené fepy bohuzel
doslo po mésici ke zméné zabarveni z naCervenalé na zlutou. U vzorka fady 05, ktera byla na
rozdil od ostatnich skladovana v lednici, se odbarvovani projevovalo déle, nez u fad 01 a 02,
vzorky sice na povrchu byly zezloutlé, ovSem uprostied si stale az do 3. mésice zachovavaly
puvodni odstin. U vzorkd, které neobsahovaly barvivo, ke zméné zabarveni po celou dobu
studie nedoslo. Moznym davodim degradace barviva a méfeni jeho stability se vénuje
podrobnéji kapitola 4.1.5.

A. A. Yusof [51] k porovnani barevnosti a intenzity odstinu vzorkd balzamu na rty
kolorimetr firmy Lovibond. H. Anisa a kol. [53] vyuzili jako barvivo pro svij balzam mrkev,
jez extrahovali v n-hexanu. V tomto piipadé nedoslo k odbarveni vzorka po dobu 20 dnti, coz
by souhlasilo s vysledky stalosti barvy balzamu i v této diplomové praci i vzhledem
k podobnosti extrakéniho procesu. A. Ribeiro-Fernandes a kol. [20] vyuzili pro barveni
balzamu taktéz ovoce s obsahem betainu, stejn¢ jako Cervena fepa. Po dobu 90 dni se odstin
zménil pouze u vzorkd skladovanych za vyssi teploty. Cervenou fepu jako zdroj barviva pro
svj produkt vyuzili Pawar a kol. [52], kdy jejich balzam na rty ménil zbarveni pouze pii
skladovani za vyssi teploty. Také Azmin a kol. [54] se rozhodli pouzit Cervenou fepu, jejiz
zménu v odstinu sledovali pomoci chromometru Konica Minolta CR-400. Prokézali souvislost
mezi mirou obsahu kokosového oleje a stabilitou betalaininu, nebot’ vys§i mnozstvi oleje
zpusobuje vysSi transparentnost vzorku, a tim betalainin vice vystavuje degradacnim vlivim
svétla, coz tvrdi také Cai a kol. [58].
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Tabulka 21 - Vyhodnoceni zmény barvy vzorkii

Barva
Vzorek 2D M 2M M 4M
01-1 N Z Z Z Z
01-2 N Z Z Z Z
01-3 N Z Z Z Z
02-1 N Z Z Z Z
02-2 N Z Z Z Z
02-3 N Z Z Z Z
03-1 N N N N N
03-2 N N N N N
03-3 N N N N N
04-1 N N N N N
04-2 N N N N N
04-3 N N N N N
05-1 N Z Z Z Z
05-2 N Z Z Z Z
05-3 N Z Z Z Z

U A. A. Yusof a kol. [51] byl, na rozdil od této diplomové prace, proveden i test obsahu
vlhkosti balzamu. Méfeni probihalo metodou AOAC, kdy byl nejprve zvazen pfipraveny
balzam, tato navazka pak byla za pomoci suSarny vysusena za 1 hodinu pfi 70 °C a znovu
pfevazena. Z toho byla pak procentualn€ vypoctena hmotnostni ztrata vlhkosti. Tento parametr
porovnavali v zavislosti na obsahu aktivni latky, kterou v této praci tvoiil med. S vyS$§im
obsahem medu v receptufe dochazelo k vétsi retenci vody ve struktute produktu.
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42.2 Roztérové testy

U roztérovych testi byla hodnocena homogenita z pohledu nanesené vrstvy, zda je vzorek
schopen vytvorit jednotny film. Data v tabulce 22 ukazuji, Ze pouze u tfi vzorkl se v pribéhu
meéteni zacaly vyskytovat hrudky, ovSem nijak nebranily roztirani vzorku. VSechny vzorky se
roztiraly beéhem celé stabilitni studie jednoduse a manipulace s nimi byla jednoducha.

Tabulka 22 - Vyhodnoceni roztérovych testil

Roztér

Vzorek 2D M 2M M 4M
01-1 Ok Ok Ok Ok Ok
01-2 Ok Ok Ok Ok Ok
01-3 Ok Ok Ok Ok Ok
02-1 Ok Ok Ok Ok Ok
02-2 Ok Ok Ok Ok Ok
02-3 Ok Ok Ok Ok Ok
03-1 Ok Ok Ok Hrudky  Hrudky
03-2 Ok Ok Ok Ok Ok
03-3 Ok Ok Ok Ok Ok
04-1 Ok Ok Ok Ok Ok
04-2 Ok Ok Hrudky = Hrudky  Hrudky
04-3 Ok Ok Ok Ok Ok
05-1 Ok Ok Ok Ok Ok
05-2 Ok Ok Ok Ok Ok
05-3 Ok Ok Ok Ok Hrudky

Ribeiro-Fernandes a kol. [20] roztér testovali na podloznim skle, kde sledovali uniformitu
stopy a fragmentaci. Permatananda a kol. [57] roztér zkoumali pfimo na pokozce ruky.
Porovnavali vliv slozeni receptury na pohodlnost aplikace balzamu. Anisa a kol. [53] se
vénovali taktéz studiu homogenity a uniformity pfi roztéru na podloznim skle. Ve vSech
ptipadech bylo vysledkem, ze balzamy jsou pohodIné roztiratelné a homogenni. Ve studii
A. A. Yusof a kol. [51] se pfi roztérovém porovnani chovaly odli§né pouze vzorky skladované
za vySsSsi teploty.
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423 Reologické testy

U reologickych testd byly stanovovany dva zasadni parametry, a to flow-point, kdy dochazi
k prekfizeni kiivek obou modulti G* a G**, takze za touto hranici se vzorek stava zcela tekutym,
a linearni viskoelastické oblasti (LVO), které udava pevnost struktury dané latky, tedy do jaké
miry je mozné ji namahat, aby byla zména vratna [59].

Flow-point byl vyhodnocen pfimo v méficim systému TRIOS a vysledky jsou uvedeny
v tabulce 23. Pro kazdou fadu vzorki je zde uvedena primérna hodnota vcetné odchylky. Pro
lepsi predstavu bylo zpracovano i grafické znazorndni na obrazku 36. Rada 05 na podatku
nebyla méfena, protoze slozenim je stejna jako rada vzorka O1.

Tabulka 23 - Hodnoty flow-pointu pro jednotlivé vzorkové rady

Flow point [%]
Rada start 1 mésic 2 mésice 3 mésice 4 mésice
01  1,19+0,02  8,86+3,78  7,09+4,12  0,73+0,18  2.47+131
02  128+036 6314301  6,81%4,00  0091+0,18  2,49+259
03 1,94+0,05 6,41+2 .50 5,59+1,60 0,67+0,17 3,16+1,62
04 5,04+0,38 5,40+2,24 7,2743,40 0,94+0,34 3,08+2.40
05  1,19+0,02 13,1047,80 9,31+433  3,17+409  5.82+2.96
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Obrazek 36 - Grafické zndzornéni pritbéhu jednotlivych flow-pointii v case

Jak je z vysledkt patrné, hodnota oscilacniho napéti, které zptusobovalo nevratnou zménu
v elasticité vzorkli vykazuje u vSech Ctyf typa balzamu, jez byly skladovany pfi laboratorni
teploté, stejny prabéh kiivky — v 1. mésici méfeni je narust napéti, které pak klesa, aby opét ve
4. mésici zacalo stoupat, vyjimkou je prvni hodnota pro fadu 04. Zajimavé je sjednoceni tohoto
napéti pfi méfeni ve 3. mésici stabilit pro vechny 4 typy vzork(. Rada vzork? 05 sice kopiruje
tvarem piedchozi zminéné typy, ovSem hodnoty oscilaéniho napéti jsou téméf dvojnasobné.
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To mohlo byt zapfic¢inéno jinymi skladovacimi podminkami, jimiz se tato vzorkova fada jako
jedina odliSuje. Znamenalo by to, Ze struktura je odoln€jsi vici namahani. Celkové lze fici, ze
nejvetsi tendenci stat se tekutymi meéli vSechny vzorky ve 3. meésici méfeni, kdy stacilo
aplikovat jen velmi malé oscilacni napéti.

Linearni viskoelasticka oblast by se dala charakterizovat jako oblast, kdy elasticky modul
G* neni zavisly na oscilacnim napéti y. To pfedstavuje konstantni ¢ast kiivky, priklad takového
zaznamu je ukazan na obrazku 37. V tabulce 24 jsou uvedena data prumérnych hodnot LVO
pro dané vzorkové fady v prubéhu Casu. Opét je vyvedeno i grafické zobrazeni posunu téchto
hodnot v Case, jak znazoriuje obrazek 38.
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Obrazek 37 - Zaznam z oscilacniho méreni
Tabulka 24 - Hodnoty LVO pro jednotlivé vzorkové rady
LVO [%]
Rada start 1 mésic 2 mésice 3 mésice 4 mésice
01  (,047+2,6:105 0,054+1,3-10% 0,062+1,3-10% 0,042+8,8-10° 0,062+1,3-102

02 0,022+4,5-10° 0,050+1,9-10> 0,047+1,0-10* 0,03748,8-10° 0,062+1,3-102

03
04
05

0,134+2,8-10°
0,062+1,3-10°

0,037+8,8-10°
0,042+8,8-10°

0,042+8.8-10° 0,055+1,3-10°
0,042+8.8-10° 0,055+1,3-10°

0,047+2,6:10° 0,090+1,8-10% 0,133+2.8-10%> 0,073+6,8-10°

0,054+1,3-10°
0,042+8,6-10°
0,101+2,9-10%

LVO byla vyhodnocena na zakladé metody +5% odchylky hodnot, ktera se fidi normou
ISO 6721-10 [59].
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Obrazek 38 - Grafické zndzornéni pritbéhu jednotlivych LVO v case

Jak je patrné z obrazku 38, vysledky se podobaji pribéhu hodnot flow-pointu — prvni Ctyfi
vzorkové fady maji vysledky pfiblizné stejné, pata rada se odlisuje, ackoliv dodrzuje stejny tvar
kiivky. To muze byt opét zapfiCinéno rozdilnymi skladovacimi podminkami a chovanim
vzorku. Takeé je vidét, Ze struktura vzorkua fady 05 je schopna snést vétsi namahani bez nevratné
zmény na rozdil od ostatnich vzorkda.

Reologické testovani neméla zahrnuto zadna studie, ktera byla pouzita pro inspiraci k méteni
a nasledné porovnavani vysledkt. Proto jsou vlastnosti srovnany se studii, ktera se zaméfila na
termalni a mechanické vlastnosti referencni rténky [60]. V zavislosti na prototypu a tim padem
1 slozeni referencni rténky se pohybovaly i hodnoty LVO. Pro vSechny vzorky platilo, ze
dosahly flow-pointu za hodnotou oscila¢niho napétim 10 %. Pokud byl vzorek velmi odolny,
pohybovala se jeho LVO okolo 15 %, malo odolné vzorky pak mély svou hranici pted 0,5 %.
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424 Kalorimetrie — posouzeni teploty tani

Vysledky z diferencniho skenovaciho kalorimetru poskytly zdznamy o tepelnych dé&ich, které
se ve vzorku s jeho teplotnim namahanim udavaly. V prubéhu mémého cyklu se ve vzorcich
objevilo né€kolik endotermnich procesu, jejichz piky vyjadiuji teploty tani. Vyhodnoceni
probihalo v softwaru Universal Analysis spole¢nosti TA Instruments.

Tabulka 25 obsahuje prehled teplot pikti v méfeni pfi stafi vzorkt 2 mésice, tedy provedené
v unoru. Jak je vidét, u nékterych vzorkt se objevuji i piky mimo tfi, které jsou typické pro
vSechna meéfeni a vSechny vzorky, a to teploty oznacené jako T3 (okolo 30 °C) a Ts (okolo
60 °C). Tyto teploty nebyly do celkového hodnoceni zahrnuty, nebot’ nelze posoudit jejich
vyvin v Case, jelikoz se vyskytuji sice ve stejné oblasti, ale vzdy u jinych vzorka. To je
pravdépodobné zpusobeno nehomogenitami ve slozeni a dispergaci vzorku, které ale nejsou
vizualné postiehnutelné. Priklad vysledného zaznamu celého prubéhu analyzy je na obrazku 39,
ktery zachycuje vyvin vzorku 02-3 v ¢ase. Z toho je patrné, ze v Case nedochazelo k ptilisSnému
posunu teplot jednotlivych endotermickych procesu, jez se pfi teplotnim namahani v balzamu
udavaly.

Tabulka 25 - Teploty pikii pri méreni vzorkil ve dvou mésicich stari

Vzorek TI1[°C] T2[°C] T3[°C] T4[°C] T5[°C]

01-1 -21,41 17,16 29,47 50,43 -
01-2 -12,55 18,18 28,03 50,45 -
01-3 -12,26 18,28 28,55 50,66 -
02-1 -26,34 18,63 - 50,8 -
02-2 -17,22 17,72 - 50,54 -
02-3 -12,46 18,81 - 50,08 -
03-1 -12,38 18,29 - 50,75 -
03-2 -11,8 18,17 27,62 50,5 66,64
03-3 -12,48 18,16 27,34 50,44 -
04-1 -11,21 17,48 - 50,58 -
04-2 -18,87 18,44 - 50,75 -
04-3 -9,94 19,06 27,58 50,23 -
05-1 -14,39 18,46 - 50,88 -
05-2 -16,23 18,35 - 50,97 57,77
05-3 -13,15 18,57 30,85 50,59 -
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Obrazek 39 - Zaznam méreni pro vybrany vzorek 02-3

Pro dalsi vyhodnoceni vysledki byly vybrany piky T (cca —15 °C), T2 (cca 18 °C) a T4 (cca
50 °C). Ty byly pro vSechny vzorky z dané fady pro méfeni v daném meésici zprimérovany
a zahrnuty do tabulky 26.

Tabulka 26 - Primérné hodnoty teplot vybranych pikii pro posouzenti stability

Rada 01 02 03 04 05
Ti[°C] -14,64+435 -1587+3,39 -13,07+2,55 -13,61£2,23  -15,8442,46
IM T2[°C] 18,90+0,32  1825+0,56  18,44+0,22  18,61£0,33  18,92+0,63
T4+[°C]  50,62+0,55  54,07+5,94  50,21+0,57  56,61+10,26  50,46+0,09
Ti[°C] -1541£520 -18,67+7,05 -12,22+0,37 -13,34+4,83 -14,59+1,55
2M T2[°C] 17,87£0,62  18,39+0,58  18,21+0,07  18,33£0,80  18,46+0,11
T4[°C]  50,51%0,13  5047+0,36  50,56£0,16  50,52£0,27  50,81+020
Ti[°C] -16,58+3,60 -14,64+1,85 -11,90+0,67 -11,74+4,64 -12,30+0,52
3M T2[°C] 18,43+0,79  17,70+0,58  18,01+0,71  17,78+0,45  18,65+0,53
T4[°C]  50,56+0,20  50,36+0,47  50,42+0,42  50,45+0,35  51,24+1,54
Ti[°C]  -14,11£1,40 -14,19+1,71 -11,90+1,48 -12,08+2,45 -12,96+1,35
4M T2[°C] 17.88+0,48  17,904043  17,81+0,46  18,03+0,40  18,45+0,33
T4[°C]  50,51+0,23  50,76£0,39  50,38+0,31  50,53£0,31  50,34+0,58
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Prvni teploty tani (piky T1) budou pfisluSet tani vodné faze, hlavné jeji nosna ¢ast Stava
z Aloe vera. To vSak nema vliv na tani celé struktury balzamu, mnohem zasadnéjsi jsou dalsi
hodnoty teplot. U teploty pohybujici se okolo 18 °C (piky T2) budou pfisluset glycerinu, jeho
bod tani je literaturou udavan jako 17,8 °C [61]. Také se bude pravdépodobné jednat o tani
hlavni slozky balzamu, a to kokosového oleje, nebot teplota je blizka jeho teploté tani podle
uvedeni vyrobce, kdy je deklarovano zachovani pevného stavu do 25 °C [62]. Tato teplota by
zaroven mohla vysvétlovat i vyskyt pikt T3, které se pohybuji okolo 30 °C. hodnoty teplot pika
Ta4, jez jsou uzce rozptyleny okolo teploty 50 °C, pravdépodobné souvisi s obsahem lanolinu,
jehoz teplota tani je uvadeéna pii 40 °C [63]. Zaroveri se jiz pomalu pfiblizuje k teploté tani
bilého vceliho wvosku, jez je vbalzdmu pouzit, kterd se pohybuje v rozmezi
60-70 °C [23]. Tato primérna hodnota tani odpovida s nejvétsi pravdépodobnosti spojité smési
kokosového oleje, lanolinu a vceliho vosku, ktera byla vytvofena v procesu dispergace
hydrofobnich slozek tohoto balzamu.

Jelikoz vSak samotny balzam je pii pokojové teploté, tedy okolo 25 °C v pevném stavu, za
teplotu tani by dle vysledi méla byt pokladana teplota pikti T4 (cca 50 °C), kdy zcela jiste
dochazi ke zkapalnéni hlavnich nosnych lipofilnich slozek, kokosového oleje, lanolinu
a veliho vosku. Z toho diivodu jsou v tabulce 26 hodnoty teplot piki T4 zvyraznény. Pro lepsi
predstavu pohybu teplot tani je graficky vyvin primérnych teplot pro vSech pét fad vzorka
znazornén na obrazcich 40, 41 a 42.

8 —
-10 +
5 12 7 =>&=tada 01
E il e =< o fada 02
% N =>¢=iada 03
= . —>=tada 04
=>¢=tada 05
.18 +
-20

leden anor bfezen duben

Obrazek 40 - Zaznam teplot pikit T v pritbéhu stabilit
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Jak je mozné vidét na zaznamu pro piky T, teplota tohoto tepelného déje se u vSech vzorka
pohybuje v ¢ase smérem mirné€ vzharu. Jelikoz tento proces tani je pravdépodobné spjat
s prechodem vodného dispergovaného podilu zpét do kapalné formy, na samotnou teplotu tak
mohou mit vliv degradacni procesy v ni se odehravajici. OvSem viditelné jsou pouze ve
vzorcich, které obsahuji barvivo, coz jsou vzorky fad 01, 02 a 05. To by mohlo indikovat fakt,

leden

Obrazek 41 - Zaznam teplot pikit T> v pritbéhu stabilit

unor

bfezen

duben

leden

Obrdazek 42 - Zaznam teplot pikit T4 v pritbéhu stabilit

unor
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ze k ur€itym zmeénam dochazi ve vodné fazi i tak a barvivo je pouze viditelnym projevem.
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U teplot pikt T2 je naopak vidét pokles primérnych teplot béhem ¢tyfmési¢niho méfeni. To
by mohlo indikovat taktéz mozny degradacni proces ve struktufe balzamu. Teplota piktu Ta,
ktera je povazovana za teplotu tani celého balzamu, se ov§em nijak neméni. Hodnoty se stabilné
pohybuji okolo 50,50 °C pro vsechny vzorky v pribéhu celého méfeni dlouhodobé stability.
Lze tedy s jistotou fici, ze bod tani balzamu je v Case stabilni a vicemén¢ neménny. Nespliiuje
vSak jediné, a to optimalni limit stanoveny dle odborné publikace R. Mariani 55-75 °C [64].
To souvisi i s tvrdosti balzamu, ktery je, ve srovnani s komeréné dostupnymi produkty, jak je
zminéno vyse, mekci konzistence. Oba tyto fakty by vyftesSilo navySeni obsahu vceliho vosku
v receptufe balzamu.

Z poznatkl pii piipravé balzamu lze s jistotou tvrdit, ze nad 80 °C by mély byt vSechny
slozky balzdmu v kapalném stavu, v pfipadé hydrofobnich pevnych slozek jiz pfi pokojové
teploté, nebot byly rozpustény v Aloe vera staveé. Zarovei také s rostouci teplotou a postupnou
degradaci pevné struktury vzorka jejim vlivem bude dochazet k destrukci emulzniho systému,
nebot’ kapi¢ky vodného podilu jiz nebudou drzeny i1 pevnou fazi lipofilniho prostredi, které
bude prechazet do kapalného stavu, a budou tak mit vetsi prostor k projeviim koalescence nebo
Ostwaldova zrani. Oba procesy vedou ke zvétSovani kapek, jez se v polotekutém nebo tekutém
balzamu projevi sedimentaci, coz jiz pfi tvorbé vzorka bylo projevem nedostate¢né dispergace.
I tyto faktory pfispely k mirné€ pozménénym hodnotdm tani slozek, jez se v Cistém stavu
projevuji odlisné.

Ve studii Jayshri C. Pawara a kol. [52] se vénovali stanoveni teploty tani balzamu pomoci
bodotavku. Hlavni lipofilni surovinou jimi pfipraveného balzadmu, ktery obsahoval taktéz
extrakt barviva z Cervené fepy, byla na rozdil od zde pouzitého kokosového oleje vazelina.
Stanovené teploty tani se dle autorti pohybovaly mezi hodnotami 58—60+0,62 °C, coz dle nich
spliiuje rozmezi bodu tani pro balzdmy na rty stanovené literaturou, a to 55-75 °C [64].

Bodotavek ke stanoveni teploty tani balzdmu na rty vyuzivali i jini. Atiyah A. B. Yusof
a kol [51]. Pro balzam pouzili taktéz kokosovy olej, ov§em v kombinaci s bambuckym maslem,
za to obarveny barvivem piirodniho pivodu, které sami extrahovali, s obsahem betalaininu, coz
je srovnatelné s pouzitou Cervenou fepou, ktera tyto latky také obsahuje. Jimi vyhodnocena
teplota tani byla takova, pfi niz doslo k tvorbé prvnich kapalnych struktur. Ta se pohybovala
mezi 58 a 70 °C v zavislosti na mnozstvi pouzitého vceliho vosku v receptufe. Splnéni
spravnych teplot opét odkazovali na literaturu [64].

Primérna hodnota tani u A. Ribeiro Fernandes a kol. [20] dosahovala hodnoty 72,9+1,7 °C.
Sakshi Paithankar a kol. [50] uvadi rozpéti naméfenych bodu tani 63—65 °C. Studie E. Kusrini
a kol. [49] uvadi bod tani balzamu s obsahem vceliho vosku a kokosového oleje okolo 65 °C.

V porovnani s ostatnimi balzdmy je patrné, ze jejich vyssi teplota tani je dana v poméru
k ostatnim surovinam vys$im obsahem vceliho vosku, jez zapfiCifiuje vyssi tvrdost, ale také
vyssi teplotni odolnost vyslednych balzama.
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425 Mikrobialni zatéz a rast
4.2.5.1 Prvnitest mikrobidlni zatéZe

V ptipadé prvniho testu byly vzorky ponechany k mési¢ni inkubaci a jejich kontrola probéhla
az po stanoveném Casovém intervalu. Teplota kultivace byla 25 °C, tedy pokojova teplota, pfi
které je balzam b&zné€ skladovan. Cilem bylo ovéfit, zda jsou tfi vybrané mikroorganismy
schopné byt na produktu viabilni a zda tak balzam poskytuje pro né€ vhodné rostouci podminky,
coz by znamenalo jeho nemozné dlouhodobé uzivani v praxi. Pro kontrolu byly také nachystany
plotny s vhodnou zivnou ptidou pro kazdou kulturu a také bylo vyuzito fedéni 10* a 10° pro
vypocet KTJ.

Nevyhodou misek s balzamem byl jejich hydrofobni charakter, ktery komplikoval samotnou
kultivaci. Po naoc¢kovani nafedéné mikrobialni kultury na misky s balzamem se suspenze
s kulturou nevstiebala do balzamu a ziistala na jeho povrchu. Bylo tedy nutné kultivovat misky
vickem nahoru, aby kultura nevytekla do vicka a ziistala v kontaktu s balzamem.

Pti tomto experimentu byla podcenéna kultivacni teplota kontrolnich misek s agarem, pro
kter¢ by bylo vhodné&si, aby byly kultivovany pii teploté¢ bliz§i lidskému télu, nebot
mikroorganismy Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis pti teploté 25 °C prezivaji
obtizn€ji. Jedinym organismem, ktery se na kontrolnim agaru ujal dobfe, byla kvasinka
Candida glabrata, které vyhovuji nizsi kultivaéni teploty [39], ukazka je na obrazku 43.

Po mésici kultivace za danych podminek experimentu nebyl zjistén viditelny narast ani u
jednoho zakultivovaného vzorku. Pro ukazku je nize na obrazku 44 ukazano fedéni 10°
kvasinky Candida glabrata po tydnu a na obrazku 45 po mésici. Doslo vSak k postupné
degradaci zbarveni balzamu v porovnani s Cerstvé pripravenymi miskami, které zachycuje
obrazek 22. Vzhledem ke Spatné nastavenym podminkam experimentu, a k zadnému
viditelnému narastu zaoCkovanych kultur, byl proveden dalsi test, kde byl zvolen jiny postup
experimentu, ktery je uveden v nasledujici kapitole.
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Obrdzek 44 - Kvasinka Candida glabrata na balzéamu po tydnu kultivace, fedéni 10°
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Obrdzek 45 - Kvasinka Candida glabrata na balzdmu po mésici kultivace, redént 10°
4.2.5.2 Druhy test mikrobidlni zdtéZe

U druhého testovani mikrobidlni odolnosti byl zvolen odlisny pfistup — vzorky, které byly dva
meésice uchovavany v aplikacnich tubach, byly 24 hodin macerovany ve sterilni vodé a tato
voda byla poté fedéna a oCkovana na univerzalni zivnou pudu, aby bylo zjisténo, zda byl balzam
beéhem skladovani n¢jak kontaminovan, a tim i ovéteno, zda je takto schopen mikroorganismim
odolévat.

Po 24 hodinach byly roztoky nafedény desitkovym zpisobem devétkrat a pro samotnou
analyzu byla vybrana tii fedéni (10°, 10° a 10°). Po tydenni kultivaci, tentokrat pii 37 °C, aby
byl zajistén lepsi rast mikrobialnich kultur, byly agarové misky vyhodnoceny. Jak je mozné
vidét na obrazku 46, ani na jedné z misek se neprojevil rist jakéhokoliv mikroorganismu, coz
znaci, ze piipravené vzorky balzamu nepodlehly mikrobialni degradaci a jsou tak mikrobialné
odolné.

Ve studii Yusof a kol. [51] se hodnoceni mikrobialni zatéze vénovali taktéz, vyuzili pfi tom
univerzalni zivné pudy, na kterou pomoci hokejky rozetreli mnozstvi balzamu a takto upravené
agarové misky ponechali ke kultivaci 24 hodin pfi 30 °C. V jimi pfipravenych vzorcich byl
maly vyskyt mikrobidlnich kultur i pfes pouziti konzervantd v receptufe, coz bylo
pravdépodobné zpusobeno nesterilni pfipravou kosmetiky.
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Obrdazek 46 - Agarové misky pro druhé testovini mikrobidlni zdtézZe po tydnu kultivace; horni Fada
obsahuje balzam s humadtem a Fepnym barvivem, prostiedni fada balzdm s humdtem a spodni Fada
vzorky slepych pokusit balzdmu
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4.3 Dalsi méfené parametry

431 Antioxidacni vlastnosti

Kazdy ze vzorkti byl méfen 10 minut po pfidavku do 2 ml predem pfipraveného roztoku
radikalu ABTS ¥, jez byl doptedu nachystan do 10ml zkumavek. Tabulka 27 zahrnuje hodnoty
absorbance Ajo a skutecné absorbance A vypoctené postupem uvedenym v rovnici 2, ktera
zahrnuje 1 piiklad pro roztok o koncentraci 500 uM. Zaroven byl také proveden prepocet
koncentraci ¢ roztoku kalibracni fady, a to tak, aby vysledna koncentrace byla uvadéna
v mg/ml.

Tabulka 27 - Hodnoty koncentracit a absorbanci pro kalibracni Fadu roztoku troloxu

Trolox [pM] ¢ [mg/ml] Ao [-] A [-] Ao [-]
0 0,000 0,708 0,000
100 0,025 0,690 0,018
200 0,050 0,593 0,115
300 0,075 0,570 0,138 0.708
400 0,100 0,510 0,198
500 0,125 0,478 0,230
A=Ay- A,,=0,708-0,478=0,230 2)

Z téchto dat byla sestavena kalibra¢ni pfimka spolu s rovnici, jez ukazuje graf na obrazku 47.
Vyjadreni kalibra¢ni pfimky poté obsahuje rovnice 3.
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Obrdazek 47 - Regresni primka ke kalibracni fadé roztokii troloxu
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Tabulka 28 - NaméFené hodnoty absorbance, skutecnd absorbance a prepocet na koncentraci

Vzorek A [-] Ask [-] ¢ [mg/ml] c¢[mg/ml] Ao [-]
R, 0,613 0,093 0,049
R: 0,611 0,095 0,050 0,054
R; 0,588 0,118 0.062
H; 0,688 0,018 0,010
H; 0,684 0,022 0.012 0,011
H; 0,686 0,020 0011
B; 0,53 0,176 0,093
B> 0,514 0,192 0,101 0,101
B; 0,498 0,208 0,110
Ri_IM 0,512 0,194 0.102 o700
Ro_IM 0,498 0,208 0.110 0,105
Rs_IM 0,511 0,195 0,103
H;_IM 0,658 0,048 0,025
H>_IM 0,65 0,056 0.030 0,023
H;_IM 0,678 0,028 0.015
Bi_IM 0,536 0,170 0.090
B:_IM 0,437 0,269 0,142 0,114
B;_IM 0,500 0,206 0.109

Tabulka 28 pak obsahuje naméfené absorbance vSech promérovanych vzorki, jde o roztoky
humatu (H), fepného barviva (R) a jejich kombinace (B), ve stafi 1 mésic (1M) a Gerstvé
ptipravené. Koncentrace humatu a barviva byla dodrzena, aby byla odpovidajici té pouzité
v receptuie balzamu, tedy pro humat 4-10~> g/ml a pro fepné barvivo 0,02 g/ml. Pro kazdou
hodnotu skute¢né absorbance (vypocet podle rovnice 2) byla taktéz vypocitana hodnota TEAC,
tedy antioxidaCni kapacita dané latky, a to podle rovnice 3, vjejim mnozstvi udavaném
v mg/ml.

Z datje patrné, ze kazdy z roztokt vykazoval antioxidacni chovani, coz se vizualné projevilo
odbarvenim roztoku a v tomto dusledku i snizenou absorbanci roztoku vzorku. Huminové latky,
jak je uvedeno v odborné literature, obsahuji ve své struktufe i polyfenolické struktury, které
maji zasadni vliv na antioxidacni chovani jinych latek [65]. Huminové latky se taktéz chovaji
jako blokatory radikalovych molekul v piidé a tim piispivaji k zachovani jeji funkce. Cervena
fepa je znama svym obsahem antokyant, které maji taktéz blahodarné ucinky na lidsky
organismus. Nachazi se v ni taktéz, literaturou deklarované, velké mnozstvi antioxida¢né
¢innych latek [65].
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Tato analyza slouzila jako ovéteni, zda si jak humat, tak barvivo zachovaji své antioxidacni
vlastnosti i ve formé roztokt a tim padem by se tento jejich ucinek projevil i ve formé balzamu.
Byla méfena i jejich kombinace, aby byl potvrzen nebo vyvracen piipadny synergicky ucinek.
Jak je patrné zvysledkii zaznamenanych v tabulce 28, antioxidacni vlastnosti roztoku
obsahujiciho ob¢ latky jsou nejvyssi ze v§ech méfenych variant s mirnym nartstem po 1 mésici.
Antioxidacni vlastnosti roztoku fepy se za dobu 4 tydni téméf zdvojnasobily, stejné jako
hodnoty roztoku humatu. To by indikovalo, ze antioxidacni vlastnosti v pribéhu starnuti
balzamu naristaji a zcela si to tak odporuje s faktem, ze balzamy na rty postupné od 14 dnt
stafi zaCaly ztracet své zabarveni coz znamenalo moznou oxidaci barviva, ackoliv byly do
receptury zahrnu latky tomuto procesu zabrafujici.

43.2 Antimikrobialni vlastnosti

U roztoku humatu, barviva z Cervené fepy a jejich kombinace byla také pomoci difuznich testt
meéfena mira jejich antimikrobidlnich vlastnosti, nebot’ jak humat, tak Cervena fepa jsou na
zakladé literatury oznaCovany jako latky s mikrobicidnim ucinkem. Po tydnu inkubacni doby
byly u jednotlivych agarovych misek méfeny priméry jednotlivych inhibi¢nich zén. Jak takova
agarova miska po tydenni inkubaci vypadala, je vyobrazeno na obrazku 48. Vsechny roztoky
aktivnich latek byly pfipravovany v koncentracich, v jakych byly dané latky pouzity pii tvorbé
balzamu.

Pro kazdou mikrobialni kulturu, které byly k této analyze pouzity, byly pfipraveny tfi
agarové plotny. Tabulka 29 obsahuje zapis pramért inhibi¢nich zén pro kazdy ze tii vzorka
spolu se zaznamem, zda vySla pozitivni a negativni kontrola (také v mm), rozdélenych podle
pouzitych kultur.

Obrazek 48 - Difuzni test antimikrobialnich viastnosti
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Tabulka 29 - Primér inhibicnich zon jednotlivych difiiznich diski

Priamer inhibic¢ni zony [mm]
Kultura
Humat Barvivo Kombinace Ethanol Voda
12 12 10 10 5
Staphylococcus |, 15 7 10 5
epidermidis

9 10 7 12 5

6 6 6 7 5

Escherl'chla 6 6 6 15 5

coli

6 6 7 10 5

7 10 6 8 5

Candida 11 11 6 3 5
glabrata

6 9 7 7 5

U vody je vzdy uvadéno 5 mm, coz je samotny prumeér disku, jelikoz nebylo vidét, kde v ném
by ptipadné dochazelo k narastu kultury a tim ohraniceni inhibi¢ni zéony. OvSem voda byla
pouzita jako pozitivni kontrola, ktera neméla kultury nijak omezovat v jejich rasti a dulezity je
zejména fakt, Ze se okolo difiznich disku nevytvofil zadny prazdny prostor indikujici néjakou
mikrobialni aktivitu. Ethanol naopak u vsech vzorka jako negativni kontrola potvrdil utlumeni
rastu i mimo plochu diftizniho disku.

Vsechny ostatni zaznamy tak také ve svych udajich pocitaji s Smm primérem difuznich
diskt. Z dat je patrné, ze nejvetsi inhibi¢ni schopnosti mély roztoky humatu a barviva u kultury
Staphylococcus epidermidis. Roztok obsahujici kombinaci téchto latek se jevil ve vSech
ptipadech, u vSech mikrobialnich kultur, méné ucinny nez jeho slozky samostatné. Nejslabsi
inhibi¢ni efekt byl zaznamenan u kmene Escherichia coli, kdy velikosti inhibi¢nich zon jsou ve
vSech tfech ptipadech roztoka aktivnich latek velmi podobné. U kvasinek Candida glabrata se
jako nejucinnéjsi v inhibici mikrobialniho rastu jevil roztok samotného barviva.

Vysledkem této analyzy je tak potvrzeni antimikrobialnich vlastnosti u pouzitych aktivnich
latek. V samotném balzamu je antimikrobialni aktivita podpotfena pfidavkem 1 g CAPB na40 g
balzdmu, aby bylo zamezeno mozné mikrobialni degradaci. Jak se ukézalo pfi studiu
dlouhodobé stability balzamu, barvivo degradovalo i pfes zahrnuti konzervanti do receptury
proti jeho znehodnoceni, jak je podrobnéji rozebrano v kapitolach 4.1.5 a 4.2.1.
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4.3.3 Posouzeni tucinku balzamu

Jelikoz testovani antivirové aktivity neni v laboratornich podminkach na fakulté mozné a po
dotazani se na specializovaném virologickém pracovisti taktéz neproveditelné, bylo dalsi
moznosti, ktera by poskytla objektivnéjsi vysledky, dvojité zaslepena studie, kdy by cast
nemocnych uzivala balzam, ¢ast bézn€ dostupna 1éciva vici oparim (napt. Zovirax) a ¢ast by
vyuzivala kontrolniho (,,prazdného®) vzorku. Tuto skuteCnost ovSem znemozioval fakt
nalezeni dostatku dobrovolniki, ktefi by oparem onemocnéli v ptiblizné stejné dobe, aby bylo
mozné vyloucit jiné faktory ovliviyjici prubéh nemoci, jako tfeba jiné ro¢ni obdobi. Z toho
divodu bylo testovani antivirové aktivity provedeno alespori na jednom nemocném subjektu.

V ptipadé nakazené osoby se opar projevoval vzdy po dobu 10 dni, od faze brnéni a vzniku
puchyika az po jejich prasknuti a naslednou tvorbu strupu bez pouziti jakéhokoliv 1é¢ivého
ptipravku, ktery mél za cil 1é¢bu oparu na rtech urychlit a usnadnit jeho hojeni.

Pro testovani byl pouzit balzam v tubé s obsahem jak humatu, tak barviva, ktery byl
aplikovan na rty zhruba pétkrat dennég, zejména po jidle, aby doslo k udrzeni filmového povlaku
na rtech. Po dobu onemocnéni byl kazdy den vyvoj oparu na rtech sledovan a fotografovala,
abych si mohla zaznamenat prechody mezi jednotlivymi fazemi prubéhu onemocnéni.

Z pozorovani vyplyva, ze se celkova doba hojeni zkratila na pouhych 8 dni, kdy v den osmy
byl jedinou znamkou jiz maly strup na misté pluvodniho oparu. Jednotlivé faze jsou
zaznamenany na obrazcich 49, 50, 51 a 52.

't
Obrazek 49 - Pritbéh oparu, den 2.; je patrnd tvorba puchyre (vyznacen)

Obrdazek 50 - Prubéh oparu, den 4.; dochdzi k perforaci puchyrku a pocinajici tvorbé strupu
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Obrazek 51 - Priibéh oparu, den 5.; patrny je jiz strup

Obrdazek 52 - Prubéh oparu, den 7.; na misté piivodniho oparu ziistavd jiz jen maly strup

434 Simulace difuze latek skrze pokozku

U diftzniho méfeni byl nejdilezitéjsim ziskanym udajem cas, za ktery zacne faze s aktivnimi
latkami difundovat skrze membranu. Pro stanoveni, zda je roztok v diftznich celach vibec
spektrofotometricky méfitelny, byl nejprve pfeméfen pavodni zasobni roztok o koncentraci
latek odpovidajici balzamu na spektrofotometru. Pro pfimé stanoveni vSak byl pfili§
koncentrovany, a tak byl postupné objemové fedén, jak je vidét na obrazku 53 a 54. Jelikoz
vzorek siln¢ absorbuje v UV oblasti, pro posouzeni mnozstvi vzorku, které proslo membranou
bylo vybrano lokalni maximum absorbance pfi 481 nm.

10

8

0 - ; I f f i i
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Vinova délka [nm]

Obrazek 53 - UV-VIS spektrum vodné fize balzdmu
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Obrazek 54 - UV-VIS spektra koncentracni Fady vodné faze balzamu

Timto zpisobem také byla vytvofena koncentraCni fada, ktera poslouzila pro rychly
a pfiblizny prepocet proslého mnozstvi skrze membranu. Prvni zaznamenatelna koncentrace
proslé vodné faze nastala pfi 24 minutach. Dale byla vyhodnocovana spektra v intervalech
30 minut, uvedena jsou v tabulce 30, kterd zahrnuje prepocCtené hodnoty absorbance na
koncentraci aktivnich latek v roztoku recipientni cely.

Tabulka 30 - Prepoctené hodnoty absorbanci na koncentracni obsah aktivnich ldtek pri difiizi

t [min] A [-] ¢ [mg/ml]

24 0,04 0,41
54 0,11 1,12
84 0,16 1,63
114 0,24 2,45
144 0,28 2,86
174 0,33 3,37
204 0,37 3,78
234 0,41 4,19
264 0,44 4,49
294 0,47 4,80
324 0,49 5,00
354 0,51 5,21
358 0,52 5,31

Experiment byl cilené nastaven na maximalni dobu 6 hodin, vzhledem k faktu, ze balzadm na
rty by déle na rtech naneseny nevydrzel. Koncentrace pivodniho roztoku je 20,04 mg/ml pro
humat (4-10° g/ml) a barvivo (0,02 g/ml) dohromady. Jak je vidét dle proslé koncentrace,
v samotné recepture balzamu by mohlo byt pouzito 1 vyssi mnozstvi humatu, protoze ani po
Sesti hodinach se koncentrace nevyrovnala — a tedy aby bylo docileno kyzené inhibicni
koncentrace humatu ICso=18 pg/ml i v buiikdch. To s sebou ovSem nese riziko tmavsiho
odstinu, a tedy nutnosti navysit i obsah barviva, coz by mohlo byt pro nékteré spottebitele pfilis.

90



4.4 Senzoricka analyza

441 Informace o hodnotici skupiné

Senzorické analyzy se ucastnil celkovy pocet 36 osob, 28 z nich byly zeny, zbylych 8 muzi.

Nejcastéji zastoupena veékova skupina byla 21-30 let, vékové rozlozeni ucastniki je
demonstrovano na obrazku 55. Toto vicemén¢ stejnorodé zastoupeni ucastniki je dano fakty,
ze senzoricka analyza probihala na fakulté, kde se ji ucastnili hlavné studenti, ktefi spadaji do

veékové kategorie mezi 20 a 30 lety, a protoze kosmetika je zajmovou doménou predevsim Zen.
Zadny z G&astnikd nebyl starsi 65 let.

10 T 9
9 4
8 4
’7 4
6 4
g 37 4
g 47 3 3
3 4
2T 1
1 =+
0
0 - f t t !
0-20 21-30 31-40 41-50 51-64 65+

veékova skupina

Obrazek 55 - Vékové rozlozeni ucastnikii senzorické analyzy

Utastnici sami méli ohodnotit svij stav pokozky, aby bylo posléze mozné zhodnotit
hydratacni schopnosti jednotlivych vzorkt. Jak ukazuje obrazek 57, 66,7 % dotazanych tvrdi,
ze jejich pokozka se na dotdzané Skale chova jako ,normalni“, druhym nejhojnéji se
vyskytujicim typem pokozky je s 25 % spiSe sucha ktuze. Alergickou reakci pokozky popsali
pouze dva ucastnici, ovSem ani jeden z alergent nebranil ucCasti na této senzorické analyze.

2,8% 5,6%

25,0%

66,7%

sucha = spiSe sucha = normalni = mastna

Obrdazek 56 - Zastoupeni typu pokozky dle dotdzanych
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Z celkového poctu hodnotiteld 44,4 % dotazanych nikdy nemélo dle svého tvrzeni
onemocnéni oparového typu, 30,6 % se snim jednou za par let setka, 8,3 % jim trpi alespon
jednou za rok a u zbylych 13,9 % se vyskytuje i vicekrat béhem jednoho kalendarniho roku.
Podle vysledkt dotaznikového Setfeni v§ech 20 osob, které s oparovym onemocnénim do styku
prisly nebo prichéazeji, mélo opary pouze v oblasti obli¢eje, nikoliv na téle. Sedm osob uvedlo,
Ze vubec nepouziva balzamy na rty. Ze zbylych 29 pak 34,5 % aplikuje balzam na rty
prilezitostnég, 20,7 % jej uziva denné a 44,8 % vicekrat béhem jednoho dne. Pfi dotazu, co je
divodem uzivani tohoto typu kosmetického produktu 20 hodnoticich uvedlo zmirnéni pocitu
suchych rtt a prevence vysychani pokozky. U osob tento produkt nevyuzivajici byl nejcastéjsim
divodem odpor k pocitu, ktery tento produkt na pokozce vyvolava nebo zapométlivost.

442 Hodnoceni balzamii pfed aplikaci

Hodnoceni probihalo systémem nejvyssi znamka 1 (libivé vlastnosti) az nejnizsi znamka
5 (nelibivé vlastnosti). Tabulka 31 zahrnuje pramérné hodnoty znamek, které respondenti
udélili ttem hodnocenym vzorktim pfed jejich aplikaci na svou pokozku.

Tabulka 31 - Vysledné znamky hodnoceni pred aplikaci balzamii

Vzorek A B C
Vzhled 1,50+0,65 2,00+0,75 1,53+0,69
Barva 1,36+0,63 1,78+0,92 1,53+0,90
Vuané 2,19+1,02 2,00=+0,94 2,33+1,11
Konzistence 1,81+0,74 1,81+0,94 1,97+0,90
Lesk 1,75+0,89 1,72+0,90 1,89+0,97
Lepivost 1,72+0,84 1,86+1,00 2,17+£1,09
Vzhled
3,70
Lepivost Barva
—
)
C
Lesk Vuné

Konzistence

Obrazek 57 - Paprskovy graf bodové uspésnosti jednotlivych vzorkii pred aplikaci
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Pro grafickou ndzornost byly tyto vlastnosti zahrnuty do obrazku 58, kde je jasné vidét,
u které vlastnosti vynikal pfislusny vzorek. Aby se vizualné hodnotily vysledky jednoduseji,
byly hodnoty obraceny na skale 1-5, tedy nejlepsi vzorek je nejblize vrcholu dané vlastnosti.

Barevné mél nejvétsi uspeéch u hodnoticich vzorek A, jez obsahoval jak u¢innou latku humat
draselny, tak také barvivo z ¢ervené fepy, stejné tak uspél v kategoriich hodnoceni konzistence,
vzhledu a lepivosti. Vzorek C, tedy slepy vzorek, zaujal nejvice svym vzhledem, nebot’ je ze
vSech tii nejvice podobny komercné dostupnym produktim v drogeriich. Vzorek B, ktery
obsahoval pouze humat draselny a vyznacoval se tak nahnédlou barvou, dle predpoklada ziskal
nejniz§i hodnoceni prave v této kategorii ze vSech tfi. Naopak hodnotitele zaujala jeho ving,
ackoliv ta by méla byt shodna s vini blanku (C), ktery naopak v této kategorii dopadl nejhtre.

Mira odchylky jednotlivych znamek, uvedenych v tabulce 31, je ukazatelem (ne)jednoty
nazoru hodnotici skupiny. U odchylek presahujicich hodnotu 0,90 lze fici, Ze diverzita nazora
skupiny byla velmi vyrazna, napiiklad v hodnoceni viné vzorku C je mira odlisnosti 1,11, coz
je o vice nez jeden stupein znamky. Naproti tomu nejvyssi shodu, tedy skore s nejnizsi
odchylkou, prokazali G¢astnici jednoznacné v hodnoceni barvy vzorku A, ktery tim zaujal a byl
na zakladé toho 1 pozitivné hodnocen.

443 Hodnoceni balzamii po aplikaci

Po pétiminutovém pisobeni vSech tii vzorkli na pokozce vnitini strany predlokti byli
hodnotitelé dotdzani na oznamkovani uvedenych vlastnosti. Vysledné znamky zaznamenava
tabulka 32.

Tabulka 32 - Vysledné znamky hodnoceni po aplikaci balzamii

Vzorek A B C
Podrazdéni 1,17+0,73 1,11+£0,52 1,08+0,36
Roztiratelnost 1,67+0,82 1,75+0,79 1,69+0,91
Vstiebani 1,94+0,91 2,17+0,83 2,08+1,11
Hydratace 1,69+0,88 1,78+0,85 1,890,91
Lepivost 1,86+0,95 1,92+0,86 1,83£0,96
1,47+0,87 1,83+0,90 1,75+0,92

Pocit na pokozce

I zde byl po prevedeni bodového hodnoceni vypracovan graf pro lepsi demonstraci vysledka,
ktery je na obrazku 59. U vzorku A s obsahem barviva i humatu lze pozorovat nejvyssi
hodnoceni v kategoriich pocitu na pokozce, hydratace a miry vstiebani. VSechny tfi vzorky byly
vysoce hodnoceny jako nedrazdivé, cemuz odpovidaji i znamky v tabulce 32, zejména slepy
vzorek C je hodnocen nejlépe a s nejmensi odchylkou, tedy vysokou shodou hodnotici skupiny
na tomto vysledku. Vzorky B a C jsou pak nejhtie hodnoceny, co se jejich vstiebavani tyce,
kdy oba obdrzely znamku nad 2 body stupnice hodnoceni.

Vzorek C prekonava vSechny ostatni dale pouze v kategorii lepivosti, kdy z vysledku
senzorické analyzy ma v priméru nejmensi lepivy pocit na pokozce. Vzorek B je nejhiie
hodnoceny v kategoriich lepivost na pokozce, celkového pocitu na kiizi a roztiratelnosti, kdy
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se dle respondentd neroztiral tak dobfe, jako ostatni vzorky. Pfesto vyjma znamky za
vstiebatelnost zadna ze znamek neptekracuje primérmou hodnotu 2 body a odchylky se taktéz
drzi pod hranici 0,90.

Podrazdéni
4,00

Pocit na pokozce Roztiratelnost

Lepivost Vstrebani

Hydratace

Obrazek 58 - Paprskovy graf bodové uspésnosti jednotlivych vzorkii po aplikaci

444 Celkové zhodnoceni

V posledni ¢asti byli respondenti pozadani o sefazeni vzorkd na zakladé jejich celkového
dojmu. Tabulka pro zhodnoceni je vyobrazena na obrazku 60. Z primérnych hodnot pak byl
sestaven nasledujici graf (obrazek 61), ktery zachycuje vysi konecné znamky. Pokud byl
balzam oznacen za nejlepsi, byla mu udélena znamka 1, pokud byl oznacen jako nejhorsi ze tfi
hodnocenych, byla mu ptfidélena znadmka 3 a pokud byl hodnocen neutraln€, mezi nimi, byl
oznacen 2 body.

Poradovy test
Serfad’te vzorky od nejlepsiho po nejhorsi dle VaSich preferenci:

Nejlepsi Primeér Nejhorsi

Obrazek 59 - Ukdzka celkového hodnoceni vzorkii
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Obrazek 60 - Celkova znamka pro viechny t7i vzorky

Nejlépe v celkovém hodnoceni dopadl vzorek A, tedy produkt s kompletnim obsahem v§ech
latek, coz je i cilovy produkt této diplomové prace. Dle dodatecnych komentaia hodnotitelt je
zaujal predevsim svou barvou a vini, nebot barvivo z Cervené fepy, i podle vysledkt hodnoceni
organoleptickych vlastnosti dodava balzamu na rty sladsi nadech viin€. Zaroven jde o potvrzeni
hypotézy, ze z hlediska komercni prodejnosti by se balzam s Cistym obsahem humatu neuchytil
kvali svému zabarveni (i v porovnani s konecnou znamkou vici slepému vzorku). Lze tedy
s jistotou tvrdit, ze barveny balzdm je zajimavym vizualnim pocinem, ktery by po upravé
receptury pro zlepSeni vlastnosti a zajisténi stability jeho barevnosti mohl mit na trhu uspéch.
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5 ZAVER

Tato diplomova prace si kladla za cil vytvorit a charakterizovat inovativni balzam na rty, ktery
by svym antivirovym ucinkem vici Herpes siplex viru rozsifil fady mozné 1écby tohoto bézné
rozsifeného onemocnéni. Aby bylo zakryto pouziti humatu, ktery je silné tmavé hnéde
zabarven, bylo extrahovano a lyofilizovano barvivo z Cervené fepy, jez bylo podrobeno
samostatné charakterizaci. Pfi maceraci fepy byl vyuzit methanol, proto bylo nutné stanovit
jeho zbytkovy obsah pomoci plynové chromatografie, jez Cini v praméru 0,08 hm. %. Tato
hodnota je pod legislativné stanovenou hodnotou 5 %, jez je stanovena pro methanol. Pro dalsi
specifikaci bylo vyuzZito tenkovrstvé chromatografie a riznych kombinaci rozpoustédel mobilni
faze pro separaci jednotlivych frakci, ze kterych byly posléze po re-eluci pomoci infraervené
spektrometrie identifikovany funkéni skupiny a molekularni struktury nachazejici se
v lyofilizatu. Byla prokazana ptitomnost bilkovin, polysacharidd, ale i tuk( a polyfenolickych
struktur s antioxida¢nim ucinkem. Aby byla identifikace jednotlivych frakci jednodussi, bylo
vyuzito pristroje DataColor, ktery je schopen kolorimetrické analyzy.

Pro ovéfeni ucinnosti aktivni latky a barviva v balzamu byly obé& tyto slouceniny podrobeny
zkousce antioxidacnich vlastnosti, kdy se tento vliv potvrdil jak u humatu, tak u barviva,
zjisStovani antimikrobidlnich vlastnosti a difuznimu testu. U obou latek byl prokazan
antimikrobialni U¢inek a v difuznim testu bylo demonstrovano, ze skrze membranu o velikosti
poru 1 um, coz je méné nez velikost pori lidské pokozky, projde béhem 6 hodin 5-107 g/ml
barviva a humatu dohromady.

Samotna studie balzamu na rty zahrnovala jeho kompletaci a optimalizaci receptury
i ptipravného postupu. Priméarni stability byla ovéfovana na analytické odstfedivce. Po né€kolika
problémech se slozenim, konzistenci a strukturou i degradaci vzorka byly pfipraveny 4 druhy
vzorkl: vzorky obsahujici humat a barvivo, vzorky Cisté jen sbarvivem nebo humatem
a ,,prazdné“ slepé vzorky. Vsechny byl po celou dobu c¢tyfmésicni stability uchovavany
v laboratofi ve skfifice. Vzorky prvniho typu byly piipraveny jesté jednou a uchovavany
v lednici pro posouzeni vlivu skladovacich podminek na stabilitu produktu. Sledovanymi
parametry byly organoleptické vlastnosti jako vzhled, vin€, barva, pH, hydratacni schopnosti
a drazdivost, roztiratelnost, bod tani a reologicka analyza. Po dobu ¢ty mésicu si vSechny
vzorky zachovaly svou vuni, pH a hydrata¢ni schopnosti, neprojevily zadné podrazdéni
pokozky a vzhledem konzistence zlstaly homogenni. Odstin zménily asi po mésici vzorky
obsahujici barviv z Cervené fepy, kde i1 pfes veskeré snahy o zabranéni degradaci, at uz
ptidavkem vitaminu C a E nebo konzervantu CAPB, doslo k zezloutnuti z piivodni nacervenalé
barvy. Vzorky bez barviva si zachovaly své zbarveni po celou dobu studie. U roztérovych testt
byly po 4 mésicich zjistény u tfi vzorkt hrudky v jejich strukture, které ovSem nebranily
dobrému roztirani vzorka.

Bod tani balzami byl pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie stanoven na 50 °C, coz je
o0 5 stupniti pod limitem, ktery stanovuje literatura. To je ovSem feSitelné navySenim koncentrace
vceliho vosku. U reologickych testti byla pozornost soustiedéna na stanoveni flow-pointu, tedy
bodu prekfizeni modull a linearni viskoelastické oblasti, ktera urCuje miru namahani vzorku
bez trvalych zmén. Hodnoty oscilacniho napéti pro flow-point se pohybovaly mezi 2 a 3 %,
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vyjma vzorkd fady 05, u které byly vySsi, coz je pravdépodobné zpusobeno jinymi
skladovacimi podminkami. Hodnoty hranice LVO jsou o poznani nizsi, v rozmezi 0,04-0,06 %,
opét ale svyjimkou fady vzorki uchovavané v lednici. Balzam byl také podroben testu
mikrobiélni zatéze, kdy byly prokazéano, ze ani na jeho povrchu, ani v jeho strukture za dobu
dvou mésict Zzadné mikrobialni kultury nenarostly.

V zavéru celé prace byla provedena senzoricka analyza, které se ticastnilo 37 osob, jez byly
prevazné zeny ve vékové kategorii 21-30 let. Cilem bylo potvrzeni hypotézy, ze balzam pouze
s humatem potiebuje dobarvit, aby byl spottebitelsky piijat 1épe. Tuto hypotézu senzoricka
analyza potvrdila. Zaroven také respondenty oslovila viiné produktu a jeho celkovy pocit na
pokozce. Byl otestovan i samotny antivirovy ucinek balzamu na nemocném subjektu, u kterého
se diky jeho aplikaci povedlo zkratit dobu rekonvalescence o 3 dny oproti praiméru.

Vysledkem je funk¢ni a stabilni balzam s antivirovym efektem, ktery by diky navySeni
koncentrace ucinné latky a v€eliho vosku mohl dosahnout jeste lepSich fyzikaln€é chemickych
vlastnosti. Zaroven se také nabizi jako alternativa pouziti jiného barviva na ptirodni bazi, aby
bylo predejito barevné degradaci produktu a tim si balzadm zachoval nejen stabilni vlastnosti,
ale i vzhled.

97



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

98

ISLAM, Zahidul, Mimin DIZMAN, Omer TUTAR a Ahmet TUTAR. Conference:

19th International Conference of Humic Substances and their Contribution to the
Climate Change Mitigation. 1. 2019.

FERNANDES, Andreia, Marcelo GIOVANELA, Valdemar ESTEVES a Maria
SIERRA. Elemental and spectral properties of peat and soil samples and their respective
humic substances. Journal of Molecular Structure [online]. 2010, 971(1-3), 33-38 [cit.
2024-04-18]. ISSN 00222860. Dostupné z: doi:10.1016/j.molstruc.2010.02.069

JARUKAS, Laurynas, Liudas IVANAUSKAS, Giedre KASPARAVICIENE, Juste
BARANAUSKAITE, Mindaugas MARKSA a Jurga BERNATONIENE.
Determination of Organic Compounds, Fulvic Acid, Humic Acid, and Humin in Peat
and Sapropel Alkaline Extracts. Molecules [online]. 2021, 26(10) [cit. 2024-04-18].
ISSN 1420-3049. Dostupné z: doi:10.3390/molecules26102995

WOLLINA, Uwe. Peat: A natural source for dermatocosmetics and
dermatotherapeutics. Journal of Cutaneous and Aesthetic Surgery [online]. 2009, 2(1),
17-20 [cit. 2024-04-18]. ISSN 0974-2077. Dostupné z: doi:10.4103/0974-2077.53094

JACOB, KALA, PRASHOB KJ a CHANDRAMOHANAKUMAR N. HUMIC
SUBSTANCES AS A POTENT BIOMATERIALS FOR THERAPEUTIC AND
DRUG DELIVERY SYSTEM-A REVIEW. International Journal of Applied
Pharmaceutics [online]. 2019, 1-4 [cit. 2022-12-29]. ISSN 0975-7058. Dostupné z:
doi:10.22159/ijap.2019v11i3.31421

LUTTIG, Gerd W. The touch of peat — inherent healing power of nature. In: FARRELL,
Catherine a John FEEHAN. After Wise Use — The Future of Peatlands, Proceedings of
the 13th International Peat Congress: Chemical, Physical and Biological

Characteristics of Peat. Tullamore, Ireland: International Peat Society, 2008, s. 289-
293. ISBN 0-9514890-4-6. ISSN 97809514890438.

KLOCKING, Renate a Bjorn HELBIG. Medical Aspects and Application of Humic
Substances. In: Biopolymers for medical and pharmaceutical applications. 1.
Weinheim: Wiley-VCH, 2005, s. 3-16. ISBN 3-527-31154-8.

HAJKOVA, Simona, Leo§ NAVRATIL a Renata HAVRANKOVA. Local application
of pelloids. Kontakt [online]. 2006, 8(1), 163-167 [cit. 2024-04-18]. ISSN 12124117.
Dostupné z: doi:10.32725/kont.2006.028

GHOLAMI, Hossein, Mohammad SAHARKHIZ, Fatemeh RAOUF FARD, Askar
GHANI a Fatemeh NADAF. Humic acid and vermicompost increased bioactive
components, antioxidant activity and herb yield of Chicory ( Cichorium intybus L.).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Biocatalysis and Agricultural Biotechnology [online]. 2018, 14, 286-292 [cit. 2024-04-
28]. ISSN 18788181. Dostupné z: doi:10.1016/j.bcab.2018.03.021

BOVEIRI DEHSHEIKH, Anahita, Mohammad MAHMOODI SOURESTANI,
Maryam ZOLFAGHARI a Naeimeh ENAYATIZAMIR. Changes in soil microbial
activity, essential oil quantity, and quality of Thai basil as response to biofertilizers and
humic acid. Journal of Cleaner Production [online]. 2020, 256 [cit. 2024-04-28]. ISSN
09596526. Dostupné z: doi:10.1016/j.jclepro.2020.120439

MOTTA, F.L., B.A.G. MELO a M.H.A. SANTANA. Deprotonation and protonation
of humic acids as a strategy for the technological development of pH-responsive
nanoparticles with fungicidal potential. New Biotechnology [online]. 2016, 33(6), 773-
780 [cit. 2024-04-28]. ISSN 18716784. Dostupné z: doi:10.1016/j.nbt.2016.07.003

DE MELO, Bruna, Fernanda MOTTA a Maria SANTANA. Humic acids: Structural
properties and multiple functionalities for novel technological developments. Materials
Science and Engineering: C [online]. 2016, 62, 967-974 [cit. 2024-04-18]. ISSN
09284931. Dostupné z: doi:10.1016/j.msec.2015.12.001

TERRATOL, L. L. C. Effects of humic acid on animals and humans. Literature Review
and Current Research. 2002, 1-12.

KLOCKING, R, Y. FELBER, M. GUHR, G. MEYER, R. SCHUBERT a J.
SCHOENHERR. Development of an innovative peat lipstick based on the UV-B
protective effect of humic substances. Mires and Peat. 2013, 11(3), 1-9. ISSN 1819-
754X.

HELBIG, B., R. KLOCKING a P. WUTZLER. Anti-herpes simplex virus type 1
activity of humic acid-like polymers and their o-diphenolic starting compounds.
Antiviral chemistry and chemotherapy. 1997, 8(3), 265-273.

THIEL, K., R. KLOCKING, H. SCHWEIZER a M. SPROSSIG. In vitro studies of the
antiviral activity of ammonium humate against herpes simplex virus type 1 and type 2.
Zentralblatt fur Bakteriologie, Parasitenkunde, Infektionskrankheiten und Hygiene.
Erste Abteilung Originale. Reihe A: Medizinische Mikrobiologie und Parasitologie.
1977, 239(3), 304-321.

WHITLEY, Richard, David KIMBERLIN a Bernard ROIZMAN. Herpes simplex
viruses. In: SCHELD, W., Richard WHITLEY a Christina MARRA. Infections of the
central nervous system. 3. Lippincott Wiliams & Wilkins, 2004, s. 541-553. ISBN
9780781743273.

TAYLOR, Travis, J. Herpes Simplex Virus. Frontiers in Bioscience [online]. 2002,
7(1-3) [cit. 2022-12-29]. ISSN 10939946. Dostupné z: doi:10.2741/taylor

WIDENER, Rebecca a Richard WHITLEY. Herpes simplex virus. In: Neurovirology
[online]. 123. Elsevier, 2014, s. 251-263 [cit. 2024-04-28]. Handbook of Clinical

99



20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

100

Neurology. ISBN 9780444534880. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-444-53488-
0.00011-0

RIBEIRO FERNADES, Alessanda, Michelli FERRERA DARIO, Claudinéia SALES
DE OLIVEIRA PINTO, Telma KANEKO, André BABY a Maria ROBLES
VELASCO. Stability evaluation of organic Lip Balm. Brazilian Journal of
Pharmaceutical sciences. 2013, 49(2), 293-299.

KADU, Mayuri, Suruchi VISHWASRAO a Sonia SINGH. Review on Natural Lip
Balm. International Journal of Research in Cosmetic Science. 2015, 5(1), 1-7. ISSN
2277-7172.

ISO. Guidelines on the stability testing of cosmetic products. 1.

TITERA, Dalibor, FrantiSek KAMLER, Ondiej PROCHAZKA, Peter CERNOCH a
Pavel HYRSL. Vosk nad zlato. 1. Vyzkumny ustav véelaisky, s.r.o., 2017. ISBN 978-
80-87196-25-0.

NONG, Yvonne, Jessica MALOH, Nicole NATARELLI, Hemali GUNT, Esther
TRISTANI a Raja SIVAMANI. A review of the use of beeswax in skincare. Journal of
Cosmetic Dermatology [online]. 2023, 22(8), 2166-2173 [cit. 2024-04-23]. ISSN 1473-
2130. Dostupné z: doi:10.1111/jocd. 15718

STEEL, Ian. Lanolin and the Skin. In: RAWLINGS, Anthony V. a James J. LEYDEN,
ed., Anthony RAWLINGS, James LEYDEN. Skin Moisturization [online]. Informa
Healthcare, 2009, s. 295-308 [cit. 2024-04-23]. Basic and Clinical Dermatology. ISBN
1-4200-7094-0. Dostupné z: doi:10.3109/9781420070958.018

JACOB, Sharon a Sadegh AMINI. Cocamidopropyl Betaine. Dermatitis [online]. 2008,
19(3), 157-160  [cit.  2024-04-28]. ISSN  1710-3568.  Dostupné z:
doi:10.2310/6620.2008.06043

BECKER, Lillian, Wilma BERGFELD, Donald BELSITO et al. Safety Assessment of
Glycerin as Used in Cosmetics. International Journal of Toxicology [online]. 2019,
38(3), 6-22 [cit. 2024-04-28]. ISSN 1091-5818. Dostupné  z:
doi:10.1177/1091581819883820

SURJUSHE, Amar, Resham VASANI a DG SAPLE. Aloe vera: A short review. Indian
Journal of Dermatology. 2008, 53(4). ISSN 0019-5154. Dostupné z: doi:10.4103/0019-
5154.44785

SHELTON, Ronald M. Aloe Vera: Its Chemical and Therapeutical Properties.
International Journal of Dermatology. 1991, 30(10), 679-683.

HEMILA, Harri. Vitamin C and Infections. Nutrients [online]. 2017, 9(4), 1-28 [cit.
2024-04-28]. ISSN 2072-6643. Dostupné z: doi:10.3390/nu9040339



31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

SCHNEIDER, Claus. Chemistry and biology of vitamin E. Molecular Nutrition & Food
Research [online]. 2005, 49(1), 7-30 [cit. 2024-04-28]. ISSN 16134125. Dostupné z:
doi:10.1002/mnfr.200400049

KAPPALLY, Shijna, Arun SHIRWAIKAR a Annie SHIRWAIKAR. COCONUT OIL
— A REVIEW OF POTENTIAL APPLICATIONS. Hygeia:: journal for drugs and
medicines. 2015, 7(2), 34-41. ISSN 2229-3590.

CHEN, Liping, Yuankang ZHU, Zijing HU, Shengjie WU a Chengtao JIN. Beetroot as
a functional food with huge health benefits: Antioxidant, antitumor, physical function,
and chronic metabolomics activity. Food Science & Nutrition [online]. 2021, 9(11),
6406-6420 [cit. 2024-04-25]. ISSN 2048-7177. Dostupné z: doi:10.1002/fsn3.2577

ADENAM, Norfatihah, Nur PIRDAUS, Muhamad YUNIN, Ku AZMIE, Khairul
WONG, Hasyiya ADLI a Hasiah SALLEH. Study of Beta vulgaris (Beetroot)
Extraction in Polar Solvents as Photoabsorber in Dye-Sensitized Solar Cells
Application. IOP Conference Series: Earth and Environmental Science [online]. 2020,
596(1) [cit. 2024-04-28]. ISSN 1755-1307. Dostupné z: doi:10.1088/1755-
1315/596/1/012014

Methanol. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia  Foundation,  2001-2024 [cit. 2024-04-19]. Dostupné  z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Methanol

ENEV, Vojtéch. Dalsi zkuSenosti s rozborem huminovych vyrobkii: "dnes v sypkém
stavu”. 1. 2020.

LAMAR, Richard, Daniel OLK, Lawrence MAYHEW a Paul BLOOM. A New
Standardized Method for Quantification of Humic and Fulvic Acids in Humic Ores and
Commercial Products. Journal of AOAC INTERNATIONAL [online]. 2014, 97(3), 721-
730 [cit. 2024-04-04]. ISSN 1060-3271. Dostupné z: doi: 10.5740/jaoacint.13-393

TBIO CROP SCIENCE. HumiKey [online]. 2015 [cit. 2024-04-22]. Dostupné z:
http://www.tbio.cn/humikey.html

FIDEL, Paul, Jose VAZQUEZ a Jack SOBEL. Candida glabrata C. albicans: Review
of Epidemiology, Pathogenesis, and Clinical Disease with Comparison to C. albicans.
Clinical Microbiology Reviews [online]. 1999, 12(1), 80-96 [cit. 2024-04-25]. ISSN
0893-8512. Dostupné z: doi:10.1128/CMR.12.1.80

BRAZ, Vania, Karine MELCHIOR a Cristiano MOREIRA. Escherichia coli as a
Multifaceted Pathogenic and Versatile Bacterium. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology [online]. 2020, 10 [cit. 2024-04-25]. ISSN 2235-2988. Dostupné z:
doi:10.3389/fcimb.2020.548492

101


https://cs.wikipedia.org/wiki/Methanol
http://tbio.cn/humikey

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

102

OTTO, Michael. Staphylococcus epidermidis — the 'accidental' pathogen. Nature
Reviews Microbiology [online]. 2009, 7(8), 555-567 [cit. 2024-04-25]. ISSN 1740-
1526. Dostupné z: doi:10.1038/nrmicro2182

MULIYATI D, D SUMARDANI, D AMBARWULAN, S SISWOYO, E HANDOKO,
E FITRIANI a S VIRIDI. The 3-D visualization of the granular particle on various
diameter porous surfaces. Journal of Physics: Conference Series [online]. 2019,
1402(7) [cit. 2024-04-22]. ISSN 1742-6588. Dostupné z: doi:10.1088/1742-
6596/1402/7/077026

SCHRAMM, Laurier Lincoln. Emulsions, foams, and suspensions: fundamentals and
applications. Weinheim: Wiley-VCH, 2005. ISBN 35-273-0743-5.

FELTON, Linda A. Remington: Essentials of Pharmaceutics. 1. vydani. London:
Pharmaceutical Press, 2012. ISBN 978-0-85711-105-0.

HLB calculator. In: Crafters's choice [online]. 2024 [cit. 2024-04-28]. Dostupné z:
https://www .crafters-choice.com/calculators/HLBCalculator.aspx

HLB Balance. In: Hawkins Watts [online]. Australia: Hawkins Watts, 2016 [cit. 2021-
05-00]. Dostupné z: https://www.hawkinswatts.com/wp-
content/uploads/2016/01/Hawkins-Watts-HLB-Balance.pdf

AULTON, Michael a Kevin TAYLOR. In: Aulton's pharmaceutics: The Design and
Manufacture of Medicines. 5. London: Elsevier, 2018, s. 282-299. ISBN 978-0-7020-
7005-1.

DOBA, Takahisa, Graham BURTON a Keith INGOLD. Antioxidant and co-
antioxidant activity of vitamin C. The effect of vitamin C, either alone or in the presence
of vitamin E or a water-soluble vitamin E analogue, upon the peroxidation of aqueous
multilamellar phospholipid liposomes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Lipids
and Lipid Metabolism [online]. 1985, 835(2), 298-303 [cit. 2024-04-28]. ISSN
00052760. Dostupné z: doi:10.1016/0005-2760(85)90285-1

KUSRINI, Eny, Dias MAWARNI, Dwi WULANDARI, Karina AYUNINGTYAS a
Anwar USMAN. Formulation and characterization of lip balm made from beeswax,
almond oil, virgin coconut oil and honey [online]. In: . s. 070008- [cit. 2024-04-23].
Dostupné z: doi:10.1063/5.0014367

PAITHANKAR, Sakshi, Kaveri PANSARE, Anil PAWAR a Dhanashri JADHAV.
Formulation of natural lip balm. International Research Journal of Engineering and
Technology (IRJET). 2023, 10(01), 1009-1014. ISSN 2395-0056.

YUSOF, Atuyah, Azilah AJIT, Ahmad SULAIMAN a Aishath NAILA. Production of
lip balm from stingless bee honey. The Maldives National Journal of Research. 2018,
6(1), 57-72. ISSN 2382-0373.


https://www.crafters-choice.com/calculators/HLBCalculator.aspx
https://www.hawkinswatts.com/wp-

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

PAWAR, Jayshri, Ujjwala KANDEKAR, Vijaya VICHARE a Pranali GHAVANE.
Production and Analysis of Lip Balm using Herbal Resources. Journal of
Pharmaceutical Research International [online]. 2021, 540-546 [cit. 2024-04-23].
ISSN 2456-9119. Dostupné z: doi:10.9734/jpri/2021/v33159A34303

ANISA, H, Y SUKMAWARDANI a N WINDAYANI. A simple formulation of lip
balm using carrot extract as a natural coloring agent. Journal of Physics: Conference
Series [online]. 2019, 1402(5) [cit. 2024-04-23]. ISSN 1742-6588. Dostupné z:
doi:10.1088/1742-6596/1402/5/055070

AZMIN, Siti, Nurshafieera JAINE, Mohd NOR a Harvey ARELLANO-GARCIA.
Physicochemical and sensory evaluations of moisturising lip balm using natural
pigment from Beta vulgaris. Cogent Engineering [online]. 2020, 7(1) [cit. 2024-04-23].
ISSN 2331-1916. Dostupné z: doi:10.1080/23311916.2020.1788297

AZTATZI-RUGERIO, Lucia, Sulem GRANADOS-BALBUENA, Yimi ZAINOS-
CUAPIO, Erik OCARANZA-SANCHEZ a Marlon ROJAS-LOPEZ. Analysis of the
degradation of betanin obtained from beetroot using Fourier transform infrared
spectroscopy. Journal of Food Science and Technology [online]. 2019, 56(8), 3677-
3686 [cit. 2024-04-25]. ISSN 0022-1155. Dostupné z: doi:10.1007/s13197-019-03826-
2

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) ¢ 1223/2009 ze dne 30.
listopadu 2009 o kosmetickych pripravcich: Uredni véstnik Evropské unie. In: . 2009.

PERMATANANDA, Pande Ayu Naya Kasih. Lip Balm Formulation Based on
Balinese Grape seed Oil (Vitis vinifera 1. Var Alphonso Lavallee). International
Journal of Current Science Research and Review [online]. 2021, 04(07), 633-639 [cit.
2024-04-25]. ISSN 25818341. Dostupné z: doi:10.47191/ijcsrr/V4-i7-03

CAI Yizhong, Mei SUN a Harold CORKE. Colorant Properties and Stability of
Amaranthus Betacyanin Pigments. Journal of Agricultural and Food Chemistry
[online]. 1998, 46(11), 4491-4495 [cit. 2024-04-25]. ISSN 0021-8561. Dostupné z:
doi:10.1021/jt980457¢g

METZGER, Thomas G. Applied Rheology: With Joe Flow on Rheology Road. 2. Graz,
Austria: Anton Paar GmbH, 2018. ISBN 9783950401608.

PAN, Sharadwata a Natalie GERMANN. Thermal and mechanical properties of
industrial benchmark lipstick prototypes. Thermochimica Acta [online]. 2019, 679 [cit.
2024-04-26]. ISSN 0040603 1. Dostupné z: doi:10.1016/j.tca.2019.178332

Glycerol. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia  Foundation,  2001-2024 [cit. 2024-04-23]. Dostupné  z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Glycerol

103


https://cs.wikipedia.org/wiki/Glycerol

62

63

64

65

104

DM DROGERIE MARKT S.R.O. DmBio Kokosovy olej, 620 ml. In: DM DROGERIE
MARKT S.R.O. Dm [online]. 2024 [cit. 2024-04-23]. Dostupné z:
https://www.dm.cz/dmbio-bio-kokosovy-olej-
p4058172801389.html?appPageType=productdetails&appProductld=4058172801389
&wt_mc=sea.google.ads_shopping.19636456744..&gad_source=1&gclid=CjwKCA]j
wuJ2xBhA3EiwAMVjkVGTh2RZus41DJgEHJH2pemoF2gJdfjokChaDE9ETiHkkcp
Y7NFAnMhoCtPUQAvVD_BWwWE

Lanolin. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia
Foundation, 2001-2024 [cit. 2024-04-23]. Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Lanolin

MARIANI, Rajin, Bono AWANG a Chong HO. Optimisation of Natural Ingredient
Based Lipstick Formulation by Using Mixture Design. Journal of Applied Sciences
[online]. 2007, 7(15), 2099-2103 [cit. 2024-04-23]. ISSN 18125654. Dostupné z:
doi:10.3923/jas.2007.2099.2103

GEORGIEV, Vasil, Jost WEBER, Eva-Maria KNESCHKE, Petko DENEV, Thomas
BLEY a Atanas PAVLOV. Antioxidant Activity and Phenolic Content of Betalain
Extracts from Intact Plants and Hairy Root Cultures of the Red Beetroot Beta vulgaris
cv. Detroit Dark Red. Plant Foods for Human Nutrition [online]. 2010, 65(2), 105-111
[cit. 2024-04-25]. ISSN 0921-9668. Dostupné z: doi:10.1007/s11130-010-0156-6


https://www.dm.cz/dmbio-bio-kokosovy-olej-
https://cs.wikipedia.org/wiki/Lanolin

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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9 PRILOHY

Priloha 1 - Slozeni findlnich vzorkil

Slozka Plan 01-1 01-2 01-3 02-1 02-2 02-3 03-1
Kokosowy olej [g] 18.8 | 18.92 18.78 19.81 19.17 18.7 19.13 19.35
Lanolin [g] 5.0 5.01 5.14 5.11 4.93 5.19 4.9 4.8
Veeli vosk [g] 4.0 4.05 4,01 3.95 4.18 3.93 3.96 3.99
CAPB [¢] 1.0 0.94 0.93 0.97 1.1 1.03 1.08 0.91
Aloe Vera stava [g] 5.0 4,98 4,97 4,82 4,92 4.95 5.06 5,16
Humdt draselny [g] 0,0016| 0,0018 0,0024  0,0028 - - - 0.0017
Glycerin [g] 1.2 1.7 .07 124 134 167 L1l 13
Barvive [g] 0.8 0,78 0.83 0.74 0.83 111 0.79 -
Vitamin C [g] 0.5 0.45 0.44 0.44 0.52 0.45 0.48 0.44
Vitamin E [g] 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Slozka 03-2 03-3 04-1 04-2 04-3 05-1 05-2 05-3
Kokosov¥olej [g] 1915 1871 1937 1893 1949 1901 1936  18.72
Lanolin [g] 5.46 53 5.26 5.07 5.48 4.79 5.5 3
Veeli vosk [g] 4.01 3.97 4.14 4.11 4.15 4.22 3.97 3.98
CAPB [¢] 112 098 109 102 1 099 104 103
Aloe Vera stava [g]  5.03 4.94 5.34 5.27 4.97 4.96 5.15 5.03
Humadt draselny [g] 0,0036 0.,0025 - - - 0,0032 0.0026 0.0035
Glycerin [g] 1.29 1.38 1.17 1.87 1.11 1.19 1.29 1.21
Barvivo [g] - - - - - 091 0.91 0,92
Vitamin C [g] 0.42 0.47 0,51 0.48 0.43 0.46 0.48 0.47
Vitamin E [e] 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
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Priloha 2 - Zaznam z méreni DVS

© Surface Measurement Systems Ltd UK
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DVS Isotherm Analysis Report

Date: 25 Mar 2024

Time: 10:23 dop.

C:\DVS-Advantage'data\balzam dostalova - Mon 25
Mar 2024 10-23-59 xls
C:DVS-Advantage'method\Isotherm 0-

90RH dmdt0.002 stepl0 60-720min 1-cycle sao
Sample: balzam_dostalova

Temp: 24.9°C

MRef: 118.6752 from Mass at end of first 0.0 P/Po stage

File:

Meth:

Target Change In Mass (%) - ref
% P/Po Sorption Desorption Hysteresis
Cycle 1 0.0 0.000 -0.933
10,0 -0.494 -0.789 -0.295
20,0 -0.559 -0.622 -0.063
30.0 -0.596 -0.427 0.169
40.0 -0.599 -0.173 0.426
50.0 -0.572 0,122 0.694
60.0 -0.489 0.558 1.046
70.0 -0.327 1.094 1421
80.0 0.256 1.950 1,694
90.0 2425 2425
DVS - The Sorption Solution 2 Surface Measurement Systems Ltd UK 1996-2017
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