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Abstrakt

Diplomovéa prace byla zamétena na enkapsulaci vybranych aktivnich latek a moznosti jejich
aplikace v kosmetickych produktech s anti-aging ucinky. Bylo vybrano 6 aktivnich latek
odlisného charakteru — lipofilni vitamin E a vitamin A, hydrofilni vitamin B a vitamin B,
a fenolické latky kyselina ferulova a kyselina chlorogenova. Teoreticka ¢ast byla zaméfena na
obecnou charakteristiku vybranych aktivnich latek, jejich vyuziti a popis pouzivanych metod.

V ramci praktické ¢asti byly charakterizovany aktivni latky z hlediska jejich antioxidacni
aktivity anasledn¢ enkapsulovany do liposom ze sojového a sluneénicového lecitinu.
U pfipravenych liposom byla stanovovana enkapsulaéni ucinnost, velikost, stabilita
a dlouhodoba stabilita po 4 tydnech skladovani. Nasledn¢ byly vybrany nejvhodnéjsi liposomy
S obsahem aktivnich latek, u kterych byla rovnéZ analyzovéana jejich bezpecnost pro lidské
kozni buitky pomoci MTT testu cytotoxicity na keratinocytech HaCaT. Dale byly pfipraveny 3
typy kosmetickych vyrobkii — denni krém, no¢ni krém a pletové sérum. Kazdy druh
kosmetického vyrobku byl dale rozdélen na 4 typy — vyrobek neobsahujici zddn¢ aktivni latky,
vyrobek obsahujici aktivni latky v neenkapsulované forme, vyrobek obsahujici aktivni latky
v enkapsulované formé a vyrobek obsahujici prazdné liposomy. Jako ucinné latky byly pfidany
vSechny naSe testované latky. Finalni produkty byly testovany 14 dni na 15 dobrovolnicich.
Pfed a po pouzivani produkti byly zméfeny parametry pokozky a tim byl analyzovan vliv
pfipravkl na omlazeni pokozky. Dale dobrovolnice hodnotily senzorickou analyzu
kosmetickych produktt. Soucasti této prace bylo také zpracovani online dotazniku ohledné
anti-aging kosmetiky pro vefejnost, abychom zjistili, do jaké miry je tento druh kosmetiky mezi
lidmi popularni.

Klicova slova
Vitaminy, fenolické latky, antioxida¢ni aktivita, liposomy, anti-aging kosmetika, keratinocyty,
MTT testy



Abstract

The aims of this thesis were encapsulation of selected active substances and their possible
application in cosmetic products with anti-aging effects. 6 kinds of active substances were
studied — lipophilic vitamin E and vitamin A, hydrophilic vitamin B; and vitamin Bz, and
phenolic compounds ferulic acid and chlorogenic acid. In theoretocal part, the general
characteristics of active compounds and their use are described. It also includes the description
of used methods. Practical part was focused on characterisation of active compounds from the
perspective of antioxidant activity and encapsulation into liposomes from soy and sunflower
lecithin. Encapsulation effectivity, size, stability and long-term stability of liposomes after four
weeks were determined. The most suitable liposomes with active compounds were also tested
for safety on human skin cells using the MTT test of cytotoxicity on keratinocytes HaCaT.
Furthernore, 3 types of cosmetic products were prepared — day cream, night cream and skin
serum. Each kind of cosmetic product was devided into 4 types — the product without any active
compounds, the product containing free active compounds, the product with liposomes with
active compouds and the product containing empty liposomes. As active compounds all our
tested substances were used. Final products were tested 14 days on 15 female volunteers. Before
and after products usage parametres of their skin were measured to analyze effect of products
on skin rejuvenation. VVolunteers were also rating sensory analysis of cosmetic products. The
part of this thesis was also creating an online questionnaire about anti-aging cosmetics for
publicity to find out the popularity of this kind of cosmetics.

Keywords

Vitamins, phenolic compounds, antioxidant acitivity, liposomes, anti-aging cosmetics,
keratinocytes, MTT tests
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1. UvVOD

Kosmetické vyrobky jsou vyuzivany lidmi jiz po velmi dlouhou dobu. Pro své rozsahlé uziti se
s kosmetikou setkavame denné a stala se tak dilezitou soucasti naseho zivota. Mezi jeji role
patii zejména péce o plet’, 1é¢eni koznich chorob, péce o vlasy a nehty a v neposledni fadé také
zkraslovani. Vzhledem k tomu, Ze si lidé chtéji udrzet co nejdéle mlady vzhled, jsou nyni velmi
oblibené pfipravky na omlazeni pokozky. Tyto piipravky obsahuji latky, které maji
antioxida¢ni ucinky. Mezi nejznaméjsi antioxidacni latky patii naptiklad vitamin E nebo
vitamin C, které byvaji Casto obsazeny pravé v kosmetice proti starnuti pleti. Tyto latky se
podili na zachytavani volnych radikalt, které poskozuji molekuly dilezité pro nas organismus.
Pti pravidelném pouzivani vyrobki s antioxidanty by mohlo dojit ke zpomaleni projevi starnuti
pleti, ovSem dilezity je také nas Zivotni styl, ktery ma na biologické starnuti velky vliv.

Aby aktivni latky prosly do kiize tam, kam potiebujeme, je potieba je néjakym zplsobem
neruseng transportovat. Z tohoto diivodu jsou oblibenym odvétvim kosmetiky nanotechnologie,
které dokaze Gc¢innou latku zabalit a transportovat na cilené misto bez toho, aniz by cestou
unikala. V kosmetice se uplatiiuje enkapsulace aktivnich substanci do tzn. liposomi. Krom
toho enkapsulace zamezuje mozné degradaci aktivni latky pii vyrob¢, skladovani a uzivani.
Tato prace se zaméfuje na vyuziti 6 aktivnich latek v anti-aging kosmetice, které jsou znamé
pro své blahodarné ucinky na plet. Vitamin Bi a B2 jsou dulezité pro spravné fungovani
pokozky, vitamin A pomdha sregeneraci pokozky, a vitamin E, kyselina chlorogenova
a ferulova jsou vyznamné antioxidanty. Kombinaci téchto latek mizeme dosdhnout nejen
dobrého stavu pleti a zpomaleni procest starnuti, ale také diky antimikrobidlnimu charakteru
mohou byt piipravky s obsahem téchto latek napomocné pii 1é€bé akné, které je v populaci
velmi rozsifené.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vitaminy

Vitaminy jsou organické, nizkomolekularni latky, které v nasem organismu plni rizné funkce.
Vzhledem k tomu, Ze si je télo nedokaze syntetizovat samo, nebo alespon ne v dostate¢nych
davkach, je potieba je pfijimat potravou. Nedostatek mtize vést k chorobnym projeviim a 1é¢i
se dodanim deficitnich vitamint. Strukturné se jednd o nejednotnou skupinu latek, casto
obsahuji vice slozek rizné chemické povahy. Vitaminy délime na dvé hlavni skupiny, a to na
vitaminy rozpustné ve vodé a vitaminy rozpustné v tucich [1].

Mezi vitaminy rozpustné ve vod¢ fadime vitamin C a vitaminy skupiny B. Tyto vitaminy plni
funkci koenzym a Gcastni se fady biochemickych reakci, naptiklad metabolismu a biosyntézy
aminokyselin nebo slouzi jako antioxidanty [2] .

Mezi vitaminy rozpustné v tucich patii vitaminy A, D, E a K. Jsou strukturné¢ podobné
isoprenoidnim polymerim a rozpousti se v lipidech ¢i olejich. V organismu se ukladaji
Vv tukové tkéni a v jatrech a z téla se vylucuji pomalu diky své lipofilni povaze. Ptili§ vysoky
pfijem vitaminl rozpustnych v tucich mize zptsobit hypervitaminozu, kterda ma specifické
ptiznaky [3].

2.1.1 Vitaminy skupiny B

B-vitaminy, jinak také B-komplex, je skupina 8 hydrofilnich vitamind. Vitaminy rozpustné ve
vodé¢ se na rozdil od lipofilnich neskladuji v téle, ale jejich nadbytek je vylu€ovan moci. Tyto
vitaminy se vyskytuji vétSinou v potravé spolecné, jelikoz podstatné funkce metabolismu
zajistuji pohromadé€. Plsobi jako koenzymy tady anabolicky a katabolickych enzymatickych
reakci. Jejich ucinky hraji roli pii procesech fungovani mozku, zejména pii produkci energie
a syntézy DNA a RNA a ¢etného mnozstvi signalnich molekul a neurochemikalii. Jsou citlivé
na vysoké teploty, vzdusny kyslik a svétlo. Pii nedostatku jakéhokoliv vitaminu B muze clovék
trpét bud’ hypovitaminézou, pii Gplné absenci vitaminu je pak ¢lovék postizen avitamindzou.
MiiZe nastat i opacna situace, kdy Clovék pfijima vitaminu piebytek. Tento chorobny stav
nazyvame hypervitamin6zou, ovSem ten u vitaminli B neni tak Casty, protoze je jejich nadbytek
vyluCovan moci. Pfijem téchto vitamina je dilezity, nebot’ maji pozitivni vliv na nervovou
soustavu, travici Ustroji, zrak, jatra, kazi a vlasy. Vyskytuji se pfevazné v pivovarskych
kvasnicich, dale pak v pSeni¢nych kli¢cich, mase, rybach, vejcich, mléce, fazolich a ofesich [4],

[5]. [6].

2.1.2 Vitamin B
Vitamin Bi, také zndmy jako thiamin, je prvni zfady vitamini B-komplexu. Jednd se
0 krystalickou, ve vod¢ dobie rozpustnou latku, ktera hraje dulezitou roli Vv energetickém

metabolismu c¢loveéka. Jeho nedostatek ma negativni vliv na nervovou soustavu a srde¢ni
¢innost [7], [8].
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2.1.2.1 Struktura a vlastnosti

Thiamin se skladd z pyrimidinového kruhu, ktery se vaze na dusikovy atom thiazolu pomoci
methylenového mostku (Obrazek 1). Setkavame se s nim bud’ ve volné podobé€, nebo se
vyskytuje jako thiamin monofosfat, thiamin pyrofosfat a thiamin trifosfat. Aktivni forma
thiaminu je thiamin pyrofosfat, jinak také thiamin difosfat a vznika tak, ze hydroxylova skupina
Vv thiaminu je nahrazena difosfat esterovou skupinou [9], [10], [11].

Tento thiamin pyrofosfat ptsobi jako kofaktor tfi enzymu. Mezi tyto enzymy patii cytosolicka
transketoldza, mitochondridlni pyruvat dehydrogendza a o-ketoglutardt dehydrogenazy.
Vsechny tyto enzymy se ucastni katabolismu sacharidd. Thiamin je malo stabilni a nejvyssi
stability dosahuje v kyselych roztocich pti pH 2-4. Pfi ohfevu dochazi k jeho degradaci, ktera
je zplsobena Stépenim methylenového mostku mezi pyrimidinovym kruhem a thiazolem [9],
[10], [11].

Obrdzek 1: Thiamin [12]

2.1.2.2 Vyznam a vyskyt

Thiamin je nezbytny pro fungovani srdce a nervové soustavy. Udrzuje optimalni hladinu
kysliku v krvi a tim zajist'uje spravné vyuziti energie. Ma blahodarny t¢inek na psychiku, mirni
deprese a napéti, je ucinny v boji proti stresu a napomaha zlepSovat naladu a pamét. Pouziva
se také pii 1éCeni srde¢nich chorob [7], [8], [13], [14].

2.1.2.3 Diisledky nedostatku a nadbytku

Nedostatek tohoto vitaminu ma negativni vliv na nervovou soustavu a odrazi se na ¢lovéku
V podobé& podrazdénosti, zhorsSeni spanku, nervového vycerpani, zmatenosti ¢i ztraty vile. Déle
muze zplsobit nevolnosti nebo zhorSeni funkce §titné zlazy. Zvysuje se také riziko vzniku
Alzheimerovi choroby. U alkoholikii mize dojit k tzv. Wernicke—Korsakoff syndromu, kdy
Clovek upadne do bezvédomi. Pfi avitamindze hrozi onemocnéni beri-beri, ktera se mize
projevovat srdecnimi poruchami, jaternimi zanéty, laktatovou acidézou a v nékterych
ptipadech konéi srdeénim kolapsem a smrti [5], [13], [15], [16].

Jelikoz se thiamin neuklada v téle a je vylu€ovan moci, nelze se timto vitaminem pfedavkovat.
Pti pravidelné pfijimaném nadbytku vitaminu B1 dochazi ke slabosti, podraZdénosti ¢i bolestem
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hlavy. Pfi podani vysoké davky jednorazové se pak napiiklad zvysi produkce inzulinu nebo
¢innost §titné zlazy [8], [17].

2.1.3 Vitamin B>

Vitamin B> neboli riboflavin, je druhy ze skupiny vitamint B. Byl poprvé izolovan v roce 1872
jako zluty fluoreskujici pigment v mléce chemikem Blythem. Vitamin B: je vyznamny
antioxidant a hraje dilezitou roli v metabolismu zivin [18].

2.1.3.1 Struktura a vlastnosti

Riboflavin je slozeny z flavinového kruhu, ktery je substituovan v poloze 10 postrannim
fetézcem D-ribitolu a methylovan v poloze 7, 8 (Obrazek 2). S vitaminem B2 se setkavame bud’
ve volné formé, nebo se vyskytuje ve svych koenzymovych formach jako flavinmononukleotid
(FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD), které maji dualezitou funkci V enzymatickych
reakcich. Jednou z téchto reakci je naptiklad dychaci fetézec [19], [20].

Riboflavin je slabé rozpustny ve vod¢, a pokud neni vystaven svétlu, tak je stabilni pfi oxidaci
a zvySené teploté. Nejvyssi stability dosahuje pi1 pH 2-5. Pfi pH nizSim nez 5 piechazi
flavinmononukleotid a flavinadenindinukleotid na riboflavin [19], [20].

Obrdzek 2: Riboflavin [21]

2.1.3.2 Vyznam a vyskyt

Riboflavin je nezbytny pro spravné fungovani kiize a sliznic. Pouziva se pfi problémech
s ekzémy, koznimi plisnémi nebo alergiemi a podili se na zachovéani zdravé pokozky, vlasii
a nehtl. Napomaha také zlepSovat zrak. Vitamin B; je vyznamny antioxidant, ktery predchazi
Skodlivé peroxidaci lipidd, pfi které dochazi k poskozeni bunécnych membran. Plsobi také
neuroprotektivng, diky ¢emuz ma preventivni funkci proti neurologickym onemocnénim jako
jsou napfiiklad roztrouSena skler6za, migréna nebo Parkinsonova choroba [17], [18], [19].
Vitamin B2 najdeme ve vétsing€ zivocisnych potravin. Hojné se vyskytuje v mase, syru, rybach,
vnitinostech a vejcich. Velmi rozsifeny je také v potravé rostlinného druhu, zejména v obilnych
kliccich, lusténinach, listové zelening, ofesich a bramborech. Bohatym zdrojem na riboflavin
jsou také pivovarské kvasinky [17], [18], [19].
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2.1.3.3 Diisledky nedostatku a nadbytku

Nedostatek riboflavinu, jinak také ariboflavindza, je chorobny stav charakterizovany
postizenim ktize a sliznice. Projevuje se citlivosti na svétlo, trhlinkami v koutcich ust, svédivou
pokozkou, ztratou vlasi a dale také muze byt doprovazen onemocnénim S§titné Zzlazy
a zazivacimi problémy [15], [17], [19].

Pti dlouhodobém nedostatku jsou ohrozeny cervené krvinky, coz muze vést k srdeCnim
onemocnénim a anémii. Deficit riboflavinu lze pozorovat u lidi, co pouzivaji nadmérné alkohol
nebo nepfijimaji dostatek bilkovin [15], [17], [19].

Pfi nedostatku vitaminu B, mtize dojit ke zvyseni rizika vzniku nékterych druht rakoviny. Co
se tyce nadbytku, je vylu¢ovan opét moci a nejsou znamé zadné vedlejsi ucinky [15], [17], [19].

2.2 Vitamin A

Vitamin A, jinak také retinol, je dalsi z fady vitaminii rozpustnych v tucich. Jedné se o velmi
dilezitou latku spojovanou se spravnym fungovanim zraku, sliznic, délenim bunék a rtstu. Jeho
prekurzorem jsou karoteny, které maji vyraznou antioxida¢ni aktivitu [1], [22].

2.2.1 Struktura a vlastnosti

Vitamin A se fadi do skupiny terpenoidi. Jedna se o polyisoprenovou slouceninu, ktera ve své
struktuie obsahuje cyklohexanovy kruh s postrannim fetézcem slozenym ze dvou iSoprenovych
jednotek (Obrazek 3). Aktivni formou vitaminu A jsou retinol, retinal a kyselina retinova.
Velmi dillezité jsou prekurzory vitaminu tzv. karotenoidy. Jedna se o pfirodni lipofilni barviva
ze skupiny tetraterpenoidii. Jsou vyznamné pro svou vysokou antioxidacni aktivitu. Prekurzora
vitaminu A je cela fada, avSak nejznaméjsim je karotenoid B-karoten, dale a-karoten a y-karoten
[23], [24], [25].

Vitamin A se vyskytuje v potravinach zivocisného piivodu, zatimco jeho prekurzory hlavné
V ovoci a zelenin€. Retinol se vyskytuje bud’ ve volné formé&, nebo vazany na mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem pomoci esterové vazby. Vitamin A je nazloutly az naclervenaly olej
S mirnou vuni, a pti nizsi teplotou tuhne. Je staly v prostiedi zdsad, naopak v kyselém prostredi
je nestabilni [1], [26], [27].

Obrazek 3: Vitamin A [28]
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2.2.2 Vyznam a vyskyt

Retinol je latka nepostradatelna pro spravné fungovani hned nékolika funkci naSeho téla.
Produkuje slizni¢ni hlen mocového, zazivaciho a dychaciho traktu, takze zabranuje riziku
infekcei. Je prekurzorem rodopsinu, coz je zrakovy pigment, tim padem je zivotné dilezity pro
nas zrak. Uplatiiuje se pti syntéze proteinil, dale také pii diferenciaci a ristu bunék. Posiluje
imunitu a prokazal se jako ucinny bojovnik proti degenerativnim onemocnénim. Oblibeny je
také v kosmetice proti akné a vraskam. Prekurzory retinolu karotenoidy jsou pak vyznamnymi
antioxidanty [26], [27], [29].

Nejvyssi obsah vitaminu A nalezneme v jatrech a dalSich vnitinostech, mléce a mlécnych
vyrobcich, rybach a mase. Karotenoidy se pak nachéazi v zelenin¢ (listova zelenina, Spenat
mrkve, raj¢ata) a v ovoci (merunky, broskve) [1], [28], [29].

2.2.3 Nedostatek a nadbytek

Nedostatek vitaminu A mtze vyvolat zdvazné problémy. Pfi¢inou muize byt celiakie, poskozeni
jater, chronicka infekéni onemocnéni nebo prijem. Mezi €asté projevy nedostatku patii poruchy
zraku a Seroslepost. Dale je narusené fungovani klize a sliznic, coz vede k suchosti, olupovani
a infekcim. Muze také dojit naptiklad k problémtim s produkci zubni skloviny a ohrozeni
vyvoje plodu u téhotnych zen [1], [28].

Nadbytek vitaminu A je také nebezpecny. V ptipad¢ akutni toxicity dochazi k bolestem hlavy,
zvyseni tlaku, nevolnosti, svédéni kolem oci, zvraceni, ospalosti a malatnosti. Vysoké davky
V krat§im casovém rozpéti nebo nizsi davky v dlouhém ¢asovém rozpéti miizu byt teratogenni.
U chronické toxicity dochazi k bolesti kloubti, alopecii, koznim problémim a poskozeni jater
[1], [28].

2.3 Vitamin E

Vitamin E je vyznamny antioxidant fadici se do skupiny vitamint rozpustnych v tucich. Diky
svym hojicim a antioxidacnim ucinkiim je oblibeny v kosmetickém primyslu, zejména
V kosmetice zaméfujici se na omlazeni pleti. Krom toho stabilizuje plazmatické membrany,
zabrafuje srazeni krevnich desti¢ek a moduluje expresi gena [30], [31], [32], [33]

2.3.1 Struktura a vlastnosti

Vitamin E (Obrazek 4) se sklada z 8 sloucenin, které se dale déli na dvé skupiny — tokoferoly
a tokotrioenoly, které se dohromady také nazyvaji tokochromanoly. Tyto substance obsahuji
chromanové jadro a postranni fetézec v poloze C,. Jako zakladni sloucenina je povazovan a-
tokoferol, ktery je také nejucinngjsi. Nazev tokoferol vychazi z derivati tokolu substituovanych
methylem. Pfirozenou formu vitaminu E nalezneme v neesterifikovaném stavu [32], [33].
Tento vitamin je ve své neesterifikované formé citlivy obzvlast na svétlo, teplo a bazické
prostiedi reaguje tim, Ze se oxiduje. Jeho estery ovSem méné oxiduji, a proto jsou také vice
pouzivané ve farmacii, kosmetice a potravinafstvi. Vitamin E je svétle Zluty, viskozni olej
nerozpustny ve vod¢, ale rozpustny v ethanolu a aprotickych rozpoustédlech. Na vzduchu
a svétle vlivem oxidace tmavne. Polyethylenglykolové konjugaty vitaminu E tvofi diky svym

amfifilnim vlastnostem s vodou micely a tim se zlepsuje jejich absorpce a rozpustnost ve vodé
[34], [35].
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Obrdzek 4: Vitamin E [36]

2.3.2 Vyznam a vyskyt

Vzhledem k tomu, ze vitamin E hraje zasadni roli pti udrZeni zdravi a prevenci nemoci, tak je
pro nas esencidlni Zivinou. Jedna se pfedevSim o vyznamny antioxidant, ktery je schopny
zachytit singletovy kyslik a peroxylové radikaly. ZlepSuje hojeni pokozky a zpomaluje starnuti
pleti. Dale dokaze regulovat bunéénou signalizaci a proliferaci, genovou expresi a enzymovou
aktivitu. Zabranuje srdzeni krevnich desti¢ek a pfedchazi kardiovaskularnim onemocnéni
a poskozeni kiize a o¢i vlivem veku. Plsobi preventivné proti neplodnosti. Vitamin E ma dale
schopnost stabilizovat membrany tim, Ze tvoii komplexy s destabilizujicimi molekulami, a tim
se zabrani naruSeni amfifilni rovnovahy uvnitt struktur. Také se prokazal jako biokompatibilni
modifikator v 1ékafstvi a biomaterialech [35], [37], [38].

S vitaminem E se setkame ptedevSim v rostlinnych zdrojich a fotosyntetickych organismech.
Nejveétsi mnozstvi ho nalezneme v olejich z obilnych semen, margarinu a ovoci. Dale je

obsazen v listové zelening a ofeSich. Z zivocisSnych zdroji na n€j narazime v mase a vejcich.
[35], [37], [38].

2.3.3 Nedostatek a nadbytek

Vzhledem k tomu, Ze vitamin E je v bézné potravé dost rozsifeny, tak je nedostatek vitaminu
spiSe nepravdépodobny. MiiZze se ovSem vyskytnout u lidi s poruchami absorpce tuki,
s genetickymi poruchami nebo podvyzivou [37], [38].

Mezi projevy nedostatku patii jaterni nekr6za a poruchy jaterni permeability. Nadmérné
mnozstvi neni nijak toxické, ale mize dojit k napiiklad k nechutenstvi nebo unavé [37], [38].

2.4 Fenolické latky
Fenolické latky, jinak nazyvané také polyfenoly, jsou piirodni slouceniny produkované
Sirokym spektrem rostlin jako sekundarni metabolity. Vyssi rostliny jsou schopné syntetizovat
az nekolik tisic riznych fenolickych sloucenin. Obvykle jsou pfitomny v bunééné vakuole jako
rozpustné glykosidy, které obsahuji sacharid. Tyto slouceniny hraji roli ptedevsim jako obranné
latky rostlin pfi environmentalnich stresech, jako jsou napiiklad nizké teploty ¢i nakaZeni
patogennimi organismy. Mimo jiné maji také antioxidacni schopnosti [40], [41], [42] .
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Strukturné¢ se jednd o aromatické latky, které obsahuji jeden nebo vice hydroxylovych
substituenti. Vzhledem Kk aromatickému charakteru polyfenoly intenzivné absorbuji zaieni
v UV spektru, proto se uplatiuji v kvalitativni a kvantitativni analyze spektralni metody.

Fenolické latky se déli na nékolik podskupin, pficemz nejzndméjsi a nejvyznamnéjsi jsou
flavonoidy, fenolické kyseliny, pfirodni barviva a lignany [40], [41], [42] .

2.4.1 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova je ester kyseliny kavové a chinové, ktery fadime do mezi fenolické
kyseliny. Setkavame se s ni hlavné v kavé a ¢aji, pfi¢emz v kave je to nejhojnéji zastoupeny
polyfenol. Dale je obsaZzena napiiklad v kakau, citrusovych plodech, jablkach, hruskach ¢i
bobulovém ovoci. Kyselina chlorogenova ma fenolovou skupinu, diky které plsobi jako
pfirodni antioxidant a muze se vdzat na enzymy a menit jejich strukturni vlastnosti
a biologickou aktivitu. Je také znama pro dalsi biologicky pozitivni aktivity. Vykazuje
antibakterialni a antikarcinogenni ucinky [43], [44], [45], [46]. Bylo prokazano, ze redukuje
hladinu cukru v krvi, a tim padem i riziko diabetes. Také urychluje metabolismus, ¢imz je
napomocna pii snizovani vahy. Z tohoto divodu se kyselina chlorogenova stala oblibenym
doplinkem stravy pii hubnuti [45], [47], [48], [49].

2.4.1.1 Struktura a vlastnosti

Kyselina chlorogenova, jinak také CGA-3, je karboxylova kyselina, ktera vznika esterifikaci
kyseliny chinové a kavové [49]. Strukturu kyseliny chlorogenové lze vidét na obrazku nize
(Obrazek 5). Pii alkalickém pH piechazi kyselina chlorogenova na odpovidajici orto-chinon,
ktery je schopen se kovalentné vazat s nukleofilnimi skupinami proteinti. Ve stievni mikrofloie
je tato kyselina hydrolyzovana bakteriemi na kyselinu kavovou [50], [51], [52]. Kyselina
chlorogenova dale pisobi jako senzibilizator inzulinu. Dokéaze zesilovat ucinek inzulinu
podobné jako antidiabeticky 1ék metmorfin [44].

Obrazek 5: Kyselina chlorogenova [53]
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2.4.1.2 Vyznam a vyskyt

Kyselina chlorogenovd vykazuje hojné biologické aktivity. Je napiiklad zndmé pro své
antimikrobialni uc¢inky. Bylo prokazano, ze pusobi baktericidné proti Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Helicobacter pylori a Klebsiella
pneumoniae. Pusobi protiplisnové proti Candida albanis pomoci ptuisobeni na membranu.
Ukazala se jako uc€inna proti Ebole pomoci metody Silico.

Diky svym antimikrobidlnim schopnostem ma vyuziti jako konzervant a prisada do potravin
[54], [55]. Kyselina chlorogenova ma dale schopnost vychytavat reaktivni formy kysliku
a dusiku, takze je to vyznamny antioxidant. Diky tomu pusobi preventivné proti vaznym
nemocem, jako jsou naptiklad rakovina, osteopordza nebo ischemicka porucha srde¢ni [53],
[56]. Mimo jiné kyselina chlorogenova snizuje krevni tlak, ¢imz ptisobi blahodarné pii 1écbé
hypertenze. Byly také prokazany jeji protizanétlivé ti¢inky. Dale bylo dokazano, ze ma tato
kyselina vyznamny vliv na absorpci a spotiebu glukdzy z pifijimané potravy, tim padem
pravidelné a dlouhodobé piijimani potravin obsahujici kyselinu chlorogenovou muize zptsobit
snizeni télesné hmotnosti a rizika diabetes [45], [47].

Kyselina chlorogenova se vyskytuje jako sekundarni metabolit mnohych rostlin a tim padem se
jedna o velmi rozsitenou fenolickou kyselinu, se kterou se setkavame denné v jidle. Nejvice je
obsaZena v kav¢ a Caji, dale je ptitomna v bambusu Phyllostachys edulis, bramborach, mrkvich,
lilku, jablcich, hruskach a ttesnich [57].

2.4.2 Kyselina ferulova

Kyselina ferulova je fenolicka kyselina vyskytujici se v celozrnnych obilovinach. Jedna se
0 zndmy antioxidant s Sirokym vyuzitim v potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém
pramyslu [58].

2.4.2.1 Struktura a vlastnosti

Kyselinu ferulovou (kyselina 4-hydroxy3-methoxyskoficova) fadime mezi derivaty kyseliny
hydroxyskoticové. Diky postrannimu fetézci s dvojnou vazbou je schopna cis a trans izomerace
(Obrazek 5). V piirodé se sni setkavame kovalentné navazanou na polyaminy, lignin,
polysacharidy a derivaty mastnych kyselin. Hydroxylové skupiny na benzenovém jadie
spole¢né s dvojnou vazbou postranniho fetézce jsou pusobisté reakci s radikdly. Kyselina
ferulova tvori estery s fadou molekul, napiiklad s alkoholy, steroly, glukosidem, flavonoidy
nebo hydroxykarboxylovymi kyselinami. S kyselinou dihydroferulovou je soucasti
lignoceluloz, ¢imz dodava bunééné sténé tvrdost [58], [59].
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Obrazek 6: Kyselina ferulova [60]

2.4.2.2 Vyznam a vyskyt

Kyselina ferulovd ma dcetné vyuziti v lékafstvi a kosmetickém primyslu. Mezi jeji
nejvyznamngjsi ucinky patii antioxidacni aktivita, za kterou je zodpovédny postranni fetézec
a fenolové jadro. Tvofi fenoxy-radikal, ktery zachytavd volné radikaly. Dale ma kyselina
ferulova protizanétlivé uinky — snizuje hladiny zanétlivych medidtorid. Bylo prokéazano, ze
snizuje hladinu glukozy v krve, mé protirakovinové uinky a zpomaluje starnuti pleti. Své
vyuziti naléza také v potravinatském primyslu, kde se pouzivaji amidy kyseliny ferulové jako
konzervanty [58], [59], [62].

Poprvé byla kyselina ferulova identifikovana v rostlin¢ Ferula foetida, z které taky vychazi jeji
nazev. Je hojné pfitomna ve slupkach ovoce a zeleniny, kofenech zeleniny, ryzi, kukufici,
pSenici a ovsu [61], [62].

2.5 Vyuziti v kosmetickém a potravinarském pramyslu

Kyselina chlorogenova, ferulova, thiamin, riboflavin a vitaminy A a E jsou pfirodni latky hojné
pouzivané¢ pro své blahodarné ucinky v mnoha odvétvich. Obzvlast oblibené jsou
V potravinaiském a kosmetickém pramyslu. Casto se s nimi setkavame v rtiznych dopliicich
stravy, které zlepSuji nase funkce nebo pomahaji zkraslovat plet’ a vlasy, déle se diky svym

antioxida¢nim a antimikrobialnim vlastnostem ptidavaji do potravin a kosmetickych vyrobki
[18], [28], [31], [58].

2.5.1 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova ma jak vyrazné antioxidacéni, tak antimikrobialni schopnosti. Z tohoto
dtivodu ma Siroké vyuziti v kosmetickych vyrobcich uréenych proti vraskam a aknozni pleti.
Byla dokazana jeho inhibi¢ni schopnost vuéi Staphylococcus aureus a Staphylococcus
epidermidis, které jsou zodpovédné za tvorbu akné. Dale zamezuje ristu bakterii Escherichia
coli a Helicobacter pylori. Diky svym antimikrobialnim G¢inkiim se pouziva i v potravinaiském
prumyslu jako konzervant a aditivum [55], [63], [64].
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2.5.2 B-komplex

Vitaminy skupiny B jsou vyznamnymi pomocniky pro udrzeni spravného fungovani sliznic
a ktize. Maji pozitivni vliv na vlasy, plet’ a nehty a diky tomu jsou oznacovéany jako vitaminy
krasy [18].

2.5.3 Vitamin E

Vitamin E je diky svym antioxidacnim ucinkim nepostradatelnou slozkou mnoha
kosmetickych pripravku jiz vice nez 50 let. Dokaze zachytavat radikaly a tim zamezuje
poskozeni membran a také predasnému starnuti, tim padem je dokonalym adeptem na to byt
soucasti kosmetiky proti vraskam. Podle studie spole¢n¢ s vitaminem A inhibuje rist bakterii

Propionibacterium acnes zodpovédnych za tvorbu akné. Mimo jiné vitamin E urychluje hojeni
ran a popalenin [31], [33], [65], [66].

2.5.4 Vitamin A

Vitamin A tidi bunécnou apoptdzu, diferenciaci a proliferaci, a diky tomu se uplatiuje
V kosmetickém odvétvi zamétujicim se na regeneraci klize a jeji predCasné starnuti. Ma hojici
ucinky a bylo prokazano, Ze zvySuje ukladdni dermalniho kolagenu. Vitamin A je hojné
vyuzivany jako soucdst kosmetickych vyrobkl zlepSujici projevy akné nebo psoriazy.
Karotenoidy, prekurzory vitaminu A, jsou silnymi antioxidanty, které maji také Siroké vyuZziti
v kosmetice. Nejen, ze chrani plet’ pied Skodlivym UV zafenim, ale zpomaluje proces starnuti
kiize. Krom toho se napiiklad beta karoten pouziva v ptipravcich podporujici opaleni [67], [68],
[69], [70], [71].

2.5.5 Kyselina ferulova

Kyselina ferulova je dalsi z fady silnych antioxidantii. Za antioxida¢ni ucinky je zodpoveédna
jeji chemicka struktura, diky které reaguje s radikdlem a vytvafi stabilni fenoxylovy radikal.
Krom toho, ze zachytava samotné volné radikaly, také potlacuje aktivitu enzymu katalyzujici
tvorbu radikalti. Predchazi peroxidaci lipidi a vaze prechodné kovy. Ma tedy své vyuziti
Vv kosmetice proti vraskam. Vyznamné jsou také jeji protizanétlivé ucinky [58], [72].

2.7 Antioxidac¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita je vlastnost latek vychytavat volné radikaly Skodlivé pro organismus.
Nejcastéjsi radikaly jsou kyslikové a dusikaté radikaly, které narusuji strukturu a tim 1 funkci
pro organismus dilezitych molekul jako jsou proteiny, nukleové kyseliny a lipidy. Nebezpeci
radikall spoc¢iva v tom, Ze reaguji fetézove a tyto reakce ve vysledku posSkozuji tkdn€ a organy.
Spojuji se s nimi rizna nebezpend onemocnéni jako naptiklad rakovina, pfi které vznikaji
hydroxylové radikaly zptisobené radia¢nim zatenim [73], [74], [75].

Za tvorbu radikdll jsou zodpovédné biochemické, fotochemické nebo radiacni reakce
endogenniho a exogenniho piivodu. Mlze se jednat naptiklad o pfechodné prvky nebo léky.
Nejcastéji vyskytujicimi se radikaly jsou radikal peroxylovy, hydroxylovy ¢i oxid dusnaty.
Mezi radikdly mizeme také fadit latky neradikalové povahy jako ozon, peroxid vodiku nebo
kyselinu chlornou. Latky, které jsou schopny eliminovat aktivitu volnych radikalt, se nazyvaji
antioxidanty. Dé¢lime je na antioxida¢ni enzymy, antioxida¢ni neenzymové proteiny, exogenni
antioxidanty a nizkomolekularni endogenni antioxidanty. Mezi antioxida¢ni enzymy fadime
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superoxiddismutasu, glutathionperoxidasy, katalasy a glutathiontransferasy. Antioxidacni
neenzymové proteiny maji schopnost vazat ptechodné prvky, patii sem napftiklad ferritin nebo
transferin. Nizkomolekularni endogenni antioxidanty zachytavaji volné radikaly a vytvari
stabilngjsi struktury. Radime sem naptiklad kyselinu askorbovou, bilirubin, vitamin A nebo
kyselinu mocovou [73], [74], [75].

Mezi exogenni antioxidanty patfi fenolické latky jako flavonoidy a fenolické kyseliny. Maji
schopnost chelatace pfechodnych prvkd, inhibice prooxidac¢nich enzymd, aktivace
antioxidacnich enzymil a zhaseni radikalt. Krom vyuziti aktivity antioxidantl se volné radikaly
odstranuji vyluovanim z téla (moci, stolici), zachycovanim jinymi molekulami (quenching)
nebo zanikaji pii spojeni dvou radikald. Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity se pouziva nékolik
metod, z nichz mezi nejznamg;jsi patii napiiklad metoda TEAC nebo metoda DPPH [73], [74],
[75].

2.8 Kuze

Kiize (cutis) je nejvétsi organ lidského téla s rozlohou 1,5-2 m2. Pokryva povrch naseho téla
a tvofi tak bariéru mezi vnitfnim organismem a vnéj$im prostfedim. Mezi hlavni funkce patii
ochrana pfed vnéjSimi mechanickymi, biologickymi a chemickymi vlivy, vysuSenim
a termoregulace. Kiize se sklada se tii zakladnich vrstev — pokozky (epidermis), skary (dermis)
a podkozniho vaziva (tela subcutanea) [76], [77].

2.8.1 Pokozka

Pokozka (epidermis) je nejtenci a nejsvrchnéjsi vrstevnata ¢ast kiize. Je tvofena keratinocyty,
melanocyty, Merkelovymi bufikami a Langerhansovymi bunikami. Epidermis se sklada z péti
vrstev na zaklad¢ tvaru a faze keratinocytli. Nejsvrchnéj$i vrstva se nazyva rohova vrstva
(stratum corneum) a buriky zde jsou zrohovatélé a nemaji jadro. Tato vrstva ma tendenci se
odlupovat. Dals$i vrstva se nazyva zrnita (stratum granolosum) a je tvofena az tfemi vrstvami
zplostélych bunék. Od rohové vrstvy je oddélena pfechodovou vrstvou stratum lucidium. Pod
zrnitou vrstvou se nachazi vrstva ostnita (Stratum spinosum), jejiz buniky maji ostnity tvar.
Posledni, nejhlubsi vrstva epidermis, se nazyva bazalni vrstva (stratum basale) a je typicka tim,
ze keratinocyty zde maji velka jadra [77], [78], [79], [80].

Epidermis se obnovuje zhruba kazdych 28 dni, pficemz dochazi k posunu bunék z nejhlubsi
vrstvy na povrch rohové vrstvy. Vtomto procesu dochdzi k rozpadu bunécného jadra
a zplosténi bunék. Vzniklé buiiky se nazyvaji korneocyty a vytvaii rohovou vrstvu, kterd se
odlupuje. Kvalita a vzhled ktize pak zalezi na spravné obméné korneocytt [79], [80].

2.8.2 Skara

Skara (dermis) je stiedni &ast s tloustkou kolem 1 mm a jeji funkce je vyziva kiize. Tvoii
pfevdznou Cast kiize aje zodpovédna za jeji pevnost a pruznost. Tyto dvé vlastnosti se
Vv prubehu let méni a z toho diivodu dochazi ke starnuti klize. Je slozena z fibroplastt, déle jsou
ptitomny naptiklad makrofagy a dendritické bunky. Dermis obsahuje potni zlazy, mazové

zlazy, vlasové folikuly, smyslova a nervova zakonéeni, lymfatické cévy a krevni kapilary [76],
[81].
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2.8.3 Podkozni vazivo

Podkozni vazivo (tela subcutanea) je nejhlubsi vrstva klize s ochrannou funkci. Jeji tloustka se
lisi na raznych mistech téla. Skladd se hlavné z podkozniho tuku, nervil, krevnich
a lymfatickych cév [79], [80].

2.8.4 Absorpéni schopnost kiiZe

Kuze je semiperbeabilni membrana, kterd je schopna propoustét jen nekteré latky. Schopnost
absorpce je ovlivnéna stavem kize a chemickymi vlastnostmi latky, mezi které patii naptiklad
molekulova hmotnost, rozpustnost, aktivitu vodikovych vazeb nebo bod tani [79], [82].
Molekula mutze kazi pronikat bud transepidermalni drahou (pfes vrstvy kize) nebo
appendagealni drahou (ptes vlasové folikuly). Prinik chemickych latek je délen na adsorpci
a absorpci. Pti adsorpci se latka navaze v rohové vrstvé a pii odlupovani bunék je spolecné
S buntkami odstranéna. Pti absorpci se dostava az do skary, kde se pomoci interakci s tkanovym
mokem a cévami dostava do krevniho nebo lymfatického ob&hu [79], [82].

Vzhledem Kk tomu, ze ktize ptisobi jako ucinna bariéra pro chemické latky, je v kosmetickém
prumyslu vyuzivéna enkapsulace latek do liposomt, nanoemulzi ¢i nanokrystali, ktera i¢innost
pruniku aktivni latky pres kizi zvySuje [83].

2.8.5 Starnuti kuze

Mezi prvni znamky starnuti kze patii vrasky, které ovSem nemusi znamenat biologické
starnuti. Pfedcasné starnuti kiize miiZze byt vyvolano naptiklad nespravnou vyzivou, Skodlivym
zivotnim prostiedim nebo uzivanim ndvykovych latek. Vrasky se zacinaji tvofit pii ztraté
elasticnosti kiize a turgoru, coz miize byt zplisobeno zvysSenou expozici sluneCnym paprskim.
Krom vrasek je starnuti pleti spojeno s oslabenim pokozky a poruchou pigmentace. Dochézi
k ztenCeni vSech vrstev klize a zmenSeni potnich a mazovych zlaz, coz zpusobuje vysychani
kuze [84].

2.9 Bunécné kultury

Bunécné kultury jsou jedny z hlavnich technik vyuzivanych v biologickych oborech. Jedna se
o obecny termin, ktery se pouziva pro odstranéni bunky, tkdn¢ nebo organu z rostliny nebo
zvifete a jejich nasledné ulozeni do umélého prostiedi, ve kterém jsou schopny piezit nebo se
mnozit. K optimalnimu rlstu pfispiva fizena teplota, vhodné médium a substrat a inkubator,
ktery se podili na udrzeni pH a osmolality. Pro kultivaci in vitro je dualezity vybér rustového
média. Jako ristova média se vétSinou pouzivaji kapaliny nebo gely, které podporuji riist bunék,
mikroorganisml nebo rostlin. Média by méla obsahovat zdroj energie a slouc¢eniny schopné
regulace bunécného cyklu. Jako zdroj ristovych hormont a faktori bézné obsahuji vitaminy,
anorganické soli, aminokyseliny a glukdzu [84].

2.9.1 Keratinocyty

Keratinocyty jsou kozni buriky, které tvoii zhruba 95 % epidermis, coz je nejsvrchnéjsi cast
kuze. Jejich hlavni funkci je ochrana pokozky pied vné&j§imi vlivy. Diky produkci molekul
s vysokou molekulovou hmotnosti, jako jsou mukopolysacharidy a cytokeratiny, napomahaji
biochemické a fyzikalni integrité kize. Keratinocyty se podili na produkci cytokint, cozZ jsou
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regulatory imunitniho systému. Ugastni se také mechanismu zahajeni, udrzovani a dokondeni
hojeni koznich ran [86], [87], [88].

2.9.2 MTT test cytotoxicity

MTT, jinak také 3-[4, 5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid, je Zluty
roztok tetrazoliové soli. Jednd se o kolorimetrickou techniku, pii které je MTT redukovan
v zivych bunkach mitochondrialnima dehydrogenasama na fialovo-modré krystaly formazanu
(Obrazek 7). Mnozstvi formazanu se stanovuje spektrofotometricky a dava nam informace
0 zivotaschopnosti bunék. Cim je hodnota absorbance vyssi, tim je vétsi mnozstvi Zivych bungk

[89], [90].
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Obrdzek 7: Redukce MTT na formazan [89]

2.10 Enkapsulace

Enkapsulace je balici metoda, kdy dochazi k zapouzdieni aktivnich latek do nosného materilu.
Vzniklé &astice maji schopnost latky za uréitych podminek uvoliiovat. Rika se tomu tzv.
postupné uvolnovani. Jedna se o techniku, kdy jsou aktivni latky pifenaseny na specifické misto
v pozadované koncentraci za definovanou rychlost. Podminky, pii kterych dochazi
K postupnému uvoliiovani, jsou napiiklad zména pH, teploty, enzymatické aktivity ¢i
osmotického tlaku. Enkapsulace ma uplatnéni hlavné v potravinaiském pramyslu, dale se s ni
hojné setkavame v kosmetickém pramyslu. Mezi jeji funkce krom postupného uvoliiovani patti
také ochrana aktivnich slozek pted skodlivymi vlivy, zlepSeni stability vyrobkii, maskovani
nepiijemnych chuti, zabranéni odpateni t€kavych latek. V kosmetickém primyslu se pouziva
enkapsulace do liposomt z divodu neruSené¢ho piestupu Gcinné latky pies kizi a jejimu
transportu na misto, kde ji potiebujeme. Enkapsulaci lze provést n¢kolika riznymi zpiisoby,
naptiklad sprejovym susSenim, kokrystalizaci nebo emulgaci. Jako nosné materialy se pak
pouziva agardza, alginat, celul6za nebo zelatina [91], [92].

2.10.1 Sprejové suseni

Mezi nejbéZnéji pouzivanou metodu enkapsulace patii sprejové suSeni. Pomoci této techniky
pfipravujeme pevné latky z latek kapalnych. Nejprve je aktivni latka homogenizovana v nosici
a poté nasleduje sprejovani vzniklé smési do horké komory. Jako nosny material se pouziva
modifikovany $krob, maltodextriny a arabska guma [93].
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2.10.2 Kokrystalizace

Tato enkapsulacni technika vyuziva pro vznik vnéjsi vrstvy sacharozu. Piesyceny sacharézovy
sirup je udrzovan pii teploté, pfi které nekrystalizuje. Ke krystalizace a néasledné enkapsulaci
dochazi az po ptidani ucinné latky. Enkapsulovany produkt se ususi a tfidi podle velikosti [93].

2.10.3 Emulgace

Emulgace je enkapsula¢ni metoda, kterd se pouziva, kdyz chceme enkapsulovat ve vodé
rozpustné bioaktivni latky. Emulze je sloZzena ze dvou a vic vzdjemné nemisitelnych latek,
nejcastéji se jedna o vodu a olej. Vznika dispergovana faze a dispergovany podil, ktery je v ni
rozptyleny ve formé kapek. Pti ususeni emulze ziskdme ¢astice ve formé prasku [93].

2.10.4 Enkapsulace do liposomi

Liposomy jsou Castice ve tvaru malych kulovitych vezikuld, do kterych mizeme zabalit fadu
ucinnych latek. Jsou slozené ze dvou nebo 1 vice dvojvrstev, které jsou tvoiené fosfolipidy.
Vrstvy obsahuji hydrofilni ¢ast smefujici ven a hydrofobni ¢ast smétujici dovnitt. Jako hlavni
sloZka liposomti je povazovany lecitin. Do liposomti Ize enkapsulovat hydrofobni i hydrofilni
latky. Hydrofobni jsou zakorporované do lipidové dvojvrstvy a hydrofilni do vodniho prostiedi.
Lipidicka vrstva nepropousti makromolekuly ani ionty, tudiz zachycené latky jsou chranény
pted ptipadnymi skodlivymi vlivy [93].

Vzhledem k tomu, Ze jsou liposomy podobné bunéénym membranam, tak jsou schopné do sebe
inkorporovat riizné druhy latek a tim padem jsou vhodnymi nosiéi 1éki [93].

2.10.4.1 Déleni liposomii

Liposomy délime podle velikosti, naboje a jejich funkce. Podle velikost rozliSujeme
unilamelarni vezikuly majici pramér 15-50 nm, velké unilamelérni liposomy majici primeér
100 nm. Unilamelarni liposomy maji pouze jednu lipidovou dvojvrstvu. Multilamelarni
vezikuly maji v jedné vezikule vice mens$ich vezikul a jejich velikost je 100 nm az 20 um [94],
[95].

Podle néaboje rozlisujeme liposomy anionické, kationické a neutralni. Anionické liposomy jsou
rychle zachytavany cilovymi bunikami a patii sem napiiklad fosfatidylglycerol. Kationické jsou
pouzivané nejvice a reaguji s ionty a zapornymi polyelektrolyty. Patii sem naptiklad sfingosin.
Mezi neutralni fadime lecitin nebo sfingomeylin [94], [95].

Podle funkce délime liposomy do ¢tyf skupin. Stericky chranéné liposomy na povrchu obsahuji
hydrofilni polymery a jsou stabilni. Konvekéni liposomy maji nespecifické interakce a jsou
labilni. Polymorfni liposomy jsou velmi reakéni, patii sem liposomy citlivé na teplo, svétlo
a ionty. Cilené liposomy reaguji ptes navazané ligandy [94], [95].

2.10.4.2 Priprava liposomii

Existuje né€kolik technik pfipravy liposoml. Mezi bézné metody patii hydratace
fosfolipidového filmu. Nejdiive se odpafi roztok fosfolipidi v organickém rozpoustédle
a vznika tenka vrstva po sténach nadoby. Vrstva je ndsledné hydratovana vodni fazi a prevedena
tiepanim na suspenzi vezikul obsahujici vodu [94], [95].
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Injek¢éni metoda je technika, pii které se injekéni stfikackou vstiikne alkoholicky roztok
fosfolipidii do vodné faze. Tato metoda je idealni pro pfipravu unilamelarnich liposomi [94],
[95].

Frenchpress, jinak nazyvana jako vysokotlaka homogenizace, se pouziva k extruzi liposomu
vetsi velikosti pfes membranu. Vyslednym produktem jsou unilamelérni nebo oligolamelarni
liposomy [94], [95].

Metoda propolisom-liposom je aplikovana pfi vyrobé multilamenarnich liposomti vhodnych
pro enkapsulaci jak hydrofilnich, tak lipofolnich latek. Vyuziva se zde pfemény koncentrované
proliposomalni smési obsahujici ¢astecky lipida, etanol a vodu na liposomalni disperzi pomoci
piebytku vodné faze [94], [95].

Dalsi pouzivanou metodou pro ptipravu liposomi je sonikace. Pfi této technice je aplikovana
zvukova energie pro vyrobu unilamelarnich vezikul s velikosti 15-50 nm. Provadi se za pomoci
sonikatort typu sondy nebo lazné [96].

2.10.4.3 Cholesterol

Cholesterol je organicka steroidni latka, kterd tvoii zdkladni Cast biomembran. Je slozen
Z poléarni a nepolarni ¢asti — polarni ¢ast obsahuje hydroxylovou skupinu a nepoléarni se sklada
ze steroidniho jadra a uhlovodikového fetézce. Cholesterol ma lipidovou povahu a tvofi
stavebni sloZzky buné¢k a tkani v lidském téle. Podili se na tvorbé Zluovych kyselin, krevnich
lipoproteind, steroidnich a pohlavnich hormonti a vitaminu D. Zprosttedkovava vnitrobunécny
transport, dale také ptenasi nervové vzruchy a bunééné signaly [97], [98].

Cholesterol se vyskytuje v lidském téle v mozku, koznim tuku, slezin¢ a nadledvinach. Nase
télo si jej produkuje samo v jatrech a travicim traktu. V potravinach pak cholesterol piijimame
naptiklad ve vejcich, mléénych vyrobcich, zivociSnych tucich ¢i uzeninach. Dlouhodoba
konzumace vysokych davek cholesterolu muzu zpisobit zvySenou hladinu cholesterolu v Krvi
[97], [98].

2.10.4.4 Lecitin

Lecitin neboli 1,2-diacyl-glycero-3-fosfocholin, je hlavni slozkou biomembran. Jeho nazev je
odvozen zieckého jména ,lekithos“, coz v pitekladu znamena vajeény Zloutek. Hraje
vyznamnou roli v buné¢ném metabolismu a ma schopnost snizovat hladiny cholesterolu [99].
Soucasti jeho struktury je aminalkoholcholin, ktery se podili na pfenosu nervovych vzrucht.
Lecitin je obsaZen zejména ve vajeéném Zzloutku, dale také v sdjovych a slunecnicovych
seminkach. M4 své vyuziti naptiklad v potravinafstvi jako stabilizator majonéz a vyZzivy pro
kojence a v kosmetickém prumyslu je soucasti krémi na télo a ruce. Vzhledem k tomu, ze se
jedna o povrchové aktivni latku, tak se pouziva také jako emulgator [100], [101]. Jednotlivé
lecitiny se od sebe liSi vlastnostmi. Naptiklad vajecny lecitin se od sdjového lis§i obsahem
mastnych kyselin, coZ se miZze odrazit na rozdilnych emulzifika¢nich vlastnostech. Bylo také
dokazano, Ze vaje¢ny lecitin 1épe snizuje hladinu cholesterolu v krvi nez so6jovy [102], [103].
Vzhledem k tomu, Ze se lecitin ze sluneénice izoluje pomoci extrakce bez ucasti chemikalii na
rozdil od sdjového, je cCistota slunecnicového lecitinu vyssi nez sojového a tim padem

¢emuz ma pozitivni vliv na pamét’ [104], [105].
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2.11 Metody analyzy

2.11.1 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla

K méfeni dynamického rozptylu svétla se pouziva pfistroj Zetasizer. Metoda je zaloZena na
méfeni Brownova pohybu, ktery je uveden do vztahu s velikosti ¢astic. Céstice v koloidnim
roztoku podléhaji Brownovu pohybu, coZ je nahodny pohyb mikrocastic [114], [115].
Velikost ¢astic se pak méfi na zakladé zmény intenzity svétla, které je rozptyleno v roztoku.
Laser osviti ¢astici a dojde k rozptylu svétla, jehoZ intenzita je dana rychlosti difize. Vychazi
se z faktu, ze t€z8i Castice se pohybuji pomaleji nez leh¢i [114], [115].

2.11.2 Stanoveni stability ¢astic pomoci potencialu zeta

Castice jsou slozené z elektrické dvojvrstvy, které obsahuji vnitini ¢ast, tzn. Sternovu vrstvu,
a vngj$i Cast. Sternova vrstva ma pevné vazané ionty, kdezto na vnéjsi jsou vazany ionty slabéji.
Uvnitt vnéjsi vrstvy se vyskytuje teoreticka hranice, ve které je tvorena stabilni jednotka
pomoci Castic a iontd. Tato hranice se nazyva povrch hydrodynamického smyku nebo také
rovina skluzu. Pokud se castice pohybuje, ionty uvniti hranice se pohybuji s ni. lonty mimo
hranici se nepohybuji [116].

Na této hranici se nachazi tzn. zeta potencidl, jehoZ velikost urcuje stabilitu koloidniho systému.
Castice s potencidlem vys$$im jak +30 mV a niz§im jak 30 mV jsou povaZzovany za stabilni.
zeta zaporny, pii kyselém naopak kladny. Nulovy potencidl zeta znamena izoelektricky bod,
pii kterém je systém nejméné stabilni [116].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

3.1.1 PouZité pristroje a pomiicky

Analytické vahy, Ohaus Pioneer PX (CZE)

Spektrofotometer UV-1600 PC (CZE)

Magneticka michacka s ohfevem, Lavat — Verkon (CZE)
Ultrazvukovy homogenizator / dispergator — BandelinSonoplus HS3200, SonorexTechnik
(DEUV)

Centrifuga, Sartorius, Biotech (CZE)

Mikrocentrifuga — Mikro 200, HettichZentrifugen (UK)
Ultrazvukova lazen PS02000 (CZE)

Automatické pipety — Discovery (DEU) a Biohit (DEU)
Spektrofotometricky detektor LCD 2084

ZetaSizer Nano ZS —Malvern (UK)

Vortex, TK3S, Kartellspa (USA)

Inverzni biologicky mikroskop 1-101 L-Scientific, Laboserv (CZE)

3.1.2 PouZzité chemikalie ke spektrometrickym stanovenim

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (DEU)

Etanol, Vitrum—LachNer (CZE)

2,2—-azinobis (3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoovakyselina) -(ABTS); Sigma-Aldrich (DEU)
Peroxodisirandraselny; Sigma-Aldrich (DEU)
Trolox—6-hydroxy2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylova  kyselina,  Sigma-Aldrich
(DEUV)

3.1.3 Pouzité chemikalie pro pripravu zasobnich roztoku a liposomu
(¥)-a-tokoferol, Sigma Aldrich (DEU)

Retinyl acetate, Sigma Aldrich (DEU)

Thiamine hydrochloride, Sigma Aldrich (DEU)

(-)-Riboflavin, Sigma Aldrich (DEU)

Kyselina chlorogenova, Sigma-Aldrich (DEU)

Ferulic acid, Sigma Aldrich (DEU)

Cholesterol Sigma-Aldrich, Sigma-Aldrich (DEU)

Lecitin slunecnicovy, Fichemas.r.o.

L-a-fosfatidylcholin, Sigma-Aldrich (DEU)

3.1.4 Pouzité chemikalie pro HPLC

Acetonitril, HPLC gradient grade, Chem-Lab (BEL)
Chloroform stabilizovany ~ 1% ethanolu p.a., Penta (CZE)
Ethylacetat, ROTISOLV® HPLC, Carl Roth (DE)
n-Hexan 99% p.a., Penta (CR)

Metanol, HPLC grade, Chem-Lab (BEL)
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Aloenin A, Sigma-Aldrich (DEU)

Apigenin, Sigma-Aldrich (DEU)

Epikatechin, Sigma-Aldrich (DEU)

Floridzin, Sigma-Aldrich (DEU)
Kvercitin-3-glukosid, Sigma-Aldrich (DEU)
Kyselina chlorogénova, Sigma-Aldrich (DEU)
Kyselina kavova, Sigma-Aldrich (DEU)
Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (DEU)
Kyselina kumarova, Sigma-Aldrich (DEU)
Katechin, Sigma-Aldrich (DEU)
Pelargonidin-3-glukosid, Sigma-Aldrich (DEU)
Hesperidin, Sigma-Aldrich (DEU)

3.1.5 Chemikalie pouzité na kultivaci keratinocytii a MTT testy
DMEM medium, Sigma-Aldrich (UK)

Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

MTT, Duchefa Biochemie (NL)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CZE)

FBS fetalni bovinné sérum, HyClone (USA)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Vitrum-LachNer (DZE)
Chlorid sodny p.a., Vitrum-LachNer (CZE)

Antibiotic-Antomycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)

3.2 Pouzité humanni bunky

Pro stanoveni cytotoxicity vybranych aktivnich latek byly pouzity bunky HaCaT Human
keratinocytes cell line pochazejici ze zdravého muzského darce, ze sbirky bunécnych kultur
Cell Lines Service, Eppelheim (Némecko).

3.3 Priprava vybranych latek

Byly piipraveny zasobni roztoky vybranych aktivnich latek o koncentraci 1 mg/ml, pficemz pro
vitamin B bylo pouzito jako rozpoustédlo destilovand voda a pro vitamin Bp, vitamin A,
vitamin E, kyselinu ferulovou a chlorogenovou byl pouZit 96% etanol.

3.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Ke stanoveni antioxidacni aktivity vybranych latek byla pouZzita metoda TEAC-stanoveni podle
ABTS. Pro sestrojeni kalibra¢ni kifivky byla pfipravena kalibra¢ni fada troloxu rozpusténém
v 60% etanolu v koncentraéni fadé od 50400 pl/ml. Radikidl ABTS®" byl ziskan rozpusténim
ABTS a peroxodisiranu draselného ve vodé. Antioxidacni aktivita se posuzuje jako
antioxidacni kapacita vzorku, kterd se rovna definovanému mnoZstvi troloxu. Antioxidanty se
zde chovaji jako donory vodiku a zha$i radikdl ABTS®'. Toto zhaSeni se sleduje
spektrofotometricky pfi 734 nm oproti blanku [118].

Pro vlastni stanoveni byly nejdiive pfipraveny zasobni roztoky podle postupu v kapitole 3.3.
Smichanim 0,0960 g ABTS a 0,0166 g peroxodisiranu draselného v 25 ml destilované vodé byl
ziskan radikalovy aniont ABTS®". Tento roztok byl nasledné ponechan stat minimalné 12 hodin
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ve tmé. Pred vlastnim méfenim bylo potieba roztok ABTS zifedit etanolem na hodnotu
absorbance 0,7+0,02. Do zuZené kyvety bylo napipetovano 1 ml ABTS®" a 10 ul vzorku a méfil
se pokles absorbance po 10 minutach pfi 734 nm proti etanolu.

3.5 Priprava liposomi

Pro ptipravu liposomi byly pouzity dva druhy lecitinu, a to s6jovy a slunecnicovy. Nejprve
bylo do 50 ml kadinky navazeno 90 mg lecitinu, 10 mg cholesterolu a 10 mg vzorku. Liposomy
byly nasledné ptipraveny pomoci tyCového ultrazvuku pti ucinnosti 50 % po 15vtetinovych
intervalech po dobu 1 minuty za soucasného chlazeni vodni 14zni. Na obrdzku nize (Obrazek
8) lze vidét pripravené liposomy aktivnich latek ze slunecnicového lecitinu a prazdné
slune¢nicové a sdjové liposomy.

Obrdazek 8: Slunecnicové liposomy (vitamin Bi. vitamin B, kyselina chlorogenova, kyselina ferulova,
vitamin A, vitamin E, prazdné sojové liposomy, prdzdné slunecnicové liposomy)

3.5.1 Charakterizace p¥ipravenych liposomu
Po pfipravé liposomi byla stanovena jejich enkapsulaéni U¢innost, velikost, stabilita
a dlouhodoba stabilita.

3.5.1.1 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti a dlouhodobé stability liposomii

Ptipravené liposomy byly centrifugovany 5 minut pfi 14 000 ot./min. Nasledné byly odlity
supernatanty, které byly centrifugovany pti 14 000 ot./min po dobu 60 minut. Opét byly odlity
supernatanty a byla v nich stanovena antioxida¢ni aktivita. Z antioxidacni aktivity aktivnich
latek a antioxida¢ni aktivity supernatantu byla stanovena enkapsulaéni t¢innost. Dlouhodoba
stabilita byla pak stanovena po 4 tydnech opétovnym stanovenim antioxidacni aktivity.
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3.5.1.2 Stanoveni velikosti, distribuce a stability ¢astic

Roztoky obsahujici liposomy byly centrifugovany pii 14 000 ot./min po dobu 5 minut.
Nasledné byl odlit supernatant a znovu centrifugovan piti 14 000 ot./min po dobu 60 minut.
Supernatant byl opét odlit a usazené liposomy byly rozsuspendovany v destilované vodé.
Roztoky liposomu byly 100x nafedény a ptelity do kyvet a byla zjisténa distribuce velikosti,
pramérnd velikost a polydisperzita ¢astic. Velikost ¢astic byla stanovena pomoci DLS pfistroje
Zetasizer (Obrazek 9).

Do kyvety bylo napipetovano 1 ml zfedéného roztoku, byl vlozen elektrodovy nastavec a roztok
byl nasledné prométen. Z hodnot zeta potencidlu byla stanovena stabilita ¢astic. Za stabilni jsou
povazovany castice, které dosahuji hodnoty zeta potencialu vyssi jak +30 mV a nizsi jak -30
mV.

Obrazek 9: ZetaSizer

3.6 Kultivace keratinocyti

Na uvod prace byly potfebné roztoky pieneseny z lednice a ohfaty ve vodni l4zni nastavené na
37 °C. Pro MMT test cytotoxicity byly vybrany keratinocyty, které byly uchovavany ve
specidlnich zkumavkach ve zmrazeném stavu. Jako médium pro kultivaci bylo pouZito
komeréni DMEM médium, do kterého bylo pfiddno 1% antibiotikum a 10% FBS. Buiky
s médiem byly napipetovany do kultivacnich lahvicek, které byly uchovavéany v termostatu
s 5% obsahem CO: nastaveném na 37 °C. Prace s keratinocyty probihala ve sterilnim boxu
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za sterilnich podminek. Buiiky byly kontrolovany denné pod mikroskopem a podle pozorovani
byl nasledné zvolen dalsi postup.

3.6.1 Vyména zZivného média

Pokud doslo pfi kontrole bun¢k k barevné zméné z Cervené na oranzovou, byla nutnd vyména
média. Staré médium bylo slito z kultivacni lahvicky a nahrazeno médiem novym. Do malych
kultivacnich lahvic¢ek bylo nadavkovano 5 ml média a do velkych 15 ml média.

3.6.2 Pasazovani

Pti kontrole bun¢k mikroskopem byla stanovovana konfluence bun€k, coz je mira zaplnéni
povrchu dna nddoby. Pokud konfluence dosdhla hodnot nad 80 %, bylo nutné provést
pasazovani. Z lahvicky, kterd byla pfipravena na pasadzovani, bylo nejdiive slito médium
a nasledné byla lahvicka aspont dvakrat proplachnuta PBS pufrem, ¢imz doslo k odstranéni
vapenatych iontd. Nasledné bylo do velkych lahvicek nadavkovano 1 ml trypsinu a do malych
lahvicek 0,5 ml trypsinu, a lahvicky byly ponechany 10 minut v inkubaénim boxu. Poté bylo
zkontrolovano pod mikroskopem, zda doslo k uvolnéni bunék ze dna lahvicek. K uvolnéni
bunék bylo mozné dopomoci udery na stény lahvicky. Zbytky pfichycenych bunék byly
seSkrabnuty Skrabkou. Nasledn¢é bylo naddvkovano 5 ml PBS pufru do kultiva¢ni lahvicky,
které byla dikladné oplachnuta a cely jeji obsah byl prelit do centrifugacni zkumavky. Roztok
byl poté 5 minut centrifugovan pti otd€kach 320-360 rcf a teplote 25 °C. Po centrifugaci byl slit
supernatant a bunky byly rozsuspendovany v 5 ml DMEM média. Nasledné bylo médium
obsahujici buniky rozd€leno do novych kultivacnich lahvic¢ek, které byly zkontrolovany
mikroskopem a uloZeny do inkubacniho boxu.

3.7 MTT test cytotoxicity

Pro stanoveni cytotoxicity liposomt byl vybran MTT test na 96-jamkovych destickach. Prvotni
postup byl stejny jako pii pasdzovani az po centrifugaci, sliti supernatantu a rozsuspendovani
bun¢k v médiu. Nasledné byla urcena koncentrace bunék pomoci Biirkerovy komitrky. Do
desticky bylo napipetovano 100 ul optimalné nafedéné bunécné kultury a byla ponechéana rist
24 hodin v inkubaénim boxu.

Druhy den bylo z jamek odpipetovano médium a misto né¢ho bylo ptfidano 100 ul natfedénych
liposomu. Pfed pfidanim na desti¢ky byly testované liposomy zcentrifugovany 5 min pii 14 000
otaCkach. Supernatant byl slit do ¢isté epinky a centrifugovan 60 min pii 14 000 otackach.
Céstice byly poté rozsuspendovany ve vodé a dvakrat ziedény. Natedéné liposomy byly
zfiltrovany pies bakteriologické filtry a nafedény médiem v rozmezi koncentraci od 0,39 % do
25 %. Desti¢ky byly ulozeny na 24 hodin do inkubac¢niho boxu.

Dalsi den bylo z jamek odpipetovano médium a do vSech jamek bylo piidano 20 pl sterilniho
MTT rozpusténého v PBS pufru. Nasledné byly desticky kultivovany po dobu 3 hodin, poté
bylo odpipetovano MTT a do vSech jamek bylo nadavkovano 100 ul SDS rozpusténého v PBS
pufru, coz mélo za nasledek zvyseni rozpustnosti tmavé fialové zbarvenych krystalt formazanu.
Desticky byly ulozeny do tmy na minimalné¢ 24 hodin. Cytotoxicita byla stanovovana
spektrofotometricky pii vinové délce 562 nm a pro kontrolu byla pouZita absorbance Cisté
bunécné kultury. Vzorek byl urcen jako cytotoxicky pii poklesu absorbance pod 60 %.
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3.8 Priprava kosmetickych produktii a senzoricka analyza

Pro ptipravu kosmetickych produkti s anti-aging u¢inky byly vybrany tii typy produktti — denni
krém, no¢ni krém a pletové sérum. Kazdy typ produktu byl jesté rozdélen na Etyfi druhy —
vyrobek neobsahujici Zadné aktivni latky, vyrobek obsahujici aktivni latky v neenkapsulované
formée, vyrobek obsahujici aktivni latky v enkapsulované formé a vyrobek obsahujici prazdné
liposomy. Jako aktivni latky bylo pouzito vSech 6 testovanych latek a pro enkapsulovanou
formu a prazdné Castice byl pouzit s6jovy lecitin. Pfipravené produkty byly testovany na 15
dobrovolnicich po dobu 14 dni. Dobrovolnice pii experimentu kazdy den aplikovaly pfipravené
vyrobky na 4 mista ptedlokti. Pfed testovanim bylo zméteno nékolik parametrii pokozky na
predlokti a po testovani byly ty samé parametry zméfeny na mistech pouzivani jednotlivych
vyrobkl a tim byl pozorovan vliv pripravkil na pokozku. K analyze kiize byl pouzit software
,,Complete Skin Investigation* a postupovano podle navodu vyrobce.

3.8.1 Postup pripravy kosmetickych vyrobkii

Nejprve byly do dvou kadinek zvlast' pfipraveny faze — olejova a vodna. Obsah olejové faze se
1isil podle druhu vyrobku, a Ize ho vidét v tabulce (Tabulka 1) nize. Vodna faze obsahovala
vzdy 5 g glycerinu. Zbytek vodné faze byl doplnén do 100 % podle toho, co mél dany produkt
obsahovat. Vyrobek neobsahujici aktivni latky byl doplnén pouze vodou. Zbytek byl doplnén
vodou a bud’ 6 % aktivnich latek ve volné formé, 6 % aktivnich latek v enkapsulované formé
nebo 6 % prazdnych sdjovych liposomi, pti¢emz u aktivnich latek bylo davkovano vzdy po
1 % od kazdé aktivni latky. Nasledné byla vodnd i olejova faze zahtatd na 80 °C a 15 minut
michana na michackach. Po 15 minutach byly faze schlazeny na 30 °C a bylo ptidédno 0,5 %
fenoxyetanolu. Nakonec byly ptidany aktivni latky a vznikly kone¢ny produkt byl nadavkovan
po 15-17 g do plastovych tubicek (Obrazek 10).

Tabulka 1: Obsah olejové faze pro jednotlivé druhy vyrobkii

Denni krém (%) | No¢ni krém (%) | Sérum (%)
Emulsan 6 8 4
Olej 15 40 10
Cetearylalkohol - 3 -

Obrazek 10.: Ukdzka 4 vzorki pripravenych kosmetickych produktii
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace byla zaméfena na charakterizaci a enkapsulaci aktivni latek a naslednou vyrobu
kosmetického piipravku s anti-aging vlastnostmi. K testovani bylo vybrano 6 aktivnich latek —
kyselina ferulova, kyselina chlorogenova, vitamin A, vitamin E, vitamin B a vitamin By.
Z téchto latek byly nejprve pripraveny zasobni roztoky, u kterych byla zjistovana antioxidacni
aktivita. Nasledné byly aktivni latky enkapsulovany do dvou druhti lecitint, a to do sdéjového
a slune¢nicového. U liposomtl byla analyzovana enkapsula¢ni u¢innost, dlouhodoba stabilita,
stabilita Castic a velikost Castic. Dale byl na liposomech proveden MTT test cytotoxicity,
abychom zjistili bezpe¢nost vybranych latek pro lidské kozni bunky. Z aktivnich latek byly
nasledné vyrobeny kosmetické ptipravky, které byly podrobeny senzorické analyze, které se
ucastnily dobrovolnice. Na zavér prace byl také zpracovan online dotaznik o anti-aging
kosmetice pro vetejnost.

4.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity
Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byla sestrojena kalibracni zavislost kalibra¢ni fady troloxu
(Obrazek 11) podle postupu v kapitole 3.4.
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Obrazek 11: Kalibracni zavislost pro stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita vybranych aktivnich latek byla analyzovana v zéasobnich roztocich
aktivnich latek pro koncentraci 1 mg/ml, 0,1 mg/ml a 0,01 mg/ml. Kazdy vzorek byl méfen
tiikrat a byl vypocten primér. Z linearni regrese kalibracni kiivky byl poté vypocitan obsah
antioxidantt. Vysledky méteni jednotlivych vzorkd jsou zaznamenany v grafu (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity v zasobnich roztocich

Z vysledkd v grafu (Obrazek 12) je patrné, ze z lipofilnich vitamind vykazuje nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu nefedény roztok vitaminu E (379,74+0,01 pg/ml), z fenolickych kyselin
netfedény roztok kyseliny ferulové (367,95+0,02 pg/ml) a z vitamini skupiny nefedény roztoku
riboflavinu (279,23+0,01 pg/ml). Celkové byla nejvyssi antioxidacni aktivita zaznamenana
u nefedéného roztoku vitaminu E (379,74+0,01 pg/ml) a nejmensi u nefedéného roztoku
vitaminu B1(273,59+0,01 pg/ml). Obecné u vitamint skupiny B byla niZ$i antioxida¢ni aktivita
Vv porovnani se zbytkem zkoumanych latek. V grafu lze dale vidét, ze stedénim klesla
antioxidacni aktivita dle ocekdvani o desetinu.

4.2 Stanoveni enkapsulac¢ni acinnosti

Byla analyzovana enkapsula¢ni uc¢innost liposomu s enkapsulovanymi aktivnimi latkami.
Liposomy byly piipraveny podle postupu uvedeném v Kapitole 3.5. Pro piipravu liposomi byl
pouzit s6jovy a sluneénicovy lecitin. Liposomy byly centrifugovany 5 minut pii 14 000 ot./min.
Po centrifugaci byly odlity supernatanty a centrifugovany 60 minut pii 14 000 ot./min.
Zcentrifugované liposomy byly opét odlity a v supernatantech byla stanovena antioxidacni
aktivita. Z rozdilu antioxida¢ni aktivity pied a po enkapsulaci byla stanovena enkapsulaéni
ucinnost v procentech.
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Obrazek 13: Enkapsulacni ucinnost z hlediska antioxidacni aktivity

Ve vysledcich v grafu (Obrazek 13) lze vidét, Ze nejvyssi enkapsula¢ni ucinnosti z hlediska
antioxida¢ni aktivity dosahuji slune¢nicové liposomy s enkapsulovanou kyselinou ferulovou
(80,42+1,0 %) nasledované sojovymi liposomy obsahujicimi vitamin Bi (79,48+2,6 %)
a sluneénicovymi liposomy s vitaminem B (78,44+1,5 %). NejnizSich hodnot dosahly
slune¢nicové liposomy s kyselinou ferulovou (58,37+0,5%) a sluneénicové liposomy
s vitaminem A (59,15+1,4 %). Obecné vysSich hodnot enkapsulaéni U€innosti dosahovaly

slunecnicové liposomy.

4.3 Stanoveni velikosti a distribuce ¢astic
Liposomy piipravené dle postupu uvedeného v kapitole 3.5 byly podrobeny analyze velikosti
a distribuce Castic, bylo postupovano podle postupu v kapitole 3.5.1.2. VSechny liposomy byly

prométeny trikrat a ziskané hodnoty se zprimeérovaly.

4.3.1 Stanoveni velikosti a distribuce ¢astic

Tabulka 2: Velikost a distribuce c&astic

Sojovy lecitin Slunecnicovy lecitin

Velikost [nm] Pdl [-] Velikost [nm] Pdl [-]
Kyselina ferulova 191,6+2,5 0,181+0,024 193,5+5,0 0,277+0,010
Kyselina chlorogenovd | 247,8+10,5 0,223+0,063 163,3+2.3 0,190+0,017
Vitamin A 173,7+1,9 0,135+0,008 286,0+3,9 0,415+0,012
Vitamin E 158,14+2,2 0,139+0,016 253,0+5,9 0,367+0,007
Vitamin B 247,8+5,8 0,199+0,073 198,2+17,4 0,270+0,054
Vitamin By 239,949.4 0,247+0,060 170,1+6,2 0,219+0,010
Prazdné Castice 225,6+6,3 0,272+0,042 183,0+7,8 0,251+0,015
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V tabulce (Tabulka 2) 1ze vidét, Ze prazdné liposomy séjového lecitinu (225,6+6,3 nm) dosahly
veétsi velikosti nez prazdné liposomy slune¢nicového lecitinu (183,0+7,8 nm). To samé plati pro
distribuci, ta dosahovala u prazdnych sojovych liposomu (0,272+0,042) vysSich hodnot nez
u slunecnicovych liposomi (0,25140,015).

Hodnoty velikosti liposomt s aktivnimi latkami pohybuji mezi 150 nm az 300 nm. Nejvyssi
hodnoty velikosti dosahly slune¢nicové liposomy obsahujici vitamin A (286,0+£3,9 nm)
nasledované slune¢nicovymi liposomy obsahujici vitamin E (253,0+5,9 nm). Nejnizsi hodnoty
byly zaznamenany u séjovych liposomt obsahujicich vitamin E (158,1£2,2 nm)
a slune¢nicovych liposomt obsahujicich kyselinu chlorogenovou (163,342,3 nm). Obecné se
velikosti mezi s¢jovymi liposomy a slunecnicovymi liposomy stejné aktivni latky znacné 1isi,
az na liposomy kyseliny ferulové, u které slune¢nicové liposomy (193,54+5,0 nm) a sojové
liposomy (191,6+2,5 nm) dosahuji podobné velikosti. Co se tyce distribuce, tak nejvyssi
hodnoty dosahly slunecnicové liposomy s obsahem vitaminu A (0,415+0,012) a s obsahem

cvwr

(0,135+0,008) a vitamin E (0,139+0,016).

4.4 Stanoveni dlouhodobé stability

Pii stanovovani dlouhodobé stability bylo postupovano podle navodu v kapitole 3.5.1.2.
Stabilita byla zkoumana po 4 tydnech od pfipravy liposomii a méfeni jejich enkapsulacni
ucinnosti z hlediska antioxidaéni aktivity. Z rozdilu koncentrace aktivnich latek po 4 tydnech
skladovani bylo vypo¢teno mnozstvi zbylych enkapsulovanych latek. Vysledné hodnoty
dlouhodobé stability jsou zaznamenany v tabulce nize.

Tabulka 3: Porovndni enkapsulacni ucinnosti a dlouhodobé stability po 4 tydnech

Séjovy lecitin Slune¢nicovy lecitin
EU (%) DS (%) EU (%) DS (%)

Kyselina ferulova 74,01£1,0 41,05+1,8 80,42+1,7 59,65+0,7
Kyselina chlorogenova 58,37+0,5 18,96+1,3 71,30+0,4 42.34+0,7
Vitamin A 77,14+0,3 41,57+1,3 59,15+1,4 32,16£1,6
Vitamin E 64,82+0,9 4429424 65,02+2,3 39,84+0,1
Vitamin B, 79,48+2,6 71,04+0,6 78,44+1,5 43,49+0,6
Vitamin B; 66,48+0,6 47,11+0,9 77,96+0,2 30,05+1,5

Ve vysledcich v tabulce (Tabulka 3) lze vidét porovnani hodnot enkapsulaéni aktivity
a dlouhodobé stability pro sdjové a slunecnicové liposomy po 4 tydnech skladovani. V obou
pfipadech dlouhodoba stability vyrazné klesla. Obecné lze fici, Ze liposomy obsahujici s6jovy
lecitin dosahly mirné¢ vys$Sich hodnot dlouhodobé stability nez liposomy obsahujici
slune¢nicovy lecitin. Nejvyssi hodnoty dlouhodobé stability dosédhly obecné so6jové liposomy
obsahujici vitamin B1 (71,0440,6 %), u kterych byl také zaznamenan nejmensi pokles oproti
enkapsula¢ni stabilité (79,48+2,6 %). Nejvyssi dlouhodoba stabilita u slune¢nicového lecitinu
byla pak analyzovana u liposomu s obsahem kyseliny ferulové (59,65+0,7 %).
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Nejnizsi dlouhodoba stabilita byla zjisténa obecné u sdjovych liposomi s obsahem kyseliny
chlorogenové (18,96+1,3 %) a nejnizSich hodnot dlouhodobé stability slunecnicovych
liposomtt bylo dosazeno u liposomi s riboflavinem (30,05+1,5 %), u kterého byl také
zaznamenan nejvetsi pokles oproti enkapsulaéni aktivité.

4.5 Stanoveni stability castic

Stanoveni stability liposomovych ¢astic bylo provedeno podle navodu uvedeném v kapitole
3.5.1.2. VSechny liposomy byly méfeny tfikrat a vysledné hodnoty byly zprimérovéany
a znamenany do tabulek a graft.

Tabulka 4: Stabilita castic

Séjovy lecitin Sluneénicovy lecitin
ZP [mV] ZP [mV]
Kyselina ferulova -37,4+1.9 -16,2+1,9
Kyselina chlorogenova -43,0+1,9 -17,7+0,6
Vitamin A -44,1+0,8 -26,2+1,2
Vitamin E -42,6=*1,5 -24,0+1,3
Vitamin B; -41,5+0,4 -25,9+0,9
Vitamin B> -35,9£3,0 -22,8+1,0
Prazdné ¢astice -34,3+1,6 -21,8+4,3

Z dat v tabulce (Tabulka 4) 1ze vidét, ze u prazdnych castic sdjového lecitinu byl naméfen zeta
potencial -34,3+1,6 mV. Vzhledem k tomu, ze je hodnota nizs§i jak -30 mV, mizeme tyto
liposomy povazovat za stabilni. Na druhou stranu prazdné slune¢nicové liposomy dosahovaly
hodnoty -21,84+4,3 mV, tedy potencialu vyssiho jak -30 mV, tim padem byly méné stabilni.
Slunecnicové liposomy s obsahem aktivnich latek byly ve vSech ptfipadech méné stabilni.
Liposomy ze séjového lecitinu vSechny Klesly pod hranici -30 mV, a lze je tedy vSechny
povazovat za stabilni. Nejvyssi stabilita byla naméiena u s6jovych liposomt obsahujici vitamin
A (-44,1+£0,8 mV) a u sdéjovych liposomd s vitaminem E (-42,6+1,5 mV). Nejniz§i hodnoty pak
byly naméfeny u sluneénicovych liposomu obsahujici kyselinu ferulovou (-16,2+1,9 mV)
a kyselinou chlorogenovou (-17,7+0,6 mV).

45.1 Stanoveni stability ¢astic po 4 tydnech

Tabulka 5: Stabilita liposomii po 4 tydnech

Sojovy lecitin Slunecnicovy lecitin
ZP [mV] ZP [mV]
Kyselina ferulova -41,4+0,7 -12,04+3,3
Kyselina chlorogenova -32,4+0,8 -26,8+1,8
Vitamin A -43,1+1,3 -25,1+2.4
Vitamin E -39,9+3,2 -22,243.6
Vitamin B1 -38,6+2,0 -23,24+2.8
Vitamin B> -46,4+1,2 -29,1+1,2
Prazdné Castice -19,842,1 -29,44+2.1
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Z vysledk v tabulce (Tabulka 5) je patrné, ze liposomy se sdjovym lecitinem obecné
dosahovaly vysoké stability i po 4 tydnech skladovani. Nejvyssi stability dosdhly s6jové
liposomy s obsahem vitaminu B> (-46,4+1,2 mV) a nejnizsi stabilita u sdjovych liposomu byla
naméfena u prazdnych ¢astic (-19,8+2,1 mV). Stabilita slune¢nicovych liposomi byla opét
niz8i nez stabilita s6jovych liposomi, Nejnizsi hodnota stability byla zjisténa u slune¢nicovych
liposomu s kyselinou ferulovou (-12,0+£3,3 mV). Slunecnicové liposomy s obsahem kyseliny
chlorogenové (-26,8+1,8 mV), vitaminu A (-25,142,4 mV), vitaminu B2 (-29,1+1,2 mV)
a prazdné castice (-29,4+2,1 mV) se blizi hodnoté -30 mV, tudiz 1ze je povazovat za stabilni.

46 MTT test

Testy cytotoxicity byly provedeny na 96-jamkové desti¢ce na 10. pasazi bunécéné linie HaCaT
a bylo postupovano dle navodu v kapitole 3.7. Testovany byly s6jové liposomy s obsahem
vitaminu A a s obsahem kyseliny ferulové a slunecnicové liposomy s obsahem kyseliny
ferulové a s obsahem kyseliny chlorogenové. Tyto liposomy byly vybrany na zakladé jejich
vysoké antioxidacni aktivity, enkapsulaéni ucinnosti a stability. Vysledky jsou zaznamenany
na obrazcich a v grafech nize.

& ARpIvEIEnS:

Obrdazek 14: Desticka se sojovymi liposomy kyseliny ferulové a vitaminem A po ukonceni MTT testu
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Obrdazek 15: Vysledky MTT testu pro kyseliny ferulovou a vitamin A

Na obrazku (Obrazek 14) Ize vidét mikrotitrani desticku po ukonceni MTT testu pro Skalu
koncentraci od 25 % do 0,39 %. V prvnim fialovém sloupci je kontrola bunék, posledni dva
sloupce jsou kontrola prostiedi a prihledné jamky v pravo dole jsou etanolova kontrola. Na
obrazku si povSimnout zvySujici se intenzity barvy s klesajici koncentraci vzorku. Z grafu
(Obrazek 15) je pak patrné, ze pii koncentraci 25 % klesla viabilita bun¢k pro kyselinu
ferulovou a vitamin A pod 60 %, tim padem jsou povazovany za toxické pro keratinocyty.
Ostatni analyzované vzorky byly necytotoxické, tim padem jsou vhodné na pouziti do
kosmetickych ptipravki.

Obrazek 16:Desticka se slunecnicovymi liposomy kyseliny ferulové a kyseliny chlorogenové po
ukonceni MTT testu
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Obrdzek 17: Vysledky MTT testu pro kyseliny ferulovou a kyselinu chlorogenovou

V obrazku (Obrazek 16) zobrazeném vyse lze vidét, ze intenzita fialového zbarveni opét rostla
se snizujici se koncentraci. Podle vysledkt z grafu (Obrazek 17) mutzeme vydcist, Ze pii
koncentraci 25 % klesla viabilita bun¢k pro kyselinu ferulovou i kyselinu chlorogenovou opét
pod 60 % a kyselina chlorogenova pii koncentraci 12,5 % také vykazovala cytotoxicitu vaci
koznim bunkdm. Vzorky pfi téchto koncentracich lze tedy povazovat za nebezpecné pro
keratinocyty. U zbylych koncentraci byla zjisténa jejich bezpecnost pro lidské kozni burky,
proto je lze vyuzit jako u€innou slozku kosmetickych vyrobkd.
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4.7 Analyza parametri kiiZe po pouZivani pripravenych kosmetickych produkti
U 15 dobrovolnic byly méfeny parametry kize pted a po 14 dnech pouzivani testovanych
kosmetickych vyrobkl. Byly analyzovany nasledujici parametry — deskvamace, mnozstvi
mazu, skvrny, pory a vrasky. Dobrovolnice testovaly Ctyfi vzorky na ¢tyfech bodech predlokti
podle kapitoly 3.8 a k analyze byl pouzit software ,,Complete Skin Investigation®. Vysledky
pred a po pouzivani Ize vidét v tabulkéch nize.

Tabulka 6. Vysledky méreni kiize pred testovinim

Maz - Maz - Deskvamace| Pory | Skvrny | Vrasky
Dobrovolnik | Fototyp | predlokti [-] tvare [-] [-] (%) (%) (%)
1 i 0,0 0,0 63,34 17 0,0 14,7
2 v 0,0 4,7 75,61 2,3 0,0 16,8
3 i 0,0 5,5 16,56 2,4 0,0 19,2
4 i 0,0 0,7 43,80 14 0,0 17,3
5 i 0,0 0,5 71,05 15 0,0 19,9
6 i 0,0 1,3 52,96 2,2 0,8 14,9
7 i 0,0 0,1 91,52 2,5 0,0 20,5
8 \ 0,0 0,3 54,45 2,8 0,0 26,5
9 i 0,0 0,0 57,04 3,1 0,0 21,5
10 i 0,0 0,0 46,00 15 0,0 16,9
11 i 0,1 0,1 40,79 2,4 0,0 22,7
12 i 0,0 4,9 30,28 0,8 13 23,2
13 i 0,0 0,0 49,05 1,7 0,0 19,3
14 i 0,1 1,0 64,76 1,6 0,0 20,6
15 v 0,0 0,4 78,78 1,8 0,0 19,8

V tabulce (Tabulka 6) 1ze vidét vysledky méfenych parametrai pfed testovanim kosmetickych
vyrobkil. Fototyp vyjadfuje intenzitu pigmentace a odolnost kiize proti UV zéfeni, kterad
s rostoucim Cislem stoupa. U vétSiny dobrovolnic byl na zakladé dotazu a pohledu na jejich
ktze, vlasy a barvu oci urCen fototyp III, coz znamena, ze maji stfedn¢ svétlé zbarveni kiize,
pleti a o¢i, dobie se opaluji a obcas se spali. Dale byl analyzovan maz na predlokti a na tvafich,
piicemz na ptedlokti vychazel ve vétSin€ pripadi nulovy, coz se k charakteru pokozky na
predlokti dalo ocekéavat. Co se tyCe mazu na tvafich, az na par vyjimek byly u vétSiny
dobrovolnic zaznamendny nenulové hodnoty v rozmezi od 0,1 do 5,5. Deskvamace je pfirozeny
proces, pii kterém se kiize zbavuje korneocyti, které jsou pak nahrazovany novymi ze spodnich
vrstev epidermis [119]. Z vysledkd Vv tabulce jeji hodnoty u dobrovolnic vychazely ruzné
a nezavisle na ostatnich parametrech. Dale byly méfeny pory, skvrny a vrasky. Co se ty€e skvrn,
az na dvé vyjimky u dobrovolnice 7 a dobrovolnice 8 byly naméfeny nulové hodnoty. Hodnoty
vrasek vychazely opét rlizné a nezavisle na ostatnich parametrech, a to i na véku. Naptiklad
dobrovolnice 1 byla ve véku 46-65 a naméfené hodnoty vrasek (14,7 %) vychazely nizsi nez
u dobrovolnice 12, ktera byla ve véku 20-24 (23,2 %).
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Tabulka 7: Vysledky mereni pred a po testovini vyrobkii dobrovolnic ve véku 45-65

Dobrovolnice 1 Deskvamace [-] | Péry (%) Vrasky (%)
Pied testovanim 63,34 17 14,7
NK — volné latky 53,91 2,7 24,7
NK —bez ni¢eho 56,99 1,7 22,8
NK — prazdné liposomy 62,74 15 13,2
NK — enkapsulované latky 57,39 2,2 20,3
Dobrovolnice 6 Deskvamace [-] Pory (%) Vrasky (%)
Pied testovanim 52,96 2,2 14,9
Sérum — volné latky 45,23 2,1 26,8
Sérum — bez ni¢eho 60,11 1,4 18,4
Sérum — prazdné liposomy 55,17 2,2 24,6
Sérum — enkapsulované latky 45,00 1,7 19,1
Dobrovolnice 7 Deskvamace [-] Pory (%) Vrasky (%)
Pied testovanim 91,52 2,5 20,5
DK — volné latky 53,59 1,9 23,1
DK — bez ni¢eho 76,19 3,1 18,9
DK — prazdné liposomy 51,39 0,4 23,6
DK — enkapsulované latky 63,89 1.4 23,0

Tabulka znazornuje (Tabulka 7) vysledky méfeni parametri kize po 14 dnech testovani
vyrobku u dobrovolnic ve véku mezi 45-65 lety. Dobrovolnice testovaly kosmetické vyrobky
podle postupu v kapitole 3.8. Parametry skvrn a mazu v tabulce nejsou zaznamenany, protoze
vychdzely pro vétSinu piipadi nulové, a z toho divodu byly pii vyhodnocovani zanedbany.
Hodnoty deskvamace vysly pro vétSinu piipadi nizsi. Nejvétsi rozdil 1ze vidét u dobrovolnice
7, kdy pred testovanim byla hodnota deskvamace 91,52 a po testovani produktu s prazdnymi
casticemi klesla hodnota deskvamace az na 51,39. Lze obecné fici, Ze u dobrovolnic doslo po
14 dnt testovani kosmetickych produkti ke snizeni deskvamace. Pro vyrobky obsahujici
aktivni latky (1) ve volné formé lze vidét, ze doslo ve vSech pripadech ke snizeni deskvamace.
Pro vyrobky neobsahujici zadn¢ aktivni latky az na dobrovolnici 6 doslo opét k mirnému snizeni
deskvamace. Pro produkty s prazdnymi ¢asticemi (3) si Ize vSimnout u dobrovolnice 1 nepatrné
eliminace a u dobrovolnice 6 naopak zvyseni hodnoty. Co se tyCe pora, u dobrovolnice 1 a 7
nelze vidét vyrazné zlepSeni. U dobrovolnice 7 miizeme vidét zlepSeni u vSech vzorkt, az na
vzorek 2, ktery neobsahoval zadné aktivni latky. Nejlepsiho vysledku pak bylo dosazeno
u vyrobku 3, ktery obsahoval prazdné Castice a u vyrobku 4 obsahujici enkapsulované aktivni
latky. Vysledky pted a po uZiti vyrobki 3 Ize vidét na obrazku nize (Obrazek 18). U parametru
vrasek obecné nedoslo k vyraznému zlepSeni. U naméfenych hodnot je pak dilezité brat zietel,
7e se porovnavala rlizna mista kiize, coz také do velké miry mohlo ovlivnit vysledné parametry.
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Obrazek 18: Pory pred (2,5 %) a po (0,9 %) testovani denniho krému s prazdnymi casticemi u
dobrovolnice 7

Tabulka 8: Vysledky méreni pred a po testovani vyrobkit dobrovolnic ve véku 20-24

Dobrovolnice 3 Deskvamace [-] Poéry (%) Vrasky (%)

Pred testovanim 16,56 2,4 19,2

DK - volné latky 71,88 2,0 21,4

DK — bez ni¢eho 0,51 4,3 20,5

DK — prazdné liposomy 65,58 1,1 21,1

DK — enkapsulované latky 61,70 2,7 24.8
Dobrovolnice 4 Deskvamace [-] Pory (%) Vrasky (%)

Pred testovanim 43,80 1,9 17,3

DK - volné latky 78,41 0,5 18,9

DK — bez ni¢eho 45,15 3,6 17,0

DK — prazdné liposomy 61,18 2,0 21,8

DK — enkapsulované latky 40,08 3,3 14,2
Dobrovolnice 5 Deskvamace [-] Pory (%) Vrasky (%)

Pred testovanim 71,05 1,5 19,9

NK — volné latky 26,39 1,3 22,3

NK — bez ni¢eho 77,28 2,4 24,6

NK — prazdné liposomy 77,15 1,1 22,6

NK — enkapsulované latky 66,00 2,4 27,6
Dobrovolnice 12 Deskvamace [-] Pory (%) Vrasky (%)

Pred testovanim 30,28 0,8 23,2

Sérum — volné latky 23,49 3,4 19,2

Sérum — bez ni¢eho 79,39 3,5 19,7

Sérum — prazdné liposomy 46,56 1,1 22,6

Sérum — enkapsulované latky 10,21 2,2 17,4

V tabulce (Tabulka 8) jsou zpracovany vysledky méfeni dobrovolnic ve vékovém rozmezi 20-
24 let. Hodnoty deskvamace vychazely obecné niZ§i u vyrobkii obsahujici aktivni latky
Vv enkapsulované formé. U dobrovolnice 4 pro vyrobek s enkapsulovanymi aktivnimi latkami
klesla hodnota deskvamace z 43,80 na 40,08, u dobrovolnice 5 klesla z hodnoty 71,05 na 66,00
a u dobrovolnice 12 z hodnoty 30,27 na 10,21. Lze tedy fici, Ze naSe enkapsulované aktivni
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latky opét mély spis pozitivni vliv na deskvamaci. U vyrobkl obsahujici aktivni latky ve volné
formé doslo ve dvou ptipadech také ke snizeni deskvamace, a to u dobrovolnice 5 z hodnoty
71,05 na 26,39 a u dobrovolnice 12 z hodnoty 30,28 na 23,49. Co se ty¢e port, tak si obecné
nelze povsimnout zlepSeni, az na pdry dobrovolnice 3, kdy doslo k vyrazngj$imu snizeni
hodnoty z 2,4 % na 1,1 % u prazdnych liposomii (Obrazek 19) a dobrovolnice 4, kdy hodnota
klesla z hodnoty 1,9% na 0,5 % u vyrobku obsahujici volné aktivni latky (Obrazek 20).
U vrasek opét obecné nedoSlo k eliminaci, az na dobrovolnici 12, u které byly vrasky
eliminovany u vsech vzorkl. U této dobrovolnice byl pak nejvétsi rozdil hodnot zaznamenan
po pouzivani séra s enkapsulovanymi aktivnimi latkami (Obrazek 21), pticemz hodnota klesla
z223,2 % na 17,4 %. Dalsi eliminace vrasek byla naméfena u dobrovolnice 4 po pouzivani
denniho krému obsahujici enkapsulované aktivni latky, pti¢emz hodnota vrasek kleslaz 17,3 %
na 14,2 % (Obrazek 22). Opét je nutné u naméfenych hodnot brat zietel na analyzu riznych
mist klize, a tim padem i ovlivnéni vyslednych parametrti.

Obrazek 19: Pory pred (2,4 %) a po (1,1 %) testovani denniho krému s prazdnymi liposomy u
dobrovolnice 3

Obrazek 20: Pory pred (1,9 %) a po (0,5 %) testovani denniho krému s volnymi aktivnimi ldtkami u
dobrovolnice 4
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Obrdzek 21: Vrdsky pred (23,2 %) a po (17,4 %) testovani séra s liposomy obsahujici aktivni ldtky u
dobrovolnice 12

Obrazek 22: Vrasky pred (17,3 %) a po (14,2 %) testovani denniho krému s obsahem
enkapsulovanych aktivnich latek u dobrovolnice 4
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Tabulka 9: Vysledky méreni pred a po testovini vyrobkii dobrovolnic ve véku 25-35

Deskvamace | Pory | Vrasky Deskvamace | Péry | Vrasky
Dobrovolnice 2 [-] (%) (%) Dobrovolnice 11 [-] (%) | (%)
Pred testovanim 75,61 2,3 16,8 Pred testovanim 40,79 2,4 22,7
NK — volné latky 75,54 0,9 21,7 NK — volné latky 38,89 1,9 23,8
NK — bez ni¢eho 62,08 0,8 21,1 NK — bez nié¢eho 41,56 2,5 21,8
NK — pr. liposomy 58,44 1,2 18,6 NK — pr. liposomy 31,98 2,4 19,1
NK — enk. latky 65,97 0,8 21,1 NK - enk.latky 48,97 1,8 20,8
Deskvamace | Pory | Vrasky Deskvamace | Péry | Vrasky
Dobrovolnice 8 [-] (%) (%) Dobrovolnice 13 [-] (%) | (%)
Pred testovanim 54,45 2,8 26,5 Pred testovanim 49,05 1,7 19,3
DK — volné latky 22,27 3,7 17,7 DK — volné latky 25,68 1,0 14,6
DK — bez ni¢eho 49,21 3,3 18,0 DK — bez ni¢eho 20,23 2,3 18,8
DK — pr. liposomy 37,62 1,1 22,6 DK — pr. liposomy 13,24 1,4 19,1
DK — enk. latky 28,11 1,9 19,4 DK — enk. latky 27,71 2,3 19,2
Deskvamace | Pory | Vrasky Deskvamace | Péry | Vrasky
Dobrovolnice 9 [-] (%) (%) Dobrovolnice 14 [-] (%) | (%)
Pred testovanim 57,04 3,1 21,5 Pred testovanim 64,76 1,6 20,6
Sérum — volné latky 53,44 2,2 23,4 Sérum — volné latky 33,17 15 21,6
Sérum — bez ni¢eho 62,71 3,6 20,6 Sérum — bez ni¢eho 49,85 1,1 23,1
Sérum — pr. liposomy 59,17 1,7 6,7 | Sérum —pr. liposomy 55,27 0,9 23,3
Sérum — enk. latky 41,10 2,6 16,3 Sérum — enk. latky 41,93 2,0 25,2
Deskvamace | Pory | Vrasky Deskvamace | Pory | Vrasky
Dobrovolnice 10 [-] (%) (%) Dobrovolnice 15 [-] (%) (%)
Pred testovanim 46,00 15 16,9 Pred testovanim 78,78 1,8 19,8
NK —volné latky 79,23 3,2 24,5 Sérum — volné latky 23,49 2,0 23,4
NK — bez ni¢eho 79,39 2,9 21,6 Sérum — bez ni¢eho 64,61 2,0 22,3
NK - pr. liposomy 70,28 2,6 22,8 | Sérum — pr. liposomy 73,56 1,2 26,7
NK — enk. latky 3,77 15 22,6 Sérum — enk. latky 38,96 15 20,3

V tabulce vyse (Tabulka 9) Ize vidét vysledky méfeni parametri ktize dobrovolnic ve véku 25-
35 let. Hodnoty deskvamace kiize vychazely opét ve vétSing piipadt nizsi nez pred testovanim
vzorkl. U dobrovolnice 2 vychazely nejlepsi vysledky deskvamace u prazdnych ¢astic (58,44)
a u vzorku neobsahujici zadné ucinné latky (62,08). U dobrovolnice 8 byly nejlepsi hodnoty
naméfeny u volnych aktivnich latek (22,27) a enkapsulovanych aktivnich latek (28,11).
Dobrovolnice 9 dosahla nejlepsich vysledk deskvamace po pouzivani vzorku A4 s obsahem
aktivnich enkapsulovanych latek, kdy doslo k poklesu z hodnoty 57,04 na 41,10. Dobrovolnice
10 doséahla nejlepsich vysledkl deskvamace u vzorkl obsahujici enkapsulované aktivni latky
(3,77) a dobrovolnice 15 u vzorkd s volnymi aktivnimi latkami (23,49) a enkapsulovanymi
aktivnimi latkami (38,96). Co se ty¢e vyhodnoceni pori, tak nejvyrazngjsi eliminace byla
zjisténa u dobrovolnice 2 po pouzivani vyrobku obsahujici enkapsulované aktivni latky, kdy
hodnota klesla z 2,3 % na 0,8 % (Obrazek 23) a po pouzivani vzorku neobsahujici zadné aktivni
latky, kdy hodnota opét klesla na 0,8 % (Obrazek 24). U dobrovolnice 8 byly pory eliminovany
nejvice po pouzivani prazdnych liposomu (Obrazek 25), kdy hodnota klesla z 2,8 % na 1,1 %
a po pouzivani enkapsulovanych aktivnich latek, kdy hodnota klesla na 1,9 (Obrazek 26).
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U dobrovolnice 9 vysla nejlepsi hodnota po pouzivani séra obsahujici prazdné liposomy
(Obrazek 27), u dobrovolnice 13 po pouzivani denniho krému s volnymi aktivnimi latkami
(Obrazek 28) a u dobrovolnice 14 opét u séra s prazdnymi liposomy (Obrazek 29).
U dobrovolnice 15 opét k nejvyssi redukci port doslo pfi pouzivani prazdnych liposomu
(Obrazek 30), kdy se hodnota snizila z1,8% na 1,2 %. Co se tyce vrasek, opét nebylo
zaznamenano vyrazné zlepSeni. Nejvétsi rozdil byl naméten u dobrovolnice 8 po pouzivani
vzorktl s volnymi aktivnimi latkami (Obrazek 31), kdy hodnota klesla z 26,5 % na 17,7 %
a U vzorki neobsahujici zadné aktivni latky (Obrazek 32), kdy byla zjisténa hodnota 18,0 %.
Dale k vyraznému zlepSeni doslo u dobrovolnice 9 po pouzivani vzorku séra s obsahem
prazdnych liposomi (Obrazek 33). Opét je u naméienych hodnot diilezité brat ohled na to, Ze
se méfila riznad mista ktize, ¢imz mohly byt vysledky do jisté miry ovlivnény.

Obrazek 23: Pory pred (2,3 %) a po (0,8 %) testovani nocniho krému s enkapsulovanymi aktivnimi
latkami u dobrovolnice 2

Obrazek 24: Pory pred (2,3 %) a po (0,8 %) testovani nocniho krému bez obsahu Zadnych aktivnich
latek u dobrovolnice 2
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Obrdzek 25: Pory pred (2,8 %) a po (1,1 %) testovini denniho krému s obsahem prazdnych liposomii
u dobrovolnice 8

Obrazek 26: Pory pred (2,8 %) a po (1,9 %) testovani denniho krému s liposomy s aktivaimi latkami u
dobrovolnice 8

Obrazek 27: Pory pred (3,1 %) a po (1,7 %) testovani séra s prazdnymi liposomy u dobrovolnice 9
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Obrdzek 28: Pory pred (1,7 %) a po (1,0 %) testovini vwrobku denniho krému s volnymi aktivnimi
latkami u dobrovolnice 13

Obrazek 29: Pory pred (1,6 %) a po (0,9 %) testovani séra s prazdnymi liposomy u dobrovolnice 14

Obrazek 30: Pory pred (1,8 %) a po (1,2 %) testovani vyrobku séra s prazdnymi liposomy u
dobrovolnice 15
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Obrdzek 31: Vrdsky pred (26,5 %) a po (17,7 %) testovani vyrobku denniho krému s obsahem volnych
latek u dobrovolnice 8

Obrazek 32: Vrasky pred (26,5 %) a po (18,0 %) testovdni denniho krému bez obsahu aktivnich latek
u dobrovolnice 8

Obrazek 33: Vrasky pred (21,5 %) a po (6,7 %) testovani séra s prazdnymi liposomy u dobrovolnice 9
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Zaverem tohoto experimentu lze obecné fici, ze nase pfipravené vyrobky mély pozitivni vliv
na pokozku. Nejlepsi vliv mély vyrobky na deskvamaci, tedy olupovani pokozky, ktera ve
vétsing piipadu klesala. Pozitivni vliv mély vyrobky i na pory, ale u vrasek byly zaznamenany
minimalni rozdily. Co se tyc¢e naSich enkapsulovanych aktivnich latek, které byly hlavnim
bodem naSeho zkoumani, tak dle zlepSeni deskvamace ve vétSing pripadi a zlepSeni poru
v n¢kolika ptipadech mizeme konstatovat, ze splnily nase ocekavani a lze takto ptipravené
Castice pouzit v ptipravcich s anti-aging ucinky.

4.8 Senzorické vyhodnoceni poradovych testi

Pti téchto zkouskach 15 dotazanych hodnotitelek setazovalo ¢tvetici vzorki podle 6 parametrt.
Byla porovnavana intenzita barvy vzorkl od nejsvétlejsiho (1) po nejtmavsi (4), roztiratelnost
vzorkli od nejméné roztiratelného (1) po nejvice roztiratelny (4), vstiebatelnost od nejhtie
vstiebatelného (1) po nejlépe vstiebatelny (4), viiné od nejméné prijemné (1) po nejvice
piijemnou (4), textura od nejméné piijemné (1) po nejvice ptijemnou (4) a hydrata¢ni G€inky
od nejmén¢ hydratujiciho vzorku (1) po nejvice hydratujici vzorek (4). Nakonec hodnotitelky
sefazovaly vzorky podle jejich preference od nejméné oblibené¢ho (1) po nejvice oblibeny (4).
Vysledky hodnoceni byly zpracované do grafti podle v€kovych skupin pro jednotlivé druhy
vyrobku.

«®- - volné akt. latky bez obsahu akt. latek ¢ «® <« prazdné liposomy liposomy s obsahem akt. latek

preference roztiratelnost

“® vstiebatelnost

hydratace

textura viné

Obrazek 34: Graf vyhodnoceni jednotlivych parametrii pro pletové sérum ve vékové skupiné 25-35 let

Graf (Obrazek 34) vyse zobrazuje vysledky hodnoceni intenzity jednotlivych znakd pro pletové
sérum pro vékovou kategorii 25-35 let. Na nejsvétlejsim vzorku se hodnotitelky neshodly ani
jedenkrat, vSechny hodnotitelky vybraly jako nejsvétlejsi vzorek jiny produkt. Nejlepsi
roztiratelnost byla zaznamenana u vzorku s obsahem volnych aktivnich latek, na ¢emz se
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shodly dv¢ ze tii hodnotitelek. Co se tyCe vstiebatelnosti, ta byla nejlépe hodnocena u vzorku
S prazdnymi liposomy, na ¢emz se shodly vSechny hodnotitelky této v€kové kategorie. Na
nejptijemnéjsi viini ani textufe se hodnotitelky neshodly, avSak hydratac¢ni uc¢inek oznacily dvé
hodnotitelky jako nejlepsi u vyrobku bez obsahu aktivnich latek a jako nejoblibenéjsi vyrobek
byl vybran vSemi hodnotitelkami vzorek bez obsahu aktivnich latek. Co se tyce konkrétnich
rozdili a postifehti hodnotitelek mezi vzorky, jedna z dobrovolnic oznacila sérum bez obsahu
aktivnich latek jako nejtuzsi. Dale byla u vzorku s obsahem volnych aktivnich latek a u vzorku
bez obsahu aktivnich latek povSimnuta vyssi stabilita ptfi skladovani v porovnani se vzorky

obsahujici liposomy.

o« +@- volné akt. latky bez obsahu akt. latek < <® <+ prazdné liposomy
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2
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1
1
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Obrazek 35: Graf vwhodnoceni jednotlivych parametrii pro denni krém ve vékové skupiné 20-24 let

Z vysledku zpracovanych v grafu (Obrazek 35) lze vidét vyhodnoceni jednotlivych znakt pro
denni krém ve vékové kategorii 20-24 let. Ve vétSin€ parametrii se hodnotitelky neshodly, az
na hydratacni ucinky, kdy obé& vybraly jako nejvice hydratujici vzorek s obsahem

liposomy s obsahem akt. latek

enkapsulovanych ucinnych latek a v preferen¢nim testu jim opét vyhovoval vzorek s obsahem

liposom s u¢innymi latkami.
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Obrdzek 36: Graf vyhodnoceni jednotlivych parametrii pro denni krém ve vékové skupiné 25-35 let

Vyse zobrazeny graf (Obrazek 36) ukazuje vysledky senzorické analyzy denniho krému pro
hodnotitelky mezi 25-35 lety. V této kategorii nedoslo k zadné shod€ mezi hodnotitelkami. Lze
si ale v§imnout, Ze jedna hodnotitelka oznacila denni krém s liposomy s obsahem aktivnich
latek za nejlepsi ve vSech kategoriich. Z hodnotitelek pak jedna oznacila krémy celkové jako
htfe vstiebatelné, pficemz tento aspekt po n¢jaké dobé pominul a pokozka byla piijemna na
dotek. Po krému s obsahem volnych aktivnich latek zaznamenala na pokozce malou vyrazku
a krémy s prazdnymi liposomy a liposomy s aktivnimi latkami mély horsi vstfebatelnost.
Hodnotitelka také poznamenala, Ze krémy celkové nemély pfijemnou vuni a preferovala by
vuni ,,po Cistoté*. Dalsi hodnotitelka zaznamenala mezi vzorky rozdilnou viskozitu a opét byla
vytcena nepiilis pfijemna viin€ vzorkt a také nestabilita vzorku s liposomy s aktivnimi latkami.
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Obrdzek 37: Graf vyhodnoceni jednotlivych parametrii pro nocni krém ve vékové skupiné 25-35 let

V grafu (Obrazek 37) ukazujicim vysledky parametrti pro no¢ni krém ve vékové kategorii 25-
35 st lze povSimnout vice shod mezi hodnotitelkami neZ v ptredchozich pfipadech. Pfipravek
bez obsahu aktivnich latek byl vybran dvéma ze tii hodnotitelek jako nejtmavsi, nejlépe
vstiebatelny a také nejvice preferovany. Vzorek s prazdnymi liposomy mél nejpiijemnéjsi vini
a vzorek s volnymi aktivnimi latkami nejlepsi texturu. Jedna z hodnotitelek poznamenala, Ze
nezaznamenala zadny rozdil v hydrataci. DalSi hodnotitelce nejvice vyhovoval produkt
s obsahem enkapsulovanych aktivnich latek, a to hlavné z hlediska viin¢é. Dvé hodnotitelky si
povSimly po pouzivani vyrobkli na dotek jemné&jsi pokozky. Vzorek s volnymi aktivnimi
latkami se podle dalsi z hodnotitelek huafe roztiral, tvofil hrudky a mél vyraznéjsi vini nez
ostatni a vzorky s prazdnymi liposomy a enkapsulovanymi aktivnimi latkami zanechaly po
vstiebani mirn¢ lepkavy film, ktery se dal z kuize setfit prejetim prstu. Podle této hodnotitelky
by vzorky pottebovaly ovonét, protoze v sou¢asném stavu mély slany zépach.

4.9 Dotaznik o anti-aging kosmetice
Na zavér této prace byl také zafazen online dotaznik o anti-aging kosmetice pro vetejnost. Jeho
cilem bylo zjistit, do jaké miry je anti-aging kosmetika v povédomi lidi. Ptevaha dotazovanych
byla ve veéku 14-24 let, druhou pocetnou skupinu tvofili lidé ve véku 25-35 let a v kategorii 36-
49 let byl pouze jeden ¢lovek. Vétsina tdzanych odpovédéla, ze jim anti-aging kosmetika néco
fika (Pfiloha 1), ale nepouzivaji ji. 16 z 36 tdzanych odpovédélo, ze se jiz nyni zajimaji
0 prevenci starnuti pokozky (Pfiloha 2) a 7 z 36 dokonce anti-aging kosmetiku jiz pouziva
(Pfiloha 3). VSichni dotazani se setkali s pojmem antioxidanty (Pfiloha 4) a vétSina védéla
0 jejich ucincich zpomaleni starnuti (Pfiloha 5). Majorita tazanych ocekavaji od anti-aging
kosmetiky hlavné celkové zlepseni stavu pleti, prevenci a mirnou eliminaci vrasek (Ptiloha 6).
Na otazku, zda by preferovali spi§ chemické nebo piirodni vyrobky, vétSina odpovédéla, ze
tento aspekt nefesi, dalsi vétsina dava piednost piirodni kosmetice (Pfiloha 7). Lze tedy fici, ze
kosmetika proti starnuti pleti je aktualn€ popularnim druhem kosmetiky.
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5. ZAVER
Zamérem této diplomové prace byla enkapsulace vybranych aktivnich latek a moznost jejich
aplikace v kosmetice s anti-aging u¢inky. Pro analyzu bylo vybrano 6 G¢innych latek s odlisnou
povahou, a to vitamin E a vitamin A, vitamin B1 a vitamin B2, a kyselina ferulova a kyselina
chlorogenova. Tyto latky byly vybrany zdavodu jejich vysoké antioxidaéni aktivity
a blahodarného vlivu na plet. Uginné latky byly nejprve charakterizovany z hlediska jejich
antioxidacni aktivity, pficemz nejvyssi antioxidacni aktivita byla zaznamenan u vitaminu E
(379,74+0,01 pg/ml) a kyseliny ferulové (367,95+0,02 pg/ml). Vitaminy B obecné vykazovaly
nizsi antioxidacni aktivitu.
Nasledné byly vSechny aktivni latky enkapsulovany do liposomi s6jového a slune¢nicového
lecitinu. U takto ptipravenych ¢astic byla analyzovana jejich velikost, enkapsula¢ni G¢innost,
stabilita a dlouhodoba stabilita po 4 tydnech skladovani. Primérnd velikost Castic se
pohybovala mezi 150 nm az 300 nm. Z hlediska zeta potencialu byly castice stabilni. Vyssi
hodnoty stability vykazovaly sojové liposomy, u nichZz ve vSech ptipadech vychazel zeta
potencial nizsi jak -30 mV, u slune¢nicovych byl ve vétsiné ptipadech potencial o néco vyssi
jak -30 mV, avsSak castice lze stile povazovat za stabilni. Nejvyssi stabilita byla namétena
u s6jovych liposomti obsahujici vitamin A (-44,1+0,8 mV) a u s6jovych liposomu S vitaminem
E (-42,6£1,5 mV). Enkapsulacni G¢innost byla naopak mirné vys$§i u liposomd se
slune¢nicovym lecitinem. NejvySsi enkapsulaéni ucinnosti z hlediska antioxidacni aktivity
dosahly slunecnicové liposomy s enkapsulovanou kyselinou ferulovou (80,42+1,0 %)
nasledované sojovymi liposomy obsahujicimi vitamin Bi (79,48+2,6 %) a slune¢nicovymi
liposomy s vitaminem Bj (78,44+1,5 %). Dale se ukazalo, Ze po 4 tydnech skladovani doslo
k uvolnéni aktivnich latek do prostiedi. Nejvyssi dlouhodobé stability dosahly s6jové liposomy
obsahujici vitamin B1 (71,04+0,6 %), u kterych byl také zaznamenan nejmensi pokles oproti
enkapsulaéni stabilit¢ (79,48+2,6 %). Co se tyce dlouhodobé stability z pohledu zeta
potencialu, sdjové liposomy dosahovaly vysoké stability 1 po 4 tydnech skladovéani. Nejvyssi
stabilita byla naméfena u s6jovych liposomu obsahujici vitaminu B2 (-46,4+1,2 mV). Stabilita
Slunec¢nicovych liposomt byla opét zjisténa nizsi nez U sojovych liposomu. Nejvyssi hodnota
stability slune¢nicovych liposomu byla pak naméfena u vitaminu By (-29,1+1,2 mV).
Vzhledem k tomu, ze naplni této prace bylo také piipravit kosmetické produkty s obsahem
vybranych latek, bylo nutné u téchto latek ovéfit jejich bezpecnost pro lidské kozni bunky. Byla
vybrana Ctvetice liposomd, které byly podrobeny MTT testiim cytotoxicity. Pro analyzu byly
zvoleny sojové liposomy s obsahem kyseliny ferulové, s6jové liposomy s obsahem vitaminu A,
slune¢nicové liposomy s obsahem kyseliny ferulové a slunecnicové liposomy s obsahem
kyseliny chlorogenové. Tyto liposomy byly vybrany na zédklad¢ vysoké stability, enkapsulaéni
ucinnosti a antioxida¢ni aktivity. Test byl proveden na lidskych keratinocytech HaCaT. Jako
cytotoxické byly zjistény sdjové liposomy s obsahem vitaminu A a s obsahem kyseliny ferulové
pfi koncentracich 25 % a slune¢nicové liposomy s obsahem kyseliny ferulové a chlorogenové
pii koncentracich 25 % a s obsahem kyseliny chlorogenové pii koncentraci 12,5 %. Zbylé
vzorky byly vyhodnoceny jako necytotoxické, tedy bezpecné pro lidské kozni buniky a lze je
vyuzit jako aktivni slozku kosmetickych produkti.
Na zaklad¢ vysledkt byl nejoptimalnéj$im materialem pro pfipravu liposomu k enkapsulaci
vybranych ucinnych latek stanoven sojovy lecitin. Liposomy obsahujici sojovy lecitin byly
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pouzity pro ptipravu kosmetickych piipravki. Byly pfipraveny 3 druhy kosmetickych vyrobka,
a to denni krém, nocni krém a pletové sérum. Kazdy druh kosmetického vyrobku byl dale
rozde€len na 4 typy — vyrobek neobsahujici zadné aktivni latky, vyrobek obsahujici aktivni latky
v neenkapsulované formé, vyrobek obsahujici aktivni latky v enkapsulované formé a vyrobek
obsahujici prazdné liposomy. Jako ucinné latky bylo pouzito vSech 6 vybranych latek. Findlni
produkty byly testovany po dobu dvou tydni na 15 dobrovolnicich. Dobrovolnice tvorily tii
skupiny podle véku. V prvni skupiné byly dobrovolnice mezi 20-24 lety, v druhé mezi 25-35
lety, a ve tieti od 50 let a vys. Pfed pouzitim a po pouziti vyrobkd byly zméfeny parametry
pokozky na piedlokti a na zéklad¢ toho byl zjistén efekt ptipravkil na piipadné omlazeni
pokozky. Mezi testované parametry patfily pory, skvrny, vrasky, maz a deskvamace. Hodnoty
skvrn a mazu vychazely u vétSiny dobrovolnic nulové, a z toho divodu byly tyto parametry pfi
vyhodnocovani zanedbany. Ukazalo se, ze naSe vyrobky obecné mély vliv na zlepSeni stavu
pokozky z hlediska deskvamace a pori. Deskvamace byla zjisténa nizsi v 41 ptipadi z 60, pory
pak v 30 z 60 piipadi. U parametru vrasek pak nebyly zaznamenany ve vétsin€ piipadi rozdily.
U vzorkt obsahujici aktivni latky v enkapsulované formé bylo zaznamenano ze vSech vzorkt
zlepsSeni parametrl nejcastéji. Deskvamace u téchto vzork vysla lepsi v 13 z 15 pripadd, pory
Vv 7 z 15 ptipadt a vrasky v 6 z 15 ptipadt. Déle dobrovolnice hodnotily senzorickou analyzu
kosmetickych produktt, pficemz hiife hodnocené byly vzorky obsahujici liposomy s aktivnimi
latkami. Ne¢kolik hodnotitelek poznamenalo, ze by preferovalo, kdyz by vyrobky byly
aromatizované. Nejlepsi odezva hodnotitelek byla na no¢ni krémy, u kterych si hodnotitelky
povsimly na dotek jemnéjsi pokozky.

Soucasti diplomové prace bylo také zpracovani online dotazniku ohledné anti-aging kosmetiky
pro vefejnost. Na zakladé dotazniku bylo zjisténo, Ze naprosta vétSina védéla, o je to anti-aging
kosmetika. 25 lidi z 36 lidi se stimto pojmem setkalo a 7 tazanych dokonce anti-aging
kosmetiku jiz pouziva. 16 z 36 lidi se uz nyni zajima o prevenci starnuti pleti, 12 lidi se nyni
zajima, ale za¢ne to fesSit pii prvnich projevech starnuti. VSichni tizani se setkali s pojmem
antioxidanty a ve&déli, ze jsou spojeny s omlazujicimi ucinky v kosmetice. V¢étSina
dotazovanych o¢ekavaji od anti-aging nejen redukci projevu starnuti, ale také celkové zlepSeni
stavu pleti. Na zakladé vysledkii dotazniku miizeme fici, Ze kosmetika proti starnuti je
V populaci rozsifena a vzhledem k tomu, ze vétSina tazanych byla ve véku 14-24 let, tak lze
také fici, Ze spousta lidi ma zajem o prevenci jiz v mladém véku.

Dle dosazenych vysledki mizeme konstatovat, ze naSe vybrané aktivni latky mély pozitivni
vliv na plet’ a je mozné je vyuZit v ptipravcich na hydrataci pokozky, popiipad¢ i v produktech
pro prevenci starnuti pleti. Vybrané latky vykazovaly vysokou antioxida¢ni aktivitu, coz je
potieba pii zpomaleni procesu starnuti a podle vysledkl testovani na dobrovolnicich byl po
pouzivani vyrobenych produktti zaznamenan kladny vliv na pokozku. ldealnim vyrobkem by
na zdkladé¢ analyz byl nocni krém Sobsahem kyseliny ferulové a chlorogenové
enkapsulovanych do s6jového lecitinu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
ABTS — 2,2 —azinobis—(3—ethylbenzothiazol-6—sulfonova kyselina)
TEAC — trolox equivalent antioxidant capacity

DPPH — Diphenylpicrylhydraz

DMEM - alfa modifikované Eaglovo médium

FBS — fetalni bovinni sérum

PBS — fosfatovy pufr

MTT — 3-[4, 5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid
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8. PRILOHY

Rik4 Vam néco anti-aging kosmetika?
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ano, pouzivam ji ano, ale nepouzivam ji nic mi to nefika
Priloha 1: Graf anti-aging kosmetika 1
Zajimate se o prevenci starnuti pleti?
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ano, jiz ted’ mé zajima celkem mé to zajima, ale nezajima me to
prevence zaénu to fesit pfi projevech

Priloha 2: Graf anti-aging kosmetika 2

63



16
14
12
10

o N b

Mgl byste zajem o anti-aging kosmetiku?

anti-aging ano, méla bych meéla bych zajem, anti-aging
kosmetiku jiz nyni zgjem  ale aZ v budoucnu kosmetika mic nic
pouzivam nefika
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Priloha 3: Graf anti-aging kosmetika 3

nemam zajem o
anti-aging
kosmetiku

Setkali jste se nékdy s pojmem antioxidanty?

ano

Priloha 4: Graf anti-aging kosmetika 4
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Jakou roli myslite, ze hraji antioxidanty v
kosmetice?
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zpomaluji  zlepSuji hojeni hydratuji plet zlepsuji odmast'uji plet jina
starnuti aknozni plet’
Priloha 5: Graf anti-aging kosmetika 5
Co ocekavate od anti-aging kosmetiky?
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pleti vrasek eliminaci vrasek

Priloha 6: Graf anti-aging kosmetika 6
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kosmetice?

chemicka piirodni

Priloha 7: Graf anti-aging kosmetika 7
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Dotaznik — senzoricka analyza anti-aging krému
Datum:

Hodnotitel:

Pohlavi: zena muz

Vek: 20-24 25-35 36-45 46-55 56-65 65+

Typ pokozky:
mastna smiSena aknozni sucha

Pouzivate pecujici kosmetické ptipravky, pokud ano, jak ¢asto?
ne 2x denn¢ 1x za den n¢kolikrat za tyden 1x za tyden  nepravidelné
Vétite v G¢innost anti-aging kosmetiky?
ano spiSe ano spise ne ne
Hodnoceni jednotlivych vzorkt

1. Barva
Serad’te nasledujici 4 vzorky podle intenzity barvy od nejsvétlejSiho (1) po nejtmavsi (4),
pricemz dva vzorky nesmi mit stejné poradi.

kod vzorku A B C D
poradi

2. Roztiratelnost
Serad’te nasledujici 4 vzorky podle intenzity roztiratelnosti od nejméné roztiratelného (1) po
nejvice roztiratelny (4), pfiCemz dva vzorky nesmi mit stejné poradi.

kod vzorku A B C D
poradi

3. Vstrebatelnost

vvvvv

po nejlépe vstiebatelny (4), pficemz dva vzorky nesmi mit stejné potradi.

kod vzorku A B C D
potadi
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4. Viné
Serad’te nasledujici 4 vzorky podle prijemnosti od nejméné piijemné viné (1) po nejvice
pfijemnou vini (4), ptfi¢emz dva vzorky nesmi mit stejné potadi.

kod vzorku A B C D
poradi

5. Textura
Setad’te nasledujici 4 vzorky podle pfijemnosti pii aplikaci od nejméné piijemného (1) po
nejvice ptijemny (4), pficemz dva vzorky nesmi mit stejné poradi.

kod vzorku A B C D
poradi

6. Hydratac¢ni Gcinky
Serad’te nésledujici 4 vzorky podle hydrata¢nich u€inkli od nejméné hydratacniho (1) po nejvice
hydratac¢ni (4), pfi¢emz dva vzorky nesmi mit stejné potadi.

kod vzorku A B C D
poradi

7. Poradovy preferencni test
Serad’te nasledujici 4 vzorky podle Vasich preferenci od nejhorsiho (1) po nejlepsi (4), pticemz
dva vzorky nesmi mit stejné potadi.

kod vzorku A B C D
poradi

8. Zaznamenali jste na pokoZce néjaky rozdil pfed a po pouZivani testovanych
produkti? Pokud ano, jaky a kdy se zac¢al projevovat?

9. Zaznamenali jste mezi jednotlivymi produkty A, B, C a D néjaky rozdil? Pokud ano,
tak jaky?

Ptipadné poznamky ¢i pfipominky:
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