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ABSTRAKT

V ramci disertacni prace byly vyvijeny metody pro stanoveni autenticity kosmetickych
vyrobkid a potravin s rostlinnou slozkou. Byla ovéfena ptitomnost pfirodnich slozek v sérii
prace byl vyvoj molekularné-biologické metody pro ucely detekce rostlinné slozky (byliny,
ovoce, silice) a probiotik pfitomnych v kosmetickych vyrobcich. Pro izolaci DNA
z kosmetickych pfipravkit byly pouzity komeréné dostupné izolacni kity a metoda byla
optimalizovéana pro izolaci rostlinné DNA ze vzorkli kosmetickych vyrobki. Metodou
polymerazové fetézové reakce (PCR) byla detekovana pfitomnost rostlinné matrice
v kosmetickych vyrobcich. Instrumentdlnimi metodami byla detekovana piitomnost vonnych
alergenti v kosmetickych ptipravcich. Byla zavedena metoda kvantifikace téchto alergenti
pomoci kapalinové chromatografie a vysledky méteni byly porovnany s vysledky plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. Navrzend metoda izolace a ndsledné amplifikace
rostlinné DNA je vhodna ke stanoveni autenticity bylinnych slozek v kosmetickych
vyrobcich. Navrzenda HPLC metoda je jednoducha a levna metoda vhodna ke stanoveni
pritomnych alergenti v mnozstvi nutném pro dodrZeni legislativy EU analytli a v pozadované
citlivosti (kromé hydroxycitronelalu). Obé metody lze vyuzit i pro analyzu potravinarskych
vyrobkd.

ABSTRACT

In the final thesis, methods were developed for determining the authenticity of cosmetic
products and food products with a plant component. The presence of natural ingredients in a
series of model and commercial cosmetic products was verified and their authenticity was
verified, too. The focus of the work was the development of a molecular-biological method
for the detection of plant components (herbs, fruits, essential oils) and probiotics present in
cosmetic products. Commercially available isolation kits were used for the isolation of DNA
from cosmetic products and the method was optimized for the isolation of plant DNA present
in cosmetic products. The presence of a plant matrix in cosmetic products was detected by the
polymerase chain reaction (PCR) method. Instrumental methods were used to detect the
presence of fragrance allergens in cosmetic products. A method of quantifying these allergens
using liquid chromatography was introduced and the measurement results were compared
with the results of gas chromatography with mass detection. The proposed method of isolation
and subsequent amplification of plant DNA is suitable for determining the authenticity of
herbal ingredients in cosmetic products. The proposed HPLC method is a simple and
inexpensive method suitable for determining the allergens present in the amount necessary to
comply with EU analyte legislation and in the required sensitivity (except for
hydroxycitronellal). Both methods are suitable to be used for the analysis of food products,
too.
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1 UVOD

Kosmetické vyrobky jsou nedilnou soucésti spolecnosti jiz tisice let. V dnesni dob¢ je kladen
diiraz zejména na zdravotni nezavadnost bézné dostupnych kosmetickych vyrobkl a ptirodni
puvod kosmetickych surovin. Globdlni trh s pfirodni a organickou kosmetikou jen v roce
2022 dosahoval hodnoty 12,5 miliardy dolart. Evropa a Severni Amerika jsou nejvétsimi trhy
pro piirodni a organické produkty osobni péce a asijsky trh vykazuje v tomto ohledu nejvyssi
nariist zajmu o ptirodni/bio produkty. Organicka a ptirodni kosmetika se fidi zejména dle
standardu COSMOS a normy ISO 161128. Ptirodni kosmeticky produkt je pfipraven ze
slozek ptirodniho pivodu ziskanych mikrobiologickymi, enzymatickymi nebo fyzikalnimi
metodami, jako je lisovani, destilace, extrakce, filtrace nebo suSeni. Celosvétoveé 1 v ramci
Evropy existuje celd tfada certifikatt, které certifikuji dle standardu COSMOS, pro jejichz
ziskani je dilezity zejména piivod pouzitych surovin. Je zakazano pouzivat produkty
petrochemického primyslu, syntetické vonné latky a jsou podporovany ptirodni konzerva¢ni
systemy.

cvwr

nasledek ,,padélani né€kterych surovin. Toto padélani se muze tykat ndhrady suroviny za
surovinu levnéjsi, naptiklad ptirodni aroma nahradit syntetickymi vonnymi latkami. Mize byt
také tvrzeno, Ze vyrobek obsahuje extrakt nebo pfimo celé ¢asti rostlin, ale ty se ve vyrobku
nenachazeji. Nekteré vonné latky také zptsobuji alergické reakce a jejich pfitomnost ve
vyrobku je legislativné upravena natfizenim Evropské komise. Instrumentadlni metody,
predevs§im plynovd a kapalinovd chromatografie jsou schopny detekovat ptitomnost
legislativné sledovanych 24 vonnych alergennich latek vrdmci jedné analyzy. Pomoci
molekularné-diagnostickych metod jsme zase schopni detekovat rostlinnou nebo bakteridlni
DNA piitomnou v kosmetickém vyrobku i ve velmi malém mnozstvi. Metodou polymerazové
fetézové reakce (PCR) je mozné zjistit, zda byla pfiddna ptirodni slozka v podobé celé
rostliny nebo pouze jeji viing.

Disertacni prace byla zaméfena na ovéteni autenticity kosmetickych vyrobktl, konkrétné
byla ovéfena piitomnost pifirodnich slozek v sérii kosmetickych vyrobkli molekularné-
diagnostickymi a instrumentalnimi metodami.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Dermis

Lidska ktze je nejvétsi lidsky orgdn a tvoii pfirozenou bariéru mezi vnitinim a vnéjSim
prostiedim, chrani proti mechanickému poskozeni, UV zafenim, chemickymi latkami a
ztratou vody. Dochdzi zde ke tvorbé vitaminu D, klize pomaha regulovat télesnou teplotu a
vyluCovat odpadni latky. Kuzi tvoii tfi vrstvy, pokozka (epidermidis), Skara (corium) a
podkozni vazivo (subcutis) [1].

2.1.1 KozZni bariéra

Specifické hrani¢ni prostiedi kiize je tvofeno produkty mazovych a potnich Zzlaz a
odloucenymi keratinovymi bunkami, pH se pohybuje okolo 4,5-5,5. Kozni film tvoii
z vétsiny glanduldrni lipidy minoritné epidermdlni lipidy. Epidermdlni lipidy vypliuji
mezibunécné prostory a zdsadné prispivaji k udrzeni vody v pokozce. Kozni film chrani
organismus pied osidlenim klze jinymi mikroorganismy, obzvlast patogeny. Pii vzniku
nestabilniho prostfedi, kterou je napt. zména pH, bobtnani, zména hydratacniho faktoru,
dochazi nasledné k naruSeni kozni bariéry a to vede k rozvoji koznich chorob (psoriaza,
ichty6za). Télni maz pomaha udrzovat kiizi hydratovanou, jedna se o smés mastnych kyselin,
voskovych estert, triglyceridli, skvalenu, cholesterolu a odumfielych bun¢k kiize. Mnozstvi
produkovaného mazu je ovlivnéna vékem, hormony a stravou. Vysoké produkce télniho mazu
naopak zpusobuje vznik dermatitidy a akné [2; 3]. Tato onemocnéni jsou samoziejmé spojena
1 s mikrobidlni nerovnovahou.

2.1.2 Kozni mikrobiom

Vsechny populace mikroorganismi, které se nachdzi na pokozce, se nazyvaji kozni
mikrobiom. Jedna se o bakterie, kvasinky, houby a viry. Podstatnou ¢ast mikrobiomu tvofi
bakterie, jen na lidskych rukou se jich nachazi 3,9 - 10* az 4,6 - 10° CFU-cm™ [4].
U dospélého jedince se mnozstvi piitomnych bakteridlnich druhti pohybuje v rdmci stovek az
tisice, jedna se naptiklad o rody Staphyloccocus, Cutibacterium a Brevibacterium. Jejich
diverzita 1 pocCet je zavisla na véku, stravé, hormonalni rovnovaze, ale také na vhodném
pouzivani kosmetickych vyrobki, zejména mydel a antimikrobialnich ptipravka. Pii jejich
castém pouzivani dochdzi k naruseni pH pokozky a nasledné disbidze (naruseni ptirozené
mikrobidlni rovnovahy). Nésledkem disbiozy pak mize dojit ke vzniku ekzému, lupénky,
kontaktni dermatitidé a dalSim [5].

2.1.2.1 Onemocnéni kiiZe

Nasledkem dysbiozy pak mutze dojit ke vzniku ekzému, lupénky, kontaktni dermatitidé a
dal§im onemocnénim kize. Castym onemocnénim kiZe je také atopickd dermatitida, kterou
spousti hormony, stres, strava, ale také drazdivé latky. U tohoto typu dermatitidy je velmi
Casta stafylokokova nebo streptokokova bakterialni kozni infekce, protoze lidé s atopickou
dermatitidou maji snizenou schopnost bojovat proti béznym bakteridlnim infekcim [6].



Jednim z nejcastéjSich dermatologickych onemocnéni je akné. Jednd se o zanétlivé
chronické onemocnéni mazovych zlaz, které vede ke vzniku a pupinki a viedl. Vznik téchto
viedl je zpusoben zanétem vyvodii mazovych zldz, kde dojde k nahromadéni odumielych
bun¢k klze, tim jsou ucpany péry. Druhym zplisobem vzniku viedu je zvySend tvorba
kozniho mazu, ktery vznik4 na zdklad¢ zvySené Cinnosti mazovych zlaz. Toto prostiedi je
idealni pro mnozeni bakterie Cutibacterium acne, kterd poté zplsobi zanét a prispiva ke
zhorseni akné [7; 8].

2.2 Kosmeticky vyrobek

Jedna se o latku nebo smés latek, ktera slouzi k ociste, vylepSeni estetického dojmu nebo
k parfemaci. Aplikuje se pfevazné na vnéjsi ¢asti lidského téla (pokozka, rty, nehty, vlasy),
ale i na Ustni dutinu a zuby. Kosmetické vyrobky se vyrabély uz ve starovéké Cing, Recku,
Rimé, Egypté a Persii. Nejéastéji byly pouzivany vonné oleje a masti na zjemnéni pokozky a
zamaskovani zapachu. Mezi nejpouzivangjsi suroviny patiily myrta, tymian, levandule, rize,
olivovy olej a mnoho dalSich. Téz byly vyrabény barvy na ptirodnim zakladu, které pak byly
pouzivany k barveni téla i vlasi. V obdobi renesance doslo k dalSimu vyznamnému rozvoji,
zejména ve vyrobé parfémii a parfémovych smési. Kosmetologie, jako védni disciplina,
vznikla az ve 20. stoleti, spojovala poznatky dermatologie a pfirodovédnych disciplin. Dodnes
se zabyva vyzkumem a ptipravou kosmetickych vyrobkt [3; 9; 10].

V Evropské Unii upravuje pravidla pfijimani kosmetickych vyrobkli na trh Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady ¢. 1223/2009 o kosmetickych ptipravcich, ve kterém jsou
uvedeny bezpecnostni pozadavky a povinnost informovat i moznych nezédoucich ucincich.
Vyrobek musi byt zdravotné nezavadny a na obalu musi byt vyznacen ¢asovy udaj minimalni
trvanlivosti [11].

2.3 Slozeni kosmetickych vyrobkii

Mezi suroviny pro vyrobu kosmetickych vyrobki se fadi celé tisice latek, jejichz pocet se
stale zvySuje diky vyrobé novych syntetickych latek. Mezi nejstarSi a nejdéle pouzivané
suroviny se fadi latky rostlinného i zivocisného ptivodu, napt. rostlinné oleje, vceli vosk a 1.
Dodnes se také pouZzivaji nerostné materialy, zejména pigmenty. DalSimi dtlezitymi slozkami
jsou kyseliny a zasady pro tpravu pH vyrobku, alkoholy, jily, Skroby, gumy, hydratacni latky,
konzervacni latky, antioxidanty a vonné latky [3].

2.3.1 Voda

vvvvvv

pritomnych v kosmetickém vyrobku. Voda byva ve vyrobcich ¢asto vazana humektanty, napf.
glycerol, sorbitol nebo propylenglykol. Pro kosmetické ucely je vyuzivana pitnd, mineralni a
motska voda. Pro vyrobu kosmetickych vyrobkul je tfeba vodu Cistit, pouziva se destilace,
demineralizace spolu se sterilizaci UV zafenim a reverzni osméza. [3; 12].
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2.3.2 Lipidy

Jedna se tuky a latky tukové povahy rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech.
Pomadhaji vytvaret pfirozeny kozni film a podileji se na bariérové funkci pokozky. Mezi
kosmeticky vyznamné lipidy se fadi tuky, vosky, fosfolipidy (lecitin), sfingolipidy (ceramid)
a isoprenoidy (vitamin A a E). N¢které mastné kyseliny maji antibakterialni ucinek, napf.
kyselina palmitovda, kapronova a kaprylova. Jiné naopak bakteridlni rist podporuji, napft.
kyselina olejova [3].

2.3.2.1 Tuky

Jsou to estery mastnych kyselin a glycerolu. Z hlediska ptivodu se d€li na rostlinné a
zivoCi$né, z hlediska skupenstvi rozliSujeme pevné tuky a oleje [3].

Rostlinné tuky se ziskavaji ze semen a plodi rostlin, a to lisovanim za studena
(nejkvalitngjsi) 1 za tepla, nebo extrakci organickymi rozpoustédly (nejméné kvalitni).
Nejcastéji pouzivanymi oleji jsou olej olivovy, slunecnicovy, sojovy (vysoky obsah
nenasycenych mastnych kyselin a lecitinu), podzemnicovy, mandlovy, ricinovy, avokaddovy a
kakaové méslo. Zivo&isné tuky jsou vyuZivany minoritng, pouZiva se napf. vepiové sadlo,
norkovy olej a rybi tuk [3].

2.3.2.2 Vosky

Jsou to estery mastnych kyselin a alkohold. Vosky se dobfe vaZzou na pokozku a usnadiuji
pronikani biologicky aktivnich latek. Pfirodnich voskl je k dispozici mdlo, v kosmetice se
vyuziva vosk karnaubsky a japonsky. Z chemického hlediska je voskem i jojobovy olej.
Z zivocisnych voskll je nejcastéji pouzivany vceli vosk a lanolin. Lanolin velmi dobie vaze
vodu, a proto se pouziva jako emulgator typu voda v oleji. Déale se velmi Casto pouzivaji
vosky syntetické napt. isopropylmyristat, okrylstearat, decyloleat a dalsi [3].

2.3.3 Tenzidy

Jedna se o latky s povrchovou aktivitou. Maji amfifilni molekularni strukturu a diky tomu
jsou pouzivany jako emulgatory. Dle polarity hydrofilni ¢asti molekul se pouzivaji jako
emulgator pro emulze typu voda v oleji nebo olej ve vodé. Cim je hydrofilni &ast tenzidu
polarngjsi, tim je rozpustn€j$i ve vod¢. Dulezitym parametrem je hydrofilné-lipofilni
rovnovaha tenzidu (HLB — hydrophylic-lipophilic balance). Jedna se o pomér hydrofilni ¢asti
tenzidu viici Casti lipofilni. Dle HLB lze posuzovat chovani tenzidu na fazovém rozhrani.
HLB se vyjadfuje pomoci bezrozmérného ¢isla na stupnici v rozsahu hodnot 0 —50. Pii
mensich hodnotadch podporuje tenzid vznik emulzi typu V/O, piti vysSich O/V. Nejvyssich
hodnot HLB dosahuji detergenty, praci prostiedky a solubilizatory [3; 13].

2.3.4 Parafinické uhlovodiky

Jsou to produkty zpracovani ropy nebo chemické syntézy. Jsou hojné vyuzivany diky své
chemické inertnosti a stabilité, snadné zpracovatelnosti a cené. Tyto nepolarni slouceniny je
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nutné kombinovat s jinymi latkami polarniho charakteru pro dosaZeni vlastnosti pfirozeného
kozniho filmu. Jedna se napi. o parafin, ceresin a vazelina [3].

2.3.5 Barviva a pigmenty

Tyto latky se vyuzivaji zejména v dekorativni kosmetice. Zasadni je zdravotni nezdvadnost a
nealergenni povaha, dale musi byt barevné stal¢, chemicky stabilni, mit dobrou kryci
schopnost a musi byt snadno odstranitelné z pokozky. Mezi pigmenty se fadi latky ptirodniho
1 syntetického ptivodu, napft. hlinky, okry a béloby (zinkova a titanové). Hlinky a okry jsou
kiemicitany hliniku s obsahem manganu a zeleza [3].

2.3.6 Latky zvySujici stabilitu

Nékteré¢ suroviny podléhaji oxidaci nebo mikrobidlnimu rozkladu, pro prodlouzeni doby
trvanlivosti se pridavaji stabilizacni latky. Castou pouZzivané antioxidanty jsou napf. estery
kyseliny trihydroxybenzoové nebo gallové, kyselina askorbova a tokoferol [3].

2.3.7 Konzervaéni latky

Do ptipravkl s vysokym obsahem vody (emulze, gely) je obzvlast’ dilezité pridavat latky
zabrafujici mnozeni mikroorganismil. Pfidavaji se latky s bakteriostatickym (fungistatickym)
i baktericidnim (fungicidnim) u¢inkem. Casto se pouzivaly/ji parabeny, ale mnoho z nich bylo
zakazano do kosmetickych vyrobki ptidavat. Nebyly vSak zakézany vSechny, zejména kvili
tomu, ze za n¢ neni zatim dostupna ve vod¢ dobfe rozpustnd ndhrada. Dale se pouziva
kyselina sorbova (fungistatikum v potravinaistvi), kterd mad synergicky ucinek napf.
s kyselinou askorbovou. S nartstajicim trendem organické kosmetiky je vybér konzervacnich
latek pro tyto kosmetické ptipravky velmi omezeny, lze pouZzit napf. sodium anisat a sodium
levulinat [3; 12].

2.3.8 Probiotické bakterie

Do kosmetickych vyrobkil 1ze ptidavat i probiotické bakterie, ty jsou schopny produkovat
Sirokou Skélu antimikrobidlnich sloucenin, jako jsou napiiklad organické kyseliny (mlécna,
mravenci, propionova). Jako soucast kosmetickych vyrobk a hygienickych potieb se aplikuji
na kazi a sliznice. Probiotické bakterie by mély svou pfitomnosti pfiznivé ovlivilovat
zdravotni stav pokozky a sliznic, zejména u velmi citlivé az atopické pleti, vytvofenim
ochranné bariéry. Tyto piipravky by mély napomdhat obnové piirozené kozni mikroflory,
rehydrataci dehydrované pokozky a aktivovat obranné mechanismy kiize. Bézné dostupné na
trhu jsou gely pro intimni hygienu, krémy, tampony a Gstni pastilky [14; 15].

2.3.9 Aktivni latky

V ptipad¢ ptirodni kosmetiky jsou pfidavany rizné vytazky a extrakty z rostlin do vyrobki.
Je tfeba knim pfistupovat obezfetné, protoze tyto latky jsou ucinné a mohou vyvolat
nezadouci reakce u citlivych jedinct. Piikladem biologicky aktivni latky (BAL) jsou napf.
alfa-hydroxykyseliny (kys. citronovd, vinnd a jablecnd — vyskytuji se v ovocnych $téavach,
vazou ionty tézkych kovl), vitaminy (A,D,E,B5), azuleny a bisabolol (G¢inné latky
hefmanku, tlumi zanéty).
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2.3.10 Vonné latky

Rostlinné silice, diive bézn¢ oznacované jako éterické nebo esencialni oleje, jsou organické
latky rostlinného plivodu. Tyto organické latky miizeme nalézt v riznych potravinaiskych
vyrobcich a ve vSech typech kosmetickych vyrobkill, kde jim proptijcuji pfijemnou vini.
Pouzivaji se v celé skéle produktii bézného uzivani, jako jsou napt. deodoranty, Sampony,
kondicionéry, pény po holeni, prostfedky na prani, uklidové prostiedky, atd. V jednom
kosmetickém vyrobku se mlze nachazet 20 az 200 vonnych latek z celkového poctu vice nez
3 000 dostupnych substanci. NejvétsSim zdrojem vonnych latek a esencialnich oleji jsou
rostliny, ale nékteré se ziskdvaji také z Zivocichil, fas a liSejniki. Castou alternativou
k pfirodnim latkam jsou latky synteticky vyrobené, které se pouzivaji zejména proto, ze jsou
levnéjsi. Vyrobei tak nejsou zavisli na dodavkach plodin, které nemusi mit odpovidajici
kvalitu. Dal§imi divody mohou byt obtizny postup pii ziskavani pfirodni latky a nedostatecné
nebo chybéjici pfirodni zdroje [16].

Pivodné byly vonné latky macerovany do oleje, dnes se Cerstvé rostliny destiluji vodni
parou nebo v piipadé¢ citrusovych ploda se lisuje kiira plodd, vysoce kvalitni silice 1ze ziskat
také CO; extrakei. V €istém stavu nejsou esencialni oleje pfili§ stdlé a mohou byt alergenni,
proto se nedoporucuje, aby se v koncentrovaném stavu dostaly do styku skiizi, a do
vyslednych produktl jsou ptidavany ve ziedéném a upraveném stavu. Toto se fe$i ptipravou
vonnych kompozic, kazdd kompozice obsahuje bazi (hlavni charakter vonné kompozice),
adjuvans (slozka viing€, ktera doplituje a podtrhuje charakter viin€) a fixator (latka, kterd ma za
ukol stabilizovat, prodlouzit a zesilit viini). Nékteré vonné latky vSak i ptes vyredéni byly pro
spotiebitele pfili§ drazdivé na kiizi a jejich pouziti bylo legislativné omezeno [3].

Tekavost vonnych latek miize byt bud’ vysoka (olej vyprchéa do 24 hodin), stiedni (vyprcha
do 48 hodin, napi. levandule a geranium) nebo nizkd (vyprcha do jednoho tydne, napf.
jasmin, rize, neroli). Levandulova silice se ziskava z kvetoucich stonkii levandule, obsahuje
mimo jiné levandulol, linalool, geraniol a nerol. Je antiseptickd, ma uklidiiujici ucinky a jeji
toxicita je velmi nizkd. Meduiikova silice se ziskava z kvetouci ¢asti meduiiky, silice ptisobi
antidepresivné a obsahuje gerniol, citral, linalool a citronelal. Do napafovacich pfistroji se
v nizké koncentraci pouziva silice zmaty peprné. Nejcastéji pouzivanymi silicemi
s osvézujici a piijemnou vini jsou citrusové silice [3].

2.3.11 Alergeny v kosmetickych vyrobcich

Nekteré latky nepfiznivé plisobi na lidské zdravi a zplsobuji alergické reakce ve formé
dermatitidy (zanét ktze) [17]. Dle Scientific Comittee on Consumer Safety (SCCS) bylo
identifikovano 82 latek, které mohou byt klasifikovany jako alergeny, z toho 54 jednotlivych
chemikalii a 28 ptirodnich extraktl. V pfipadé zen jsou nejCastéjSimi zdroji senzibilizace
deodoranty, parfémy a prezervativy. V ptfipadé¢ muzii jsou to deodoranty a pény po holeni
[16]. Mnozstvi alergenu pfitomného v kosmetickém vyrobku je regulovano. VSechny
pfitomné alergeny musi byt uvedeny na etiketé, a to pokud rinse-off (smyvaci) produkty
obsahuji 100 mg-kg' a vice alergenu a leave-on (nesmyvaci) produkty 10 mg-kg' [18].
Kosmetické produkty jsou proto podrobovany analyzam, které poméhaji detekovat pfitomnost
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alergennich slozek, ale také kvili kontrolovat kvalitu a slozeni vyrobku, ve kterém by mohly
byt nékteré drahé prirodni latky nahrazeny levnéjSimi syntetickymi [19]. Alergeny mohou byt
bud’ bilkovinné povahy, ale v ptipadé¢ vonnych kompozic jsou ptivodcem alergie predevsim
nizkomolekularni latky.

2.3.11.1 Alergeny bilkovinné povahy

Nejrozsitengjsimi skupinami rostlinnych proteini s alergennim uc¢inkem, jsou nadrodiny
cupinu (v séjovych bobech, araSidech a dalSich ofeSich) a prolaminu (lusténiny, ofechy,
obiloviny, ovoce a zelenina). Také proteiny podilejici se na obranném systému rostlin jsou
zodpoveédné za zkiizenou alergickou reakci pylu s ovocem. Cela fada alergickych reakci po
konzumaci nékterych potravin je zpisobena alergeny z plodi Rosaceae (jablka, meruiiky,
hrusky) a Apiaceae (celer a mrkev), které vykazuji kiizovou reakci s pylem btizy (alergen
Betv 1). International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature
Subcommittee  sestavila seznam  alergent  klasifikovanych dle jejich  zdroje
(http://www.allergen.org) [20; 21; 22].

2.3.11.2 Nizkomolekularni alergenni latky

Dle evropské legislativy je nutno uvadét parfémové a aromatické kompozice a jejich suroviny
slovy ,,parfum® nebo ,,aroma“. Kromé toho existuje 26 sloucenin (z toho 24 t€kavych latek a
2 ptirodni extrakty) jejichz pfitomnost musi byt vyznacena v seznamu piisad podle Natizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009¢l. 19 odst. 1 pism. g), pokud jeji
koncentrace piekracuje 0,001 % v piipravcich, které se neoplachuji a 0,01 % v ptipravcich,
které se oplachuji. Je nutné uvadeét je na etiketé z divodu jejich alergennich ucinki. Jedna se o
vonné latky, které se pfirozen¢ vyskytuji v rostlinach, ale i latky synteticky vyrabéné.

V Tabulce 1 je uvedeno vSech 24 teékavych latek, jejich chemické ndzvy, a zda se jedna o
syntetickou nebo ptirodni latku. Jejich chemickou strukturu a podrobnéjsi popis, véetné jejich
pouziti v kosmetice a potravinaiském priimyslu, je uvedeno v Piiloze 3. Od vydani tohoto
nafizeni v roce 2009 doslo k n¢kolika zménam, a to hlavn¢ k uplnému zakazu ptidavani lyralu
(nafizeni Evropské komise 2017/1410) a lilialu (nafizeni Evropské komise 2021/1902) do
vSech kosmetickych vyrobkl. Tyto latky se tak pfesunuly na list zakdzanych latek, o to
dalezit¢jsi je vSak hlidat, zda se vyrobci nafizenim tidi a tyto latky se ve vyrobcich uz
skute¢n¢ nevyskytuji [11; 23].
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Tabulka 1:24 vonnych latek s alergennim ucinkem [24]

Nazev Chemické nazvoslovi Vyskyt
Amylcinamal 2-Benzylideneheptanal piirodni latka
Amylcinamylalkohol 2-Pentyl-3-phenylprop-2-en-1-ol synteticka latka
Anisalkohol 4-Methoxybenzyl alcohol pfirodni latka
Benzylalkohol Benzylalkohol piirodni latka
Benzylbenzoat Phenylmethyl benzoat piirodni latka
Benzylcinnamat 3-Phenyl-2-propenoic acid phenylmethyl ester | pfirodni latka
Benzylsalicylat Benzyl-2-hydroxybenzoat pfirodni latka
Cinamal 3-Fenyl-2-propenal piirodni latka
Citral 3,7-Dimethyl-2,6-oktadienal piirodni latka
Cinamylalkohol 3-Fenyl-2-propen-1-ol pfirodni latka
Citronelol (¥)-3,7-Dimethylokt-6-en-1-ol pfirodni latka
Kumarin 2H-1-Benzopyran-2-on prirodni latka
Eugenol 2-Methoxy-4-(2-propenyl)-fenol piirodni latka
Farnesol 3,7,11-Trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-ol ptirodni latka
Geraniol 3,7-Dimethyl-(2E)-2,6-octadien-1-ol ptirodni latka
Hexylcinamal 2-Benzylideneoctanal prirodni latka
Hydroxycitronelal 7-Hydroxy-3,7-dimethyloctanal synteticka latka
[zoeugenol 2-Methoxy-4-(1-propenyl)-fenol pfirodni latka
a-1zomethylionon ;—;\_/I;_télztle-i-géi,6-tr1methyl-2-cyclohexen- - synteticka latka
Lilial” 2-(4-tert-Butylbenzyl) propionaldehyde synteticka latka
Limonen (4R)-1-Methyl-4-(1-methylethenyl)cyclohexen | pfirodni latka
Linalol 3,7-Dimethyl-1,6-octadien-3-ol ptirodni latka
Lyral® Hydroxyhexyl-3-cyclohexene carboxaldehyde | syntetickd latka
Methylheptincarbonat | Methyl-2-oktynoat synteticka latka

"y soucasné dobé presunuty na list zakdzanych latek pro pouZiti v kosmetice

2.4 Rostliny v kosmetice

Rostliny piidavané do kosmetiky jsou vétSinou léCivé, obsahuji komplexy latek, jejichz
vlastnosti se dopliuji. Nékteré rostliny jsou Skodlivé nebo nebezpecné, ale i vSeobecné
uznavané lé¢ivky nemusi byt vSemi jedinci dobfe snaseny, napif. hefmanek. Z hlediska
kosmetiky jsou zajimavé jak primarni metabolity rostlin (sacharidy, tuky, mastné kyseliny),
tak sekundarni metabolity (saponiny, alkaloidy, kumariny, silice, tfisloviny a dalsi).
Do kosmetickych piipravki je mozné pouzit rostliny v Cerstvém stavu. V ptipadé pletovych
masek se vyuziva se zejména duziny plodi (merunky, broskve, okurky, jahody), pouzivaji se
vsak také vyluhy. Ze susenych bylin a rostlin Ize také ptipravovat odvary a nalevy k okamzité
spotiebé, vhodné jako obklady a pletové masky. Déle se pfipravuji tinktury a extrakty, ty je
mozné piidavat do kosmetickych ptipravka jako biologicky aktivni latky (pletové masky,
krémy, bylinkové koupele). Poslednim zplisobem vyuziti celych rostlin v kosmetice, je
ptiprava vyluht v propylenglykolu nebo olejich, které se pridavaji do riznych kosmetickych
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receptur. V rdmci ptirodni a organické kosmetiky je mozné pouzivat i celé Casti rostlin,
zejména v pripad¢ peelingl, kde se jako abrazivum pouzivaji rtizna seminka, tfeba malinova
nebo jahodova. Téz se pouzivaji meruiikova jadra o rizné hrubosti [3; 25].

2.4.1 Organicka a prirodni kosmetika

Podstatnou ¢ast vySe zminénych surovin fadime do kategorie piirodnich latek. Mezi latky
ptirodniho ptivodu se fadi voda, minerdly a zpracované zemédé€lské plodiny (mohou byt
1 vhodné chemicky upravené). Mezi zpracované zemédé€lské plodiny se fadi zejména rostlinné
oleje, extrakty, vodné vyluhy bylin, éterické oleje a dalsi [12]. V pfirodni kosmetice pouzivaji
prirodni latky a vyrabi se procesy udrzitelné vyroby. Aby kosmeticky vyrobek mohl byt
oznaceny jako ptirodni nebo organicky, musi spliiovat tyto podminky:

1) Pouzivat produkty ekologického zemédélstvi

2) Zodpovédné vyuzivat ptirodni zdroje

3) Respektovat Zivotni prostfedi v rdmci zpracovani a vyroby produkti

4) Rozvoj konceptu ,,zelené chemie“ — chemické procesy, které eliminuji tvorbu
nebezpecnych latek pro prostredi

Tyto podminky pro pifirodni kosmetiku si na mezindrodni urovni stanovily certifikacni
instituty a spoleCnosti jednotlivych stati a sdruzuji se pod normou COSMOS (Cosmetics
Organic and Natural Standard). Produkty podléhajici certifikaci musi obsahovat minimalné
95 % prisad organického plvodu, nesmi tedy obsahovat ve vyS$i mife produkty
petrochemického pramyslu, vcetné prezervacnich latek petrochemického ptivodu. Vyjimkou
pro 95% kritérium jsou parfémy a dezinfekéni gely, u kterych neni mozné z hlediska jejich
podstaty dosdhnout tohoto kritéria [12].

2.5 Typy kosmetickych vyrobki
Vyrobky pro osobni hygienu (Personal Care Products, PCP) Ize rozliSovat na 2 skupiny dle

aplikace:

e Rinse-off produkty — po aplikaci na kizi se nesmyvaji,
e Leave-on produkty — po aplikaci se smyvaji.

PCP lze také rozliSovat dle zamyslené aplikace (vlasovd kosmetika, krémy, télova mléka,
make-up, laky na nehty, parfémy, koupelové produkty, prostiedky pro ustni hygienu, atd.)
Také lze rozlisit kosmetické vyrobky dle formy (roztoky, emulze, suspenze, pudry, produkty
s lipofilnim zakladem, gely) [16; 26].

2.5.1 Roztoky

Roztoky jsou tvofeny zejména homogennimi smésmi, kde hlavni slozku tvoti voda, alkohol
nebo olej a do ni jsou pridany rozpustné komponenty [3; 27]. Jednd se o formu kosmetického
vyrobku, kterd je velmi jednoducha na ptipravu [28].
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Mezi roztoky patii toaletni voda, parfémy, ustni voda, masazni olej a dezinfekéni roztoky

[1].

2.5.2 Emulze

Emulze je dvoufazovy disperzni systém sloZeny ze dvou vzdjemné nemisitelnych kapalin.
Jedna je hydrofobni a oznacuje se jako olejova faze. Druha je hydrofilni a oznacuje se jako
vodna faze. Dle toho, které faze tvofi disperzni prostiedi, lze emulze rozdélit na 2 typy [3]:

e Olej ve vodé (O/V) — disperzni prosttedi tvoti hydrofilni slozka (hydroemulze)
e Voda v oleji (V/O) — disperzni prostiedi tvoii lipofilni slozka (oleoemulze)

Pro lepsi spojeni fazi a zvySeni stability emulze se pii jeji piipravé priddva emulgator.
Emulgatory jsou amfifilni latky, maji tedy ¢ast molekuly hydrofilni a ¢ast lipofilni. Nejcast&ji
se pouzivaji tenzidy, ale 1ze vyuzit téz polyakrylamidy a derivaty celulozy [27].

Emulze je jedna z nejrozsifenéjSich forem kosmetickych vyrobki, do této kategorie patii
napf. krémy a mléka [3].

2.5.3 Suspenze

Suspenze je dvoufazovy disperzni systém, kde jednu fazi tvofi kapalina a druha ma pevné
skupenstvi. Pro zabranéni sedimentace je tfeba pouzit komponenty, které zvysuji stabilitu a
viskozitu vysledného produktu a napomdhaji rovnomérnému rozptyleni castic pevného
podilu. Pouzivaji se napt. bentonitové jily a karbomery [3; 29].

Mezi vyrobky na bazi suspenze se fadi dekorativni kosmetika, pasty a opalovaci krémy
s oxidem titani¢itym [3].
254 Pudry

Pudry jsou smeési dvou a vice slozek pevného skupenstvi v praskové formé. Nejcasteji
pouzivanymi komponentami jsou mastek, kifemicitany a Skrob. Z hlediska skladovani jsou
citlivé na vlhkost, nezadouci podminky mohou vést k trvalému znehodnoceni [28].

Mezi pudry se fadi pudry na nohy, détské pudry a zkraslovaci kosmetika.

2.5.5 Produkty s lipofilnim zakladem

Lipidy jsou estery vyssich mastnych kyselin a alkoholl. Dle skupenstvi lipidy pak dale délime
na oleje, tuky a vosky. Lipidy miZeme také rozdélit dle pivodu na pfirodni a syntetické.
Ptirodni lipidy maji vzdy sudy pocet uhlikii a fadi se sem rostlinné oleje, naptiklad kokosovy,
arganovy nebo Inény olej, a Zivocisné lipidy, napfiklad lanolin nebo lij. Mezi syntetické oleje
fadime produkty zpracovani ropy, napiiklad vazelina nebo parafinovy olej [30].

Do této skupiny se fadi rténky, lesky na rty a vlasové kondicionéry.
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25.6 Gely

Gely jsou jednofazové smeési s vnitini sitovanou strukturou. Zakladnimi slozkami jsou
kapaliny, které jsou misitelné a maji shodné lyofilni vlastnosti. Pokud jsou hydrofilni, vznikly
gel se oznacuje jako hydrogel. KdyZ jsou obé slozky lipofilni, vznika lipogel nebo oleogel.
Pro ptipravu trojrozmérné struktury gelu, je zapotiebi ptidani zahustovadla nebo gelovaciho
¢inidla, které zaroven zvySuje viskozitu vysledného produktu. Jedna se zejména o polymerni
latky [3; 27]. Tyto polymerni latky 1ze rozdélit [27; 31]:

e piirodni — polysacharidy a jejich derivaty (celul6za, guarova guma, xantanova guma),
alginat, pektin
e syntetické — polyakrylova kyselina a jeji derivaty

Kosmetické vyrobky v této kategorii se vyznacuji prihlednosti nebo opalescenci a tadi se
sem napft. myci nebo holici gely [28].

2.6 Projevy destabilizace kosmetického vyrobku

Pti procesu destabilizace dochazi ke zméné ptivodnich vlastnosti vyrobku, jedna se zejména o
vlastnosti chemické, fyzikalni, senzorické a mikrobiologické [32]. Pti destabilizaci vyrobku
pozorujeme vét§inou zmeénu vlastnosti z vice kategorii zaroven.

2.6.1 Zména chemickych vlastnosti

Chemické vlastnosti jsou uzce spojeny se slozenim a molekulovou strukturou vyrobku,
nachylné k degradaci jsou zejména lipidy, emulgatory a konzervacni latky. Jednim
z dulezitych parametr je pH, které¢ ovliviiuje rozpustnost latek, napt. rozpustnost kyseliny
hyaluronové a benzoové pii vysSim pH, a funkénost vyrobki, napt. antibakteridlni Gc¢inky
antiperspirantli s pH hodnotou 4 [27]. Mezi rozkladné reakce ovliviiyjici stabilitu vyrobku se
fadi hydrolyza, vii¢i které jsou nachylné¢ zejména emulgatory. DalSimi projevy chemické
destabilizace jsou oxidace, degradace jednotlivych slozek nebo jejich nezadouci interakce
[32].

Oxidace je dtlezitym destabilizacnim déjem, jehoZz nejcastéjsi ptivodcem je vzduSny
kyslik. Pfitomnost kovl (mangan, zelezo, méd’) oxidaci katalyzuje, d& urychluje také
pusobeni zvysené teploty a zafeni. K oxidaci zafenim jsou nachylné predev§im pigmenty
(oxidy zeleza a oxid titaniCity), v pfipad¢ zvysené teploty, jsou nachylné nenasycené lipidy,
rostlinné oleje a vonné latky [27; 32]. Pfi nadmérné zvySené okolni teplot¢ dochazi
u nenasycenych lipidi k procesu zluknuti, kdy vznikaji nepfijemné zapachajici latky, napf.
aldehydy, ketony a organické peroxidy [3]. Oxidaci se zabranuje pfiddvanim chelatac¢nich
¢inidel (EDTA) a antioxidantl, napf. kyselinou askorbovou, tokoferoly, thioly a také
flavonoidy (Obrazek 1) [3; 27].
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Obrazek 1: Chemicka struktura flavonoidut (A, B — benzenové kruhy, C — pyran)

Z chemickych vlastnosti se kromé stability zkouma také ptitomnost konzervantt,
zakézanych latek (pesticidy, tézké kovy, ftalaty, diethylenglykol, 1,4,-dioxan) a alergent.
Tyto latky se do vyrobku mtzou dostat v prubéhu vyroby a pii pouziti nekvalitnich surovin
[27; 33]. Z analytickych metod lze pro detekci pifitomnych latek pouzit UV-VIS
spektrofotometrii, hmotnostni spektrometrii, rizné typy chromatografickych analyz, anebo
infra¢ervenou spektrometrii [34].

2.6.2 Zména fyzikalnich vlastnosti

Mezi sledované fyzikalni vlastnosti vyrobku se mimo jiné fadi hmotnost, viskozita, bod tani,
mira stlacitelnosti, adheze, roztiratelnost, pevnost v tahu, doba odparovani aj. [35; 36; 33].
Vybér sledovanych vlastnosti se odviji od typu testovaného vyrobku, pro gely a krémy jsou to
napt. tokové vlastnosti a lepivost [35]. Fyzikalni vlastnosti tzce souvisi se senzorickymi
vlastnostmi produktu, fyzikdlni analyza je ale =zalozena na objektivnim méfeni
specializovanych piistrojii, napf. piistrojii na analyzu struktury a reologii [35; 36].

2.6.3 Zména senzorickych vlastnosti

Senzorické vlastnosti se hodnoti pomoci receptort lidskych smysld, vystupem je senzoricky
profil vyrobku. V praxi provadi senzorickou analyzu skupina proskolenych lidi, hodnotiteld.
Senzorickd analyza je dulezita obzvlast' pii vyvoji novych vyrobkil [27; 37]. NejcCastéji
pouzivanym smyslem je zrak, kterym se popisuje vzhled vyrobku, hodnoti se zejména vzhled,
mezi posuzované vlastnosti se fadi napf. barva vyrobku a jeji intenzita, lesk, pfipadné
prahlednost [37]. Hmatem se hodnoti konzistence, struktura, vlhkost a roztiratelnost vyrobku.
Radi se sem kinestéze, kde se testuje tlak a sila potiebna k pociténi zmén struktury vzorku, a
somastéze, ktera hodnoti pocit vyvolany v receptorech o naneseni vyrobku [38].

2.6.4 Zména mikrobiologickych vlastnosti

Kontaminace vyrobku nezadoucimi mikroorganismy a jejich nasledné pomnozeni je
zdravotnim rizikem pro spotiebitele, mize dochazet k podrazdéni pokozky, ale i k rozvoji
onemocnéni, napt. mykozy. Mikrobiologicka kontaminace téZ zplsobuje naruSeni stability
vyrobku a dochazi k rozpadu slozek a zluknuti. Do vyrobku se mikroby nej¢astéji dostavaji
v pribé¢hu vyroby a pfi pouzivani vyrobku. Kontaminanty jsou bakterie, kvasinky i plisné,
nejCastéji jsou to Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus a enterobakterie [3; 27; 39]. Pro tyto mikroorganismy je nulova
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tolerance, tzn. 1 g nebo ml vyrobku nesmi obsahovat zddny ze jmenovanych mikroorganismd.
Cim vyssi je obsah vody ve vyrobku, tim je nachylnéj§i ke kontaminaci. Pro zabranéni
kontaminace se do vyrobku pfidavaji konzervanty, do nékterych typti vyrobkli neni nutné
konzervanty pfidavat, jsou uvedeny v normé ISO 29621 [40]. Pouziva se Siroké spektrum
konzervacnich latek, pti pridavani do vyrobku je tieba dbat na jeho povahu, nékteré
konzervanty jsou vhodné do vyrobkll s vodnym zdkladem, jiné jsou vhodné pro olejovy
zéklad. Také je dulezité spektrum mikroorganismd, proti kterym je latka ucinna, proto se
nekteré konzervacni latky spolu vhodné kombinuji [3].

2.6.5 Stabilitni testy

Stabilita, nebo také trvanlivost, je ¢asovy udaj, ktery vyjadiuje dobu, po kterou si vyrobek
udrzi své puvodni chemické, fyzikalni, senzorické i mikrobidlni vlastnosti. Je ovlivnéna
samotnym sloZzenim vyrobku, vyrobnim postupem, balenim, transportnimi podminkami,
uskladnénim, ale hlavné zachazenim v pribéhu jeho pouzivani [32]. Testy stability se provadi
prave pro zjisténi doby trvanlivosti produktu [41].

Konkrétni typy stabilitnich testd jsou urfeny pouze pro krémy na opalovani a
antiperspiranty. V piipad€ krémi na opalovani je tfeba in vitro otestovat ochrannou schopnost
proti kratkovinnému UVB a dlouhovinnému UVA ultrafialovému zareni pii vlnové délce
370 nm a jejich ochranny slunecni faktor [42]. V piipad¢ antiperspirantii je tieba provadét in
vivo testy kviili pfitomnosti hlinitych soli a slouCeniny titanu [27; 43]. U ostatnich vyrobkt
zavisi volba stabilitnich testi na vyrobci, jsou voleny tak, aby nevyzadovaly Gpravu vzorku
pro méfeni, a zamétuji se na faktory nejvice ovliviujici produkt [32; 41; 44]. Stabilitni testy
se déli do dvou kategorii:

e Dlouhodobé testy stability, téz stabilitni testy vredlném cCase, se provadi za
konstantnich podminek a sleduje se hlavné vliv vlhkosti a teploty, vysledkem méteni
je hodnota skutecné stability [32; 44]. Nevyhodou téchto testli je jejich Casova
naro¢nost, coz je nepraktické, pti vyvoji novych vyrobkii [44; 45], proto se tyto testy
pouzivaji spiSe jako kontrolni k testim akcelerovanym. Odecitani hodnot se provadi
z pocatku kazdé 3 mésice a pak se interval prodluzuje na 6 — 12 mésict [32; 43].

e Zrychlené testy stability, také oznacovany jako zkousky za akcelerovanych podminek,
zkouska zrychleného starnuti nebo stresové testy. Stabilita vyrobkill je testovana za
zmeény okolnich podminek a plsobicich faktort, aby zména stability vyrobku mohla
byt sledovana v co nejkratsim ¢asovém horizontu [32; 44].

Pro testovani stability se nejcasteji vyuziva zméena teploty, vlhkosti a sledovani svételné
stability. Pii testovani by sledované vlastnosti mély byt zaznamenany aspon Ctytikrat, z toho
jednou na zacatku a jednou na konci méfeni. Je vhodné vzorek sledovat ve vice paralelnich
méftenich, ty by se od sebe nemély lisit, jinak je nutné celé méteni opakovat [32; 45]. Daéle se
provadi cyklické testy a sleduji se vlivy plisobeni riiznych typi sil (vibracni a odstfedivy test).
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2.6.5.1 Zména teploty

Jedna se o jednu z nejCastéji modifikovanych podminek, kterd se v ptipadé dlouhodobych
testll stability snazi pfiblizit podminkam pfi piepravé a skladovani. Pro zrychlené stabilitni
testy je doporuceno zvysit teplotu minimélné o 15 °C oproti teploté laboratorni (20 — 25 °C),
bézn¢ se tak produkty vystavuji teplotdm vrozmezi 37 — 50 °C. Testovani probihd za
izotermickych podminek, kdy je teplota udrzovana konstantni po celou dobu méfeni [41; 44;
45]. Doporucena doba méieni je zavisla na zvolené teplot¢ a na rozhodnuti vyrobce,
vSeobecné vsak plati, ze ¢im je teplota vyssi, tim je doba trvani testu kratsi, napt. pro teplotu
37 °C je doporucena doba testovani 3 — 6 mésict, pro teplotu 45 °C pak 1 — 3 mésice [41].

Na zménu teploty jsou zejména citlivé produkty s obsahem lipidické slozky. Vlivem
zvysené, ale i snizené teploty, mtize dojit ke zmén¢ skupenstvi lipidu a tim i k nevratnym
zménam ve struktufe vyrobku, v pfipadé emulzi mize napt. dojit k nevratnému rozpadu
emulze [32].

2.6.5.2 Cyklicky test

Cyklicky test sestava z n€kolika po sobé se opakujicich cykli o dvou fazich, kde dochazi
k pravidelnému stiidani okolnich podminek, zejména teploty a vlhkosti, nebo jejich
kombinace. Tyto testy maji zejména simulovat podminky, kterymi bude pravdépodobné
vyrobek vystaven v pritbéhu transportu. V ptipadé teploty se stiidaji faze pii nizké teploté,
v rozmezi od -5 do 4 °C, a pfi vysoké teploté, v rozmezi od 25 do 50 °C, ato v 3 az 5 cyklech
[32; 39].

Tento typ testu je vhodné zejména pro vyrobky nachylné na vykrystalovani jedné ze slozek
a pro emulze, u kterych by mohlo dojit k nevratnému odd¢leni fazi [32].

2.6.5.3 Pusobeni sil

Za béznych okolnosti na vyrobek pilisobi pouze sila gravitacni, jejiz plisobeni se testuje ve
zrychlené formé centrifuganim testem, takto se testuje zejména stabilita emulzi a suspenzi.
V pribéhu testu mize dochazet k odd€leni fazi, a to ve form¢ krémovani, kdy oddélené
Castice stoupaji na hladinu [39], nebo ve form¢ sedimentace, kdy se usazuji na dno [29]. Miize
téz dochdzet k flokulaci, kdy dochazi ke shlukovéani ¢astic a vytvofeni vétsiho utvaru, nebo
ke koalescenci, kdy dochazi ke shlukovani kapek [46] (viz Obrazek 2).
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Obrazek 2:Destabilizace emulze — prevzato, upraveno [47]

Test se vyhodnocuje dle rovnice 1, kde RCA je relativni odstfedivé zrychleni (Relative
Centrifugal Acceleration), kterd udava nasobky gravitacniho zrychleni, které na vzorek
pusobi, #1 odpovida predpovidané dob¢ stability vyrobku, # pak dobé po kterou probihal
odstredivy test [32; 48].

t;(hod) = t,(hod) - RCA ey

Déle se muze provadét test vibracni (také znamy jako test mechanickym Sokem), ktery
simuluje podminky pii pfepravé a manipulaci s vyrobkem a je vhodné ho pouzit zejména pro
emulze, pudry a granulaty [32; 39].

2.6.5.4 Testy pro kontrolu mikrobiologické kontaminace

Ke kontaminaci vyrobku bakteriemi, kvasinkami a plisnémi nejcastéji dochazi v pribéhu
vyroby a pouzivani vyrobku [3; 27; 39]. Mikrobiologick4 kontrola se provadi u vstupnich
surovin a u kazdé Sarze vyslednych produkta [27; 40].

e Screeningovy test — je semikvantitativni test, ktery mtize provadet i persondl bez
specidlnich znalosti. Za pomoci komeréniho kitu se da detekovat, zda je vyrobek
znateln¢€ kontaminovany mikroorganismy [39; 49].

e Kvantitativni test — je provadén v laboratotfich specializovanych na mikrobiologické
rozbory. Zjistuje se celkové mnozstvi pfitomnych zivotaschopnych mikroorganismu
(MO), jejichz mnozstvi je upraveno normou CSN EN ISO 17516 [40; 50]. Pocet
mikroorganismil se stanovuje pfimymi metodami (vysev na agarové plotny, pocitani
pod mikroskopem, spektrofotometrie, nefelometrie) [39; 50; 51]. Vyroba
kosmetickych vyrobkli neni zpravidla sterilni, takze je nelze pfipravit tak, aby
neobsahovaly zadné mikroorganismy, jsou vSak stanoveny razné limity pro kategorie
kosmetickych vyrobkia. Kategorie 1 zahrnuje kosmetické vyrobky pro déti do 3 let,
pfipravky pro intimni hygienu a vyrobky, které se aplikuji na okoli oci. V této
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kategorii nesmi celkovy podet aerobnich mezofilnich MO piesahnout 10> KTJ na
gram piipadné mililitr. Do kategorie 2 spadaji vSechny ostatni vyrobky, zde je limit
10° KTJ na gram nebo mililitr [40].

Zatézovy test — je zaméfen na Uc€innost pouzitého konzervantu. Do jiz hotového
vyrobku se ptidava definované mnozstvi zvoleného mikroorganismu a sleduje se jeho
ubytek v ¢ase. Mnozstvi zivych MO ve vyrobku by se mélo dostat pod stanovené
limity. Priibéh testu je upraven normou CSN EN ISO 11930, ktera uvadi, Ze by se do
20 g nebo ml vyrobku mélo pfidat 0,2 ml inokula o zndmém mnozstvi KTJ na ml.
Ubytek je pozorovan 28 dni vzdy po sedmi dnech [40; 52].

2.7 Instrumentalni analyza

Mezi metody pouzivané k analyze kosmetickych vyrobku se fadi metody spektroskopické,
vcetné hmotnostni spektrometrie (MS) a Ramanovy spektroskopie (RS). MS Ize identifikovat
vonné latky v surovinach a hotovych vyrobcich. Pii samostatném pouziti techniky MS lze
zjistit otisk (fingerprint) viing, ¢ehoz se vyuziva pti padélani parfémui. Pro porovnavani otiskti
je vSak nutné mit knihovnu spekter. Vzorky lze detekovat piimo ionizacni hmotnostni
spektrometrii s elektrosprejem [53]. RS byla navrzena jako vhodné nedestruktivni metoda pro
rychlou kontrolu kvality vonnych latek, nevyzaduje ptedbéznou tUpravu vzorku a mize
poskytnout spolehlivé vysledky v redlném case [54].

Nejcasteji pouzivané jsou vSak metody chromatografické (GC-MS, HPLC). Pro detekci
pritomnosti rostlinnych matric a bakteridlnich bun¢k obsazenych v kosmetickych vyrobcich
1ze pouzit i izolaci DNA a nasledné polymerazovou fetézovou reakci (PCR) [18; 23].

2.7.1 Chromatografické metody

Mezi chromatografické metody se tadi plynova (gas chromatography; GC) a kapalinova
chromatografie (liquid chromatography, LC). V pfipad¢ pouziti chromatografickych technik
pro analyzu pfitomnych aromatickych latek je vétSinou nutno vzorek pied analyzou upravit.

2.7.1.1 Techniky pFipravy vzorku pro instrumentdalni analyzu

Matrice, které obsahuji vonné latky k analyze, jsou velmi riznorodé. Je t€¢zké najit univerzalni
postup ptipravy vzorku pro analyzu, proto byly vyvinuty riizné postupy v zavislosti na slozeni
vzorku. Matrice obsahuji esencialni oleje, syntetické smési, prirodni extrakty, tekuté vzorky,
jako jsou naptiklad oleje a parfémy, mohou byt analyzovany piimo, nebo po extrakci
vhodnym rozpoustédlem (aceton, hexan, acetonitril, etylacetat,...). Oproti tomu krémy, mléka
a rténky jsou komplexni smési a je Casto tézké prevést je do homogenniho roztoku [16; 55;
56].

Mezi pfimé techniky piipravy vzorku se fadi extrakce kapalnou fazi (liquid phase
extraction; LPE), extrakce na pevné fazi (solid phase extraction, SPE) a metody tandemové
extrakce a headspace techniky (HS). V pifipadé LPE je nejcastéji vzorek podroben extrakci
rozpoustédlem, pak je ovsem nutné ho dale centrifugovat nebo filtrovat, pro ziskani vzorku
dostatecné Cistoty pro dalsi analyzu. Tato metoda se da v nékterych piipadech zjednodusit a
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automatizovat. Byly vyvinuty techniky extrakce pomoci ultrazvuku (ultrasound-assisted
extraction; UAF) a extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (pressurized liquid extraction;
PLE) [16]. SPE je jednou z nejpouzivanéjsich technik pro purifikaci a ptipravu vzorki pro
extrakci. Jako pevna faze se pouziva celd Skéla syntetickych i pfirodnich materialti (napf.
zeolit). V prubéhu let bylo vyvinuto nékolik modifikaci SPE [57]. Metody tandemové
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extrakce a dalSich metod [16].

HS je vhodna pro extrakci t€kavych latek. RozliSujeme statickou HS a dynamickou HS.
Nevyhodou statické HS je omezena citlivost, velky vstiikovaci objem a vysledky zavislé na
distribu¢nim koeficientu. Pii dynamické HS jsou tékavé latky z vialky pieneseny héliem do
desorpéni trubice naplnéné sorbentem, ktera ma nizsi teplotu, zde jsou tékavé latky
zakoncentrovany a dale desorbovdny a analyzovany [58]. V pfipadé nizké koncentrace
analytu je vhodné HS kombinovat s jinymi extrakénimi technikami mikroextrakce. Casto je
vyuzivana metoda mikroextrakce na pevné fazi (headspace solid-phase microextraction; HS-
SPME), protoze je rychla a nevyzaduje pouziti rozpoustédla. Je vhodna na analyzu té¢kavych a
semi-tékavych sloucenin ze vSech typtd matric. K zachyceni a zakoncentrovani analytu se
pouziva vlakno napft. z oxidu kiemicitého [59]. Tato metoda je reprodukovatelnd, jednoducha
a presna. HS-SPME je pouzivéna na provéteni hlavnich vonnych slozek parfémi, Cisticich a
pracich prostfedki, ale také alergent v kosmetickych vyrobcich [16; 60]. HS lze také
kombinovat s mikroextrakci v kapalné¢ fazi (headspace liquid-phase microextraction; HS-
LPME). Pouziti této metody bylo navrzeno pro ¢isté matrice na bazi vodného roztoku, proto
vyuziti pro komplexni matrice kosmetickych vyrobki je znacné omezené [16].

2.7.1.2 Plynova chromatografie (gas chromatography; GC)

GC je nejoblibenéjsi metodou pro analyzu vonnych latek z diivodu jejich nizké teploty varu.
Pro zavedeni vzorku do kolony je vyuzivana celd $kdla metod, napt. pulzni splitless mod,
piimy nastfik na kolonu, programovany vaporizér, vstiikovani za horka, atd. [58; 61].

Dulezité je zvolit vhodnou kolonu z hlediska kapacity, rozliSeni, citlivosti, robustnosti a
selektivity. Pfi analyze vonnych latek v kosmetickych vyrocich se pouzivaji nejCastéji
kapilarni kolony (tubular capillary columns; OTCs) o délce 10-60 m o vnitinim praméru 0,10-
0,32 mm s tloustkou filmu 0,10-1,2 um. Nejcastéji pouzivané staciondrni faze jsou na bazi
dimethylpolysiloxant [16; 62].

Pro detekci vonnych latek a dalSich latek v kosmetickych vyrobcich se nejcastéji pouzivaji
plamenovy ionizac¢ni detektor (flame ionization detector; FID), hmotnostni spektrometr (mass
spektrometry; MS) s elektronovou ionizaci a elektrosprejem [58; 60]. NejpouzivanéjSimi
hmotnostnimi analyzatory jsou kvadrupol a iontova past [55; 58; 61]. V pfipadé méteni
s GC/MS jsou vonné latky identifikovany na zaklad¢€ jejich retencnich ¢asti a hmotnostniho
spektra. Identifikace sloucenin timto zpisobem je pifimo zavislad na kvalité a komplexnosti
pouzité knihovny spekter [16].
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Desmedt a kol. optimalizovali metodu HS-GC-MS pro soucasné stanoveni vSech alergennich
vonnych latek. Nékolik kosmetickych vyrobkt (geli) bylo extrahovano hexanem a podrobeno
analyze s uspéSnym stanovenim ptislusnych latek. Piiklad spektra pro roztok standardui je na
Obrazku 3 [63].

1 Limonene 17 lsoeugenol

2 Benzyl alcohol 18 a-lsomethyl
3 Linalool lonone 4
4 1- 19 Methyl laurate
Fluoronaphthalene 20 Lilial . S W .-1
5 Methyl 21 Amyl cinnamal
2-octynoate 22 lLyral
6 Citrongllol 23 lyral 2 " 19 o
7 Citral 1 24 Amyl cinnamyl 10 10
8 Geraniol alcohol = ‘
9 Citral 2 25 Farnesol 1 + n oy
10 Cinnamal 26 Farnesol 2 | |_ ‘ | :
11 Anisyl alcohaol 27 Hexyl cinnamal JuE=
12 Hydroxycitropellal 28 Benzyl benzoate = 15 |
13 Cinnamyl alcohol 29 Methyl i 1 (3 | Hi
14 Methyl decanoate pentadecanoate | I = J
15 Eugenol 30 Benzyl salicylate | ; | Ly 1267, .I
16 Coumarin 31 Benzyl cinnamate i " - ' . ) - i 1

L X! 114 134 154 174 194 214 234

Time [min)

Obrazek 3: Chromatogram obsahujici vSechny hledané alergeny, 10 ppm (prevzato z [63])
2.7.1.3 Kapalinova chromatografie (liquid chromatography; LC)

LC je separacni technika, kterd je zaloZzena na déleni latek mezi dvé faze, stacionarni (pevna)
a mobilni (kapalnd). K separaci dochdzi na zéklad¢ rtzné afinity analytd k mobilni a
stacionarni fazi, proto jsou analyty v systému zadrzovany razn¢ dlouhou dobu a kazda ma tak
svlyj specificky retencni Cas. Jako staciondrni faze se nejCastéji vyuziva napi. silikagel (oxid
kfemicity) nebo alumina (oxid hlinity). Jako mobilni faze jsou v pfipad¢ systému normalnich
fazi pouzivana organicka rozpoustédla (napt. hexan, benzen, aceton, acetonitril, etanol aj.),
pro systém s obracenymi fazemi se jako mobilni faze nejCastéji pouziva smés organického
rozpoustédla s vodou (napf. acetonitril — voda nebo metanol — voda). Slozeni mobilni faze se
muze v prubéhu analyzy ménit, tomuto procesu se fika gradientova eluce. K tom to kroku se
pristupuje, kdyz jsou nékteré slozky siln€ji vazany na stacionarni fazi a analyza by tak trvala
ptilis dlouho. V piipadé LC s normalnimi fazemi je staciondrni fdze polarni a mobilni faze je
nepolarni, v ptipadé obracenych fazi je tomu piesné naopak [64].

Ve vétsine studii zamétenych na detekci vonnych latek byly pouzity Cig kolony s riznymi
praméry a velikosti ¢astic. Kapalinovd chromatografie s reverzni fazi (reversed-phase liquid
chromatography; RPLC) se pouziva ptrevazné pii analyze chemickych latek, které je obtizné
stanovit pomoci GC, zejména kvuli jejich nizké tékavosti nebo vysoké termostabilité.
Z diivodu komplexnosti matrice kosmetickych vyrobkili bylo nutné zvolit gradientovou eluci
acetonitrilem jako mobilni fazi v kombinaci s vodou popt. vody s kyselinou octovou nebo
mravenci. Jako detektory jsou vyuzivany zejména diodové pole (diode array detector; DAD),
MS a fluorescencni detektor [16; 56; 65]. Villa a kol. optimalizovali metodu pro analyzu
vSech 24 vonnych latek v ramci jedné analyzy za pouziti RP-HPLC/DAD a p-anisaldehydu
jako standardu, gradientovou eluci acetonitril:voda a Cig kolonou (Obrazek 4). Podafilo se jim
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uspesné stanovit vonné latky ve 4 druzich komercnich kosmetickych vyrobkil (esencialni olej
— repelent, ptfirodni masazni olej, zvlh¢ujici krém a vlasovy kondicionér) [23].
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Obrazek 4:Chromatogram smési standardii 24 alergennich vonnych latek stanovenych v ramci 1
analyzy RP-HPLC (prevzato z [23])

2.8 1Izolace DNA

Cilem izolace DNA je ziskani nukleové kyseliny dostatecné kvantity a kvality. Takto
izolovana DNA je vhodna pro néslednou analyzu metodou PCR. DNA i RNA mohou byt
izolovany z rlznych biologickych materidlti, napi. tkéni, bakteridlnich bunék, virt i
rostlinnych pletiv. Izolace nukleové kyseliny je vicekrokovy proces, pii kterém se ze vzorku
biologického materidlu postupné odstrani proteiny, lipidy a inhibitory. Hlavni kroky izolace
zahrnuji lyzi bun€k, inaktivaci bunéénych nukledz, extrakci a nasledné piecisténi DNA.
V piipadé lyze bunék a izolace DNA se vyuzivaji fyzikalni, chemické a biologické jevy, jako
var, hydrolyza proteindzami a inkubaci s detergenty. Rovnéz mohou byt vyuzivany dostupné
komer¢ni kity pro extrakci DNA. Vybér vhodné metody je vzdy zavisly na matrici
zkoumaného vzorku [66].

2.8.1 Izolace rostlinné DNA

Izolace DNA vhodné kvality z rostlinnych pletiv/bunék je narocna, protoze v rostlinach je
pfitomna pevna polysacharidova bunécna sténa, polyfenolické sloucCeniny, barviva a dalsi
sekundarni metabolity inhibujici PCR a je nutné je pfi ptipravé vzorku odstranit [66]. Kvalitu
a Cistotu vyizolované DNA mitize také ovliviiovat stafi matrice, napi. mladé listy jsou k izolaci
rostlinné DNA mnohem vhodnéjsi nez staré, z divodu mensiho mnozstvi nahromadénych
sekundarnich metabolitl [67; 68; 69].

Bylo vyvinuto mnoho metod pro izolaci purifikované DNA z rostlinnych matric, které
skupinami vyzkumniki Murray and Thompson [67], Doyle a Doyle [68], Rogers a Bendich
[70]; Lodhi a kol. [71], avSak Zadna z nich neni univerzalni pro vSechny typy rostlinnych
matric. V izola¢nim postupu je proto nutné metody modifikovat nebo kombinovat v zavislosti
na rostlinné matrici. Homogenizace je dilezitym krokem pfi izolaci NK, ty mohou byt

26



z bun€k uvolnény fyzikalni nebo chemickou disrupci bunék. Fyzikalni disrupce se provadi za
pomoci rozbijecich kuli¢ek nebo tieci misky s tlouckem. Vzorek je vhodné tiit v tekutém
dusiku, z divodu lepsi homogenizace a rychlosti zpracovani vzorku [71]. V ptipadé chemické
disrupce jsou vyuzivany hydrolyzacni enzymy (celulazy, pektinazy, ...), detergenty,
polysacharidy (napft. xanthan) [66].

2.8.1.1 [Izolacni kity

Izolace kvalitni a Cist¢ DNA je obtizna, proto je dnes na trhu dostupna celd fada kiti pro
izolaci rostlinné DNA. Komer¢ni kity jsou snadné na pouzivani, rychlé a poskytuji dobré
vysledky. Kity obsahuji mechanické disruptory, lyza¢ni pufry, RNAsy, atd. Polysacharidy a
polyfenoly jsou odstranény zpravidla vysrdZzenim a centrifugaci. Velké mnozstvi kit
obsahuje chromatografické kolony. DNA se vaze na silikagel v pfitomnosti chaotropickych
soli, DNA je vymyta z kolony po rehydrataci vodnym pufrem. Vyhodou je jednoduchost a
rychlost izolace DNA. Nevyhodou vyuzivani kit pro izolaci rostlinné DNA je jejich vysoka
pofizovaci cena a mozna neefektivnost pti izolaci znacn¢ znecisténych vzorka [72; 73].

2.9 Inhibitory PCR

PCR inhibitory jsou rGznorodou skupinou latek s riznym mechanismem Uc¢inku. Inhibitory
mohou pochézet z matrice, ze které byla izolovdana DNA nebo se mohou dostat do vzorku
v pritbéhu izola¢nich krokti. Hlavnim diisledkem pfitomnosti inhibitoril je sniZzena senzitivita,
ale také falesné negativni vysledky [74].

2.9.1 Mechanismus u¢inku PCR inhibitoru

PCR inhibitory jsou organické i anorganické sloudeniny (napi. Ca?' ionty). Opel a kol.
zkoumali vliv inhibitortt PCR na ucinnost reakce, ¢im vyssi byl koncentrace vapenatych iontd
tim niz§i byly amplifikani kiivky a rozdil byl pozorovatelny i pii analyze kiivek tani
(Obréazek 5) [75]. VétSina zndmych inhibitorG je vSak organického plvodu, napfi. fenol,
etanol, polysacharidy, sodium dodecyl sulfat (SDS), melanin, kolagen, myoglobin,
proteinazy, atd. [76; 77]. Inhibi¢ni G¢inek zpravidla roste s koncentraci pfitomnych inhibitori
[74].
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Obrazek 5:Ucinek mnozstvi pridanych vipenatych iontii do PCR smési, A- amplifikacni kiivky, C -
analyza teploty tani PCR produktu (prevzato z [75])

Siroka $kala latek miiZe interferovat v riiznych krocich PCR reakce. Nékteré komponenty
se mohou vazat na polymerni povrchy (napf. stény zkumavky) a tim je snizena Uc¢innost
extrakce nukleové kyseliny (NK). NK mohou byt degradovany nukledzami a ptitomnost
polysacharidii snizuje schopnost resuspendace vysrazené NK. DNA polymeraza je enzym,
ktery je dilezity v PCR pro amplifikaci novych tseki DNA [78; 79]. Cinnost DNA
polymerdzy muze byt inhibovana nékolika riznymi zpiisoby. Detergenty, proteazy, mocovina
a fenol zpisobuji degradaci enzymu [76; 80; 81] zatimco vapnik, kolagen a hematin zptisobuji
pouze inhibici jeji aktivity [75]. Polysacharidy mohou narusovat enzymaticky proces
napodobovanim struktury nukleové kyseliny [82].

PCR vredlném cCase miize byt ovlivnéna inhibitory, které interferuji s fluorescencnim
barvivem nebo zté¢zuji snimdni fluorescencniho signélu, jedna se zejména o barevné latky
napf. indigo, melanin a hematin [75]. Ze studie Love a kol. vyplyva, ze latky obsazené
v bobulich a rajcatech ovliviiuji PCR v redlném case s vyuzitim TagMan sond v porovnani s
konvencni PCR [83]. Inhibitory a jejich mechanismy ucinku jsou uvedeny v Tabulce 2 [74].

28



Tabulka 2: Inhibitory PCR a jejich mechanismus ucinku

Mechanismus inhibi¢niho u¢inku Inhibitor Reference
Koprecipitace sNK a snizend | polyfenoly, polysacharidy [79; 84]
rozpustnost NK
Degradace NK zbytky buné€k, detergenty, proteiny, | [82; 85]
polysacharidy, soli, rozpoustédla
Propojeni s NK a zména jejich | polyfenoly, polysacharidy, | [76; 84]
chemickych vlastnosti huminové  kyseliny,  kolagen,
melanin
Vazba nebo adsorpce na NK a | huminova kyselina [86]
enzymy
Neuplny melting DNA hematin, indigo [75]
SniZeni specifity primeri kovové ionty [86]
Degradace polymerazy detergenty, proteazy, mocovina [80; 76]
Inhibice aktivity DNA polymerazy | vapnik, kolagen, hematin, rostlinné | [75; 82; 87;
nebo reverzni transkriptazy metabolity, IgG, melanin, | 88; 89; 90]
myoglobin, polysacharidy, sodik,
kyselina taninova
Chelatace kovovych iontli vcetné | polyfenoly, kyselina taninova, | [75; 76; 86]
Mg>* EDTA
Kompetice s kofaktory polymerdzy | vapenaté ionty [75]
Inhibice elongace DNA antivirotika (napft. acyklovir) [91]

2.9.2 PCR inhibitory pritomné v rostlinach

V rostlinnych matricich se nachazi mnoho inhibitorti polymerazové tfetézové reakce (PCR),
jsou to zejména nékteré polysacharidy a polyfenoly (antokyanin, flavonol, ellagitannin,
proantokyanidin a fenolické kyseliny) [92; 93]. Polysacharidy jsou tézko odstranitelné latky.
Homogenat je diky nim viskézni a falesné tak indikuje vysoké vytézky DNA pii izolaci.
Polysacharidy jsou ¢asto vysraZzeny s DNA a ovliviiyji ¢innost enzymt (polymerazy, ligdzy a
restrikéni endonukleazy) [66]. DNA kontaminovana polysacharidy ziistavd v prabehu
elektroforézy vjamce gelu a nemigruje [94]. Vyzkumy prokazaly, Ze kyselé¢ rostlinné
polysacharidy (napf. dextransulfat, kyselina alginova) maji vyrazny inhibicni efekt na PCR,
kdy staci ptritomnost 0,001% dextransulfatu na komplexni inhibici PCR. Neutralni
polysacharidy (dextran, Skrob, arabinogalaktan) neprojevuji inhibi¢ni ucinek 1 v relativné
vysoké koncentraci, jako je 4% dextran, ktery PCR neinhibuje. Ne&které rostlinné
polyfenolické sloucCeniny (napf. kyselina chlorogenova, kavova) mohou reagovat s
proteiny/enzymy a pozmeénit tak vlastnosti biopolymerii a vyrazné inhibovat PCR [95].
Polyfenoly casto zptsobuji degradaci DNA v pribéhu izolace DNA. Mezi nejcastéji
vyskytujici se polyfenoly se tadi flavonoidy, terpenoidy a taniny. Oxidované polyfenoly
z rozruSenych bunék se ireversibilné vazou na DNA a zpusobuji enzymatické hnédnuti DNA
peletu pfi izolaci [71; 96; 97]. Takto vazané polyfenoly nemohou byt odstranény béznymi
1zola¢nimi postupy, vétSinou jsou do extrakéniho pufru pfiddvany antioxidanty [66].
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V potravinovych matricich byla identifikovana celd Skala latek s inhibi¢nimi wcinky
v PCR, napft. tuky, glykogen, polysacharidy, mineralni latky a proteiny [80; 98]. Proteiny
mohou byt srdzeny s DNA pfi jeji izolaci. Pro jejich odstranéni jsou pouzivany prevazné
detergenty a enzymy. Vysoké mnozstvi proteintll je zejména v semenech [66].

2.9.3 Detekce pritomnosti inhibitori

Ptitomnost ne¢kterych inhibitord 1ze odhalit méfenim absorbance pii spektroskopické analyze.
Tato metoda je rychld, jednoduchd a levnid. Pomér absorbance pii vlnovych délkach
260/280 nm by se mél pohybovat vrozmezi 1,8 —2,0. Pokud je pomér niz$i, mizeme
usuzovat na kontaminaci proteiny (vétSinou). Pokud je vyssi nez 2,0, je to zplsobeno
pfitomnosti vysokého mnozstvi RNA. DNA izolovand zrostlinnych matric miize byt
kontaminovana polyfenoly a polysacharidy, znecisténi témito latkami lze na spektru
pozorovat pti 230 a 270 nm. Pomér vinovych délek 260/230 nm by mél byt v piipade Cisté
DNA vyssi nez 1,8 a pomér vinovych délek 260/270 nm by se mél pohybovat mezi 1,2 — 1,3
[66].

2.9.4 Odstranéni inhibitoru PCR

v

Cim ¢&ist&jsi DNA je pouzita v PCR, tim spolehlivéjsi a reprodukovatelngjsi vysledky lze
ziskat. Obecné Ize mnoZzstvi inhibitori snizit vhodnym zpracovanim vzorku, vybérem
robustnéjsi DNA polymerazy nebo pouzitim specifickych aditiv do PCR smési (betain,
bovinni sérovy albumin (BSA), dimethylsulfoxid, formamid, glycerol, neiontové detergenty,
polyethylenglykol a inhibitory proteinazy) [88]. Redénim vzorku nebo extrahované NK lze
vyfedit také inhibitory PCR, avsak citlivost PCR je timto snizena [99]. V n¢kterych ptipadech
je pro odstranéni nezaddoucich latek dostacujici fenol-chloroformova reakce. Nékterymi autory
je doporucovéna extrakce guanidinium thiokyanatem pro odstranéni co moznad nejvétSiho
mnozstvi inhibi¢nich latek [100]. Lze také pouzit kolonovou chromatografii s celou skalou
moznych sorbentll jako piecistovaci metodu [101]. Nekterymi autory je pouZzivéna také
1zolace DNA pomoci magnetickych nosict [102; 103].

Polysacharidy nachdzejici se v rostlinnych matricich, zejména bobulich, brani resuspendaci
vysrazenych NK a je tézké je odstranit. Pro precipitaci polysacharidi se vyuZzivaji Tween 20,
DMSO, PEG nebo aktivni uhli [104]. N¢&ktefi autoii doporucuji také vysoké koncentrace
NaCl, ktery zvySuje rozpustnost polysacharidi v etanolu. Koncentrace roztoku NaCl se lisi
dle rostlinné matrice a obsahu polysacharidi ve vzorku, jsou uvadény koncentrace v rozmezi
1.4 —6 M NaCl. Pro odstranéni polysacharidi se pouziva i CTAB, ktery se pii vysokych
koncentracich soli vaze do nerozpustnych komplext s proteiny a acidickymi polysacharidy
[71; 105].

Fenolické slouceniny se odstranuji srazenim za pouziti polyvinylpyrrolidonu (PVP) [84].
PVP funguje jako sorbent pro navazani polyfenolii a vytvaieni komplext, zvlast’ pii nizkém
pH roztoku [71; 106; 107]. Dale je mozné pridavat latky pasobici antioxida¢né€, napt. P-
merkaptoethanol, BSA, azid sodny, kyselina askorbova, DTT, sifi¢itan sodny, atd. U vzorki
s vysokym obsahem polyfenolii (rajce, hrozny, kokos) byl v n€kolika studiich ptidavan
inhibitor polyfenoloxiazy DIECA [66; 107].
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Proteiny jsou odstraiiovany ptidavkem SDS, DTT nebo B-merkaptoethanolu, které narusuji
strukturu proteinu. Také Ize pouzit enzymy hydrolyzujici proteiny, napt. proteinaza K, ktera
inaktivuje  DNAsy a RNAsy. Konven¢né jsou proteiny odstralovany organickymi
rozpoustédly pfi fenol-chloroformové extrakci [66].

2.10 Polymerazova retézova reakce

PCR je standardni metodou k charakterizaci mikroorganismli a genetickych markert v Siroké
Skale vzorki. PCR je rychla a citlivd metoda, pfi které dochéazi k amplifikaci specifického
iseku DNA za piitomnosti DNA polymerazy, Mg?* iontl, dNTP a specifickych primeri.
Metoda PCR je zaloZena na cyklicky se opakujici syntéze urcitého useku DNA ve sméru
5" — 3’ prostiednictvim DNA polymerdzy. Usek nukleotidové sekvence je vymezen
piipojenim dvou primert, coz jsou kratké oligonukleotidy se specifickou sekvenci [74].

Teoreticky koncept produkce vysokého mnozstvi kopii specifického useku DNA, cyklicky
se opakujicim procesem, za pouziti DNA polymerdzy a oligonukleotidovych primera byl
poprvé publikovan jiz v roce 1971 [108]. AvSak az v roce 1988 bylo popsano prvni pouziti
termostabilni DNA polymerdzy v polymerazové tetézové reakci (PCR), coz umoznilo Siroké
vyuziti metody a jeji celosvétové rozsiteni [109]. Amplikony jsou zpravidla ve vhodné kvalité
a kvantité¢ pro identifikaci dle délky amplikonii, dle teploty tani a pomoci sekvenovani.
Levnou a jednoduchou metodou pouzivanou pro zjisténi délky amplikonid je gelova
elektroforéza. Avsak specifita gelové elektroforézy je pomérné nizka a to zejména v piipade
rozliSeni raznych molekul o stejné molekulové hmotnosti. Charakterizace produkti PCR dle
jejich sekvence je mnohem vice spolehlivd. Real-time PCR umoziuje sledovani pribehu
amplifikace monitorovanim zmeény intenzity fluorescenéniho zafeni. Hlavni vyhodou real-
time PCR oproti konvencni PCR je mimo jiné i moznost kvantifikace. Zména fluorescence
muze byt spojena s akumulaci produktu PCR riznymi zptsoby [110].

Jsou pouzivany dvé hlavni metody k ziskani fluorescenéniho signalu v pribéhu syntézy
amplikon v PCR. Prvni metoda zavisi na vlastnostech pouzitych fluorescen¢nich barviv
(napf. SYBR Green) vazat se na dvousroubovici DNA, zménit tak svou konformaci a zvysit
tim 1 svou fluorescenci (interkalacni barviva). Druhy pfistup vyuziva fluorescenéni resonanéni
energeticky transfer (FRET). Tento pfistup vyuziva zménu relativniho prostorového
uspotfadani donorovych a akceptorovych molekul. Tyto molekuly jsou pfipojeny k sondam,
primerim nebo produktu PCR a jsou obvykle navrzeny tak, Ze amplifikace specifického
useku DNA zptisobuje zvySeni fluorescence pii urcité vinové délce. Dnesni piistroje pro real-
time PCR jsou schopny charakterizace amplikonll in sifu analyzou teploty tani nebo
charakterizaci hybridiza¢nich sond. V piipad¢ interkalacnich barviv je teplota tani amplikont
méiena v zavislosti na intenzité fluorescence emitované barvivem pii zvySovani teploty az
nad ocekdvanou teplotu tani amplikond. Metody, které vyuzivaji hybridizace sondy k
vytvoreni fluorescencniho signdlu, jsou obecné méné nachylné k ziskani falesné pozitivnich
vysledkii nez metody s pouzitim interkala¢nich barviv. Mnoho sond je taktéz mozné pouzit
pro multiplexni reakce [110].
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2.10.1 Real-time PCR

Prvni prace, ve které byla demonstrovana soucasn¢ amplifikace a detekce specifické sekvence
DNA v realném case byla publikovana v roce 1992. Do reakéni smési byl pfidan ethidium
bromid (EtBr) a akumulace PCR produktu tak mohla byt sledovéna na konci kazdého cyklu.
Po navéazéani EtBr do dvousroubovice DNA a po excitaci UV zafenim mohl byt sledovan
nariist intenzity fluorescencniho zareni, ktery indikoval, ze dochazi k amplifikaci [111]. Pti
vyneseni intenzity fluorescence v zavislosti na poctu cykli do grafu bylo prokazéano, Ze
kinetika fluorescence vyzatfované EtBr po navazéni do dvousroubovice DNA je zavisla na
vychozim mnoZzstvi molekul DNA. Princip real-time tedy mtize byt definovan jako sledovani
fluorescen¢niho signélu na konci kazdého cyklu PCR, pfi¢emz mnozstvi produktu vzniklého
béhem exponencialni faze amplifikace mize byt pouzito k ureni vychoziho mnoZstvi
molekul DNA [112]. Pouzivéani interkalacniho barviva EtBr nebylo idealni z hlediska
pfesnosti a specifity. V pribéhu amplifikace totiz mize dochazet ke vzniku nespecifickych
produktii, zejména dimerti primert, které pak mohou navySovat intenzitu fluorescence.
Postupem casu byly ptfedstaveny dalsi typy interkalacnich barviv a fluorescen¢nich sond,
které vyznamné zvySovaly specifitu a umoznovaly piesnéjsi kvantifikaci [110]. Dnes$ni real-
time PCR pfistroje poskytuji hned n€kolik vyhod, napt. amplifikaci a detekci amplikonii
vjednom systému, konstantni sledovani pribéhu reakce, zvySenou citlivost, moZnost
kvantifikace, softwarové¢ fizené operace atd. Avsak maji i nékolik nevyhod, napt. limitovana
kapacita pro multiplexni reakce, ceny =zafizeni, analyza a zpracovani vysledkli miize
vyzadovat vyssi troven technickych dovednosti [113]. Hlavni vyhodou real-time PCR je, ze
cely proces se odehrdva vuzaviené reakéni nadobé a tim je eliminovana moznost
kontaminace a jsou eliminovany post-PCR manipulace. VétSina cyklert pro real-time PCR
vyuziva Peltierova efektu k aktivnimu transferu tepla z a do tenkosténnych zkumavek. Tato
zafizeni transferuji teplo zjedné strany polovodi¢e na druhou. Neékteré platformy proto
vyuzivaji alternativnich technologii pro tepelnou vyménu, doba pro dosazeni danych teplot je
pak zkracena. Byly sestrojeny termocyklery, které k ohfivani a chlazeni zkumavek vyuzivaji
vzduch. Je jim naptiklad vzduchem vyhtivany cycler Rotor-Gene fungujici na bazi centrifugy
LightCycler vyuziva sklenéné kapilary, ktera je stacionarné vyhiivana vzduchem [110].

2.10.1.1 Kvantifikace

Na rozdil od konvenéni PCR umoziuji pfistroje pro real-time PCR meéfeni kinetiky
akumulace produktu v kazdé PCR zkumavce zvlast. K detekci dochazi az po né€kolika
cyklech, a to po piekroceni detekéniho prahu fluorescence pftistroje (treshold). Po piekroceni
prahu fluorescence nasleduje exponencialni faze, ti¢innost PCR v této fazi by se v idedlnim
pfipadé méla blizit 100 %, kdy dochazi ke zdvojnasobeni mnozstvi produktu PCR v kazdém
cyklu. Po exponencialni fazi nasleduje plateau faze. V plateau fazi uz nedochézi ke zvySovani
intenzity fluorescence. Kvantifikace v real-time se provadi méfenim poctu cykli potiebnych
pro dosazeni prahové urovné fluorescencniho signalu poptipadé¢ z druhého derivacniho
maxima kiivky fluorescence v zavislosti na cyklu. Pro kvantifikaci je nutné sestrojit
kalibra¢ni fadu z DNA o znamé koncentraci [110; 112].
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2.10.1.2 Analyza kiivek tani

Analyza kiivek tani je metoda, pii které se ovefuje specifita vzniklych produkti PCR
(amplikonil), viz Obrazek 6. Interkalacni barvivo vdazajici se na dsDNA je vazano
reverzibilng, takze intenzita fluorescence klesa, kdyz se reakcni teplota zvySuje nad teplotu
tani (Tm). Ve spojeni s kontrolami tento typ analyzy umoznuje detekci nespecifickych
produktii, které taji pii jinych teplotach nez konkrétni. Kfiivky tani jsou vétSinou
vizualizovany jako zaporna derivace fluorescence (-dF/dT). Amplikony s vice pary bazi a
s vy$§im obsahem G-C vazeb maji vyssi Tm [114]
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Obrazek 6: Priklad analyzy kifivky tani (derivace) (upraveno dle [114])

2.10.2 Digitalni polymerazova retézova reakce

Dalsim typem PCR je digitalni polymerazova fetézova reakce (dPCR), ktera také vyuziva
fluorescencni molekuly a umoziuje absolutni kvantifikaci nukleovych kyselin. Pivodni
vzorek, ktery byl amplifikovan pomoci PCR s fluorescencni latkou, je rozdélen do fady
malych ¢asti (napi. olejovych kapicek v ptipadé ddPCR (Droplet Digital PCR)). Jednotlivé
¢asti obsahuji jednu nebo zadnou molekulu DNA. Pak dojde pomoci fluorescen¢niho readeru
k ,,precteni kazd¢ kapky a zpracovani signall, vyhodnoti se, zda kapka obsahovala molekulu
DNA nebo ne, vyhodnoti se také, zda bylo mnozstvi kapek dostate¢né pro analyzu. Pomoci
dPCR zjistime pocet DNA molekul v plivodnim vzorku [115]. Rozdéleni vzorku také
umoznuje spolehlivou detekci cilové DNA v prostiedi s vysokym obsahem necilové DNA,
coz je dulezité napt pro analyzu GMO, kde transgen mtize byt pfitomny v mnohem nizsi
koncentraci nez referenni gen (endogen). I inhibované reakce mohou stile produkovat
detekovatelny signal, ale nékteré inhibitory jsou schopny ovlivnit absolutni kvantifikaci
1vdPCR [116]. Nekteré studie vSak prokazaly vyssi toleranci dPCR vici inhibitorim pfi
kvantifikaci v porovnani s qPCR [117; 118].
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3 CiL PRACE

Cilem prace je vyuziti metod molekuldrni biologie v kombinaci s dal§imi instrumentalnimi
technikami k identifikaci a stanoveni autenticity kosmetickych vyrobku s pfirodni slozkou.
Tyto metodické strategie jsou aplikovatelné rovnéz do oblasti potravinaistvi a budou
zaméfeny zejména na analyzu bylinné kosmetiky.

V ramci disertacni prace budou feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1. Literarni reserSe zamétend na piehled metod izolace, analyzy a identifikace ptirodnich
rostlinnych slozek v komplexnich matricich

2. Optimalizace metod izolace a charakterizace rostlinné DNA =z vybranych typt
kosmetickych vyrobkl véetné modelovych smési

3. Screening a analyza kosmetickych vyrobki s pfirodni rostlinnou slozkou s vyuzitim metod
molekularni biologie k identifikaci rostlinného extraktu

4. Extrakce charakteristickych metabolicky aktivnich slozek rostlinnych extrakt z ptirodnich
latek a kosmetickych vyrobkii, analyza a identifikace aktivnich slozek pomoci
instrumentalnich metod

5. Srovnani a diskuse vysledki a aplikovatelnosti molekuldrnich a instrumentéalnich metod ke
stanoveni autenticity kosmetickych vyrobki, ptipadné potravin.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

Destilovand voda

Glycerol 99%, Mica a Harasta s.r.o0., Ceska republika

Gellinov easy, Lipo Chemicals, USA

Glyceryl Stearate GMS, ACE Trade, Ceska republika
Caprylic/Capric Triglyceride, ACE Trade, Ceska republika

Euxyl® K 703, Schiilke, Némecko

BHI bujén, Himedia, Indie

Bakteriologicky agar (agar no. 1), Oxoid, Spojené kralovstvi

Eligene Plant DNA isolation kit, Elisabeth Pharmacon, CR

Agardza pro elektroforézu, Top-Bio, Praha, CR

Nanaseci pufer, Top—Bio, Praha, CR

SYTO-9 qPCR 2x Master mix, Top—Bio, Praha,CR

Voda pro PCR, Top—Bio, Praha, CR

Acetonitril, HPLC Grade

Miliq voda

Kyselina borita

DNA standard (Malamité, Moravské Prusy, CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fluorescenéni barvivo MidoriGreen (Elisabeth Pharmacon, s.r.o., Brno, CR)
Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)

4.1.1 Komponenty pro PCR

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (2x koncentrovany: 150mM Tris-HCl; pH 8.,8; 40mM
(NH4)2S04; 5SmM MgCl2; 400uM dATP; 400uM dCTP; 400uM dGTP; 400uM dTTP; Taq
DNA polymeraza (50 U/ml); monoklonalni protildtka anti-Taq; SYTO-9; stabilizatory a
aditiva) (Top-Bio, Praha, CR)

Primery (GENERI BIOTECH s.r.0., Hradec Kralové, CR)

4.2 Material a pristroje

Laboratorni vahy Scout, Ohaus, USA

Vodni lazen série WE, Labo Play, Polsko
Hiidelova michacka, Maneko, Ceska republika
Véhy analytické Pioneer, Ohaus, USA
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Minicentrifuga C1301LB-230V, Labnet, USA

Vinotéka GZ-19, Guzzanti, Italie

Laboratorni mini inkubator, Labnet, USA

Analyzator disperzi — analyticka centrifuga, LUMISizer, Némecko

Laminarni box Aura Mini, BioAir, Italie

Inkubator 1000, Heidolph, Némecko

Ttepacka Promax 1020, Heidolph, Némecko

Mikrovinny autokldv Microjet, Rodwell, Spojené kralovstvi

McFarland densitometr Grant-bio DEN-1, Grant Instruments, Spojené kralovstvi

Inkubator IP100, U LTE Scientific, Spojen¢ kralovstvi

Kapesni vahy CM 60-2N, KERN, Némecko

Centrifuga U-32 R, Boeco, Némecko

Fixed Speed Vortex Mixer, Ohaus, USA

Combi-spin FVL-2400N ,Biosan

Vortex MS2 Minishaker, IKA, Works, NNC, USA

Detekéni systém pro dokumentaci gelu Azure biosystems C200, Dublin, Irsko

Mikrovinna trouba PROLINE SM117

Nanodrop 2000c UV—Vis spectrophotometer, Thermo Scientific, USA

Termocykler — Rotor—Gene 6000, Corbett Research UK Ltd, Cambridge, United Kingdom
Zariadenie pre elektroforézu, OWL Buffer PufferTM , Loughborough, UK

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V, Labnet International, Woodbridge,
USA

HPLC - HPLC/PDA Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA), DAD detektor Vanquish
(Thermo Fischer, USA), kolona YMC-Triart C18 ExRS S-3um, 8nm Analytical HPLC
Column, 150 x 4.6 mm.

GC - TraceTM 1310 split/splitless injektoru (Thermo Fisher Scientific INC., Waltham, MA,
USA) s hmotnostnim detektorem ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific
INC., Waltham, MA, USA). Analyza byla provedena na kapildrni koloné¢ TG-WaxMS§, 30 m
x 0,25 mm x 0,5 um.

4.3 Roztoky

4.3.1 0,5 x TBE pufr

Pro ptipravu 5x TBE pufru, bylo smichano 54 g Tris—béaze a 27,5 g kyseliny borité s 600 ml
destilované vody. Nasledn¢ bylo ptidano 20 ml 0,5 M EDTA a doplnéno destilovanou vodou
na 1000 ml. Nasledné byl takto ptipraveny SxTBE pufr 10x zfedén a pouzit pro dalsi praci.
4.3.2 Agaroézovy gel pro elektorforézu

Navazka 1,8 g agarozy byla za horka rozpusténa v 100 ml 0,5x TBE.

4.3.3 DNA standard

Byl pouzit DNA standard 100 bp, ktery obsahoval fragmenty o velikosti 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 pard bazi nebo standard 50 bp, ktery obsahoval
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fragmenty o velikosti 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1200 a 1500 parh bazi.

4.4 Priprava vlastni kosmetické emulze a jeji stabilita v porovnani
s komer¢nimi vzorky

Pro testy stability bylo vybrdno celkem 16 komer¢né dostupnych kosmetickych ptipravki
(pletové piipravky, télové pfipravky a peelingy). Stabilita téchto vyrobkl byla porovnéana se
stabilitou vlastni pfipravené emulze, kterd v odstfedivém testu vykazovala nejvyssi stabilitu.
Specifikace téchto vyrobkt je uvedena v Priloze 1.

Byly pfipraveny 3 rGzné receptury, v Tabulce 3 je uvedeno jejich sloZeni v hmotnostnich
procentech. VSechny emulze jsou typu olej ve vodé¢, vodna i olejova faze byly pfipraveny
zvlast, zahiaty na 80°C a po té byla do vodné faze za stdlého michani po malych ¢astech
pfimichéna faze olejova. Po vychladnuti byl do emulze pfidan konzervant v koncentraci dle
doporuceni vyrobce, ptipadné dalsi prisady.

Tabulka 3: Slozeni pripravenych emulzi

Emulze 1 Emulze 2 Emulze 3
40 til i 4,39 til i
Vodni faze 89,4 % des' ilovana voda, 74 9% destilovand voda 84,3 % destilovana voda
3 % glycerin 2,6 % glycerol

2,5 % ErcaWax BM1
10,4 % mandlovy olej | (emulgator)
8 % kokosovy olej 3 % cetyl alkohol
7 % Olivem 1000 1,5 % bila vazelina
(emulgétor) 4 % parafinovy olej

1 % gellinov easy,

2 % olej z vinnych jader,
1 % glyceryl stearat,

3 % caprylic/capric
triglycerid

Olejova
faze

1,5 % dimeticon

Konzervant | 0,6 % Euxyl K703 0,6 % Euxyl K703 0,6 % Euxyl K703

2 % plod Fragaria ananassa / 0,25 % lyofilizované kiry Citrus limon /2,5 %

Piisad
Hisacy extraktu Callisia fragrans v 70% etanolu

Kazda emulze byla pfipravena ve 4 opakovanich, pficemz jedna byla bez pfimési a do dalSich
ttech byla do kazdé ptidéna jedna ptisada uvedena v Tabulce 3, pro ovéfeni, zda si emulze
zachovaji stejnou konzistenci i po pfidani dalSich ptisad rizného typu (Cerstvy rostlinny
materidl, suSeny rostlinny material, extrakt v rozpoustédle). Piisady byly do emulzi
pfimichany na ukor destilované vody pro zachovani stejného procentualniho poméru vSech
ostatnich slozek emulzi.

4.4.1 Stabilitni testy

Byl proveden odstiedivy test ptipravenych vlastnich emulzi pomoci analytické centrifugy
LUMiSizer. Byla vybrana nejstabiln€jsi emulze, a ta byla podrobena dalSim testlim stability
spole¢né s komeréné dostupnymi kosmetickymi vyrobky (viz Ptiloha 1). Bylo takto ovéfeno,
zda je emulze dostatené stabilni v porovnani s komerénimi vyrobky, aby mohla slouzit jako
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modelovy vzorek pro optimalizaci izolace DNA a optimalizaci vybranych instrumentalnich
metod.

4.4.1.1 Odstiedivy test piipravenych emulzi

Vsechny ptipravené emulze (celkem 12) byly podrobeny odstiedivému testu na analytické
centrifuze LUMiSizer pro urceni stability emulzi. Kazdy vzorek byl naddvkovan pomoci
dlouhé jehly do kyvet vhodnych pro pouziti s pfistrojem LUMiSizer. Pomoci softwaru byla
méfena transmise (propustnost svétla) laserového paprsku s vinovou délkou 865 nm kazdych
60 s po ¢asovy usek 6 hodin a 40 minut pfi teploté¢ 25°C a pti 4 000 rpm. Pfistroj a schéma
zédznamu méfeni lze vidét na Obrazku 7.

transmise

pozice
1 — zdroj svétla, 2 — NIR svétlo, 3 — vzorek v kyveté, 4 — rotor, 5 — zaznam a vyhodnoceni

Obrazek 7: LUMiSizer (prevzato a upraveno [119; 120])

4.4.1.2 Odstredivy test Emulze 1 a komercnich vyrobki

Emulze 1 a dalSich 10 vzorkli (specifikace viz Pfiloha 1) byly v duplikatu podrobeny
odstfedivému testu na analytické centrifuze LUMiSizer pro urceni stability emulzi. Kazdy
vzorek byl naddvkovan pomoci dlouhé jehly do kyvet vhodnych pro pouziti s pfistrojem
LUMiSizer. Pomoci softwaru byla méfena transmise (propustnost svétla) laserového paprsku
s vinovou délkou 865 nm kazdych 100 s po ¢asovy tsek 16 hodin a 40 minut pfi teploté 25°C
a pti 4 000 rpm.

4.4.1.3 Cyklicky test stability Emulze 1 a komercnich vyrobki

Jeden gram od kazdého ptipravku, véetné¢ Emulze 1, byl navaZzen do zkumavky Eppendorf 1,5
ml a na vazici misku, pro porovnani skladovéani ptipravku v t€snicim a netésnicim obalu.
Vsechny vzorky byly navazeny v duplikatu. Cyklicky test probihal ve 3 cyklech (Sesti fazich)
kdy vjednom cyklu byly pfipravky nejdfive vystaveny teploté¢ 5°C po dobu 24 hodin a
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nasledovalo skladovani pfi teploté¢ 40°C po dobu dalsich 24 hodin. Vzhled a pfesna hmotnost
vzorkll byla zaznamenana ihned po navazeni vzorku a dale po skonc¢eni kazdé faze.

4.4.1.4 Termicky test stability Emulze 1 a komerénich vyrobkii

Jeden gram od kazdého ptipravku, véetné Emulze 1, byl v duplikatu navazen na vazici misku.
Vsechny vzorky byly vloZeny do termostatu vyhiatého na 37°C. Experiment probihal 59 dni a
vSechny vzorky byly pravidelné vazeny, zpocatku kazdy den (prvni tyden), po té¢ 1x tydné.
V ptipad¢ zmény vzhledu byla tato zména zdokumentovana.

4.4.1.5 ZatéZovy test Emulze 1 a komercénich vyrobki

Z kazdého ptipravku byly do sterilnich zkumavek odebrany 2 g vyrobku, vSe
v duplikatu. Do kazdé zkumavky bylo nésledné ptidano cca 1500 KTJ Staphylococcus
epidermidis CCM 2124. Mnozstvi mikroorganismti odpovida piiblizn¢ poctu bakterii na 1
cm? kiize konecku prstu, ten pfichdzi nejcast&ji do kontaktu s produktem [121; 122]. Po
pfidani mikroorganismti do vyrobkl, byl kazdy vzorek promichan sterilni ty¢inkou, byla
odebrana cast vzorku, pro oveéfeni mnozstvi zivych bun¢k v ¢ase 0. Pak byly vzorky
ponechany pii laboratorni teploté. Test probihal 28 dni a kazdych, z testovaci zkumavky bylo
odebrano 0,5 g z ptipravku do nové zkumavky po 7, 14 a 28 dnech. Do téchto zkumavek
bylo pfidano 500 — 750 pl sterilni destilované vody, dle hustoty ptipravku. Vzorky byly
zvortexovany, pifipadné kratce zcentrifugovany. V pfipadé vytvofeni dvou fazi, byly na
ptitomnost mikroorganismil otestovany ob¢ faze. Na misky s BHI (brain heart infusion) agaru
bylo napipetovano 100 pl kazdého vyiedéného vzorku (ptipadné navazeno 0,1 g). Misky byly
v kazdém kontrolnim bod¢ kultivovany pii 37 °C po dobu 72 hodin a piipadny nartist byl
kontrolovan a zaznamenan kazdych 24 hodin.

4.5 Vybér vhodného izola¢niho postupu pro izolaci DNA z rostlinné matrice

Byla izolovana DNA z rliznych typt rostlinnych matric za pouziti komeréné dostupnych kiti.
Takto izolovana DNA byla dale amplifikovana a na zéklad¢ vysledkii byl vybran nejvhodné;jsi
1zola¢ni postup.

4.5.1 Vybér metody izolace DNA

Byl proveden vybér vhodného izolacniho postupu, testovano bylo 5 komeréné dostupnych
kit (DNeasy PowerPlant Pro Kit, Qiagen, Hilden, Némecko; EliGene Plant DNA Isolation
Kit, Elisabeth Pharmacon, Brno, Ceska Republika; ChargeSwitch gDNA Plant Kit,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; Chemagic DNA Plant Kit, Perkin-Elmer, USA; Easy Prep
Polyphenol Plant DNA Extraction Kit, Tools, New Taipei City, Taiwan) pro izolaci rostlinné
DNA a modifikovand CTAB metoda [123; 124]. VSechny vzorky byly izolovany v triplikatu.
Izolace DNA probihala dle doporu¢eni vyrobce daného kitu.

4.5.2 Vybér vzorku

Pro vybér vhodné izola¢ni metody byla pouzita Cerstva rostlinnd matrice, plody merunky,
jahody, citronova kiira, duzina citronu, pomerancova kiira, duzina pomerance. Déle byla DNA
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izolovana ze suSenych kvéti hefmanku. Jedna se o plody a kvét, které v sobé obsahuji vonné
latky vcetné alergenti a pouzivaji se v kosmetickém pramyslu. Byly tedy pouzity matrice
ruzné konzistence (duzina, ktra), zpracovani (Cerstvé, suSené) a slozeni (rizné barviva,
antokyany, flavonoidy, sacharidy,...). Cilem bylo vybrat metodu izolace, kterou bude mozné
izolaci rostlinné DNA z Cerstvych listd, kde lze ziskat DNA vysoké kvality i Cistoty, to vSak
nelze v kosmetickych vyrobcich ocekévat.

4.5.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Izolovand DNA byla zmétena spektrofotometricky za ucelem zjiSténi jeji koncentrace a
Cistoty. Pomér absorbance pfi vinovych délkach 260/280 nm by se mél pohybovat v rozmezi
1,8 —2,0. Pokud je pomér nizsi, miZzeme usuzovat na kontaminaci proteiny (vétSinou). Pokud
je vyssi nez 2,0, je to zplsobeno ptitomnosti vysokého mnozstvi RNA. DNA izolovana
z rostlinnych matric miize byt kontaminovana polyfenoly a polysacharidy, znecisténi témito
latkami 1ze na spektru pozorovat pti 230 a 270 nm. Pomér vinovych délek 260/230 nm by m¢l
byt v ptipad¢ Cist¢é DNA vyssi nez 1,8 a pomér vinovych délek 260/270 nm by se mél
pohybovat mezi 1,2 — 1,3 [66].

4.5.4 PCR v realném cCase

Nasledné byla ovéiena amplifikovatelnost DNA pomoci primeri specifickych pro rostliny
pomoci PCR v redlném case.

4.5.4.1 Smés pro PCR

Komponenty pro PCR byly pfed pouZzitim rozmrazeny, promichdny a kratce zcentrifugovany.
Byla pfipravena smés pro konvenéni PCR o celkovém objemu 25 pl. Komponenty do smési
byly ptidavany postupné v potadi uvedeném v Tabulce 4.

Tabulka 4: Priprava smési pro PCR v redlném case

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 9,5
2 qPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 1
4 Primer 2 1
5 Matrice DNA 1
Celkem 25

Jako posledni byla pfiddna DNA matrice, 1 pl roztoku izolované DNA rozpusténé v
eluénim pufru. V p¥ipadé izolované DNA o koncentraci vyssi 10 ng -pl!, byla DNA pouzita
do reakce vyfedéna na tuto koncentraci. Jako negativni kontrola byl misto DNA matrice
pfidan 1 pl vody pro PCR.
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4.5.4.2 Primery

Pro amplifikaci byly pouzity primery specifické pro ITS2 oblast rostlin, jejich sekvence je
uvedena v Tabulce 5.

Tabulka 5: Primery specifické pro ITS2 oblast rostlin [125]

Primery Sekvence primera (5'—3") Velikost PCR produkti
1| S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT 500 b
2| S3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT P

4.5.4.3 Amplifikacni program

Byla provedena amplifikace izolované DNA dle teplotniho programu uvedeného v Tabulce 6.

Tabulka 6. Teplotni program PCR

ProdlouzZena Denaturace | Hybridizace | Syntéza novych | Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primeri Fetézci DNA DNA
S2F/S3R [125]
95 °C/30 62 °C/30 72° C/30
95°C/5 min ® : | > 72 °C/5 min
34 cykla

4.5.4.4 Analyza kiivek tani

Thned po amplifikaci DNA PCR v redlném Case byla provedena analyza kiivek tani produkti
PCR (nazyvana téz melt analyza). Pfed melt analyzou byl zafazen pre—melt krok (50 °C po
dobu 90 s). Analyza kiivek tani byla métena v rozmezi 50 az 99 °C s teplotnim krokem 1 °C
po dobu 5 sekund. Amplifika¢ni kiivky a kiivky tani byly zaznamenavany a analyzovany
programem RotorGene 6000 Series Software.

4.6 Izolace rostlinné DNA z kosmetickych vyrobki

Pomoci EliGene Plant DNA Isolation Kit byla izolovdna rostlinnd DNA z Cerstvého
rostlinného materidlu, lyofilizovaného rostlinného materidlu, z kosmetickych vyrobki
s rostlinnou slozkou.

4.6.1 Postup izolace DNA — upraven dle kitu EliGene

Pro izolaci DNA z rostlin byla pouzita souprava EliGene Plant DNA Isolation Kit. Postup byl
proveden podle navodu pfilozeného ke kitu. DNA rostlinnych pletiv a krémt byla izolovana
vzdy ve dvou nebo vice opakovanich. Uprava postupu se tykala jen navazky nebo
predpiipravy nékterych typt vzorki. Pokud se v kosmetickém vyrobku nachazi viditelné ¢asti
rostlinného materidlu, je mozné vzorek predpfipravit na izolaci centrifugaci. 0,5 g
kosmetického pfipravku je smichdno s 5 ml sterilni destilované vody a smés byla
vortexovana. Po té byl rozsuspendovany vzorek centrifugovan pii 6 000 rpm po dobu 6 minut.
Vznikly sediment byl po té pouzit pro izolaci DNA kitem jako vychozi rostlinny material pro
izolaci DNA.
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Kazdého vzorku cerstvého a lyofilizovaného rostlinného materidlu bylo navazeno 0,02
gramli z rostlinného materidlu a 0,1 gramu z modelovych a komer¢nich kosmetickych
produktii. K homogenizaci vzorku rostlinného materialu bylo pouZzito 0,2 g homogeniza¢niho
pisku a kopisto, pro mechanické rozmélnéni vzorku. Ke vzorkiim komerénich a modelovych
kosmetickych vzorkli nebyl pifidavan homogenizacni pisek v ptipad¢, Ze to jejich konzistence
nedovolovala (emulze) nebo by jeho pfitomnost byla zbytecna (peelingy), v téchto ptipadech
byl vzorek rozmélnén piimo v pufru. Po rozmélnéni vzorku byl ke vzorku pfidan
homogeniza¢ni pufr, ktery zabranoval degradaci nukleovych kyselin a poméhal odstrafiovat
proteiny a fenolické latky. Poté byl pfidan lyzacni pufr s dodecylsiranem sodnym (SDS),
ktery je potfebny pro kompletni lyzi bun¢k. Smés inkubovéana po dobu 10 minut pfi teploté 70
°C. Vzorky byly centrifugovany a k supernatantu byl piidan pufr obsahujici ¢inidlo pro
vysrazeni organickych a anorganickych slozek (proteiny, fenolické latky a polysacharidy). Po
inkubaci byly k supernatantu ptidany dva pufry. Prvni, vazaci pufr, obsahoval chaotropni soli
a druhy, obsahoval etanol. Tato kombinace pufrii poskytuje optimalni podminky pro vazbu
DNA, ta diky chaotropnim solim pfilne k silikdtové membrané spin filtru. Tekutd slozka
pfejde skrz membranu a je odstranéna. Membrana spin filtru byla promyvéana promyvacimi
roztoky na bazi etanolu, které precistily DNA, navdzanou na spin filtru. Membrana byla
vysusena dvouminutovou centrifugaci pti vysokych otackach. K uvolnéni DNA, navazané na
spin filtru, byl pouzit elu¢ni pufr.

4.6.2 PCR v realném case

Koncentrace a cistota eluované DNA byla stanovena spektrofotometricky a pak byla
ovétena amplifikovatelnost této DNA pomoci primert specifickych pro rostliny pomoci PCR
vrealném case stejné¢ jako v kapitole 4.5.4. V piipadé uspésné amplifikace byla DNA
podrobena dal§i PCR v redlném cCase se specifictéjSimi primery.

4.6.2.1 Smés pro PCR

Komponenty pro PCR byly pied pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce zcentrifugovany.
Byla pfipravena smés pro konvenéni PCR o celkovém objemu 25 pl. Komponenty do smési
byly pfidavany postupné v poradi uvedeném v Tabulce 7. Jako posledni byla pfidana DNA
matrice, 1 pl roztoku izolované DNA rozpusténé v elu¢nim pufru. V ptipad¢€ izolované DNA
o koncentraci vy$§i 10 ng -ul™!, byla DNA pouzitd do reakce vyfedéna na tuto koncentraci.
Jako negativni kontrola byl misto DNA matrice pfidan 1 pl vody pro PCR.

Tabulka 7: Priprava smesi pro PCR v redlném case

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 9,5
2 qPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 1
4 Primer 2 1
5 Matrice DNA 1
Celkem 25
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4.6.2.2 Primery

Pro amplifikaci byly pouzity primery uvedené v Tabulce 8. Tyto primery byly vybrany na
zékladé predchozich optimalizaci. Jejich specifita byla také ovéfena v databazi NCBI

v programu PrimerBlast.

Tabulka 8: Primery

Primery Sekvence primert (5'—3") | Velikost PCR produkti
rostlinnd DNA — ITS 2 oblast [126]

1268 for GAATTCACCCAAGTGTTGGGA 220 bp
2268 rev AGAGGCGTTCAGTCATAATC

Limonensyntaza - citrusy [127]
1| Lim 2 Forward ACAAAAGACGAGCAGAAGAG 122 bp
2| Lim 2 Reverse AAAACGATGAGCCAATCCAA

Rod citrus (genus Citrus) [128]
1| Cits1.01 F ACCCTTGGCATATCAGCATT 97 bp
2| Cits1.01 R CCAGGACTAAGAAGATTTCGC

Rod jahodnik (genus Fragaria) [129; 130]
1| CADICF GAGGAGGAAGCTCTTAAACACC 209 bp
2| CADIC R GCAGAAACTGTGTCAATGATCC
Levandule [131]
1 Lavl-F AAAGCTTCTTCCGCTTTGCG 154 bp
2 Lavl-R TCGTCTTTTTACCTCTTCATCCA
Levandule — modifikace dle [131]

1| Lavlimod-R TGATCTTTTTACCTCTTCATCCA 154 bp
2| Lavlmod-F AAAGCCTCTTCCGCTTTGCG

4.6.2.3 Amplifikacni program

Byla provedena amplifikace izolované DNA dle teplotniho programu uvedeného v Tabulce 9.

Tabulka 9. Teplotni program PCR

ProdlouZena Denaturace Hybridizace | Syntéza novych | Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primeru fetézci DNA DNA
26S for/268S rev [126]
95°C/40 57°C/40 72°C/80
95°C/5 min 5| > | : 72°C/10 min
35 cykla
Lim2F/R [127]
04°C/5 min 94°C30s | 54 €30 | 72°C30s oS i
37 cykla
Cits 1.01 F/R[128]
4° ° 2°C/2
04°C/5 i 94°C/30s | 55 C130s 72°C/20 s oS i
35 cykla
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Pokracovani Tabulky 9:

CADIC F/R — touchdown PCR [129; 130]
94°C/30s | 60-55°C/45s |  72°C/60 s
) 10 cyklt — kazdy cyklus pokles 0,5°C .
94°C/2 72°C/5
i 94°C/30s | 55°C/45s |  72°C/60s i
25 cykli
Lav1FR, LavImodFR [131]
0555 mic 9°C/30s | 50 C30s 72°C/30 s oS i
35 cykla

4.6.2.4 Analyza kiivek tani

Ihned po amplifikaci DNA PCR v redlném Case byla provedena analyza kiivek tani produkti
PCR. Ptfed analyzou byl zatazen pre-melt krok (50 °C po dobu 90 s). Melt analyza byla
méiena v rozmezi 50 az 99 °C s teplotnim krokem 1 °C po dobu 5 sekund. Amplifika¢ni
kiivky a kiivky tani byly zaznamenavany a analyzovany programem RotorGene 6000 Series
Software.

4.6.2.5 Detekce produktic PCR agarozovou gelovou elektroforézou

Byl ptipraven 1,8% agarozovy gel (1,8 g agarézy ve 100 ml 0,5x TBE pufru). Smés byla
zahtivana v mikrovinné troubé az do uplného rozpusténi agar6ézy. Po vychladnuti na teplotu
cca 60 °C bylo do gelu piidano 5 pl fluorescencniho/interkalacniho barviva, suspenze byla
promichana a nalita do pifipravené formy s hiebinkem. Gel byl ponechan na rovné podlozce
do zatuhnuti (cca 30 minut — 1 hodinu). Hiebinek byl opatrné vytazen, do vzniklych jamek
byly pipetovany produkty PCR s 6x koncentrovanym nandsecim pufrem (25ul vzorku, 5 ul
nanaseciho pufru). Do kazdé jamky bylo pipetovano 10 pl vzorku PCR produktt, a do jedné
jamky bylo pipetovano 5 pul DNA standardu. Byly pouzity dva velikostni standardy, DNA
standard 50 bp a DNA standard 100 bp. Elektroforeticka vana byla pfipojena ke zdroji, na
kterém bylo nastaveno konstantni napéti 60 V a elektroforéza probihala 1,5 — 3 hodiny (v
zavislosti na velikosti vany). Po skonceni byl gel vyjmut z vany a vyhodnocen na pfistroji
Azure™ ¢ 200.

4.6.3 Optimalizace PCR specifické pro bylinu Achyrocline satureioides

Byly navrZeny primery pomoci nastroje Primer Blast pomoci sekvenci z databaze NCBI.
Nasledn¢ byl vybran primerovy par, ktery byl nejvice specificky k dané sekvenci a
optimalizaci podminek PCR bylo dosazeno nejlepsi u¢innosti PCR reakce (v PCR v redlném
Case).

4.6.3.1 Navrh primeru

Byly navrzeny 3 primerové pary pomoci NCBI nastroje Primer-BLAST . Primery byly
navrzeny pomoci sekvenci z databaze GenBank (KT865231.1, KT865438.1, HG797713.1).
Jejich specifita byla zkontrolovana také pomoci néstroje Primer-BLAST, primery byly
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specifické pro A.satureioides, ptipadné se liSily jednim nebo vice pary bazi od ostatnich druhti
rodu Achyrocline. Primery jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10: Navrzené primery

Primery Sekvence primeri (5—3") Velikost PCR produkti
1| ASIF TGGCCAAAATACGAGTCCCC 95 bp
2| ASIR GCTTCCCCTACGATTGCAGA
1| AS2F ATGGATGTTTGGTGTGGGGG 74 bp
2| AS2R ACGGGGACTCGTATTTTGGC
1| AS3F AAACCTTCGTCTTCCGTGGT b
2| AS3R GCGTCGTCAAAAGACAACACA 77bp

4.6.3.2 Vybér primerii

Byla provedena PCR s DNA izolovanou ze suSenych kvéti A. satureioides se vSemi
navrzenymi pary primerd. Primery AS2F/R byly vylouceny z dalsi analyzy, protoze doslo
také k amplifikaci DNA Matricaria chamomilla. Teplotni program a slozeni smési pro PCR je
uvedeno v Tabulkach 11 a 12.

Tabulka 11: Slozeni smési pro PCR

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 9,5
2 gqPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 1
4 Primer 2 1
5 Matrice DNA 1

Celkem 25
Tabulka 12: Teplotni program
ProdlouZena Denaturace Hybridizace | Syntéza novych | Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primeru retézci DNA DNA
95°C/30 56°C/30 72°C/30
95°C/5 min : X : 72°C/10 min
36 cykla

4.6.3.3 Optimalizace ucinnosti PCR

Bylo optimalizovano mnozstvi primerd AS1F/R a AS3F/R ve smési PCR za ucelem zvySeni
ucinnosti PCR reakce. Bylo testovano 0,1 ul; 0,2 ul; 0,3 pl; 0,4 ul; 0,5 pl; 0,6 ul; 0,7 pl;
0,8 ul; 0,9 ul; 1 ul; 2 pul; 2,5 pl; 3 ul; 3,5 ul; 4 pl; 4,5 ul a 5 pl primerd v PCR smési. Pro
kazdé zvySeni koncentrace primerd v PCR smési byla ovéfena a pfipadné zvysSena teplota
anealingu pomoci nastroje NEB Tm Calculator. V ptipadé primeri AS3F/R byla ucinnost
amplifikace vyznamné zvySena v piipad¢ slozeni smési uvedené v Tabulce 13. Amplifikacni
program je uveden v Tabulce 14.
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Tabulka 13: Slozeni smési pro PCR

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 5,5
2 qPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 3
4 Primer 2 3
5 Matrice DNA 1

Celkem 25
Tabulka 14: Teplotni program
ProdlouZena Denaturace Hybridizace | Syntéza novych | Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primeru fetézci DNA DNA
95°C/30 54°C/30 72°C/40
95°C/5 min : > : 72°C/10 min
35 cykla

4.6.3.4 Detekce PCR produktit pomoci agarosové elektroforézy

Byl pfipraven 2,2% agarozovy gel (2,2 g agarézy ve 100 ml 0,5x TBE pufru). Smés byla
zahtivana v mikrovinné troubé az do uplného rozpusténi agar6ézy. Po vychladnuti na teplotu
cca 60 °C bylo do gelu piidano 5 pl fluorescencniho/interkala¢niho barviva, suspenze byla
promichana a nalita do pfipravené formy s hiebinkem. Gel byl ponechan na rovné podlozce
do zatuhnuti (cca 30 minut — 1 hodinu). Hiebinek byl opatrné vytazen, do vzniklych jamek
byly pipetovany produkty PCR s 6x koncentrovanym nandsecim pufrem (25ul vzorku, 5 ul
nanaseciho pufru). Do kazdé jamky bylo pipetovano 10 pl vzorku PCR produktt, a do jedné
jamky bylo pipetovano 5 pul DNA standardu. Byly pouzity dva velikostni standardy, DNA
standard 50 bp a DNA standard 100 bp. Elektroforeticka vana byla pfipojena ke zdroji, na
kterém bylo nastaveno konstantni napéti 50 V a elektroforéza probihala 3 hodiny. Po skonc¢eni
byl gel vyjmut z vany a vyhodnocen na pfistroji Azure™ c 200.

4.7 1Izolace bakterialni DNA

V kosmetickych vyrobcich se nachazi kromé rostlinnych slozek i mikrobiadlni DNA, miize se
jednat o mikroorganismy, které byly do vyrobku zaneseny v procesu vyroby nebo pouzivani,
ale mize se jednat i o mikroorganismy zamérné piidané do vyrobku, napt. probiotické
bakterie. Na schématu nize je znazornéno, co vSe lze v kosmetickém vyrobku analyzovat
pomoci extrakce DNA a PCR. Pomoci PCR lze také sledovat, jak po pravidelné aplikaci
ovlivituje kosmeticky vyrobek zastoupeni mikroorganismu na pokozce.
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4.7.1 Kultivace probiotickych bakterii z kosmetickych vyrobki

Na ptitomnost probiotickych bakterii byly testovany 3 vyrobky vyrobce Eminence, které
obsahovaly probiotika i rostlinnou slozku (okurka), jejich specifikace se nachazi v Ptiloze 1.
Bylo odvazeno v triplikatu 0,5 g kazdého vyrobku do sterilnich zkumavek a fedénim sterilni
vodou byly pfipraveny vzorky o fedéni 10, Na agarové plotny MPA médiem bylo rozetieno
100 pl vzorku sterilni hokejkou ve tfech paralelach. Rust pti 37 °C byl kontrolovan kazdych
24 hodin. Po tfech dnech kultivace byly kolonie narostlé na MPA médiu pteockovany
kiizovym roztérem na tuhé MRS médium a kultivovany dalSich 48 hodin. Nésledné byly
kolonie setieny ockovaci klickou a pieneseny do 50 ul PCR vody a povafeny 20 minut pro
PCR z jedné kolonie. Byla provedena amplifikace izolované DNA. Teplotni programy byly
zvoleny v zavislosti na pouzitych primerech (Tabulka 15). Teplotni program a smés PCR pro
doménu Bacteria a pro rod Lactobacillus se nachazi v Tabulce 16 a 17.

Tabulka 15: Specifické primery pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

. . Lo, Velikost
Primery Sekvence primeru (5°- 3") produkti PCR

Doména Bacteria [132]

1| F eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466 bp

2| R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTGTT
Rod Lactobacillus [132]

1 | F alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92 bp

2 | R alllact AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT
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Smés pro PCR v realném case byla ptipravena dle doporuceni vyrobce SYTO Master Mix.

Tabulka 16: Priprava smési pro PCR v redlném case dle doporuceni vyrobce Master Mix

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 9,5
2 qPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 (10 pmol-ul™) 1,0
4 Primer 2 (10 pmol-ul™) 1,0
5 Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

Tabulka 17: Teplotni programy

ProdlouZena Denaturace | Hybridizace | Syntéza novych | Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primeri retézcii DNA DNA
Doména Bacteria [132]
95 °C/30 55 °C/30 72 °C/1 mi
95 °C/5 min s_| : == 72 °C/5 min
30 cykli
Rod Lactobacillus [132]
4 ° © 2 °C/1 mi
05 (/5 min 94°C/30s | 58°C/30s | 72°C/1 min 505 min

30 cykli

4.8 Izolace rostlinné DNA z potravinovych vyrobki s bylinnou a rostlinnou
sloZkou

Pomoci EliGene Plant DNA Isolation Kit byla izolovédna rostlinnd DNA ze vzorka potravin
s bylinnou a rostlinnou slozkou, specifikace vzorki je uvedena v Ptiloze 1.

4.8.1 Postup izolace DNA — upraveno dle kitu EliGene

Pro izolaci DNA byla pouzita EliGene Plant DNA Isolation Kit. Postup byl proveden podle
navodu pfilozeného ke kitu. DNA z potravinovych vyrobkl byla izolovana vzdy ve dvou
nebo vice opakovanich. Uprava postupu se tykala jen navazky nebo piedpiipravy nékterych
typt vzorkii. Kazdého vzorku bylo navazeno 0,1 gramu (navazka urCena na zakladé
predchozich optimalizaci). K homogenizaci vzorku bylo pouzito 0,2 g homogeniza¢niho
pisku a kopisto, pro mechanické rozmélnéni vzorku. Po rozmélnéni vzorku byl ke vzorku
pfidan homogenizacni pufr, ktery zabranoval degradaci nukleovych kyselin a pomahal
odstraniovat proteiny a fenolické latky. Poté byl pfidan lyzacni pufr s dodecylsiranem sodnym
(SDS), ktery je potfebny pro kompletni lyzi bunék. Smés inkubovana po dobu 10 minut pfi
teploté 70 °C. Vzorky byly centrifugovany a k supernatantu byl pfidan pufr obsahujici ¢inidlo
pro vysrazeni organickych a anorganickych slozek (proteiny, fenolické latky a polysacharidy).
Po inkubaci byly k supernatantu ptidany dva pufry. Prvni, vazaci puftr, obsahoval chaotropni
soli a druhy, obsahoval ethanol. Tato kombinace pufri poskytuje optimalni podminky pro
vazbu DNA, ta diky chaotropnim solim pfilne k silikdtové membrané spin filtru. Tekuta
slozka pfejde skrz membranu a je odstranéna. Membrana spin filtru byla promyvana
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promyvacimi roztoky na bazi ethanolu, které ptecistily DNA, navazanou na spin filtru.
Membrana byla vysuSena dvouminutovou centrifugaci pii vysokych otackach. K uvolnéni
DNA, navazané na spin filtru, byl pouzit elu¢ni pufr.

4.8.2 PCR v realném case

Koncentrace a Cistota eluované DNA byla stanovena spektrofotometricky a pak byla
ovétena amplifikovatelnost této DNA pomoci primert specifickych pro rostliny pomoci PCR
vredlném Ccase stejné jako v kapitole 4.5.4. V ptipadé UspéSné amplifikace byla DNA
podrobena dalsi PCR v realném case se specifictéjsSimi primery uvedenymi v kapitole 4.6.1.

4.9 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Metoda pro soucasné stanoveni 24 vonnych alergent vychazi z publikace C.Villa a kol. 2007,
kde autofi navrhli metodu stanoveni 24 vonnych alergenii sou¢asn¢ pomoci HPLC. V naSem
ptipadé byla pouzita jind kolona a upraveny podminky analyzy. Analyty byly sledovénay ve
¢tyfech UV kandlech (UV1 =210 nm, UV2 =254 nm, UV3 =280 nm, UV4 =225 nm). Pfi
piipravé realnych vzorkli pro analyzu byl pfidan p-anisaldehyd do kazdého vzorku jako
standard pro vylouceni chyb pii extrakci analyt ze vzorku. Analyza byla provedena na
ptistroji HPLC/PDA Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA), DAD detektor Vanquish
(Thermo Fischer, USA), kolona YMC-Triart C18 ExRS S-3um, 8nm Analytical HPLC
Column, 150 x 4.6 mm.

4.9.1 Standardy a jejich priprava

Standardy alergent byly ziskany od Accustandard Inc. (New Haven, USA), charakteristika je
uvedena v Tabulce 18. Jako standard pro pfepocet ztrat pti extrakci byl pouzit p —anisaldehyd
od MERCK (Darmstadt, Némecko).

Jednotlivé zasobni roztoky 24 alergent, které nebyly dodany uz v rozpusténém stavu, byly
pfipraveny rozpusténim standardu v acetonitrilu (HPLC grade) v odmérnych baikach na
koncentraci 10 mg - ml-1, s vyjimkou hydroxycitronellalu (100 mg - ml-1). Roztoky byly
udrzovany pii 4 °C a za téchto podminek byly stabilni po dobu alesponi 7 dna. Jejich stabilita
byla kontrolovana pomoci HPLC ovéfenim, zda byly konstantni plochy, pocty piki i retenéni
Gasy. Cerstvé pracovni roztoky pfipravené vhodnym fedénim zasobnich roztokds byly
zpracovavany jednotlivé i ve smési pro optimalizaci provoznich podminek a pro sestrojeni
kalibra¢nich ktivek. Standardni smésny roztok vsech testovanych alergenti a a p-anisaldehydu
byl pfipraven zfedénim znamého objemu kazdého zasobniho roztoku v odmérnych baikach
acetonitrilem.
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Tabulka 18: Standardy 24 vonnych alergenit od Accustandard Inc.

Katalogové Cislo Nazev MnoZstvi
ALR-001N Amyl cinnamal 100 mg
ALR-002N Benzyl alkohol 100 mg
ALR-003N Cinnamyl alcohol 100 mg
ALR-004N Citral 100 mg
ALR-005N Eugenol 100 mg
ALR-006-N Hydroxy-citronellal 100 mg
ALR-007N Isoeugenol 100 mg

ALR-008S-ET-10X Amylcinnamyl alcohol 1000 pg/ml v etanolu, 1 ml
ALR-009N Benzyl salicylate 100 mg
ALR-010N Cinnamal 100 mg
ALR-011IN Coumarin 100 mg
ALR-012N Geraniol 100 mg
ALR-013N Lyral (Mix of isomers) 100 mg
ALR-014N Anisyl alcohol 100 mg
ALR-015N Benzyl cinnamate 100 mg
ALR-016N Farnesol (Mixed isomers) 100 mg

ALR-017S-CN-10X | 2-(4-tert-Butylbenzyl)propionaldehyde | 1000 pg/ml v acetonitrilu, 1 ml
ALR-018N Linalool 100 mg
ALR-019N Benzyl benzoate 100 mg
ALR-020N b-Citronellol 100 mg

ALR-021S-ET-10X Hexyl cinnamaldehyde 1000 pg/ml v etanolu, 1 ml
ALR-022N d-Limonene 100 mg
ALR-023N Methyl heptyne carbonate 100 mg

ALR-024S-CN-10X

Cetone Alpha (tech)

1000 pg/ml v acetonitrilu, 1 ml

4.9.2 Aparatura a podminky analyzy

V ¢lanku C.Villa a kol. 2007 byla pouzita kolona LiChroCART Purospher Star RP18-e
(250 mm x 4,6 mm id) (5 pm) (Merck, Darmstad, Némecko). Podminky, za kterych
probihala analyza, jsou uvedeny v Tabulce 19.

Tabulka 19: Piivodni podminky analyzy

Cas [min] Pritok [ml - min-1] Acetonitril [%] miliQ voda [%]
0 0,7 50 50
5 0,7 50 50
15 1,0 60 40
24 1,0 60 40
40 1,0 90 10
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Metoda byla zjednoduSena o pritokovy gradient a gradient mobilni faze byl pozménén.
Upravené podminky analyzy jsou uvedeny v Tabulce 20. Vyhodnoceni probihalo pomoci
softwaru Chromeleon.

Tabulka 20: Nové podminky analyzy

Cas [min] Priitok [ml - min-1] Acetonitril [%] miliQ voda [%]
0 1,0 40 60
5 1,0 50 50
15 1,0 60 40
24 1,0 60 40
40 1,0 90 10
49 1,0 90 10
51 1,0 40 60

4.9.3 Priprava silic pro analyzu

Bylo napipetovano 150 pl silice k 1350 pl acetonitrilu (HPLC grade), suspenze byla
prefiltrovana ptes 0,45 um nylonovou membranu. Vzorek byl vhodné nafedén, 10x a 100x, a
nasledné byl analyzovan.

4.9.4 Priprava vzorki kosmetickych a potravinovych vyrobki pro analyzu alergeni

Do zkumavky bylo navazeno 0,2 g vzorku. Do kazdé zkumavky byl pfidan 1 ml acetonitrilu
s p-anisaldehydem (interni standard, koneéna koncentrace 0,007 5 — 0,01 mg-ml!) a
ptiblizné 0,2 g sklenénych kulic¢ek, které napomahaji lepsi homogenizaci vzorku. Zkumavky
byly vortexovany po dobu 15 minut. Suspenze byla piefiltrovana pies 0,45 um nylonovou
membranu. Vzorky byly nésledné analyzovany pomoci HPLC, jako mobilni faze byl pouzit
acetonitril a miliQ voda. Byl proméfen i acetontril a p-anisaldehydem, ktery slouzil k extrakci
vzorkll kviili pfepoctu ztrat analyti v pribéhu extrakce a pro ovéfeni spravného pribchu
méfeni.

4.10 SPME-GC-MS

Analyza hlavnich tékavych komponent kosmetickych ptipravkl byla provedena na TraceTM
1310 split/splitless injektoru (Thermo Fisher Scientific INC., Waltham, MA, USA) s
hmotnostnim detektorem ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific INC.,
Waltham, MA, USA). Analyza byla provedena na kapilarni kolon¢ TG-WaxMS, 30 m x 0,25
mm x 0,5 um. Jako nosny plyn bylo pouZito helium pfi pritoku 1 ml - min~'. Hmotnostni
detektor byl v rezimu elektronové ionizace a nastaven na 70 eV, teplota iontového zdroje 200
°C, snimaci rozsah 30—400 m/z, rychlost skenovani 0,2 s. Podminky analyzy jsou uvedeny
v Tabulce 21. Vzorky pro GC analyzu byly navazeny do vialek, kazdého vzorku bylo
navazeno cca 1 g.
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Tabulka 21: Podminky analyzy

Inkubace 10 min pii 40 °C
Extrakce vzorku na vlakno PDMS/CAR/PVB 20 min pii 40 °C
Desorpce na injektoru 20 min pti 240 °C
1 minuta 40 °C
Teplotni program 5 °C/min do 220 °C
12 minut pti 220 °C

4.11 GC-MS s pirimym nastiikem vzorku

Analyza hlavnich t€kavych komponent lyofilizovaného extraktu Achyrocline satureioides byl
analyzovan pomoci GC-MS s piimym nastiikem. K tomuto tucelu byl pouzit plynovy
chromatograf Trace 1310 s hmotnostnim detektorem TSQ 900 s kapilarni kolonou
Supelcowax (30 m x 0,25 mm; LD. 0,25 um). Navazka 5, 10 a 25 mg lyofilizovaného
extraktu bylo rozpusténo v ethylacetatu, vzorek byl extrahovan do rozpoustédla po dobu 10
minut na tiepacce (3000 rpm) a nasledné prefiltrovan pres nylonovy filtr (0,22 um). Na
kolonu byl nastfiknut 1 pl takto pfipraveného vzorku, teplota injektoru 250 °C, teplota
transfer line 220 °C. Nosnym plynem bylo helium a teplotni program probihal 70 °C po dobu
1 min, nasledoval nartist 10 °C/min do 135 °C, teplota byla drzena na 135 °C po dobu 2 min.
Dale teplota rostla 3 °C/min. do 170 °C, kde byla drzena po dobu 1 min. Nasledoval nartst
teploty 10 °C/min. do 250 °C, kde byla teplota drzena po dobu 20 min. MS detektor TSQ
9000 byl nastaven na full scan 35 — 350 m/z. Pro Ucely méfeni byly pouzity standardy
Fragrance Allergen Mix 1 a Fragrance Allergen Mix 2 (Supelco, USA).

52



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Priprava a vybér kosmetické emulze

Jednim z vystupi métfeni analytické centrifugy je graf zavislosti transmise paprsku na poloze
vzorku v kyveté. Hodnota 130 mm v grafu odpovidd dnu kyvety. Kazdych 60 s byla
zaznamenana kiivka, ¢ervené nejdiive a zelené ke konci méfeni. Z toho vyplyva, ze pokud
dochazi k co nejvétsimu piekryvu viech kiivek, je emulze po celou dobu méfeni stabilni. Cim
vice kiivek je mozné rozeznat, tim vétsi jsou zmeény ve stabilité méfené¢ho vzorku. Z hlediska
testll stability na analytické centrifuze byla pro dalsi experimenty vybrana Emulze 1, protoze
byla nejstabilnéjsi z testovanych vzorkl (viz Obrazek 8). Béhem odstfedivého testu doslo
k odd€leni fazi u Emulze 3 (viz Obrazek 9).
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Obrazek 8: Zavislost transmise na poloze v kyveté vzorku cisté Emulze 1 bez prisad a fotka kyvety po
centrifugaci
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Obrazek 9: Zavislost transmise na poloze v kyveté vzorku cisté Emulze 3 bez prisad a fotka kyvety po
centrifugaci
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U Emulze 2 nedoslo k vyraznému oddéleni fazi, ale index nestability (nabyva hodnot od 0 do
1, ¢im nizsi, tim je vyrobek stabilnéjsi) byl vyssi nez u Emulze 1 (viz Tabulka 22). V ptipadé
Emulzi 1 a 3 nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi vzorky, které obsahovaly dalsi ptisady a
mezi vzorky, které byly bez dalSich ptimési. AvSak v ptipadé Emulze 2 byly méné stabilni
vzorky, které¢ obsahovaly ptisady, nejméné pak vzorek s piidavkem etanolového extraktu.

Tabulka 22:Nameérené indexy nestability pripravenych emulzi

Pridavek Index nestability
2 % plod Fragaria ananassa 0,008
0,25 % lyofilizované kiiry Citrus limon 0,012
Emulze 1 -
2,5 % extraktu Callisia fragrans v 70% etanolu 0,010
- 0,008
2 % plod Fragaria ananassa 0,030
0,25 % lyofilizované kiiry Citrus limon 0,031
Emulze 2 -
2,5 % extraktu Callisia fragrans v 70% etanolu 0,038
- 0,023
2 % plod Fragaria ananassa 0,112
0,25 % lyofilizované kiry Citrus limon 0,118
Emulze 3 -
2,5 % extraktu Callisia fragrans v 70% etanolu 0,118
- 0,118

5.1.1 Stabilita pripravené emulze v porovnani se stabilitou komercnich kosmetickych
vyrobki

Emulze 1, ktera byla nejstabilnéjsi z pfipravenych emulzi, byla proto spolu s dalSimi
komer¢né dostupnymi prostiedky podrobena dalSim stabilitnim testim. Konkrétné¢ byla
podrobena dalSimu odstfedivému testu s prodlouzenym casem analyzy, cyklickému,
termickému a zatézovému testu. Bylo tak ovéteno, zda je pfipravend emulze dostatecné
stabilni pro nasledné optimalizace instrumentalnich metod a izolace DNA.

5.1.1.1 Odstiedivy test

Oproti podminkam odstfedivého testu pro vybér nejstabilnéjsi z pfipravenych emulzi byl
prodlouzen Cas analyzy, a to o celych 10 hodin. Bylo tedy mozné pozorovat, zda je emulze
stabilni 1 po delsi Casovy usek a zda se mize vtomto ohledu rovnat bézn& dostupnym
komer¢nim vyrobkim. Béhem odstfedivého testu doslo ke krémovani u tfech testovanych
komercnich piipravka. Ostatni testované produkty a Emulze 1 byly stabilni po celou dobu
testu (viz Tabulka 18). Lze tedy usuzovat, ze je ptripravena Emulze 1 dostatecné stabilni a
muze byt pouzita jako ,,modelova smés* pro dalsi experimenty a optimalizace metod.

Teoretickd stabilita vyrobku byla vypoctena podle rovnice (1) v kapitole 2.6.5. Je
vypoétena z doby, po kterou byl vyrobek stabilni v pritbéhu testu, Ve sloupci Cas v Tabulce
23 je uvedena hodnota, kdy se vyznamné zménil index nestability pro kazdy z vyrobki.
V tabulce 23 jsou vyznaceny tucné vzorky, které byly nejméné stabilni.
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Tabulka 23: Index nestability testovanych pripravkii a teoreticka stabilita vyrobku

Pripravek Index RCA Cas is] Stabilita
nestability lg] [mésice]

Emulze 1 0,010 2123 | 60000 49,1

0,011 2130 | 59900 49,2
Herbs od Bulgaria 0,008 2129 59900 492
hydrataéni krém levandule 0,008 2109 | 59900 48,7
Nivea 0,025 2120 | 59901 49,0
NATURALLY GOOD 0,023 2127 | 59901 49,2
Feel Free 0,023 2131 | 59900 49,2
obnovujici krém na ruce 0,021 2107 | 59900 48,7
Nobilis Tilia *
levandulovy krém 0,017 2122 | 59900 49,0
Nobilis Tilia 0,099 2124 | 17500 14,3
termoaktivni krém Termal 0,108 2121 17500 14,3
Ryor 0,217 2127 8000 6,6
hydrataéni krém s levanduli 0,226 2124 8000 6,6
Ryor s probiotiky ** 0,350 2118 1000 0,8
krém proti zarudnuti a rosifenym zilkam 0,352 2125 1000 0,8
Havlikova apotéka 0,014 2122 59901 49,0
krémova maska okurka 0,018 2122 | 59901 49,0
Natura Siberica Loves Estonia mésickovy 0,015 2096 | 59900 48,4
krém na télo 0,009 2134 | 59901 49,3
Alverde 0,018 2118 | 59901 48,9
télové maslo Skin Food 0,012 2126 | 59901 49,1

*u tohoto vzorku doslo ziejmé k chybnému naddvkovani vzorku do kyvety, vzorek pii vizudlni kontrole
nejevil znamky destabilizace

** v dobé testovani jiz tento vyrobek byl po zarucni dobé
5.1.1.2 Cyklicky test

Vizuélni a hmotnostni zmény byly zaznamenény v pravidelném intervalu, tzn, na konci kazdé
faze. V uzavienych zkumavkach se hmotnostni ubytek pohyboval v rozmezi 0,2 — 2,7 % pro
vSechny testované produkty. U vzorkli uzavienych do Eppendorff zkumavek bylo mozné
pozorovat projevy nestability nékterych vyrobkli (odd€leni fazi, zména skupenstvi, zména
barvy, vyskyt bublinek). V Ptiloze 2 jsou uvedeny grafy zavislosti hmotnosti jednotlivych
vzorkll na Case a fotografie, jak se vizualn€ ménily nestabilni vzorky v ¢ase. Emulze 1 zlstala
stabilni po celou dobu testu (viz Obrazek 10). V piipadé vzorkli navazenych na miskach doslo
celkové k 90% hmotnostnimu ubytku u Emulze 1, avSak ostatni komeréni vyrobky
s podobnym obsahem vody, mély podobny tbytek hmotnosti (viz Ptiloha 2).
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Obrazek 10: Cyklicky test Emulze 1

Z toho lze usuzovat, ze pii spravném skladovani a v uzavieném obalu, je pfipravena
emulze srovnatelnd a v nékterych ohledech 1 stabilnéjSi nez nékteré komercné dostupné
kosmetické vyrobky, a lze ji tedy pouzit jako modelovou smés pro dalsi experimenty.

5.1.1.3 Termicky test

V termickém testu byly urychleny destabiliza¢ni procesy, které by mohly u ptipravku nastat.
Jediny stabilni ptipravek byl peeling C + Citrus Planeta Organica. Emulze 1 a zbylé komeréni
ptipravky vykazovaly nestabilitu. Je tedy dilezité tésnici baleni, aby nedochéazelo ke ztratdm
tékavych slozek.

5.1.1.4 ZatéZovy test

Emulze 1 méla funkéni antimikrobidlni ochranu. Pfi jedné paralele pii vyhodnoceni
zatézového testu byly sice pozorovany kolonie, ale jednalo se nejspiS§ o kontaminaci
(Tabulka 24). Emulze 1 tedy spliovala stanovené limity 1000 KTJ/g. Jedna se tedy o
ptipravek s dostatecnymi konzerva¢nimi ucinky.

Tabulka 24: Mnozstvi Zivotaschopnych bakteridalnich bunék v Emulzi 1 v prubéhu zatézového testu

. TO T7 T14 T28
pripravek vzorek
KTJ/g KTJ/g KTJ/g KTJ/g
1-a 710 0 0 0
1-b 710 0 0 15
Emulze 1
2-a 703 0 0 0
2-b 703 0 0 0

T0 — pocatek experimentu, T7 — 7. den experimentu, T14 — 14. den experimentu, T28 — 28. den
experimentu, 1, 2 — naspikovany vzorek v duplikatu; a, b — duplikat na agarovych plotndach

56



5.1.1.5 Celkové vyhodnoceni

Pti odstfedivém testu nastala separace fazi u 3 komerc¢nich ptipravki, Emulze 1 byla stabilni,
stejné jako ostatni komerini pfipravky, jejich minimélni vypoctend stabilita se pohybovala
v rozmezi 48 — 49 mésicu (viz Tabulka 23).

Béhem cyklického testu v uzavieném obalu se hmotnost vzorki témét neménila, byl vSak
pozorovan kondenzat na vicku u 13 ze 17 vzorkd, v€etné¢ Emulze 1. K viditelnym zménam ve
struktufe ¢i barvé v pripadé Emulze 1 nedoslo. V ptipadé cyklického testu v neuzavieném
obalu byly vSechny vzorky vcetné Emulze 1 vyhodnoceny jako nestabilni, kromé peelingu
Planeta Organica Citrus. Z toho vyplyva, ze se Emulze 1 vykazuje obdobnou stabilitu
v prubehu cyklického testu jako ostatni komercni ptipravky (viz Tabulka 25).

Tabulka 25: Shrnuti vysledkii jednotlivych stabilitnich testu

Piipravek

Odstredivy
test *
CyKklicky test
(Eppendoorf)
Cyklicky test
(misky)
Termicky test

Emulze 1 +
Nivea NATURALLY GOOD +
Ryor hydrata¢ni krém s levanduli -

+ |+ |+

T T[T Zat&Zovy test

Ryor s probiotiky -

_|_

Nobilis Tilia levandulovy krém

Nobilis Tilia termoaktivni krém Termal

Herbs of Bulgaria hydratacni krém levandule

Alverde télové maslo Skin Food

Natura Siberia mésickovy krém

Havlikova apotéka krémova maska okurka

Feel Free obnovujici krém na ruce

o o o o o o N
1
1

Organic Shop télovy peeling Malinovy krém

1
_|_
_.|_

Planeta Organica télovy peeling C + Citrus

Kvitok §lahany krém Levandulovy sen

1
1
e b e R T R

Dr. Konopka’s hydrata¢ni pletovy peeling

Organic Shop télova péna jahody a ¢okolada

S || |o|+ |+ |+ |+ |+

Organic Shop cukrovy peeling Jahoda
Nestabilni (-), Stabilni (+), netestovano (0)
* z odstredivého testu byly vyrazeny vzorky s nevhodnou konzistenci pro nadavkovani (prilis

tuhy krém a abrazivni slozky peelingii by ucpavaly davkovaci jehlu)

V pribéhu termického testu byla vétSina ptipravki véetné¢ Emulze 1 nestabilni a byla
pozorovana zména hmotnosti 1 vzhledu. K nejvyraznéjSimu hmotnostnimu ubytku doslo
v pribéhu prvnich dvou dnt. Jedinym ptipravkem, u kterého nedoslo ke zméné vzhledu ani
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hmotnosti, peeling Planeta Organica Citrus. Emulze 1 vykazovala stejnou nestabilitu jako
ostatni komer¢ni vyrobky.

V pribéhu zatézového testu byl nestabilni pouze krém Nobilis Tilia z pocate¢niho
mnozstvi pfitomnych mikroorganismit 688 a 694 KTJ/g doslo k pomnoZzeni bakterii az na
mnozstvi vice nez 100 000 KTJ/g, coZ nesplituje ani limity stanovené normou CSN EN ISO
17516 [50]. Déale limity nesplnil ptipravek télova péna jahody a cokolada Organic Shop.
Ostatni pfipravky, véetné¢ Emulze 1, byly stabilni s funk&ni antimikrobiélni ochranou.

Pokud tedy bude Emulze 1 uchovana v uzavieném obalu bez vyraznych teplotnich vykyvi,
bude emulze stabilni. Nejvetsi vliv na destabilizaci vyrobku mé dlouhodobé zvysena teplota a
netésnici obal. Konkrétni vysledky stabilitnich testd jsou uvedeny v piiloze 2 tohoto
dokumentu.

5.2 Vybér vhodného izola¢niho postupu pro izolaci rostlinné matrice

Z casového hlediska byla vyloucena metoda CTAB, kterd sice poskytuje vysoké vytézky
DNA obstojné kvality, avSak postup je zdlouhavy a je nachylny na chyby. Tato metoda je
vSak vhodna pro ptipravu DNA kontrol z Cisté rostlinné matrice. VSechny testované kity
poskytly obstojné vysledky a DNA byla izolovana témét ze vSech vzorkl. Nejvétsi vytézky
byly ziskany ze suSenych kvéti hefmanku ve vSech ptipadech. Je to zptsobeno ziejmé tim, ze
suSené kvéty byly nejlépe homogenizovany a DNA tak byla uvolnéna z bunék ve vysokém
mnozstvi. Déle byla DNA izolovana ve vysSich koncentracich z klry plodt nzli z jejich
duziny. To je ziejm¢ zplisobeno vétSim mnozstvim bunék ve stejné navazce a také odliSnym
obsahem latek, které mohou pisobit potiZe pfi izolaci (napt. kyselé prostiedi duziny citrust
ovlivituje pH pfi izolaci).

Celkoveé z hlediska vytézku a cistoty DNA byly nejvhodnéjsi kity od Qiagen, Tools a
Elisabeth Pharmaconu. Z hlediska amplifikovatelnosti (amplifikace vSech vzorki, efektivita
amplifikacni reakce) reakce nejlépe probihala s DNA izolovanou kity od Tools a Elisabeth
Pharmacon (viz Obréazek 11). Pro dalsi experimenty byl zvolen kit od Elisabeth Pharmacon
z hlediska lepsi dostupnosti tohoto kitu u vyrobce.
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5.3 Izolace DNA zrostlinného materialu, matrice kosmetickych vyrobki
s bylinnou sloZkou a dalSich typi vzorku

Byla ovétovana autenticita pfirodnich rostlinnych a bylinnych slozek v fadé modelovych a
komerénich kosmetickych vyrobkll. Zkoumany byly vyrobky s obsahem maty, citrust,
levandule, a dalSich. Byla zjistovana ptitomnost rostlinné DNA pomoci primera specifickych
pro ITS2 region rostlin. Vzorky, ve kterych byla potvrzena pfitomnost rostlinné DNA, byly
analyzovany pomoci dalsich specifickych primera.

5.3.1 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Koncentrace a cistota izolované rostlinné DNA byla stanovena spektrofotometricky pfi
vlnovych délkach 220 az 350 nm. Pro méteni byl pouzit ptistroj NanoDrop2000.

5.3.1.1 DNA izolovana 7 rostlinné matrice

Vysledky spektrofotometrického méfeni DNA izolované z Cerstvych listll, z lyofilizovanych
listd a kury, ze suSenych kvéti a extraktu Achyrocline satureioides, jsou uvedeny
v Tabulce 26. DNA z maty Mentha piperita "citaro" byla izolovana z lyofilizovaného a
cerstvého listu, je vidét znacény rozdil ve vytézku, ale nikoli v Cistoté. VSeobecné nejvyssi
vytézky jsou z Cerstvych listil, protoZe je na to dany izolacni kit optimalizovany. Dale bylo
izolovano vyssi mnozstvi DNA ze zamrazenych vzorkii a nejmensi vytézky byly ze vzorki
suSenych. To mize byt zptisobeno tim, ze susené vzorky do sebe absorbovaly pomérné velké
mnozstvi pufru a poté Sly obtizn€¢ homogenizovat. Tomuto lze ale Casteéné predejit
homogenizaci v suchém stavu a az poté piidat lyzacni pufr. Dale také suSenim a mrazenim
dochdzi k poSkozeni bun¢k i DNA. Pomér absorbance pii vinovych délkach 260/280 nm se
vétSinou pohyboval v rozmezi 1,8 — 2,0, coz znaci Cistou DNA. Pomér absorbanci u vinovych
délek 260/230 nm by mél byt v ptipadé Cisté DNA vyssi nez 1,8. Toho je dosazeno akorat
v pfipad€ izolace DNA z Cerstvého listu, v ostatnich vzorcich jsou pfitomny polyfenoly,
polysacharidy nebo jiné latky, které mizou pasobit inhibicné v PCR.

Tabulka 26: Koncentrace a cistota izolované DNA

DNA izolovana z: opakovani |c[ng- ul']| A 260/ A 280 | A 260/ A 230
Mentha Gentilis Varieta Citrata 1 30,0 1,88 1,29
"lemon" lyof. list 2 24,5 1,87 1,26
e e . 1 8,7 1,80 0,50
Mentha Piperita "citaro" lyof. list ) 148 1.96 0.77
e , 1 62,5 2,02 2,33
Mentha Plperltlailstcnaro cerstvy ) 53.0 2.01 2.50
3 38,2 1,98 1,69
Mentha pycnanthemum pilosum 1 12,8 1,87 0,80
lyof. list 2 11,9 1,95 0,69
Mentha almira strawberry 1 11,8 2,09 0,75
pepermint lyof. list 2 14,9 1,90 1,31
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Pokracovani Tabulky 26

Biocitron kira Ivof 1 20,3 1,71 1,21
1ocitron kura lyof.
my 2 19,3 1,7 1,09
Levandule 1ékaiska kvét 1 10,2 1,68 0,80
(uchovavany pii 20°C) 2 7,8 1,78 0,84
o, 1 6,3 1,55 0,43
Levandule I1¢katska kvét suseny
2 6,1 1,33 0,30
L , 1 84,5 2,04 1,83
Levandule 1¢katska list Cerstvy
2 80,4 2,03 1,70
1 7,9 1,78 0,74
A.satureioides suseny kvét 2 7,2 1,62 0,88
3 5,1 1,66 1,05
1 2,4 1,09 0,21
A.satureioides EtOH extrakt 2 2.8 1,41 0,33
3 2,3 1,16 0,18
Levandule korunkata Lavandula 1 8,5 1,70 0,35
stoechas "Javelin Forte Deep Purple" 2 7,8 2,06 0,33
Levandule 1ékatska Lavandula 1 5,8 2,15 0,32
angustifolia officinalis 2 2,8 1,60 0,43
Levandule 1¢kaiskéa Lavandula 1 8,2 1,24 0,38
angustifolia "Aromatico Blue
Compact" 2 6,7 1,29 0,34
Levandule 1ékaisk4 Lavandula 1 4,1 1,46 0,27
angustifolia "Dwarf Blue" 2 3,1 1,61 0,42
Levandule korunkatd Lavandula 1 9,1 1,44 0,57
stoechas "Javelin Forte Deep Rose" 2 5,2 1,45 0,31
Levandule prostiedni Lavandula 1 3,0 1,94 0,28
intermediata "Phenomenal" ) 8.5 1,83 0,31
Levandule prostiedni Lavandula 1 16,4 1,53 0,35
Intermediata "Grosso" 2 5,5 1,77 0,59
Levandule 1ékaiska Lavandula 1 13,2 1,90 1,35
angustifolia "Munstead Strain" 2 11,2 1,23 0,53
Levandule 1ékatska Lavandula 1 5,0 1,51 0,43
angustifolia "Rosea" 2 7.3 1,29 0,65

5.3.1.2 Silice

V Tabulce 27 jsou uvedeny koncentrace DNA izolované z prirodnich silic. Koncentrace DNA
izolované ze silic byly nizké, blizici se k nule. Nizka koncentrace DNA v silicich je
pravdépodobné zplisobena procesem vyroby silic. Silice se vétSinou vyrabéji destilaci, neméla
by byt tedy genetickd informace pfenesena do vysledného produktu, ale nekteré silice se
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ziskavaji 1 jinak, napiiklad lisovanim ktry zralych plodu, jako v ptipadé Citrus aurantium.
Vzorky byly dale analyzovany pomoci PCR.

Tabulka 27: Koncentrace a cistota izolované DNA ze silic

DNA izolovana z: ¢ [ng - pl] A 260/ A 280 A 260/ A 230
silice levandule 1,5 1,44 0,08
silice pepermint 2,1 1,33 0,26
silice hefmanek 2,4 6,57 0,12

silice skofice 3,2 0,75 0,38

silice rozmaryn 1,4 1,17 0,19
silice zazvor 1,5 2,11 1,36

silice "mandarinka" 1,6 0,78 0,21
Silice levandule 1 (Talus) 10,7 1,94 0,43
Silice levandule 2 (Talus) 5,9 6,34 0,46

5.3.1.3 Kosmetické vyrobky

Koncentrace DNA izolované z Emulze 1 vlastni pfipravy, do kterych byly ptidavany bylinné

slozky je uvedena v Tabulce 28. Pro krém s pridavkem listh maty Mentha gentilis varieta

citrata "lemon" byla izolace provedena i ze sedimentu po centrifugaci (postup uvedeny
v 4.7.1). DNA izolovana ze sedimentu i Cistota této DNA je vyssi, proto byl tento postup

aplikovan 1 pro komer¢ni vyrobky, pokud to bylo mozné.

Tabulka 28:Koncentrace a cistota izolované DNA z Emulze 1

U,/ O U,&1

DNA izolovana z: opakovani | ¢ [ng - pulI''] | A 260/ A 280 | A 260/ A 230
Emulze 1 + Mentha Gentilis Varieta 1 1,2 0,88 0,21
Citrata "lemon" 2 1,0 0,63 0,19
Emulze 1 + Mentha Gentilis Varieta 1 3,7 1,25 0,80
Citrata "lemon" (ze sedimentu) 2 3,6 1,60 0,34
e o 1 0,9 2,47 0,05
Emulze 1+ silica "tangerinka ) L1 0.80 0.40
. 1 2,5 24,02 0,21
Emulze 1 + levandulova silice 5 23 5.83 0.14
Emulze 1 + levandule 1ékatské suSeny 1 1,6 4,86 0,32
kvét 2 2,8 2,68 0,38
Emulze 1 + levandulova silice + 1 6,6 4,01 0,46
levandule 1¢kaiska suseny kvét 2 4,3 2,45 0,25
Emulze 1 + EtOH extrakt 1 0.0 1,06 0,06
A.satureioides 2 LY 1,39 0,09
3 1,2 1,44 0,13

Byla zméfena i koncentrace izolované DNA z komerc¢nich vzorkl kosmetickych vyrobkd.
Nicméné, koncentrace izolované DNA byla na nebo pod hranici detekce spektrofotometrické
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metody, proto zde nejsou vysledky uvedeny, nebyly by vypovidajici. DNA z téchto vyrobki
byla analyzovana pomoci PCR, pro ovéfeni pfitomnosti amplifikovatelné rostlinné DNA.

5.3.2 Ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA

U vSech vzorkl (bylinné vzorky, silice, modelové a komeréni vyrobky) byla
amplifikovatelnost izolované DNA ovéfovana pomoci primerit S2R/S3F specifickych pro
ITS2 region rostlin (velikost amplikoni je 500 bp). Amplifikacni kiivky jsou uvedeny
v Ptiloze 4. Produkty PCR byly naneseny na 1,8% agar6zovy gel (Obrazek 12). Z kazdého
vzorku bylo na gel pipetovano 15 pl, coz v pripadé nékterych vzorkiti bylo pfili§ vysoké
mnozstvi (behy 9-17 a 22-25). Na ostatni gely bylo nandseno pouze 10 pl (Obrazky 13, 14 a
15).

Modelovy kosmeticky ptipravek Emulze 1 bez pfimési byl podroben izolaci DNA a PCR
analyze pro vylouceni falesn¢ pozitivnich vysledkti vlivem matrice Emulze 1. Dle
spektrofotometrického méfeni nebyla namétfena zadnd koncentrace pfitomné DNA. Vzorky
byly téz amplifikovany primery S2F a S3R a nebyla pozorovana zadna amplifikace ani
specifické produkty melt analyzy. Piislusné amplifikacni kiivky a analyza kiivek tani jsou
uvedeny v Ptiloze 4.

Do Emulze 1 byly nasledné ptidany meruiikova jadra namletd na 2 hrubosti, ur€ena pro
ptipravu peelingii, malinova zrnicka a jahodova zrni¢ka. Byla optimalizovana metoda izolace
DNA z téchto typt vyrobkil zatazenim piipravného kroku pifed vlastni izolaci kitem. Navazka
kosmetického ptipravku byla smichdna se sterilni destilovanou vodou a smés byla
vortexovana a centrifugovana. Ze sedimentu byla izolovana DNA izolacnim kitem a byla
provedena PCR. Zvysi se tak vytézek vyizolované DNA 1 jeji Cistota. Z vétSiny vzorkd byla
izolovana amplifikovatelnd DNA (viz Piiloha4), DNA nebyla UspéSné izolovana jen
znamletych jader merun¢k vyssi hrubosti, to bylo zfejmé zplsobeno problematickou
ptipravou vzorku. DNA nebylo mozné z bun€k uvolnit, kvili pfilisné tvrdosti a velikosti
Castic, které nesly rozemlit kopistem a nebyla tak uvolnéna DNA. U jader mensi hrubosti
tento problém nenastal. Pokud tedy nelze matrici, ze které izolujeme DNA, dostate¢né
rozemlit kopistem, je nutné vzorek rozemlit jinak (napfiklad tlouckem v tfeci misce), jinak
nebude izolace DNA tspésna.

Agardzova gelova elektroforéza (Obrazek 12) potvrdila pfitomnost amplifikovatelné
rostlinné DNA ve vzorcich DNA izolovanych z bylin, a to ve vsSech, nezavisle na jejich
skladovani, jakoz i ve vzorcich Emulze 1 s pfidavkem bylin. VSechny amplifikované useky
mely pozadovanou velikost 500 bp. DNA izolovana ze silic a Emulze 1 s ptidavkem
levandulové silice nebyla amplifikovana, nepodafilo se tedy izolovat amplifikovatelnou DNA.
U levandulové silice (vzorek 18 a 19) vSak byl detekovéan slaby produkt PCR o velikosti
500 bp..
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Bé PCR . PCR
DNA Béh DNA
h produkt produkt
1 | DNA standard 100 bp 15 |Levandule susena 2 +++
2 X 16 . +++
— Levandule Cerstva - list
3 | Silice levandule - 17 +++
4 |Silice pepermint - 18 . +
— Levandulova silice
5 | Silice hefmanek - 19 +
6 | Silice skofice - 20 » -
. Emulze 1 + levandulova silice
7 | Silice rozmaryn - 21 -
8 | Silice zazvor - 22 ++
Emulze 1 + levandule sus.
9 +++ 23 +++
M. P."citaro"Cerstva -
10 +++ 24 | Emulzel+ levandule sus., levandulova sil. 1 +++
11 | M. P."citaro"¢erstva 3 +++ 25 | Emulzel+ levandule sus$., levandulova sil. 2 +++
12 +++ 26 . -
Levandule mraz. Negativni kontrola
13 +++ 27 -
14 | Levandule susend 1 +++ 28 | DNA standard 100 bp

Obrazek 12: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR, primery specifické pro ITS2 region
rostlin (500 bp) (x-zZadny vzorek; - nedetekované;, PCR produkt: + slaba, ++ stredni, +++ silna

intenzita)

Z modelovych kosmetickych piipravkit Emulze 1 s piidavkem silic nebo bylin nebyla
ptitomnost DNA prokdzana pouze ve vzorku se silici z citronové travy (Obrazek 13). To
muze byt zpisobeno tim, ze citrusové silice se ziskavaji ¢asto lisovanim ktry ploda, tim se
z bunék uvolni 1 DNA.
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28 29 30 31

32 33 34 35 36 37 38 39 40

Béh DNA PCR produkt | Béh DNA PCR produkt
DNA standard 50 bp 21 | DNA standard 50 bp
X 22 |x
3 P.k (DNA z lyof kiiry e 23 |nk )
citronu, 20 ng/ul)
4 |Nk - 24 | Emulze 1+ Mentha Piperita +
5 | Emulze 1+ Silice + 25 | "citaro" +
6 | Cerveny pomeranc + 26 | Emulze 1+ Mentha ++
7 | Emulze 1+ Silice - 27 | pycnanthemum pilosum +
8 | citronova trava + 28 | Emulze 1+ Mentha almira -
9 |Emulze 1+ Silice mata + 29 |strawberry pepermint +++
10 |peprnd + 30 +
Balea handcreme protect*
11 | Emulze 1+ Peprno- + 31 ++
12 | matova silice ++ 32 | Cosmos natural repairing +
13 | Emulze 1+ Pomeranéova ++ 33 |hand protect™® ++
14 |silice Spanélska ++ 34 |Konopka's face commage -
15 | Emulze 1+ + 35 | moist* -
16 | Mandarinkova silice ++ 36 | Planeta organica natural -
17 |Emulze 1+ Grapefruitova ++ 37 |body scrub* -
18 |silice + 38 |N.A.E. shampoo bar* -
19 | Emulze 1+ Citronova +++ 39 |x
20 |kura +++ 40 | Pk (M. P."citaro"Cerstva 1) | +++

Obrazek 13: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR, primery specifické pro ITS2 region
rostlin (500 bp) (x-zZadny vzorek; - nedetekované;, PCR produkt: + slaba, ++ stredni, +++ silnd

intenzita),

* seznam komercnich produktii véetné slozZeni je uveden v Priloze 4
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Z komercnich ptipravkl nebyla pfitomnost DNA prok4zéna ve vzorcich ,,Konopka's face
commage moist, Planeta organica natural body scrub, N.A.E. shampoo bar, Naturalis sugar
body scrub a Alverde pflege-dusche bio-minze.“ (Obrazky 13 a 15). Nicméné pfi pouziti
postupu s centrifugaci a izolaci DNA ze sedimentu byla izolovana amplifikovatelnd DNA i z
Konopka’s face commage moist (Obrazek 14).

Béh DNA PCR produkt
1 DNA standard 50 bp
2 DNA standard 100 bp
3 Nk -
4 Pk (DNA z lyof kiiry citronu, 20 ng/ul) +++
5 Emulze 1+ Citronova kiira +
6 (DNA ze sedimentu**) +
7 Emulze 1+ listy Mentha Piperita "citaro" +
8 (DNA ze sedimentu®*) +
9 Emulze 1+ listy Mentha pycnanthemum pilosum +
10 (DNA ze sedimentu**) +
11 Emulze 1+ listy Mentha almira strawberry pepermint ++
12 (DNA ze sedimentu™*) ++
13 Konopka’s face commage moist* +
14 (DNA ze sedimentu**) +
15 Organic shop strawberry body scrub * +
16 (DNA ze sedimentu™*) +
17 Organic shop strawberry body mousse * -
18 (DNA ze sedimentu**) -

Obrazek 14: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR, primery specifické pro ITS2 region
rostlin (500 bp) ( - nedetekované;, PCR produkt: + slaba, ++ stredni, +++ silna intenzita),
* seznam komercnich produktii véetné slozZeni je uveden v Priloze 1

** DNA izolovana ze sedimentu po centrifugaci — postup uvedeny v kapitole 4.7.1
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500 bp

20 21 22 23 24 25 26 27

. PCR . PCR
Béh DNA Béh DNA
produkt produkt
1 | DNA standard 50 bp 20 | DNA standard 50 bp
2 |Nk - 21 |Nk -
3 Pk (DNA z lyof kiiry citronu, e ” Pk (DNA z lyof kiry citronu, e
20 ng/ul) 20 ng/ul)
4 |N.A.E. shampoo bar* + 23 | Levandulovy sen* 2 +
5 . - 24 , +
Naturalis sugar body scrub* Herbs of Bulgaria face cream*
6 - 25 ++
7 + 26 +
Balea sugar scrub * Ryor hydrataéni krém*
8 + 27 +
9 +
Alverde skinfood Bio-limette*
10 +
11 | Alverde pflege-dusche bio- -
12 | minze* -
13 | Organic shop strawberry body ++
14 |scrub * ++
15 | Organic shop strawberry body +
16 |mousse * +
17 +
Levandulovy krém N.T.*
18 +
19 | Levandulovy sen* 1 +

Obrazek 15: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR, primery specifické pro ITS2 region
rostlin (500 bp) (x-zadny vzorek, - nedetekované;, PCR produkt: + slabd, ++ stFedni, +++ silnd
intenzita),
* seznam komercnich produktii véetné slozeni je uveden v Priloze 1

5.3.3 Optimalizace PCR specifické pro Achyrocline satureioides

Byly navrzeny 3 pary bazi na zakladé dostupnych sekvenci A.satureioides v databazi NCBI.
Z téchto primerti byl vybran par AS3F/R, protoze U¢innost PCR se pii zméné podminek
reakce zvySovala mnohem vice nez u ostatnich primerovych pari. Amplifikacni kiivky pred a

po optimalizace jsou uvedeny na Obrazcich 16 a 17.
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— 1: As zugeni ket 1
351 — 2 Az sufeny kvét 2
qp - — 2 Ae sufeni kyvEt 3
4: Az extrakt 1
85 B &5 ewtrakt 2
a0 E: &z extrakt 3
7oag, extrakt v emulzi 1
i B Az extrakt v emulzi 2
714 I Az extrakt v emulzi 3
— 23 nkl
E5
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o 55
E
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Pocet cykio

Obrazek 16: Amplifikacni kiivky pred optimalizaci PCR

1o E—
1051 — 13 Az zusene kvety 1 3ul
100 — 14 Az zusene kvety 2 3ul
g5 - 158 As susene kvety 3 3ul
an - T1E: &g extrakt 1 3wl
17 Aoz extrakt 2 2ul
851 18 Az extrakt 2 2ul
a0+ 13 Az extrakt v emulzi 1 2ul
75 20 Az edtrakt v emulzi 2 3ul
-0 214 s extrakt v emulzi 3 30l
E5 -

B0
55 1
501
45 1
40 1
35
30
251
201
15
10
5_
0

Intenzita fuorescence

5 10 15 ) 20 25 20 35

Pocet cvklu
Obrazek 17: Amplifikacni kiivky po optimalizaci PCR
Analyza kiivek tani a agar6zova elektroforéza jsou uvedeny na Obréazcich 18 a 19. Byl
detekovan specificky produkt oc¢ekavané velikosti 77 bp. DNA A. satureioides ze suSenych
kvéth, lyofilizovaného extraktu i extraktu ptidaného do Emulze 1, byla tspé$né izolovana,
amplifikovana i detekovana ve vSech testovanych vzorcich.
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:hk2

Dbz susene kvety T 3ul
sz suzene keety 2 Jul
sz suzene keety 3 3ul
sz eRtrakt T 3ul

DAz edtrakt 2 3ul

sz eRtrakt 3 3ul

4z edtrakt v emulzi 1 3ul
Az edtrakt v emulzi 2 3ul
sz edtrakt v emulzi 2 3ul

Bin A

= W00 M =

PP =L — — 111

dF T

55 EO ES 0 Fi=} 20 25 a0 95 100
teplota [oC]

Obrazek 18: Melt analyza po optimalizaci PCR; Tm = §2,8°C

123456 78910 1) DNA PCR
produkt

1 DNA standard (50bp)
2 +++
3 Susené kvéty A.satureioides +++
4 4+
5 -+
6 Lyofylizovany extrakt A.satureioides +++
7 ot
8 ++
9 Emulze 1 s lyofylizovanym extraktem i
10 A.satureioides -
11 NK -

Obrazek 19:Agarozova gelova elektroforéza po optimalizaci PCR s primery AS3F/R, velikost PCR
produktii je 77 bp

Byla optimalizovana PCR s primery specifickymi pro A.satureioides. ZvySenim koncentrace
primert v PCR smési, prodlouZzenim syntézy a upravou anealingové teploty bylo dosazeno
zlepSeni ucinnosti PCR reakce. Byly detekovany PCR produkty specifické velikosti 77 bp a
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s teplotou tani 82,8°C. Amplifikovana byla DNA izolovdna ze susenych kvétl, z extraktu i
z emulze s 1% (hm/hm) ptidavkem lyofilizovaného extraktu. Touto metodou Ize tedy stanovit
autenticitu pfidané slozky v podobé extraktu z A.satureioides. Tato rostlina je 1é¢iva bylina
rostouci na tizemi Jizni Ameriky, kterd ma antibakterialni a hojivé ucinky, je proto zajimavou
bylinou z hlediska ptidavani do kosmetickych vyrobka.

5.3.4 Amplifikace DNA pomoci primeri Lim2F/R specifickych pro limonensyntizu

Byla provedena PCR analyza s pouzitim primerti Lim2F/R specifickych pro limonensyntazu.
Byla prokdzana pfitomnost genu pro limonensyntdzu v riznych druzich levandule pomoci
PCR i HPLC a nasledné byly testovany i modelové emulze a komer¢ni ptipravky s obsahem
levandule i dal$ich rostlinnych matric.

5.3.4.1 Amplifikace DNA pomoci primeru Lim2F/R specifickych pro
limonensyntdzu v riiznych druzich i varietach levandule

Levandule (Lavandula) je jednou z nejcastéji pouzivanych bylin v kosmetice, bud’ v podob¢
riznych extraktii, nebo silic. Rod Lavandula obsahuje okolo 40 druhii. V kosmetice jsou
nejCastéji pouzivané druhy levandule prava (Lavandula angustifolia) a levandule prostiedni
(Lavandula intermedia). Levandule prostiedni se také oznacuje jako lavandin a péstuje se ve
Francii zejména kviili vysokému obsahu vonnych silic.

Tabulka 29: Amplifikace casti genu pro limonen syntazu a detekce limonenu pomoci HPLC

Vzorek Amplifikovano Detekovano Detekce
pomoci primert | agarézovou limonenu
Lim2F/R elektroforézou pomoci HPLC

Levandule korunkatd Lavandula ANO ANO NE

stoechas "Javelin Forte Deep Purple”

Levandule 1ékatska Lavandula ANO ANO ANO

angustifolia officinalis

Levandule 1ékatska Lavandula ANO ANO ANO

angustifolia " Aromatico Blue Compact"

Levandule 1ékatska Lavandula ANO ANO ANO

angustifolia "Dwarf Blue"

Levandule korunkatd Lavandula ANO ANO NE

stoechas "Javelin Forte Deep Rose"

Levandule prostifedni Lavandula ANO ANO ANO

intermediata "Phenomenal"

Levandule prostfedni Lavandula ANO ANO ANO

Intermediata "Grosso"

Levandule 1ékatska Lavandula ANO ANO ANO

angustifolia "Munstead Strain"

Levandule 1ékatska Lavandula ANO ANO ANO

angustifolia "Rosea"
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Ostatni druhy levandule se péstuji zejména pro okrasné ucely, napi. levandule korunkata.
V Tabulce 29 je uvedeno, ve kterych vzorcich DNA izolované zriznych druhii a variet
levandule byl nalezen gen pro limonensyntazu. Pro porovnani jsou také uvedeny vysledky
HPLC, pomoci které byl detekovan limonen pfitomny ve vzorcich levandule. Analyza kiivek
tani je uvedena na Obrazku 20. V piipad¢ levandule Iékaiské a prostiedni bylo mnozstvi
limonenu ve vzorcich dostateéné vysoké, aby byl detekovan pomoci HPLC. Pomoci PCR byla
potvrzena pfitomnost genu pro limonensyntazu

B Bin Al —— 3 Levandule lékarska Lavandula angustifolia officinalis 1
— — 4 Levandule |8karska Lavandula angustifolia officinalis 2
7.5 |Bin B ————— 7 Levandule korunkata Lavandula stoechas ' avelin Forte Deep Purple' 1
—— & Levandule korunkaté Lavandula stoechas "Javelin Forte Deep Purple’" 2
7] 3 Levandule |&karzka Lavandula angustifolia “4romatico Blue Compact'' 1
10: Levandule lékarska Lavandula angustifolia "Aromatico Blue Compact'” 2
12 Levandule [ékarska Lavandula angustifolia "Dwarf Elue" 1
B.51 —— 14: Levandule [Ekafska Lavandula angustifalia "Dwarf Elue" 2
15: Levandule korunkata Lavandula stoechas "Javelin Forte Deep Rose 1
g — 16 Levandule komnkats Lavandula stoechas "Javelin Forte Deep Roze" 2
—— 19 Levandule prostfedni Lavandula Intermediata "Grosso™ 1
20: Levandule prostfedni Lavandula Intermediata "'Grossa’ 2
5.5 —— 2% Levandule lékarska Lavandula angustifolia "Munstead Strain'* 1
26: Levandule lékarska Lavandula angustifolia "Munstead Strain' 2
5 —— : Levandule lékafska Lavandula angustifalia "Rosea™ 1
—— 32 Levandule [ékafzka Lavandula angustifolia "Rosea" 2
— 3% pkl
454 — 3 pk2
— FEnkl
g, ——————— 36 rk2
=
3.5
3 B
25 .
21 ~ /
1.5 ‘
i) |
== —
nE P S — e L
BA B0 BR FO YR B8O 8" 80 95 100
teplota [oC]

Obrazek 20: Analyza kiivek tani, TmA = 82,05°C, TmB = 83,13°C

Na Obrazku 20 lze vidét kiivky tani ptislusnych amplikont, které maji teplotu tani 83,13°C,
jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA zkiiry citrusu limon o koncentraci 10 ng - pl.
Z uvedenych vysledki Ize vidét, Zze vysledky HPLC 1 PCR jsou ve shodé¢ v ptipadé¢ levandule
1ékatské a prostfedni. V ptipadé levandule korunkaté se lisi, zfejmé kvili velmi nizkému
mnozstvi limonenu pfitomného v tomto druhu levandule. PCR je tedy vtomto ptipadé
citlivéjsi metodou pro detekci limonen produkujici rostliny pfitomné v analyzované matrici.

5.3.4.2 Amplifikace DNA pomoci primeri Lim2F/R specifickych pro limonen
syntdazu ve vzorcich DNA izolované 7 rostlinnych matric, modelové emulze i
kosmetickych pripravkii

U vzorkl, u kterych byla prokazéna piitomnost amplifikovatelné DNA pomoci primert
specifickych pro ITS2 region rostlin (bylinné vzorky, modelové a komeréni vzorky krémil),
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byla provedena PCR analyza s pouzitim primerd Lim2F/R specifickych pro limonensyntazu.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita, v kazdé analyze, DNA izolovana z lyofilizované kury
biocitronu o koncentraci 20 ng - ul'. Amplifika¢ni kfivky jsou uvedeny v Pfiloze 4. Produkty
PCR byly naneseny v mnozstvi 10 pl na 1,8% agar6zovy gel a byla provedena elektroforéza.

DNA izolovana z maty se amplifikovala Gspésné€, ale ma jinou teplotu tani nez pozitivni
kontrola, to je ziejmé& zpisobeno rozdilnym usekem DNA, ktery koduje limonensyntazu. Dle
agarové elektroforézy ma také vétsi velikost, cca 150 bp oproti citronové ke, kterd ma
122 bp (Obrazek 22), coz odpovidd hodnotdm zjiSt€énym pomoci programu primer blast.
V ptipad¢ PCR produktl vzorki levandule je velikost amplikonil téz 122 bp. Analyza kiivek
tani amplikond je na Obrazku 21 a amplifikaéni kfivky v Pfiloze 4. Byla amplifikovana DNA
izolovanad z levandule, a to jak ze zamrazenych kvéth, tak z kveéth suSenych, byla také
amplifikovana DNA izolovand z Emulze 1 s pfidavkem suSenych kvétd, nikoli vSak

s ptidavkem silice. To znamena, Ze je mozné rozlisit, zda vyrobek obsahuje rostlinou slozku
nebo jen silici.

— & Levandule mrazena 2

— B Levandule sufena 1

— ¥ Levandule sugena 2

— & Levandule cersbed 1

— 9 Levandule Serstvs 2

— 10 Levandule slice 1

— 11: Levandule zilice 2

— 12 krém + Levandule zilice 1

— 13 krém + Levandule zilice 2

14: krém + zugens Levandule 1

15: krém + zugena Levandule 2

16: krém + sugena Levandule + silice 1
17: krém + zugena Levandule + zilice 2
13: mentha citaro 1175
20:
21:

dFdT

mentha citaro 2 17.5.
mentha citaro 3175
biocitron 1 10.5.

aar | || ]

g 80 8s 90
Obrazek 21: Analyza kvivek tani, primery Lim2F/R oc
(vz21 Tm = 82,3 °C, vz18-20 Tm = 85,5 °C, vz4-7 Tm = 83,3°C a 88,8°C)
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2345 607 89 10 11 121314 1516 17 18 192021 22 2324 25 26

PCR PCR
Béh DNA Béh DNA
produkt produkt
1 |x 14 o -
Levandulova silice

2 | DNA standard 100 bp 15 -
3 |x 16 | Emulze 1+ levandulova silice -
4 |PK +++ 17 | Emulze 1+ levandule 1ékaiské suSenal +
5 o ] + 18 | Emulze 1+ levandulova silice 2 -

Mentha Piperita "citaro" .
6 |. v + 19 | Emulze 1+ levandule 1ékarska suSena 2 +

derstva
7 + 20 | Emulze 1+ levandule 1ékafska suSena, +
8 | Levandule l1ékarska + 21 |levandulova silice +
9 | mrazena + 22 -
10 | Levandule 1ékaiska - 23 | Nk -
11 |suSena + 24 -
12 | Levandule lékarska + 25 |x
13 | cCerstva - list ++ 26 | Standard 100 bp

Obrazek 22:Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR, primery Lim2F/R (122 bp) (x-Zadny

vzorek; - nedetekované; PCR produkt: + slaba, ++ stiedni, +++ silna intenzita)
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Byla zjisténa pfitomnost genu pro limonensyntdzu ve vzorcich modelovych a komer¢nich
krémi pomoci primera Lim2F/R. PCR Amplifikacni kiivce a kiivce tani pozitivni kontroly
nejvice odpovidaji vzorky Emulze 1 s piimési citronové kiiry (Vzorky 9A a 9B) a komercniho
produktu Balea Hand creme protect (Vzorek 17A a B). Rovnéz pti MELT analyze odpovidaji
1 teploty tani teplot¢ Tm = 82 °C (Obrazek 23). Celkove, modelové Emulze 1 se
amplifikovaly v pfipad¢ silice pomerancové Spanélské, pfidavku mentha piperita citaro a
suSen¢ho kvétu levandule. Ve vSech ostatnich k amplifikaci nedoslo, anebo vysledky nebyly
dostateCn¢ prukazné. K amplifikaci specifického produktu doslo v pfipadé¢ komercnich
vyrobkd Balea Hand creme protect, Balea sugar scrub a Planeta organica natural body scrub.
Byla analyzovana i DNA izolovand ze sedimentu po centrifugaci, amplifikace byla uspésna,
v nékterych ptipadech i lepsi. VSechny ostatni amplifikacni kiivky, pfislusné analyzy kiivek
tani, vysledky gelové elektroforézy a legenda oznaCeni danych vzorkd jsou uvedeny
v Priloze 4.

—— 1:NK1 — 2 NK2 — 3: pkl — 4 pk2 5 1A
6:1B 7:2A 8:2B 9.3A 10: 3B
11:4A 12:4B 13: SA 14:5B 15:6A
16: 6B 17:7A 18: 7B 19:9A 20:9B
21: 11A 22:11B 23: 12A 24:12B 25: 13A
26: 13B —27:17A —28:17B 29: 18A 30: 18B

— 31: 19A —32:19B 33:20A 34:20B 35:21A
36:21B

b

7'

L=

,n

L

Intenzita flucrescencie {druha denvacia)
| 3]

70
Teplota [*C]

Obrazek 23: Analyza krivek tani, pouzité primery Lim2F/R, modelové a komercni vzorky krému (Tm
=82 °C)
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5.3.5 Amplifikace DNA pomoci primeri lavlFR alavimodFR specifickych pro
levanduli

U vzorkd, které obsahovaly levanduli a u kterych byla prokazana ptitomnost amplifikovatelné
DNA pomoci primert specifickych pro ITS2 region rostlin (bylinné vzorky, modelové a
komer¢ni vzorky krému), byla provedena PCR analyza s pouzitim primertd lavlFR
alavlmodFR specifickych pro levanduli. Jako pozitivni kontrola byla pouzita, v kazdé
analyze, DNA izolovana ze susenych kvétd levandule 1ékaiské o koncentraci 10 ng - pl™.
Amplifikacni kiivky jsou uvedeny v Ptiloze 4. Produkty PCR byly naneseny v mnozstvi 10 pl
na 1,8% agar6zovy gel a byla provedena elektroforéza (Obrazek 25). Nejlépe se
amplifikovala DNA izolovana z Cerstvych listli levandule 1¢katské a z lyofilizovanych kvéth.
Neamplifikovala se DNA izolovana z levandulové silice a modelového vzorku krému s touto
silici. Melt analyza je uvedena na Obrazku 24.

1: Negativna kontrola ——— 2: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola 4: Levandula mrazena 1

5: Levandula mrazena 2 —— 6: Levandula suSend 1

7: Levandula suSena 2 8: Levandula Eerstva list 1

9: Levandula Gerstva list 2 —— 10: Levandula silica 1

11: Levandula silica 2 ——  12: krém + Levandula silica 1

13: krém + Levandula silica 2 14: krém + Levandula su3ena 1

15: krém + Levandula suSend 2 ———— 16: krém = Levandula susend + levandula stlica 1

17: krém + Levandula sufend + levandula silica 2

Intenzita flucrescencie (druha denvacia)
- [
¥

60 65 70

BN

80 g5 90

L
L ]
|

Teplota [°C]

Obrazek 24: Analyza krivek tani, pouzité primery LaviFR, Tm = 79,3°C
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89

1 ORT {11 21 3 Sl 4 B DBl OBl 7

18519820

. PCR . PCR
Béh DNA Béh DNA
produkt produkt
1 | DNA standard 100 bp 11 . -
Levandulova silice
2 12 -
3 |Nk - 13 . -
Emulze 1+ levandulova silice
4 | Nk - 14 -
5 +++ 15 ++
Levandule mrazena Emulze 1+ levandule suSena
6 +++ 16 +
7 o ++ 17 | Emulze 1+ levandule susen4, +
Levandule su$ena L.
8 ++ 18 |levandulova silice +
9 _ +++ 19 | DNA standard 50 bp
Levandule ¢erstva list
10 +++ 20 |x

Obrazek 25: Agarozova gelovad elektroforéza produktic PCR, primer LavlFR (154 bp) (x mezera, -
nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

Byla ovéfena pfitomnost amplifikovatelné DNA levandule v komerénich pfipravcich pomoci
primert lavlFR a lavimodFR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita suSena a mrazena

levandule (10 ng - pl'!). Amplifikovaly se pouze pozitivni kontroly, ani jeden vzorek

komer¢nich produktl, coz naznaCuje, Zze se komer¢nich vyrobcich nenachdzela matrice
levandule, ziejmé jen jeji silice. To bylo potvrzeno i agar6zovou gelovou elektroforézou.

Vsechny amplifikacni kiivky, kiivky tani amplikonii a gely se nachazi v Ptiloze 4.
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5.3.6 Shrnuti vysledki PCR

V Tabulce 30 a Tabulce 31 Ize vidét srovnani vysledkl analyzy PCR s primery pro S2F/S3R,
Lim2F/R, LavlFR a LavimodFR ziskané obéma metodami detekce amplikoni, analyzou
teplot tani (MELT) a pomoci gelové elektroforézy (Gel).

Tabulka 30: Shrnuti namerenych vysledkit metodou PCR pro modelové vzorky krémit Emulze 1

(+ detekovano, - nedetekovano, x neanalyzovano)

MnoZstvi LavimodF
i . i i S2F/S3R | Lim2F/R | LavlFR
Latky pridané do latky v 1g R
Emulze 1 emulze
[me] MELT | Gel | MELT | Gel | MELT | Gel | MELT | Gel
e , . + + - - X X X X
Silice ¢erveny pomeran¢ 4,34
+ + + + X X X X
e - - - - X X X X
Silice citronova trava 3,89
+ + - - X X X X
o , , + + + + X X X X
Silice mata peprna 5,87
+ + - - X X X X
.. + + - - X X X X
Peprno-matova silice 3,93
+ + - - X X X X
Pomerancova silice 597 + + + + X X X X
Spanélska ’ + + + + X X X X
. o + + - - X X X X
Mandarinkova silice 5,23
+ + + + X X X X
C + + - - X X X X
Grapefruitova silice 4,97
+ + - - X X X X
Citronova ktra 1.89 + + + + X X X X
lyofilizovana ’ + + + + X X X X
.. . + + + + X X X X
Mentha Piperita "citaro" 2,42
+ + + + X X X X
Mentha pycnanthemum 31,39 + + - - X X X X
pilosum ’ + + + + X X X X
Mentha almira strawberry 5 49 + + - - X X X X
pepermint ’ + + - - X X X X
+ + + + + + + +
SuSena levandule 1,98
+ + + + + + | + +
Levandulova silice 3,02 - - - - - - - -
SusSena levandule + + + + + + + + +
.. 1,76+ 1,94
levandulova silice + + + + + + + +

Pozn. Na izolaci DNA navazky Emulzi ¢inily 0,1 g. Na izolaci DNA tedy byly pouzity radové stovky

mikrogramii pridané rostlinné matrice/silice.
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Tabulka 31:Shrnuti namérenych vysledkii metodou PCR pro komercni vyrobky(+ detekovano, -
nedetekovano, x neanalyzovano)

- S2F/S3R Lim2F/R LavlFR LavlimodF
Kosmetické vyrobky R

MELT | Gel | MELT | Gel | MELT | Gel | MELT | Gel
+ + + X
+ +

X

Balea handcreme protect

+ [+ |+ |+

+
Cosmos natural repairing +
hand protect +

Konopka’s face commage - - - -
moist - - - -

Planeta organica natural body - - - -
scrub - - + +

N.A.E. shampoo bar

Naturalis sugar body scrub

Balea sugar scrub

Alverde skinfood Bio-limette

+ [+ |+ |+
+ [+ |+ |+
1
1

Alverde pflege-dusche bio-
minze

Organic shop strawberry
body scrub

Organic shop strawberry
body mousse

1

1

1

1
T o T o B I B B B T T s T o B o I B R BT B T - T B B R e
T o T o B T I B T BT B T T o T o B I I B B B T T B o B B P B
T o T o B T I B T BT BB T o T o T I I B B T T T o B o B B P B

LT o T T o T B e B I B I B T T e e B I T I B IR B B B e

N.T. Levandulovy krém

Kvitok Levandulovy sen

Herbs of Bulgaria face cream

s levanduli

Ryor hydrata¢ni krém s
levanduli

ol e e B e e e B I
ol e e B e e e B I
P o T T T o B o B I I o B e B i o
P o T T T o B e B I A I o B e B i o

.

.

.

.

5.4 Bakterie v kosmetickych pripravcich s obsahem rostlinné slozky a probiotik

Optimalizace izolace DNA a amplifikace v PCR kosmetickych vyrobka s probiotiky byla
provedena jiz v rdmci mé diplomové prace [133]. MPA médium je vhodné pro kultivaci vSech
bakterii z kosmetickych vyrobkl. Nasledné se narostlé kolonie pireockuji na agarové plotny
s MRS médiem. Z takto narostlych kolonii je pak mozné izolovat DNA vhodnou pro
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amplifikaci v PCR. Piima izolace bakteridlni DNA nebo pfima kultivace mikroorganismii na
selektivnich médiich neni vétSinou uspesna, protoze mikroorganismy v diisledku neptiznivych
podminek ztraci schopnost ristu na selektivnich médiich [134]. V Tabulce 32 jsou uvedeny
vysledky kultivace kosmetickych vyrobki Eminence s probiotiky a okurkou. Ve vyrobcich
bylo zifejmé ptitomno malé mnozstvi zivotaschopnych bunék, protoze pii vyssim fedéni byl
nariist bunék minimalni.

Tabulka 32:Narst bakterii z kosmetickych pripravkii s probiotiky na MPA médiu

Vyrobek Redéni Narust na MPA médiu
1073 - ++ -
Eminence probioticky krém s okurkou 107 n - -
Eminence probioticka maska 107 ++ ++ ++
s okurkou 107 + + -
Eminence probiotické Cistici mléko 10 + + -
s okurkou 107 + - -

- zZadny narust, + nepatrny rust, ++ mirny rust

5.4.1 PCR specificka pro doménu Bacteria

Z nakultivovanych buné€k byla vyizolovana DNA a pouZita pro analyzu v PCR v redlném case
za pouziti primera specifickych pro doménu Bacteria. Ve vyrobcich Eminence probioticky
krém s okurkou, Eminence probiotické Cistici mléko s okurkou a Eminence probioticka maska
s okurkou byla prokazéana ptitomnost bakterialni DNA. Na Obrazku 26 je analyza kiivek tani,
amplifika¢ni kiivky a vysledek elektroforézy jsou uvedeny v Ptiloze4, na gelu byly
detekovany produkty specifické velikosti 466 bp. Rozdily v teplot¢ tani jednotlivych produktt
1ze vysvétlit pritomnosti rozdilnych mnozstvi a druhii bakterii pfitomnych v piivodni matrici.

BinB 1: Eminence pr. krém 1
2 Eminence pr. krém 2

Bin C —— 3 Eminence pr. &istici mleko 1
30 — & Eminence pr. Eistici mleko 2
— B Eminence pr. maska 1
—— B Eminence pr. maska 2
—— 7 Eminence pr. maska 3
— & pkl
— 9 pk2
— 10:nkl
— 11:nk2

dF idT

[~

g " g u " g t u g U T T T "
7274 6 78 B0 B2 B4 BE HE 90 92 94 95 98 100
deg.

T Y y y U T u U T u
52 5 5 &5 B0 B2 B4 BE BE 70

Obrazek 26: Analyza kiivek tani - PCR specificka pro doménu Bacteria (BinA = 87,98°C,
BinB = 89,18°C, BinC = 89,72°C)
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Ve vyrobcich Eminence probioticky krém s okurkou, Eminence probiotické ¢istici mléko
s okurkou a Eminence probiotickd maska s okurkou byla prokdzdna piitomnost DNA
laktobacil. Na Obrazku 27 je analyza kiivek téni, amplifikaéni kiivky a vysledek
elektroforézy jsou uvedeny v Priloze 4, na gelu byly detekovany produkty specifické velikosti
92 bp. Rozdily v teploté tani jednotlivych produkth lze vysvétlit pritomnosti rozdilnych
mnozstvi a druht laktobacilt pfitomnych v piivodni matrici.

12 i é
e 1: Eminence pr. krém 1
E - -Em B 2: Eminence pr. krém 2
11 —— 3 Eminence pr. Gistici mleko 1
—— & Eminence pr. Cistici mleko 2
10.5 —— 5 Eminence pr. maska 1
10 — B Eminence pr. maska 2
95 —— 7: Eminence pr. maska 3
- — 8 pkl
g — 2 pk2
a5 — 10 nkl
g
75
7
E5
=
w
=5
5
45
4
35
3
25
2
15
1
0§
0

T T T T u T T u u T T T T T u u T u u
52 54 56 58 ED B2 64 EE BB 70 2 74 76 8 an az 84 a6 ag

Obrazek 27: Analyza krivek tani - PCR specificka pro rod Lactobacillus (Bin A = 82,58°C,
Bin B = 82,98°C)

5.4.2 Detekce rostlinné DNA v produktech s bakterialni sloZkou

DNA kosmetickych produktl s obsahem rostlinné a bakterialni slozky ziskana izolaci kitem
byla pouzita pro analyzu v PCR. Byla provedena PCR v redlném Case za pouziti primera
specifickych pro rostlinnou DNA (220 bp).

1: eminence probiatic. 1

2 eminence probiatic. 2

3 eminence probiotic. 3

4: eminence prob. maszka 1

5: eminence prob. maska 2

E: eminence prob. maszka 3

7 borlivka kiém 1

8: borievka krém 2

9: boreka krém 3

10: menufika krém 1

11: merufika krém 2

12 merufka krém 3

13: eminece probiatic. krém dolni faze 1
14: eminece probiatic. krém dolni faze 2
15: eminece probiotic. krém horni faze 1
1E: eminece probiatic. krém dalni faze 1
17: eminece probiotic. krém horni faze 2
18: eminece probiotic. krém horni faze 3
13: merufkowvy olej dolni faze 1

20: merufkowy olej dolni faze 2

21: merufkowy olej dolni faze 3

22 merufkoyd ole] horni faze 1

23 merufkoyd ole] horni faze 2

24: merufkovy ole homi faze 3

25: mer alej dle &lanku 1

26: mer alej dle &lanku 2

27 mer alej dle &lanku 3

28: mer olej die &ldnku bez hehan. 1

29: mer alej dle &lanku bez hehan. 2
30: rer alej dle &ldnku bez hehan. 3
31 pki

32 pk2

34 k2

dF T

55 =] E5 T a an 25 a0
deg.

Obrazek 28: Analyza kivek tani (BinA = 86,67°C)
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Na Obrazku 28 jsou uvedeny kiivky tani amplikoni tfech opakovanich). Produkty PCR byly
nasledn¢ naneseny na agardézovy gel (Obrazek 29 — produkty velikosti 220 bp (rostlinna

DNA).

123456 7 8 9101112131415 1617181920212223 2425 2627

%

C. vzorek detekce
1,2,3 Eminence probioticky krém -/+/+
4,5,6 Eminence probiotickd maska -/+/+
7,8,9 Eminence Bortivkovy krém +/+/-

10,11,12 Eminence Merunkovy krém +/+/+

13,14,15 Eminence probiotické mléko dolni faze -/-/-

16,17,18 Eminence probiotické mléko horni faze +/+/+
19-24 Manufactura merunkovy olej +/+/+/+/+/+

25 DNA standard

26 pk N.tabacum Ing/ul ++

27 NK -

Obrazek 29: Agarésova gelova elektroforéza produktit PCR — produkty velikosti 220 bp

Byla potvrzena piitomnost rostlinné DNA ve vSech testovanych probiotickych kosmetickych

vyrobcich s obsahem rostlinné matrice okurky.
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5.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie — stanoveni alergent

Metoda pro soucasné stanoveni 24 vonnych alergenii vychazi ze ¢lanku C.Villa a kol. 2007 a
byla upravena. Piiprava vzorku a standardii je uvedena v kapitole 4.9.

5.5.1 Smésny roztok vSech testovanych alergenii

Vzhledem k odlisné polarité analyta byla stejné jako v ptivodni publikaci zvolena gradientova
eluce smési acetonitrilu a vody. Para -anisaldehyd byl vybran jako standard pro pfepocet ztrat
pii extrakei, protoze ma odliSny retencni ¢as nez sledované analyty a jeho absorp¢ni pasy jsou
blizké maximalni UV absorbanci vSech sledovanych sloucenin. Za vysSe popsanych
chromatografickych podminek bylo 24 analytd vhodné separovéano v pribéhu 50 minut
(Obrazek 30, UV kanal). V Tabulce 33 jsou uvedeny retencni casy (Rt) vSech analyti, jejich
potadi i Ciselné oznaceni odpovida ¢iselnému oznaceni pika na
Obrazku 30. V chromatogramu jsou dva kritické pary, hydroxycitronellal a anisylalkohol, a
ceton-alfa a amylcinnamal. Tyto analyty se od sebe daji odliSit diky ovéfeni v jiném kandle
nez je UV1 (viz Tabulka 33). Pfipadné lze ovéfit absorpcni spektrum, které je pro latku
charakteristické, tato spektra jsou uvedena v Pfiloze 5.

1200 4

11254

1000 4

™

8754

750 4

5]
-
”m

625 4

16

Absorbance [mAU]
o
)

500 ] ™ Foa 184

125 1 n}
'9=| T T T T T T T T T
0,0 54 10, 154 X 25,0

Tme [mm]

Obrazek 30: Chromatogram smési 24 alergenii a p-anisaldehydu pvi 210 nm (UV1)
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5.5.2 Kalibrace 24 alergent

Dle postupu v kapitole 4.9. Byly sestaveny kalibra¢ni kiivky pro vSech 24 alergent. Kazdy
analyt je kvantifikovatelny v rozmezi uvedeném v tabulce 33.

Tabulka 33: Kvantifikacni rozmezi analytii

v , Ret. Cas Rozmezi Detekce
C. Nazev .
[min] [mg-ml'] | UV1|UV2|UV3|UV4
1 Hydroxycitronelal 2,593 1,000 — 20,000 + - - +
2 Anisylalkohol 2,685 0,001 — 0,100 + + + +
3 Benzylalkohol 2,923 0,001 — 0,050 + - - -
4 Cinnamylalkohol 4,750 0,001 — 0,050 + + - -
5 Kumarin 4,910 0,001 — 0,010 + + + -
6 p-anisaldehyd 5,717 0,001 — 0,050 + + + +
7 Cinamal 7,260 0,001 — 0,050 + + + +
8 Lyral (Mix isomert) 7,833 0,010 — 0,500 + - - -
9 Eugenol 8,278 0,001 - 0,010 + - + +
10 Isoeugenol 8,832 0,001 - 0,010 + + + +
11 Geraniol 11,045 0,001 — 0,100 + + + +
12 Linalol 12,212 0,010 — 0,500 + - - -
13 b-Citronelol 13,673 0,005 -0,100 + + + +
14 Citral 14,447 0,025 —0,500 + + + +
15 Methylheptyncarbonat 17,608 0,005 —0,100 + + - +
16 Amylcinamylalkohol 19,507 0,005 -0,100 + + + +
17 Benzyl benzoate 21,202 0,001 — 0,100 + + + +
18 Benzyl salicylate 24,993 0,001 — 0,050 + + - +
19 Benzyl cinnamate 25,995 0,001 — 0,100 + + + +
20 2-(4-tert-Butylbenzyl) 29,467 0,005 —-0,100 + + - +
propionaldehyd (lilial)

21 Farnesol (Mix isomertl) 32,080 0,010 —0,100 + - - -
22 Cetonalfa (tech) 32,887 0,005 -0,100 + + - +
23 Amylcinamal 32,940 0,001 — 0,100 + - + -
24 Hexylcinamaldehyd 39,35 0,005 -0,100 + + + +
25 d-Limonen 43,94 0,005 —10,100 + - - -

Pozn. UVI =210 nm, UV2 = 254 nm, UV3 = 280 nm, UV4 = 225 nm
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5.5.3 Vzorky silic

Touto metodou bylo zjisténo mnozstvi alergenti obsazené v komer¢nich vzorcich silic, a to
pro ovéreni, zda je metoda dostatecné citliva a je aplikovatelnd na redlné¢ vzorky. Byly

porovnany nalezené alergeny ve vzorcich pomoci HPLC sudaji uvedenymi vyrobcem
(viz Tabulka 34).

Tabulka 34: Komercni silice - udaje od vyrobce a vysledek HPLC analyzy pritomnych alergenii

Vzorek Udaje vyrobce Detekovano HPLC
Mandarinka, Mic¢a a HarasSta s.r.o. 100% Lg?izf 1 j:
pfirodni esenciélni olej -
Limonene +
Hydroxycitronellal* -
Benzyl alcohol +
Jasmin, Mica a Harasta s.r.o. Cinnamyl alcohol +
Vonny olej Linalool +
Benzyl salicylate, +
Amyl cinnamal +

* nebyl detekovan ziejmé kviili tomu, Ze se jeho mnozstvi nachdzelo pod mezi detekce

Chromatogram vonného oleje Jasmin je uveden na Obrazku 31. Vzorek je 10x zifeden,
ptesto se je detekovano vysoké mnozstvi hledanych latek.
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Obrazek 31: Chromatogram vonného oleje Jasmin

1 — benzylalkohol, 2 — cinnamylalkohol, 3 — linalool, 4 — benzylsalicylat, 5 — amylcinnamal
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5.5.4 Modelova emulze

Byla extrahovédna cCista Emulze 1 a bylo ovéfeno, Ze neobsahuje zddné detekovatelné
alergeny, a je tak vhodnou modelovou smeési pro dalsi analyzy (viz Obrazek 32). Ze spektra
lze vidét, ze vretencnim case 3,2 minuty se objevuje velky pik, nicméné nekoliduje
s retencnimi Casy sledovanych analytt.
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Obrazek 32: Chromatogram Emulze 1
1 — p-anisaldehyd

5.5.5 Vzorky komer¢nich kosmetickych pripravkii a modelovych smési

Obsah alergenti v modelovych a komercnich vzorcich kosmetickych vyrobka s obsahem
maty, citrusi a levandule byl analyzovan pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC). Postup meéfeni a ptipravy vzorku je popsan v kapitole 4.9. Pfitomnost alergeni
v komercnich kosmetickych vyrobcich a modelovych vzorcich Emulze 1 je uvedena v
Tabulce 35 a Tabulce 36. Hodnoty jsou uvedeny v hmotnostnich procentech a byly
korigovany na ztratu pfi extrakci pfepoCtem na ubytek p-anisaldehydu pifi extrakci. Z
uvedenych dat lze vidét, ze v ptipadé komer¢nich modelovych krémi vyrobci pomérné Casto
chybovali, kdyz neuvadeli kompletni seznam ptitomnych alergenti (neuvedené polozky jsou
v tabulce uvedeny tucn€), nutno vSak podotknout, Ze ve vétSin¢ piipadii se hodnoty
nalezenych alergenii nachazely na hranici dané legislativou. Vyjimkou je Cosmos natural
repairing hand protect, kde nebyly uvedeny témét zadné legislativou pozadované udaje.
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Tabulka 35:Mnozstvi pritomnych alergenii v komercnich pripravcich — prepocteno na hmotnostni
procenta ve vyrobku

| Z 2
v 7 ) =) .E — p— —_— = =
Komer¢ni 2 Y = % E = = E § =
kosmetické = = £ &0 g = = | 8% £
, z < = 3 2 | O | = B E
vyrobky 2 g o &= Q S —
< @ S
Balea handcreme - | 0,438 - - 0,016 | 0,107 | 0,003 | 0,029 | 0,082
protect - | £0,015 - - +0,001 | +0,004 | +0,000 | 0,001 | £0,001
Cosmos natural - 0,982 - - - 0,067 | 0,019 - 0,153
repairing hand
- | 0,023 - - - +0,000 | 0,001 - +0,007
protect
Konopka's face - 0,571 - - - 0,040 - - -
commage moist - | 0,017 - - - +0,003 - - -
Planeta organica - - - - - 0,036 - - 0,030
natural body scrub - - - - - +0,004 - - +0,005
- - - 0,001 - 0,077 | 0,007 - 0,010
N.A.E. shampoo bar
- - - 0,000 - +0,019 | £0,001 - +0,001
Naturalis sugar - - - - - 0,018 - - 0,018
body scrub lim.mata | - - - - - +0,001 - - +0,000
- - - - - - - - 0,040
Balea sugar scrub
- - - - - - - - +0,002
Alverde skinfood - - - - 0,013 | 0,054 - 0,012
Bio-limette - - - - +0,001 | £0,001 - 0,001
Alverde pflege- - - - - - 0,019 | 0,172 - 0,020
dusche bio-minze - - - - - +0,000 | £0,001 - +0,002
Org. s. strawberry - - - - - - - - +0,004
body scrub - - - - - - - - +0,000
Org. s. strawberry - - - - - - - -
body mousse - - - - - - - -
N.T. Levandulovy - - 0,001 - 0,002 | 0,486 - - -
krém - - 0,000 - +0,000 | +0,022 - - -
Kvitok + - 0,001 - 0,005 | 1,169 - - 0,005
Levandulovy sen + - +0,000 - +0,001 | £0,009 - - +0,000
Herbs of Bulgaria - - 0,001 - 0,006 | 0,019 - - 0,012
face cream lev. - - +0,000 - +0,000 | £0,001 - - +0,001
Ryor hydrata¢ni - - - - 0,001 | 0,173 - - -
krém levandule - - - - +0,000 | 0,017 - - +

- nedetekovano,; + detekovano, ale v nizsim mnozstvi nez je vyzadovano uvadet legislativou, tucné jsou
zvyrazneény alergeny, které nebyly vyrobci uvedeny na obalu i kdyz vzhledem k pritomnému mnozstvi

dle EU legislativy uvedeny byt mély.
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Tabulka 36: Mnozstvi pritomnych alergenii v modelové Emulzi 1 — prepocteno na hmotnostni procenta
ve vyrobku

= =
= f— i) p— - : N
mg v £ S g g s | 3 = g = §
= @ o H = £ = = o H
Emulze 1 1g = g0 s = = o 5 =t =
emulze = = 2 &) = O T 2 =
< =
s. erveny 434 - - - - 0,017 | - | 0,002 - +
pomerané ’ - - - - +0,000 | - | £0,000 -
S. citronova 3.8 0,007 | - | 0,002 | 0,021 | 0,0017 | - | 0,387 - -
trava ’ +0,001 | - | 0,000 | 0,001 | £0,001 | - | £0,039 - -
] ] 0,016 | + - - - - | 0,005 - 0,033
S. mata peprna 5,87
+0,002 | + - - - - | £0,000 - +0,004
S. peprno- 3.93 0,018 | + - - - - | 0,003 - 0,008
matova ’ +0,001 | + - - - - | £0,000 - +0,001
S. pomeran¢ova 597 0,034 | - - - - - | 0,002 - 0,238
Spanélska ’ +0,000 | - - - + - | £0,000 - +0,011
S. 593 0,028 | - - - 0,007 | + | 0,004 - 0,219
mandarinkova ’ +0,002 | - - - +0,000 | + | +£0,000 - +0,002
o - - - - 0,018 | + | 0,002 - 0,307
s. grapefruitova | 4,97
- - - - +0,003 | + | 0,000 - 0,005
citronova kura 1.89 0,036 | - - - 0,004 | - - - -
lyof. ’ +0,001 | - - - +0,000 | - - - -
M. Piperita 54D 0,042 | - - - 0,005 | - - - -
"citaro" ’ +0,001 | - - - +0,000 | - - - -
M. 0,043 | - - - 0,005 | - - - -
pycnanthemum | 3,39
. +0,005 | - - - +0,001 | - - - -
pilosum
M.A. 0,041 | - - - 0,011 | - - - -
strawberry 2,49
. +0,003 | - - - +0,002 | - - - -
pepermint
M. Gentilis 0,039 | - - - 0,004 | - - - -
Varieta Citrata | 1,94
" " iOaOOI - - - i0,000 - - - -
lemon
Susena 1.98 0,029 | - - - 0,006 | - - 0,001 -
levandule ’ +0,003 | - - - +0,000 | - - +0,000 -
Levandulova 300 0,036 | - - - 0,719 | - - - 0,006
silice ’ +0,004 | - - - +0,035 | - - - 0,000
Susena lev. 1,76+ | 0,039 | - - + 0,490 | - - 0,001 -
+silice 1,94 | +0,002 | - - - +0,052 | - - +0,000 -

- nedetekovano, + detekovano, ale v nizsim mnozstvi nez je vyzadovano uvadet legislativou
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Na Obrazku 33 je chromatogram nalezejici Balea handcreme protect, jsou v ném viditelné
piky vSech alergenti, které jsou uvedené v tabulce, jen benzylalkohol byl znacné
ptekoncentrovan a pro zjisténi pfesné koncentrace musel byt vzorek zfedén 100x. Tato vysoka
koncentrace vyrobku naznacuje zdmérny ptidavek benzylalkoholu jako prezervacni latky, kdy

je vnékterych ptipadech takto uzivan, poté jeho konecna koncentrace ve vyrobku miize
dosahovat az jednotek hmotnostnich procent.
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Obrazek 33: Chromatogram Balea handcreme protect

1 — p-anisaldehyd; 2 — geraniol; 3 — linalool; 4 — citral; 5 — hexylcinnamaldehyd, 6 - limonen
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Obrazek 34: Chromatogram Cosmos natural repairing hand protect
1 — p-anisaldehyd; 2 — linalool; 3 — citral; 4 - limonen
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Na Obrazku 34 je chromatogram nalezejici Cosmos natural repairing hand protect , jsou
v ném viditelné piky vSech alergeni, které jsou uvedené v tabulce, benzylalkohol byl jako

v pfedchozim piipadé znacné prekoncentrovan a pro zjisténi presné koncentrace musel byt
vzorek ziedén 100x.

Z uvedenych vysledkil Ize vidét, ze u modelovych krémt se silicemi bylo nalezeno
pomérné velké mnozstvi alergent v porovnani s krémy s obsahem celych rostlinnych ¢asti

(Tabulka 36), jak je patrné i z porovnani chromatogramii Emulze 1 se susenou levanduli
1ékatskou a silici na Obrazcich 35 a 36.
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Obrazek 35: Emulze 1 se susenou levanduli lekarskou

1 — anisylalkohol, 2 — p-anisaldehyd, 3 — linalool, 4 — methylheptine carbonat
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Obrazek 36: Emulze 1 s levandulovou silici

1 — anisylalkohol, 2 — p-anisaldehyd, 3 — linalool, 4 — limonen

5.5.6 Ovéieni vysledkii analyzy alergenii metodou HPLC-DAD pomoci SPME-GC-MS

Pritomnost alergent detekovanych pomoci HPLC-DAD byla ovéfena také pomoci metody
SPME-GC-MS. Postup pfipravy vzorkli a podminky méfeni jsou uvedeny v kapitole 4.9.
Vysledky métfeni pro Emulzi 1 s pfidavkem suSené levandule 1ékaiské a levandulové silice
jsou uvedeny v Tabulce 37. Byla potvrzena pfitomnost linaloolu a limonenu v obou
testovanych vzorcich. Limonen byl pomoci GC-MS detekovan i ve vzorku suSené levandule,
ale ve velmi malém mnozstvi, které se nachazi pod mezi detekce metody HPLC. Nicmén¢ dle
platné legislativy se nemusi takto nizké mnozstvi limonenu uvadét na etiket¢ a mez detekce
HPLC pro stanoveni mnozstvi limonenu v kosmetickych vyrobcich je dostacujici.

Tabulka 37: Oveéreni pritomnosti alergenii pomoci SPME-GC-MS v modelové Emulzi I (HPLC -
prepocteno na hmotnostni procenta ve vyrobku)

Anisyl ] Methylheptin .
Emulze 1 mg v 1g emulze Linalol . Limonen
alkohol carbonat
SuSena levandule 1,98 0,029 0,006/D 0,001 -/D
Levandulova silice 3,02 0,036 0,719/D - 0,006/D

- nedetekovano, D znaci, ze byla pritomnost daného alergenu potvrzena i pomoci SPME-GC-MS

V Tabulce 38 jsou uvedeny vysledky méfeni HPLC-DAD a SPME-GC-MS pro komer¢ni
kosmetické pfipravky. Pfitomnost vétSiny analytli kvantifikovanych pomoci HPLC byla
potvrzena i pomoci GC-MS, vcetné alergenti, které nebyly uvedeny vyrobci na etiketé (napf.
vyrobek Cosmos natural repairing hand protect).
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Tabulka 38: Overeni pritomnosti alergenti pomoci SPME-GC-MS v komercnich kosmetickych
pripravcich (HPLC - prepocteno na hmotnostni procenta ve vyrobku)

% % = = S — - | - 2| &
Komer¢ni kosmetické | = = s g £ < S| &gl S
virobky 3 % 5| 2| 5| 5|5 =2z E
< M
Balea handcreme ) 0,438 ) ] 0,016 | 0,107 0.003 0,029 | 0,082
protect /D /D /D ’ /D /D
Cosmos natural 0,982 0,067 | 0,019 0,153
repairing hand protect ) /D ) ] ) /D /D ) /D
Konopka’s face ] 0,571 ] ] ] 0,040 ] ] D
commage moist /D /D
Planeta organica natural 0,036 0,030
body scrub R i i i /D i i /D
0,077 0,010
N.A.E. shampoo bar - - - 0,001 - D 0,007 - D
Naturalis sugar body 0,018 0,018
scrub lim.mata i i i i i /D i i /D
0,040
Balea sugar scrub - - - - - - - - D
Alverde skinfood Bio- ] D ] ] ] 0,013 0,054 ] 0,012
limette /D /D /D
Alverde pflege-dusche 0,019 10,172 0,020
bio-minze N ) ] ) /D | /D ] /D
Org. s. strawberry body 0,004
scrub ] ] ] ] ] ] ] ] /D
Org. s. strawberry body ) it ) ] ) ] ] ] )
mousse
L, 0,002 | 0,486
N.T. Levandulovy krém | - - 0,001 - D D - - -/D
Kvitok  Levandulovy N ) 0,001 ] 0,005 | 1,169 ] ] 0,005
sen /D /D /D
Herbs of Bulgaria face ) ) 0.001 ) 0,006 | 0,019 ) i 0,012
cream lev. ’ /D /D /D
Ryor hydrata¢ni krém i i i i 0,001 | 0,173 i i D
levandule /D /D

- nedetekovano, + detekovano, ale v nizsim mnozstvi nez je vyzadovano uvadet legislativou, tucné jsou
zvyraznény alergeny, které nebyly vyrobci uvedeny na obalu i kdyz vzhledem k pritomnému mnozstvi

dle EU legislativy uvedeny byt mély; D znaci, Ze byla pritomnost daného alergenu potvrzena i pomoci
SPME-GC-MS
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Stejn¢ jako u modelové Emulze 1 byla zjisténa pfitomnost limonenu i ve vzorcich kde se
pomoci HPLC limonen nepodafilo prokazat, nicmén¢ takto malé mnozstvi limonenu
ptitomného ve vyrobku neni nutné ze zdkona uvadét na etiketé. Metoda HPLC-DAD je
dostateéné citlivd pro detekci alergenti pfitomnych v kosmetickych vyrobcich. Metodou
SPME-GC-MS byla potvrzena ptitomnost vétSiny detekovanych a kvantifikovanych analyta
pomoci HPLC-DAD.

5.5.7 Detekce pritomnosti alergenii v extraktu z byliny Achyrocline satureioides

V ptipadé A.satureioides nebyly nalezeny zadné vonné alergeny v susenych kvétech ani
v extraktu pomoci HPLC-DAD. Extrakt byl tedy analyzovan pomoci GC-MS (plynovy
chromatograf Trace 1310 s hmotnostnim detektorem TSQ 900, Kapilarni kolona Supelcowax
30 m x 0,25 mm; LD. 0,25 um)) spiimym nastiikem. Na Obrazku 37 je uveden
chromatogram odpovidajici navdzce 5 mg extraktu. V Pfiloze 6 jsou uvedeny chromatogramy
ptislusnych alergennich mixii a chromatogramy pro zbyvajici dvé navazky extraktu (10 a
25 mg).
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Obrazek 37: GC-MS chromatogram odpovidajici navazce 5 mg extraktu A. satureioides

V extraktu byl nalezen linalool (Rt = 8,36 min) v mnozstvi 143,3 £ 17,6 ug na gram extraktu
a eugenol (Rt = 23,49 min) v mnozstvi 12,0 £ 2,0 ug na gram extraktu. Mnozstvi téchto latek
v lyofilizovaném extraktu se nachazi hluboce pod legislativné danym limitem. Déle byly
v extraktu nalezeny dal$i vonné latky, caryofylen (Rt=9,40 min) 15,8 £0,9 ug; mentol
(Rt=10,24 min) 41,3+0,8 ug; terpineol (Rt=11,20min) 10,0+ 1,6 ug; carvon
(Rt=12,16 min) 263,8 +36,6 ug; anetol (Rt=14,31 min) 229+44pug a vanilin
(Rt=29,43 min) 91,1 + 3,2 pug na gram lyofiliyovaného extraktu.
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GC-MS je tedy citlivéjsi metodou pro stanoveni obsahu vonnych alergenti, ale co se
legislativnich limitd tyka, tak je HPLC-DAD dostacCujici pro stanoveni vétSiny sledovanych
analyti. HPLC-DAD je také levnéjsi, co se provozu a ndkladi na potizeni samotného
piistroje tyka.

5.6 Porovnani vysledkii PCR a HPL.C

Vysledky analyzy PCR a HPLC vzorkli modelovych a komer¢nich kosmetickych piipravki
jsou uvedeny v Tabulce 39 a 40. V ptipad¢ vzorkl s obsahem matové a citrusové slozky byla
ovéfena pritomnost genu pro limonensyntazu pro modelové smési s pomerancovou silici,
citrobnovou klirou a matou Piperita citaro. Pomerancova silice (i jiné citrusové silice) je
vyrabéna lisovanim pomerancové kury [3], coz vysvétluje pfitomnost detekovatelné DNA v
silici, pfitomnost samotného limonenu byla potvrzena i pomoci HPLC, stejn¢ jako v piipadé
lyofilizované citronové kiry.

Tabulka 39: Porovnani vysledkii analyzy PCR a HPLC pro limonen, vzorky modelovych kosmetickych
vyrobkit Emulze 1

Primery Lim2F/R HPLC
Emulze 1
PCR Gel limonen
R v r v - - +
silice ¢erveny pomeranc i T T
silice citronova trava
g 4 14 + + +
silice mata peprna i - T
1 r r - - +
silice peprno-matova _ _ T
.1 v row v r + + +
silice pomerancova Spanélska n T T
IR . r - - +
silice mandarinkova n T
g . r - - +
silice grapefruitova _ _ T
. 4 r o + + +
Citronova kiira lyof. n T T
. . . + + -
M. Piperita "citaro"” i + _
M. pycnanthemum pilosum i i _
M.A. strawberry pepermint ; ; ;

- nedetekovano, + detekovano

V piipad€ maty Piperita citaro bylo zfejm& mnozstvi limonenu pod mezi detekce pfistroje.
V ptipadé modelovych smési s bylinami M. pycnanthemum pilosum a M. almira strawberry
pepermint nebyla potvrzena pritomnost genu pro limonensyntazu a nebyl nalezen zadny
limonen ani pomoci metody HPLC. Ne vSechny byliny spadajici do rodu Mentha tedy

93



produkuji limonen. Druhy, které jsou schopny limonen produkovat, jej obsahuji jen velmi
malé mnozstvi, které nemusi byt detekovatelné instrumentalnimi metodami, nicméné stale se
muze v rostliné nachazet.

V ptipadé¢ lyofilizované kiry nebyl detekovan limonen pomoci HPLC, ale pomoci PCR
byla potvrzena piitomnost limonensyntdzy, coz je zplsobeno ziejmé¢ tim, ze bchem
lyofilizace vétSina limonenu ze vzorku vytékala. V ptipad¢ grapefruitové silice byla izolovana
amplifikovatelnd DNA, nicméné nebyla potvrzena piitomnost limonensyntazy primery
Lim2F/R, ziejme ma grapefruit jiny typ limonensyntazy, pro ktery by bylo vhodné&jsi pouzit
jiné primery.

Tabulka 40:Porovnani vysledkii analyzy PCR a HPLC pro limonen, vzorky komercnich kosmetickych
pripravkii

Komer¢ni kosmetické Primery Lim2F/R HPLC

pripravky PCR Gel limonen

+ + +
+ +

Balea handcreme protect

Cosmos natural repairing hand - -
protect

++ [+

Konopka’s face commage moist

Planeta organica natural body - -
scrub + +

N.A.E. shampoo bar

Naturalis sugar body scrub

+ +
Balea sugar scrub
+ +

Alverde skinfood Bio-limette

Alverde pflege-dusche bio- - -
minze - -

R s e e S e

- nedetekovano; + detekovano

V pripad¢ komercnich vzorkl stoji za zminku Balea krém na ruce, ktery obsahoval
amplifikovatelnou DNA 1 pomoci HPLC detekovatelné mnozstvi limonenu. To podporuje
tvrzeni vyrobce, ze vyrobek obsahuje vytazek z Citrus sinensis. Stejné tak lze potvrdit z
vysledkit PCR ptitomnost Citrus aurantium dulcis — prasku z kiry ve vzorku Balea sugar
scrub. Naopak u ostatnich vzorkl nebyla potvrzena pfitomnost hledané DNA ve vzorku, ale
byly identifikovany sledované alergeny pomoci HPLC, coZz ukazuje na pfidani aromat do
vyrobku.

Vysledky analyzy PCR a HPLC vzorkii modelovych a komerénych kosmetickych
pripravkl s obsahem levandule jsou uvedeny v Tabulce 41. V modelovych smésich Emulze 1
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s obsahem levandule byla potvrzena ptitomnost DNA levandule v obou vzorcich s ptidavkem
suSené levandule 1€katské, ale nikoli ve vzorku, kde byla ptfidana pouze silice. Ve vzorku s
levandulovou silici byla pomoci HPLC, oproti ostatnim dvéma modelovym smésim,
potvrzena i pfitomnost limonenu, ziejmé v diisledku jeho zakoncentrovéani destilaci vodni
parou. Dle PCR se v levanduli nachazi gen limonensyntazy. Ve vSech komer¢nich vzorcich s
pfidavkem levandule byla detekovdna pouze pfitomnost alergenti pomoci HPLC, ani v
jednom ptipadé nebyla prokazana pritomnost rostlinné slozky metodou PCR, coz také svédci
pouze o pouziti vonnych silic v téchto vzorcich.

Tabulka 41: Porovnadni vysledkii analyzy PCR a HPLC pro vzorky modelové smési Emulze 1 a
komercnich kosmetickych pripravkii s obsahem levandule

) ) Primery
Emulze 1 a komeréni kosmetické | Primery Lim2F/R LavlFR HPLC
Fipravk

prip y PCR Gel PCR | Gel | Linalol | Limonen

o + + + + + -

E1 + SuSena levandule T n n n n B

’ eqe - - - - + +

E1 + Levandulova silice : ; ; ; I n

E1 + Susend levandule + + + + + + -

levandulova silice + + + + + -

- - - - + +

N.T. Levandulovy krém i} _ _ _ i T

- - - - + +

Kvitok Levandulovy sen i} i _ _ n T

- - - - + +

Herbs of Bulgaria face cream lev. } i _ _ T i

- - - - + +

Ryor hydrata¢ni krém levandule i} i} _ _ n T

- nedetekovano; + detekovano

5.7 Potraviny s obsahem bylinné sloZky nebo ovoce

Metoda izolace rostlinné DNA a stanoveni mnozstvi pfitomnych alergenti byly aplikovany i
na potraviny s obsahem bylinné (extrakty, casti rostlin) a ovocné slozky. Jejich sloZeni je
uvedeno v Priloze 1.

5.7.1 1Izolace DNA a PCR analyza
Koncentrace a cistota izolované rostlinné DNA byla stanovena spektrofotometricky pfi
vinovych délkach 220 az 350 nm. Pro méteni byl pouzit piistroj NanoDrop2000.

5.7.1.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty

Vysledky spektrofotometrického méfeni DNA izolované z potravin s obsahem bylinné slozky
nebo ovoce jsou uvedeny v Tabulce 42. Nejvyssi mnozstvi DNA bylo ziskano z ¢erného caje
a cookies. Naopak nejmensi mnozstvi DNA bylo ziskano ze vzorki tvrdych bonbonti, ziejmé
v disledku obtizné homogenizace, a protoze jsou z vétSiny tvofeny cukrem nebo sladidly.
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Pomeér absorbance pti vinovych délkach 260/280 nm se pohyboval nize nez je rozmezi 1,8 —
2,0, coz znac¢i mirn¢ znecisSt€énou DNA proteiny. Pomér vinovych délek 260/230 nm by mél
byt v pripad¢ Cist¢é DNA vyssi nez 1,8, toho vSak nebylo dosazeno v zddném vzorku. Ve
vSech vzorcich jsou pfitomny zneciStujici latky, napt. polyfenoly, polysacharidy nebo jiné
latky, které mizou plsobit inhibi¢né v PCR.

Tabulka 42: Spektrofotometrickeé stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované z potravin s obsahem
bylinné slozky nebo ovoce

DNA izolovana z: opakovani |c[ng- ul']| A 260/ A 280 | A 260/ A 230
1 11,4 1,33 0,40
Cerny ¢aj s kousky kvéti levandule 2 9,2 1,63 0,36
McCoy teas 3 11,7 1,56 0,42
4 10,7 1,64 0,45
1 40,9 1,73 0,88
Cerny ¢aj s aroma levandule Liran 2 39,0 1,68 0,82
spol. s.r.o. 3 34,5 1,49 0,72
4 22,5 1,40 0,37
Jahodovy dZem s levanduli 1 10,2 1,26 0,33
LEVANDULAND 2 8,2 1,09 0,33
Homemade cookies s levanduli 1 29,7 1,77 0,93
chodouriskou 2 37,0 1,86 0,81

1 0 - -

Rescue plus bonbony Fleur de Bach 5 1.8 138 1.58
Bio raw jahoda s Levanduli 1 16,5 1,55 0,26
Chodouriiskou 2 12,7 1,60 0,31
Bylinné bonbony s meduiikou 1 5,4 1,60 0,19
Vitalp 2 6,2 1,61 0,18

5.7.1.2 Ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA

U vSech vzorkl potravin s obsahem bylinné slozky nebo ovoce byla amplifikovatelnost
izolované DNA ovéfovana pomoci primertt S2R/S3F specifickych pro ITS2 region rostlin
(velikost amplikonti je 500 bp). Amplifika¢ni kiivky jsou uvedeny v Piiloze 4. Produkty PCR
byly naneseny na 1,8% agar6zovy gel (Obrazky 38 a 39).

Pomoci elektroforézy byly detekovany produkty PCR o velikosti 500 bp v piipadé obou
¢ernych caju, domacich cookies s levanduli, raw tyCinky s levanduli a bylinnych bonbonti
Rescue plus bonbony Fleur de Bach. Nebyla amplifikovdna DNA zbonbonii Bylinné
bonbony s medunkou I¢karskou Vitalp. Dale nebyla amplifikovana DNA z jahodového dZzemu
s levanduli, v tomto piipad¢ by bylo nutné optimalizovat postup izolace (napi. pridanim
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pektindzy v pribéhu izolace DNA), z diivodu pfitomnosti pektinu, ktery komplikuje izolaci
Cisté DNA dostatecné kvality pro amplifikaci.

1828 '3 4.5 .5 6" V45 859510711

Béh DNA PCR produkt

1 DNA standard 50bp

2 +++
3 s , +++
1 Cerny cCaj s levanduli e
5 +++
6 +++
7 - , +++
g Cerny ¢aj s levandulovym aroma e
9 +
10 PK (DNA z listu citrus limon, 20 ng - ul™) +++
11 NK -

Obrazek 38: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR - ovéreni amplifikovatelnosti DNA

izolované z potravin, primery S2F/S3R specifické pro ITS2 region rostlin (500 bp)
(- nedetekované; PCR produkt: + slabad, ++ stredni, +++ silnd intenzita),
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8§ 9 10 11 12 13

Béh DNA PCR produkt
1 Nk -
2 PK (DNA z listu citrus limon, 20 ng/ul) +++
3 DNA standard 50bp
4 -
5 Jahodovy dzem s levanduli LEVANDULAND
6 . +++
Homemade cookies s levanduli chodounskou
7 +++
8 -
9 Bylinné bonbony s meduiikou 1ékatskou Vitalp
10 . . +++
Bio raw jahoda s Levanduli Chodoutiskou
11 +++
12 R lus bonbony Fleur de Bach -
13 escue plus bonbony Fleur de Bac n

Obrazek 39: Agarozova gelova elektroforéza produktiic PCR - overeni amplifikovatelnosti DNA
izolované z potravin, primery S2F/S3R specifické pro ITS2 region rostlin (500 bp)

(- nedetekované; PCR produkt: + slabad, ++ stredni, +++ silnd intenzita),
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DNA izolovand z vybranych potravinaiskych vyrobkt, kterd byla amplifikovana pomoci
S2F/S3R, byla také amplifikovana pomoci primertt Lim2F/R pro ovéteni, zda se ve vyrobku
nachdzi rostlina schopna produkovat limonen (Obrazky 40 a 41). Amplifikovana byla DNA
izolovanad z tyCinky s levanduli 1ékatskou, v tomto ptipadé byl amplifikovan pouze jeden
vzorek z duplikatu. To mize byt zptisobeno bud’ nizkym mnozstvim pfitomné DNA, ktera
nalezi levanduli 1ékarské, nebo nedostate¢nou homogenizaci vzorku pfi izolaci DNA, kdy
byla odebrana pro izolaci DNA ¢ast ty€inky, kde se nenachazela levandule. V ptipad¢ Rescue
plus bonbony Fleur de Bach byl amplifikovan také jeden vzorek z duplikatu. V piipadé
domacich cookies s levanduli 1ékaiskou byly amplikovany oba duplikaty. V ptipadé cerného
¢aje s levanduli byly amplifikovany 2 vzorky ze 4, to bylo ocekévatelné, protoze byla DNA
izolovana zamérn¢ z odlisSnych casti vzorku. Amplifikovaly se ty vzorky, které obsahovaly
viditelné casti kvétd levandule. Pfi izolaci DNA je tedy nutné dbat na dokonalé vzorkovani,
jinak mize dojit ke zkresleni vysledkl. V pifipadé¢ cerného Caje s aroma levandule byl
amplifikovan jeden vzorek ze 4, dle informaci od vyrobce tento ¢aj obsahuje kromeé
levandulového aroma taky pfidané kvéty levandule. AvSak pii odebirani vzorkli na izolaci
DNA nebyly ptfitomny kvéty ve velikosti pozorovatelné pouhym okem a ziejmé se zde
nachazely ve velmi malém mnozstvi.

: — 17 & Ca) = levanduli 1
7.5 |Bin Al 18 & &aj s levanduli 2
7 ' - G Sa) g lewanduli 3
5 ;& Eaj s lewanduli 4
£ : € &3] & levandulowvirm aroma 1
- € &3] £ levandulowim aroma 2
551 - € &3] § levandulosim aroma 3
91 : € &3] g levandulosim aroma 4
4 5 s cookie s lew 1
S 4] : conkie sllev12
T A : rezcle plus
T30 - rescue plus 2
3 : Bio raw jahoda 3 levanduli 1
2.5 : Bio raw jghoda 2 levanduli 2
o : bylinneé bonbory wvitalp 1
15- : Ij_l,llinné_ th!:IDnj,' wvitalp 2
’ - pk1 [citruz mon, 20 ngdpd)
1 : pk2 [citruz mon, 20 nglpl)
0.5 tik1
1] hk.2

teplota [oC]

Obrazek 40: Melt analyza produktii PCR - DNA izolovana z potravin, primery Lim2F/R
(Tm = 82,14°C)
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6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Béh DNA PCR | Béh DNA PCR
produkt produkt

1 Nk - 11 -

2 | PK (DNA z listu citrus limon, +++ 12 +

20 ng/ul) Cerny &aj s levanduli (1-4)

3 | Bylinné bonbony s meduiikou - 13 -

4 1ékatskou Vitalp - 14 +

5 Bio raw jahoda s Levanduli + 15 | Cerny &aj s levandulovym -

6 Chodouriskou - 16 aroma (1,2) +
7 | Rescue plus bonbony Fleur de - 17 DNA standard 50bp

8 Bach + 18 | Cerny ¢aj s levandulovym -

9 Homemade cookies ++ 19 aroma (3,4) -
10 s levanduli chodouriskou +

Obrazek 41: Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR primery Lim2F/R , specificky produkt o
velikosti 122 bp

(- nedetekované; PCR produkt: + slaba, ++ stredni, +++ silnd intenzita),
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5.7.1 Detekce pritomnych alergenii pomoci HPLC-DAD

Obsah alergenti v potravinaifskych vyrobcich s obsahem bylin, levandule a ovoce byl
analyzovan pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Postup méteni a
ptipravy vzorkl je popsan v kapitole 4.9. Pfitomnost alergenli v potravinach vcetné
kvantifikace je uvedena v Tabulce 43. Hodnoty jsou uvedeny v hmotnostnich procentech a
byly korigovany na ztratu pii extrakci pfepoctem na ubytek p-anisaldehydu pfi extrakci. Z
uvedenych dat lze vidét, ze se v testovanych potravindch s bylinnou nebo rostlinou slozkou
nachazi sledované alergeny, ne vSak v takové mife jako u kosmetickych vyrobkti. Vzhledem
k tomu, Ze vétSina téchto vyrobkli byla pofizena ve zdravé vyzivé a obsahuje zejména
suroviny pfirodniho plivodu (ovoce, byliny, extrakty z bylin) a velmi malo aromatizujicich
slozek, Ize ptredpokladat, ze vétsina detekovanych alergenti pochazi praveé z téchto surovin, a
proto je detekované mnozstvi alergenti tak nizké.

Na Obrazku 42 je chromatogram cerného caje s kvety levandule. Tento vzorek ma nejvyssi
mnozstvi detekovaného linaloolu ze vSech sledovanych vzorkti potravin. To je ziejmé
zpusobeno aromatem bergamotu, ktery vyrobce uvadi ve slozeni vyrobku. Na Obrazku 43 je
chromatogram cerného caje s aroma levandule, kde oproti piedchozimu vzorku bylo
dle ndzvu ocekavano vyssi mnozstvi piidanych aromat, ale detekovanych alergent se ve
vzorku nachazelo jen velmi nizké mnoZzstvi.

3000
2 500 A
2 000 A

1500 -

Absorbance [mAU]

1000 -

5004 12 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 51,0
Time [min]

Obrazek 42:Cerny c¢aj s kvéty levandule s piirodnim aroma bergamotu

1 — coumarin, 2 — p-anisaldehyde, 3 — geraniol, 4 — linalool
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Tabulka 43: Mnozstvi pritomnych alergenti v potravinarskych vyrobcich — prepocteno na procenta ve
vyrobku

=l 3 = | 2 = 5
o - [-P] <
= = - £
Potravinaiské vyrobky = s g § = g
= ) 5 = @] =
- &) Q -
Cerny &aj s kousky kvétii levandule McCoy + | 0,001 | 0,093 | - - -
teas + | £0,000 | £0,004 | - - -
_ + - 0,017 | - - -
Cerny ¢aj s aroma levandule Liran spol. s.r.o.
+ - +0,002 | - - -
+ - - - - -
Jahodovy dZem s levanduli LEVANDULAND N
Homemade cookies s levanduli - - 0,013 - - -
chodounskou - - +0,000 | - - -
- - 0,003 | + - -
Rescue plus bonbony Fleur de Bach
- - +0,000 | + - -
i . - - 0,006 | - - -
Bio raw jahoda s Levanduli Chodouriskou
- - +0,001 | - - -
- + - + 0,007 0,004
Bylinné bonbony s meduiikou Vitalp
- + - + | £0,000 | £0,000
- nedetekovano,; + detekovano, ale v nizsim mnozstvi nez jsou tisiciny hmotnostnich procent
3500
3 000:
2500
=)
é 2000
g 1500
<
1 000:
500 12
LNV/MM |AI3 A A A
O-I'"'I""I""I""I""I'"'I""I""I""I""II
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 51,0
Time [min]

Obrazek 43: cerny caj s aroma levandule

1 — coumarin, 2 — p-anisaldehyde, 3 —linalool
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5.7.2 Porovnani vysledki PCR a HPLC

Metoda izolace rostlinné DNA nasledovand PCR a metoda detekce alergeni pomoci HPLC,
vypracované v ramci této prace, jsou aplikovatelné i na potravinarské vyrobky, napt. Caje,
suSenky a raw tyc¢inky. V Tabulce 44 je uvedeno porovnani vysledkli obou metod. Z hlediska
izolace DNA jsou problematickymi vzorky zejména ty, které obsahuji velké mnozstvi
sacharidi a polysacharida (tvrdé bonbony a marmeldda). V ptipad¢ vzorku marmelady nebylo
mozné vyizolovat amplifikovatelnou DNA, postup je tedy nutny upravit dal$im krokem pro
odstranéni pektinu. Tento vzorek obsahuje z hlediska alergenii pouze kumarin, ktery ziejmé
pochazi z jahod, které tvoii 50 hm% vyrobku. Z ostatnich vzorkli bylo mozné DNA izolovat a
nasledné¢ amplifikovat pomoci PCR.

V ptipadé ostatnich potravinarskych vyrobkli s obsahem levandule nebyla detekovana
pomoci HPLC pfitomnost limonenu avSak byla pomoci PCR potvrzena piitomnost genu
limonensyntazy. Jelikoz se ve vSech vzorcich jednalo o levanduli 1ékaiskou, je pfitomnost
limonenu ocekavatelnd (viz kapitola 5.3.4.1) avSak metoda HPLC neni dostatecné citliva a
mnozstvi pfitomného alergenu se nachazi pod mezi detekce.

Tabulka 44: Porovnani vysledkit PCR a HPLC pro potravinarské vyrobky

HPLC PCR

Potravinaiské vyrobky 'g E E % = § g g

2G|z B B2 2 B

= - = - o =) ~ =

| O 2| 3 S I 7 B NS
Cerny ¢aj s kousky kvéti + + + - - - | | H-
levandule McCoy teas + + + - - - | | -
Cerny ¢aj s aroma + - + - - N AR
levandule Liran spol. s.r.o. + - + - - - | | A
Jahodovy dZem s levanduli | + - - - - - - -
LEVANDULAND + - - - - - - -
Homemade cookies - - + - - - + +
s levanduli chodounskou - - + - - - + +
Rescue plus bonbony Fleur | - - + + - - - -
de Bach - - + + - - + +
Bio raw jahoda s Levanduli | - - + - - - + +
Chodouitiskou - - + - - - + -
Bylinné bonbony s - + - + + + ) -
meduiikou Vitalp - + - + + + - -
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6 ZAVER

ZavéreCna prace byla zaméfena na analyzu kosmetickych vyrobkii obsahujicich pfirodni
slozky a stanoveni jejich autenticity za pouziti molekuldrné-diagnostickych a
instrumentalnich metod.

V prvni ¢asti prace byly nyvrzeny modelové kosmetické emulze jako zaklad pro dalsi
testy. Ze tfi pfipravenych emulzi (modelovych smési) byla pomoci analytické centrifugy
vybrana jako nejstabiln€j§i Emulze 1. Ta byla pouzita pro optimalizaci metody izolace
rostlinné DNA. Stabilita této emulze byla porovnéna stabilitnimi testy s komerénimi produkty
a byla shleddna vyhovujici pro dalsi experimentalni praci.

V dalsi casti prace byla optimalizovana metoda izolace rostlinné DNA z kosmetickych
vyrobkli. Komeréné dostupné kity na izolaci rostlinné DNA byly testovany na riznych
rostlinnych matricich a na zédkladé mnozstvi, Cistoty a amplifikovatelnosti DNA byl vybran
EliGene Plant DNA Isolation Kit, ktery byl shleddn nejuniverzalnéjSim pro izolaci DNA
zriznych rostlinnych matric. Byla optimalizovana izolace rostlinné DNA z modelové
Emulze 1. DNA izolovana z Cist¢ modelové Emulze 1 byla pouzita pro vylouceni falesn¢
pozitivnich vysledkti. Amplifikovatelnost této DNA byla ovéfena pomoci primera
specifickych pro ITS2 region rostlin a bylo potvrzeno, zZe z ¢isté Emulze 1 nebyla izolovana
amplifikovatelna DNA. Nasledné byly do Emulze 1 pfidany abraziva rostlinného ptvodu
(jadra, zrnicka) a byl optimalizovan postup izolace se zakoncentrovanim rostlinné matrice
pfed samotnou izolaci DNA. DNA byla izolovana i pfimo z Emulze 1 s pifidavkem maty,
citronové kury, levandule. Postup izolace kitem byl upraven zvySenim navazky vzorku pro
izolaci DNA. Amplifikovatelnost izolované DNA byla ovéfena pomoci primeri specifickych
pro ITS2 region rostlin, DNA byla amplifikovana.

Pro i1zolaci rostlinné DNA z komercnich kosmetickych vyrobkli byl pouzit optimalizovany
postup izolace DNA komercnim kitem EliGene. Z vysledkii PCR analyzy vyplyva, ze timto
zpisobem lze detekovat pfitomnost DNA pochézejici z extraktli, $t4v z rostlin, abrazivnich
latek, rostlinnych pletiv i silic (pokud jsou vyrobeny lisovanim, nikoli destilaci). Molekularné
diagnostické metody jsou velmi citlivé, a proto lze detekovat ptidavek 1-2 hm% rostlinné
matrice do vyrobku. Pfi navazce 0,1 g to odpovidd 0,001 g rostlinné matrice, ze které¢ je
izolovana DNA a nasledn¢ uspésné amplifikovana PCR. Amplifikovatelnost izolované DNA
byla ovéfena pomoci primert specifickych pro ITS2 region rostlin. Z komer¢nich vzorkt se
pritomnost rostlinné DNA nepotvrdila ve vzorcich ,,.Dr. Konopka’s Hydrata¢ni pletovy
peeling (Face Gommage Moisturizing),” ,,Alverde sprchovy gel s matou a bergamotem,*
»N.A.E. — tuhy Sampon Equilibrio,” ,Planeta organica — télovy peeling C + citron“ a
»Naturalis - Cukrovy té€lovy scrub limetka a mata.“ Ve vSech ostatnich byla ovéfena
pritomnost rostlinné DNA, detekované PCR produkty mély velikost amplikoni 500 bp.
S izolovanou DNA byla provedena PCR specifickd pro limonensyntazu, kterou maji zejména
citrusy a levandule 1ékafska a prostfedni, pficemz byly pouzity primery Lim2F/R. Velikost
PCR produktti odpovidala o¢ekavané velikosti 122 bp. DNA izolovana ze vzorka s levanduli
byla amplifikovéna za pouziti primera specifickych pro levanduli — LavlFR a LavlimodFR.
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V piipadé¢ Emulzel s pfidanou matrici levandule 1¢kafské byla jeji pfitomnost potvrzena,
velikost amplikont DNA byla 155 bp pro oba primery. Pro komer¢ni vzorky se ptitomnost
DNA levandule nepotvrdila, zfejmé byla levandule pfidana do vyrobkt jen ve formé silice.

Byla také navrzena metoda detekce pfitomnosti extraktu byliny Achyrocline satureioides
v modelové Emulzi 1 izolaci a naslednou amplifikaci pfitomné DNA. Extrakt z této byliny
vykazuje vyznamné antimikrobidlni U¢inky, podporuje rlst a obnovu keratinocytii a ma
pfijemnou vini jen s minimalnim mnoZstvim pfitomnych vonnych alergeni, které jsou
hluboce limitem danym legislativou EU. Pfitomné vonné latky byly kvantifikovany metodou
GC-MS s pfimym nastiikem.

Z kosmetickych vyrobkii Ize izolovat 1 bakteriallni DNA. Postup izolace DNA
probiotickych bakterii pfidanych do kosmetickych vyrobkli byl optimalizovéan jiz v ramci
diplomové prace [133]. Z vyrobkli Eminence, které obsahovaly jak rostlinnou matrici
(okurka), tak probiotické bakterie, byla uspésné izolovana jak bakterialni, tak rostlinnd DNA.
PCR produkty specifické velikosti byly detekovany pomoci agarové elektroforézy.

Byla zavedena metoda detekce 24 vonnych alergeni na HPLC/DAD dle [23], byla vSak
pouzita jind C18 kolona a byly upraveny podminky analyzy. Pro vSechny alergeny bylo
urceno rozmezi koncentraci, ve kterém Ize latku touto metodou kvantifikovat. Vzorky se
extrahuji pfimo do acetonitrilu (HPLC grade) s piesnou koncentraci p-anisaldehydu a
mnozstvi detekovanych analyti je pomoci p-anisaldehyu korigovdno na ztrdtu analytl
v prub¢hu extrakce.

Vsechny kosmetické vyrobky piipravené v laboratofi (Emulze 1 s ptidavkem maty,
citronové kiiry, levandule) a komercni kosmetické produkty byly podrobeny extrakci vonnych
alergenti a nasledné analyze pomoci HPLC. V modelovych ptipravcich Emulze 1 s rostlinnou
matrici bez pfidanych silic byly detekovany jen nepatrné koncentrace sledovanych analytt. U
ostatnich modelovych smési byly detekovany ocekdvatelné alergeny dle ptfidanych silic.
V ptipadé komercnich kosmetickych vyrobkii byly pomérné Casto detekovany alergeny, které
vyrobce neuvedl na obalu. Jejich koncentrace se vétSinou pohybovala na hranici dané
legislativou. Vyjimkou je Cosmos natural repairing hand protect, kde nebyly uvedeny témér
zadné legislativou pozadované udaje a koncentrace sledovanych analytii byla pomérné
vysokd. Pfitomnost nalezenych alergeni pomoci metody HPLC-DAD byla potvrzena
metodou SPME-GC-MS.

Vysledky PCR analyzy byly porovnany s vysledky ziskanymi metodou HPLC.
V nékterych vyrobcich, ve kterych nebyla detekovana pfitomnost rostlinné matrice pomoci
metody PCR, byla detekovana ptitomnost alergeni metodou HPLC. To svéd¢i o piidani
rostlinnych silic do vybranych vzork. Pokud byla detekovana rostlinna matrice pomoci
metody PCR a soucasné nebyla detekovana pfitomnost alergeni pomoci metody HPLC, jde
spiSe o pfidani rostlinnych matric ve formé celych kust rostlinnych pletiv nebo ve formé
extraktu.
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Optimalizovana metoda izolace rostlinné DNA byla pouzita i na vybrané potraviny,
pricemz byla uspesné izolovana DNA z komercnich vyrobkt s bylinnou a rostlinnou matrici.
V ptipad¢ tvrdych bonbonl s vysokym obsahem sacharidi a sladidel vSak bylo mnozstvi
extrahované DNA témér nulové, stejné jako v piipadé marmelady. V tomto ptipadé by bylo
nutné jesté zaradit do izolace krok pro odstranéni sacharidii. U ostatnich vzorkti byla DNA
uspésné izolovéana 1 amplifikovana. Extrakci alergenti acetonitrilem z vybranych potravin a
naslednou HPLC analyzou bylo nalezeno jen nepatrné mnozstvi alergentll, nejCastéji se
v potravinach vyskytoval linalol. To nasvédc¢uje tomu, ze do téchto potravin nebyla pfidana
dodate¢nd aromata.

Z uvedenych vysledkli lze uzaviit, Ze navrzend metoda izolace a nasledné amplifikace
rostlinné 1 bakterialni DNA je vhodna ke stanoveni autenticity bylinnych slozek
v kosmetickych vyrobcich stejné¢ jako k odhaleni pfitomnosti plivodce vonnych alergenti
(napf. limonenu). Navrzena HPLC metoda je jednoducha a levna metoda vhodna ke stanoveni
mnozstvi pfitomnych alergeni v mnozstvi nutném pro dodrzeni legislativy EU v ptipadé
vSech sledovanych analyti v pozadované citlivosti kromé hydroxycitronelalu. Obé metody
jsou vhodné i pro analyzu potravinarskych vyrobkd.
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PRILOHA 1: s;oZENi Al\OIALYZOVANYCH KOMERCNICH
KOSMETICKYCH VYROBKU A POTRAVIN

KOMERCNI KOSMETICKE VYROBKY:

Nivea zklidiiujici denni krém NATURALLY GOOD

Slozeni: Aqua, Glycerin, Cetearyl Alcohol, Alcohol Denat., Prunus Amygdalus Dulcis Oil,
Simmondsia Chinensis Seed Oil, Dicaprylyl Ether, Butyrospermum Parkii Butter, Glyceryl
Stearate, Caprylic/Capric Triglyceride, Chamomilla Recutida Flower Extract, Helianthus
Annuus Seed Oil, Tocopherol, Maltodextrin, Glyceryl Caprylate, Sodium Levulinate,
Decylene Glycol, Ethylhexylglycerin, p-Anisic Acid, Sodium Chloride.

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 10 mésict

Ryor hydrata¢ni krém s levanduli

Slozeni: Aqua, Isopropyl Myristate, Caprilic/Capric Triglyceride, Diethylhexyl Carbonate,
Potassium Olivoyl Hydrolyzed Oat Protein, Cetearyl Alcohol, Glyceryl Oleate, Glyceryl
Stearate, Macadamia Ternifolia Seed Oil, Glycerin, Cetyl Palmitate, Sorbitan Palmitate,
Sorbitan Oleate, Simmondsia Chinensis Seed Oil, Panthenol, Tocopheryl Acetate,
Xylitylglucoside, Anhydroxylitol, Xylitol, Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben,
Propylparaben, Butylparaben, Lavandula Officinalis Flower Oil, Linalool, Limonene,
Polyacrylate Crosspolymer-6, Lactic Acid.

Minimalni trvanlivost: 10/2021

Trvanlivost po otevieni: neuvedeno

Ryor krém proti zarudnuti a rozSifenym Zilkdm s probiotiky

Slozeni: Aqua, Persea Gratssima (Avocado) Oil, Caprylic/Capric Triglyceride, Cetearyl
Olivate, Sorbitan Olivate, Hydrogenated Polyisobutene, Glycerin, Cetearyl Alcohol, Cetyl
Palmitate, Sorbitan Palmitate, Sorbitan Oleate, Lactobacillus Ferment Lysate, Sodium
Caproyl Prolinate, Oleyl Erucate, Cocos Nucifera Oil, Oak Root Extract, Laminaria
Ochroleuca Extract, Tocopheryl Acetate, Simmondsia Chinensis (Jojoba) Seed Oil,
Pentylene Glycol, Lecithin, Alcohol, Ascorbyl Palmitate, Tocopherol, Retinol, Polysorbate
20, Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Parfum,
Alpha-Isomethyl Ionone, Benzyl Salicylate, Butylphenyl Methylpropional, Citronellol,
Geraniol, Hexyl Cinnamalm Linalool.

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 06/2018

Nobilis Tilia levandulovy krém

Slozeni: Aqua, Prunus Amygdalus Dulcis Oil, Butyrospermum Parkii Butter,
Polyglyceryl-3-Methylglucose Distearate, Glycerin, Sodium Anisate, Sodium Levulinate,
Cetyl Alcohol, Caprylic/Capric Triglyceride, Stearic Acid, Aloe Barbadensis Leaf Extract,
Glycerine Soja Oil, Cera Alba, Xanthan Gum, Panthenol, Lecithin, Tocopheryl Acetate,
Lavandula Angustifolia Oil, Retinyl Palmitate, Magnolia Officinalis Bark Extrakt, Sodium
Stearoyl Lactylate, Citric Acid, Linalool*, Geranil*, Limonene* (z ptirodnich éterickych
olejh).

Minimalni trvanlivost: 21/09/2021

Trvanlivost po otevieni: neuvedeno

Herbs of Bulgaria hydrata¢ni krém na oblicej levandule

Slozeni: Aqua, Glycerin, Caprylic/Capric Triglyceride, Glyceryl Stearate Citrate,
Dimethicone, Glyceryl Stearate, Cocos Nucifera Oil, Cetearyl Ethylhexanoate, Cetearyl
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Alcohol, Lavandula Angustifolia Flower Water, Phenoxyethanol, Caprylyl Glycol, Stearic
Acid, Simmondsia Chinensis Seed Oil, Cera Alba, Hydroxyethyl Acrylate/Sodium
Acryloyldimethyl Taurate Copolymer, Creatine, Hydroxyacetophenone, Parfum,
Panthenol, Tocopheryl Acetate, Bht, Butylphenyl Methylpropional, Coumarin, Hexyl
Cinnamal, Limonene.

Minimalni trvanlivost: 11/2022

Trvanlivost po otevieni: 12 mésict

Havlikova apotéka krémova maska okurka

Slozeni: Aqua, Glycerin, Helianthus Annuus Seed Oil, Cetyl Alcohol,
Coco-Caprylate/Caprate, Glyceryl Stearate Citrate, Butyrospermum Parkii Butter, Spirulina
maxima Powder, Glyceryl Caprylate, Benzyl Alcohol, Polyglyceryl-3 Stearate, Xanthan
Gum, Hydrogenated Lecithin, Cucumis Sativus Fruit Extract, Citric Acid, Sodium Phylate,
Sodium Benzoate, Potassium Sorbate, Tocopherol, Alcohol

Minimalni trvanlivost: 06/2022

Trvanlivost po otevieni: neuvedeno

Nobilis Tilia termoaktivni krém Termal

Slozeni: Aqua, Glycine Soja Oil, Steareth-2, Glycerin, Steareth-21, Stearic Acid, Cetyl
Alcohol, Cinnamomum Zeylanicum Bark Oil, Phenoxyethanol, Benzoic Acid,
Dehydroacetic Acid, Ethylhexylglycerin, Polyaminopropyl Biguanide, Cinnamal*,
Eugenol*, Linalool*, Limonene*, Cinnamyl Alcohol* (z ptirodnich éterickych oleji).

Minimalni trvanlivost: 19/02/2022

Trvanlivost po otevieni: neuvedeno

Alverde télové maslo Skin Food, Biolimette

Slozeni: Aqua, Alcohol, Helianthus Annuus Seed Oil*, Glyceryl Stearate Citrate,
Theobroma Cacao Seed Butter*, Dicaprylyl Ether, Butyrospermum Parkii Butter*,
Glycerin, Pamitiv Acid, Stearic Acid, Betaine, Sodium Lactate, Citrus Auranticolia Fruit
Extrac*, Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil, Parfum, Xanthan Gum, Carrageenan,
Levulinic Acid, Sodium Levulinate, Sodium Hydroxide, P-Anisic Acid, Citral**,
Limonene**, Linalool**, Citronellol**, Geraniol*. (*z certifikovaného ekologického
zemédé@lstvi, **z prirodnich esencidlnich olejlt)

Minimalni trvanlivost: 03/2022

Trvanlivost po otevieni: neuvedeno

Natura Siberica Loves Estonia mésickovy krém na télo

SloZeni: Aqua, Butyrospermum Parkii Butter, Cetearyl Alcohol, Coco-Caprylate/Caprate,
Glyceryl Stearate Citrate, Glyceryl Stearate, Sorbitan Caprylate, Cyclopentasiloxane,
Sodium Polyacrylate, Benzyl Alcohol, Tocopheryl Acetate, Parfum, Sodium Stearoyl
Glutamate, Dehydroacetic Acid, Sodium Benzoate, Potassium Sorbate, Citric Acid,
Calendula Officinalis Flower Extract, Rhodiola Rosea Root Extract, Glycerin, CI 15985, CI
19140, Citronellol, Geraniol, Linalool.

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicti

Balea krém na ruce protect s vitaminem C, Handcreme protect

Slozeni: voda, C12-15 Alkyl Benzoat, Caprylic/Capril Triglycerid, Dibutyl Adipat,
Polyglyceryl-3 Methylgluk6za Distearat, Glyceryl Stearat, Glycerin, Cetaryl Alkohol,
Dicaprylyl Carbonat, Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoat, Ethylhexyl Triazon,
Methylen Bis-Benzotriazoyl tetramethylbutylpentol (Nano), Myristyl Myristat, Xantanova
guma, Phenoxyethanol, Benzyl Alkohol, Caprylyl Glycol, Parffm, Sodium-ascorbyl fosfat,
Decyl Glucosid, Carrageenan, Kyselina Citronova, Ethylendiamin Disuccinat, Propylen
Glykol, Tokoferol, Citrus Sinensis - ovocny extrakt, Limonen, Hexyl Cinamal, Linalool,
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Geraniol, Citronellol, Citral.

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicti

Alverde — mléko na opalovani BIO mandarinka, OF 30

Slozeni: voda, dioxid titaniCity, cocoglyceridy, slne¢nicovy olej, izoamyl laurat,
polyglyceryl — 2 dipolhydroxystearat, polyglyceryl — 3 polyrincinoleat, olivovy olej,
magnézium sulfat, alumina, kyselina stearova, limonen, kyselina linolova, tokoferol,
glyceryl caprylat, kyselina levulinové, kyselina p-anisiova, levulinat sodny, geraniol,
linalool, citral, ascorbyl palmitat, kyselina linolenova, parfém, CI 75130, Citrus reticulata —
ovocny extakt

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicl

Organic Shop hydratacni télova péna jahody a Cokoldda, strawberry body mousse

Slozeni: Aqua, Isopropyl Palmitate, Cetyl Palmitate, Glyceryl Stearate, Simmondsia
Chinensis Seed Oil, Cetearyl Alcohol, Fragaria Vesca Fruit Extract®*, Carbomer,
Theobroma Cacao Seed Butter*, Pinus Sibirica Seed Oil*, Cocos Nucifera Oil, Gardenia
Tahitensis Flower Extract, Benzyl Alcohol, Ethylhexylglycerin, Parfum, Sodium
Hydroxide, C1 16255.

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicl

Cosmos natural, krém na ruce, Feel Free natural repairing hand protect

Slozeni: Aqua, Aloe Barbadensis Leaf Juice*, Olea FEuropaea Fruit Oil*, Coco-
caprylate/Caprate, Glycerin, Caprylic/Capric Triglyceride, Polyglyceryl-6 Distearate,
Stearyl Alcohol, Prunus Amygdalus Dulcis Oil*, Citrus Aurantium Dulcis Peel Oil*,
Chamomilla Recutita Flower Extract®, Tocopherol, Potassium Sorbate, Sodium Benzoate,
Benzyl Alcohol, Beta-Sitosterol, Squalene, Dehydroacetic Acid, Citric Acid, Xanthan Gum
(*z ekologického zemedéElstvi).

Minimalni trvanlivost: 06/2022

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicl

Kvitok §lehany télovy krém Levandul’ovy sen

SloZeni: Butyrospermum Parkii Butter, Prunus Amygdalus Dulcis Oil, Persea Gratissima
Oil, Tocopherol, Lavandula Angustifolia Oil, Linalool*, Limonene*, Geraniol*.
(*vyskytuji se prirozené v silicich)

Minimalni trvanlivost: 07/2022

Trvanlivost po otevieni: neuvedeno

Dr. Konopka’s hydratacni pletovy peeling , face commage moist

Slozeni: Aqua, Glyceryl Stearate, Coco-Caprylate/Caprate, Cetearyl Alcohol, Prunus
Armeniaca Shell Powder*, Caprylic/Capric Triglyceride, Octyldodecanol, Butyrospermum
Parkii Butter, Glycerin, Chamomilla Recutita Flower Water*, Nuphar Luteum Root
Eytract*, Viola Odorata Extract®*, Melitolus Albus Flower/Leaf/Stem Extract®, Secale
Cereale Seed Extract®, Amaranthus Spinosus Seed Extract*, Cedrus Atlantica Wood Oil*,
Linum Usitatissimum Seed Oil*, Ribes Nigrum Leaf Water*, Chamomilla Recutita Flower
Water*, Anthemis Nobilis Flower Extract®*, Rubus Idacus Fruit Extract®, Rubus Idaeus
Seed Oil*, Camellia Oleifera Seed Oil*, Rosa Canina Fruit Oil*, Rosa Canina Fruit
Extract*, Caprylyl/Capryl Wheat Bran/Straw Glycosides, Fusel Wheat Bran/Straw
Glycosides, Polyglyceryl-5 Oleate, Sodium Cocoyl Glutamate, Glyceryl Caprylate,
Tocopherol, Xanthan Gum, Sodium Stearoyl Glutamate, Benzyl Alcohol, Dehydroacetic
Acid, Sodium Benzoate, Potassium Sorbate, Parfum, Citric Acid, CI 77492, Limonene,
Linalool. (*z ekologického zem&d€lstvi)

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicti
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Organic Shop télovy cukrovy peeling Jahoda, strawberry body scrub

Slozeni: Glycerin, Sucrose, MIPA-Lauthern Sulfate, Laureth-3, Helianthus Annuus Seed
Oil, Cetearyl Alcohol, Cocamide DEA, Propylene Glycol, Tocopheryl Acetate, Cocos
Nucifera Fruit Powder, Rubus Idaeus Fruit, Vaccinium Vitis-Idaca Seed Oil, Ribes
Nigrum Leaf Water*, Fragaria Vesca Fruit Extract®*, Rubus Idacus Seed Oil*, Euterpe
Oleracea Fruit Extract, Parfum, CI 42090, CI 19140, CI 14720 (*z ekologického
zemedelstvi).

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicl

Organic Shop télovy peeling malinovy krém

Slozeni: Sucrose, Glycerin, Cetearyl Alcohol, Butyrospermum Parkii Butter,
Cocamidopropyl Betaine, Rubus Idaeus Fruit Extract®, Aqua, Parfum, Limonene, Linalool,
C1 777491, C1 77491. (*z ekologického zemedélstvi)

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicti

Planeta Organica télovy peeling C + citrus , natural body scrub

Slozeni: Sodium Chloride, Glycerin, Sucrose, Aqua, Helianthus annuus Seed Oil, Citrus
Aurantifolia Fruit Extract *, Citrus Aurantium Dulcis Fruit Extract *, Citrus Nobilis Fruit
Extract *, Citrus Limon Fruit Extract *, Citrus Grandis Fruit Extract *, Sodium Ascorbyl
Phosphate , Xanthan Gum, Citric Acid, Sodium Benzoate, Potassium Sorbate, Parfum,
CI 15985, Hexyl Cinnamal, Limonene, Linalool (*ingredience organického plivodu).

Minimalni trvanlivost: neuvedeno

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicl

Balea cukrovy plet’ovy peeling s vitaminem C, sugar scrub

SloZeni: glycerin, sachardza, s6jovy olej, propylen glykol, voda, hydrogenovany ricinovy
olej, sodium askorbyl fosfat, Citrus aurantium dulcis — prasek z kiry, sachar6za stearat,
parfém, chlorid sodny, sodium sulfat, disédium EDTA, limonen, CI 47005, CI 45100

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicti

Naturalis cukrovy télovy scrub limetka a mata, sugar body scrub

Slozeni: Sachardéza, caprylic/capric triglycerid, olivovy olej, slneCnicovy olej, tekuty
parafin, hydroxid uhli¢ity horec¢naty, phenoxyethanol, silica, parfém, tokoferol, glycerin,
Citrus aurantifolia — extrakt, voda, limonen, hexyl cinamal, Mentha piperita — extrakt,
kyselina mlécna, hydroxid sodny, sorbat draselny, benzoat sodny, CI 47005, C1 42090

Trvanlivost po otevieni: 12 mésict

N.A.E. tuhy Sampén Equilibrio, shampoo bar

SloZeni: pSeni¢ny Skrob, lauryl sulfat draselny, lauryl sulfat sodny, cetaryl alkohol, voda,
glycerin, maslo z maslovniku afrického, kyselina palmitovd, kyselina stedrova, parfém,
kyselina mlé¢nd, hydrolyzovany jojobovy ester, biosacharidova guma, Mentha piperita —
extrakt z listov, Salvia officinalis — extrakt z listu, sédium levulinat, glyceryl caprylat,
sddium anisat, linalool, limonen, citral

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicti

Alverde sprchovy gel s matou a bergamotem, pflegedushe bio-minze

Slozeni: voda, sodium coco-sulfat, lauryl glukozid, glycerin, sodium laktat, moiska sul,
mentha piperita — olej, Citrus Limon — ovocny extrakt, sodium cocoyl glutamat, disodium
cocoyl glutamat, Citrus aurantium bergamia — $tdva z kiiry, Mentha piperita — $tava z listu,
alkohol, parfém, linalool, limonen, citral, geraniol

Trvanlivost po otevieni: 12 mésicti

Eminence meruiikovy krém

Merunkova S$tdva - ozivujici a hydratacni slozka obsahujici vitaminy a ziviny. Mrkev -
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obsahuje vitamin A a karotenové oleje. Olej z kukufi¢nych vyhonki - vyzivuje, chrani a
hydratuje pokozku. Biocomplex™ - zdroj antioxidantl, Vitaminu A, Ester-C, E, Coenzymu
Q10, Alpha Lipoické kyseliny.

Eminence maska z bortivek a sdji

Bortivkova §tdva a duzina — vysoky obsah antioxidantl a fytonutrientl. S6ja (ne GMO) —
bohata na isoflavonoidy a vitamin B. Bambucké maslo — zklidiiujici a hydratujici slozka.
Malinova §tava - obsahuje vitamin C a fytonutrienty. Ostruzinova Stava — antioxidant,
vysoky obsah vitamini A a C. M¢ésickovy olej - antioxidant, zklidiujici slozka.
Biocomplex™ - unikatni kombinace antioxidanti a vitamini A, koenzym Q10, alfa-
lipoova kyselina pro redukci vrasek a celkového zlepSeni vzhledu pleti.

Manufactura Meruikovy olej lisovany za studena

Za studena lisovany zvlacnujici a regeneracni BIO meruiikovy olej lisovany z jader. Olej ze
semen Helianthus Annus, MIPA laureth sulfat, Laureth-3, Laureth-7 citrat, olej z jader
Prunus Armeniaca, olej z Prunus Amygdalus Dulcis, Poloxamer 101, isopropyl myristat,
PEG-15 glyceryl isostearat, parfém, panthenol, tokoferol, Beta-sitosterol, skvalen, limonen,
linalol, Hexyl Cinnamal, butylfenyl methylpropional, geraniol.

Eminence probioticky krém

Okurkové st'ava - revitalizuje, tonuje a minimalizuje pory, Cisti pokozku. Vytazek z vrbové
ktry — astringent. Jogurt - exfoliant, zdroj mlé¢né kyseliny, hydratace a vyziva. Tea Tree
olej - esencidlni olej. Mésickovy olej - antioxidant,esencidlni olej. Bambucké maslo -
hydratant bohaty na triglyceridy a mastné kyseliny. Biocomplex.

Eminence probiotické Cistici mléko

Okurkovy dzus - revitalizér, toner, zmenSuje pory a zaroven plet’ Cisti. Jogurt - exfoliacni,
obsahuje kyselinu mlécnou, hydrata¢ni a vyzivujici. Sladké mandlové mléko - zmékcuje,

-----
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Extrakt zvrbové klry - protizanétlivy, stahujici, wuklidiuje a  zklidnuje
pokozku.Biocomplex™ - zdroj antioxidantu, Vitaminu A, Ester-C, E, Coenzymu Q10,
Alpha Lipoické kyseliny.

Eminence probioticka zklidiiujici maska

Jogurt - exfolia¢ni, obsahuje kyselinu mlécnou, je hydratacni a vyzivujici. Okurka -
Revitalizer, toner, tonizuje a zmenSuje pory a zaroven plet’ Cisti a ozivuje.Bambucké maslo
- hydratacni, s vysokym obsahem triglyceridi a mastnych kyselin, je vynikajicim
zmékCovadlem pro kuzi, kterou revitalizuje a zklidiluje. Mésicek - anti-drazdivy,
antisepticky, jemné zklidnuje, Cisti, dezinfikuje a zvlhcuje pokozku. Jil - hluboce Cisti a

-----

-----

Q10, alfa lipoova kyselina, piinasi vyvazenou kombinaci zékladnich antioxidantli a ucinné
bojuje proti volnym radikaltim.

ESENCIALNI OLEJE

Mandarinka, Mic¢a a Harasta s.r.o.

100% ptirodni esencidlni olej
Ingredience: Citrus Nobilis oil, Citrus Aurantium Dulcis peel oil Limonene, Linalool,
Citral.

Jasmin, Mica a HaraSta s.r.o.

Vonny olej
Ingredience: parfém, amyl cinnamal, cinnamyl alcohol, benzyl salicylate, benzyl alcohol,
linalool, hydrohycitronellal

Citronova trava silice, Fichema s.r.o.
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Silice z citronové travy 100% piirodni, Cymbopogon Flexuosus Herb Oil

Mandarinkova silice, Fichema s.r.o.

Mandarinkova silice 100% pftirodni, Citrus reticulata Blanco oil

Pomerancdova silice Spanélskd, Fichema s.r.o.

Pomerancova silice 100% ptirodni

Grapefruitova silice, Fichema s.r.o.

Grapefruitova, grepova silice 100% pftirodni, silice z Citrus paradisi Macf.

Citronova silice — Lemon oil, Fichema s.r.o.

100% pftirodni Silice z Citrus limon (L.) Burm.f.

Levandulova silice prirodni, Fichema s.r.o.

Levandulova silice 100% ptirodni z rostliny Lavandula angustifolia.

Levandulovy vytaZek, Fichema s.r.o.

Vytazek z kvéth levandule lékafské (Lavandula angustifolia Mill.), Slozeni: glycerin,
extraktivni latky z kvétu levandule, 1 kg vyrobku obsahuje extrakt z 207 g kvéti

Skoricova silice, Fichema s.r.o.

100% ptirodni skoficova silice, Cinnamomum Zeylanicum bark oil

Hiebickova silice, Fichema s.r.o.

hiebickova silice 100% ptirodni, Eugenia Caryophyllus leaf oil

OLEJE

Meruiikovy olej, Ekokoza

Prunus Armeniaca Kernel Oil

Olej z vinnych hroznii, Ekokoza

Vitis Vinifera Seed Oil (rostlinny olej z hroznovych jader)

Svestkovy olej, Ekokoza

Olej lisovany za studena ze Svestkovych semen, Prunus domestica Seed Oil

Brusinkovy olej, Ekokoza

Olej lisovany za studena, Vaccinium macrocarpan (Cranberry) Seed Oil

Moringa olej, Ekokoza

ze semen stromu Moringa oleifera, lisovan za studena, INCI Moringa Oleifera Seed Oil

Opunciovy lej, Ekokoza

Opuntia ficus indica Seed Oil

Buriti olej, Ekokoza

olej lisovany za studena vynikd ptirozené vysokym obsahem beta-karotenu

Borivkovy olej, Ekokoza

ze semen Vaccinium myrtillus, druh evropskych bortvek, vaccinium myrtillus seed oil

TreSnovy olej, Ekokoza

Olej z tieSnovych semen lisovany za studena, Prunus cerasus

BYLINY

Achyrocline satureioides ¢aj 80 g Diochi

Achyrocline satureioides se pouziva jako digestivum Zaludku, jater a stfev. Ochraiuje jatra
proti poskozeni. Zklidnuje centralni nervovy systém a uvoliluje gastrointestindlni svalstvo.
Je vynikajicim relaxanim a toniza¢nim ¢ajem s vybornou chuti.

Levandule

Vsechny zivé rostliny levandule byly objednany ze-shopu https://www.levandule-
online.cz/.

POTRAVINARSKE VYROBKY

Cerny &aj s kousky kvéti levandule McCoy teas

Cerny &aj (Sri Lanka), kousky kvétd levandule, modry kukufiény kvét, ptirodni aroma
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bergamotu, 10x2g pyramidy

Cerny ¢aj s aroma levandule Liran spol. s.r.o.

Cisty ceylonsky ¢erny ¢aj a sudena levandule s piirodné identickym levandulovym aroma.

Jahodovy dZem s levanduli LEVANDULAND

Jahody (50 %), cukr, levandulovy macerat 5 % (lavandula augustifolia), regulator
kyselosti: kyselina citronova, zelirujici latka: pektin. 50 g ovoce na 100 g vyrobku, min.
60 g cukru na 100 g vyrobku.

Rescue plus bonbony Fleur de Bach

Bonbony s obsahem vitamind BS5, B12, beta karotenu, smési origindlnich Bach®kvéti
RESCUE. Dopln¢k stravy se sladidly.

Slozeni: sladidla (Isomalt, maltit, xylitol, stevia), voda, kyselina citronova — regulator
kyselosti, pfirodni aroma pomerance a Cerné¢ho bezu, pantothenan sodny (vitamin BS),
kyanokobalamin (vitamin B12), smés originalnich Bach® kvéti RESCUE®- Devaternik
penizkovity, Netykavka zldznatd, Bila lesni réva, Snédek okoli¢naty, Sliva tfeSniova.

Bio raw jahoda s Levanduli Chodouriskou

BIO susen¢ datle, BIO suSena jablka, jadra sladkych mandli, BIO levandulovy kvét, BIO
levandulovy prach, BIO suSené jahody 4,8 %, BIO jahodové aroma, BIO kakaové maslo
1,5 %. Muze obsahovat stopy jinych skotédpkovych plodi a sezamu. Slazeno pouze
suSenym ovocem. Bez cukru a umélych sladidel, dochucovadel, lepku, chemie.

Bylinné bonbony s medurikou lékarskou Vitalp

Cukr, glukosovy sirup, regulator kyselosti: pufrovand kyselina mlééna a citronova, mix
dvaceti bylin 0,4 % (extrakt z hefmanku, kvéth mésicku lékaiského, prvosenky jarni, chrpy
modré, divizny, slézu, febticku, bezu, lipovych kvéth, maty peprné, jitrocelu kopinatého,
listd ostruziniku, Salvéje, meduiky, eukalyptu, tymianu, puklérky islandské, kotene
1€koftice, anyzu, fenyklu), pfirodni citronové aroma, piirodni aromata, extrakt z kurkumy,
extrakt z medunky 0,1 %.

Homemade cookies s levanduli chodouiiskou, ru¢né vyriabéné susenky v bio kvalité

BIO mouka, BIO mouckovy cukr, BIO maslo, BIO bramborovy skrob, BIO vejce, BIO
citronova €tava a kura, Levandule chodounska v BIO kvalité
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PRI’L()HA 2: VYSVLEDKY S"l’“ABILITNiCH
VYROBKU A PRIPRAVENE EMULZE

TESTU KOMERCNICH

= =
= =
-—’/l Al — vlastni emulze ,———'/“- A2 — viastni emulze
= ] = \
=i = ,
22 22
E E
g g3t
£ &
fi
a N o' f\J
! B __—
=L . o | o ——— e ——— ————— .
105 110 115 120 125 130 105 110 115 120 125 130
poloha [mm] peloha [mm]
Obrazek 44.:Odstredivy test - Emulze 1 - stabilni
2 - £
= F1 — Nobilis Tilia termoaktivni krém Termal - F2 — Naobilis Tilia termoaktivni krém Termal
] =
2 2%
g g
e g =
£ g
=1 =
~ 1
| — ] | L —
105 1o 115 120 125 130 105 11D 115 120 125 130
poloha [mm] poloha [mm]
Obrazek 45: Odstredivy test - Termoaktivni krém Nobilis Tilia - nestabilni
g g
i Gl — Ryor hydrataéni krém s levanduli G2 — Ryor hydrataéni krém s levanduli
=3 2! |
T ¢ 5 |
PR o E
E E
is 5
= =
&l &
of . , =i - ,
105 10 115 120 125 130 105 1io 115 120 125 130
poloha [mm]
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Obrazek 47: Odstredivy test - Ryor krém s probiotiky - nestabilni
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Obrazek 51: Cyklicky test - zavislost hmotnosti vzorku télovych pripravkii na vazicich miskach na case
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Obrazek 55: Projevy nestability krému Ryor v priubéhu cyklického testu
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Obrazek 57: Projevy nestability peelingu Organic Shop v pritbehu cyklického testu
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Obrazek 60: Zména hmotnosti v dusledku odparu vody v pribéhu cyklického testu krému Herbs of
Bulgaria
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Obrazek 61: Zména hmotnosti v dusledku odparu vody v pritbéhu cyklického testu télové pény Orhanic
Shop
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Obrazek 62: Termicky test - Emulze 1
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Obrazek 63: Termicky test - peeling Planeta Organica
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PRILOHA 3: SPECIFIKACE A DOPLNKOVE INFORMACE O
ANALYZOVANYCH VONNYCH ALERGENECH

Tabulka 45: Amylcinnamal - viastnosti [24, 135; 136]

SN CH;
Nazev dle INCI a O/

strukturni vzorec .
Amyl cinnamal

(CAS: 122-40-7)

Dal§i nazvy a-amylcinnamaldehyd; a-pentyl skotficovy aldehyd; 2-namyl-3-phenyl-
propen-2-al; o-n-amyl-B-phenyl-acrolein; 2- benzylidenheptal; o-
amylzimtaldehyd; a-amylcinnamaldehyde; jasminal; jasminovy
aldehyd; 2- (fenylmethylen)-heptanal; heptanal, 2-(phenylmethylene)

Vzhled a aroma zluta, Cira kapalina, viiné pfipomina jasmin nebo lilie

Rozpustnost Ethanol, oleje, nerozpustny ve vodé

Vyskyt a pouziti | Pfirozené se vyskytuje vsilicich kvetd, zejména jasminu, také
v ¢erném ¢aji a sojovych bobech. Diky své pfijemné jasminové viini se
velmi Casto pouziva do vonnych kompozic, zejména pro parfemaci
kosmetickych vyrobki (mydla), Cdisticich prosttedkd (avivaze) a
v potravinaistvi (bonbony, nealkoholické napoje).

Vyroba Synteticky — kondenzace n-amylaldehydu s cinnamaldehydem.

Tabulka 46: Amylcinnamylalkohol — viastnosti [24; 137]

Nazev dle INCI a X CH,
strukturni vzorec
HO

Amylcinnamy! alcohol
(CAS: 101-85-9)

Dalsi nazvy skoficovy a-amylalkohol; a-pentylskotficovy alkohol; 3- phenyl-2-
pentylprop-2-en-1-ol; 2-benzylidene-1-heptanol; 2- (phenylmethylen)-
I-heptanol;  2-(phenylmethylidene)heptanl-ol;  2-amyl-3-phenyl-2-
propen-1-ol; (2E)-2-pentyl-3- phenyl-2-propen-1-ol; amyl cinnamic
alcohol; 2-pentyl cinnamyl alcohol; Buxinol

Vzhled a aroma Bezbarva, ¢ird kapalina, ving je lehka, kvétinova

Rozpustnost Alkoholy, ve vodé nerozpustny

Vyskyt a pouZiti Casto a Siroce pouzivana viné v kosmetickém pramyslu (dekorativni
kosmetika, Sampony) a Cisticich prostfedcich. V potravinaistvi
vyuzivana v cukrovinkach, napojich a aromatizovanych cajich.

V ptirodé se nevyskytuje.

Vyroba Synteticky pomoci redukce a-amylcinnamaldehydu.
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Tabulka 47: Anisylalkohol — viastnosti [24; 138, 139]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

CH,
O
HO

Anisyl alcohol
(CAS:105-13-5)

Dalsi nazvy

methoxybenzyl alkohol; 4-methoxybenzyl alcohol; p-Anisyl alcohol; p-
methoxybenzyl alkohol; p-Anisol alcohol; 4-methoxybenzene
methanol; (4-methosyphenyl)methanol

Vzhled a aroma

Bezbarva nebo nazloutld kapalina, vyjime¢né€ pevna latka, kvétinova az
ovocna viné piipominajici broskve

Rozpustnost alkoholy, nerozpustny v parafinovém oleji a ve vode

Vyskyt a pouziti | V pfirod¢ se vyskytuje v kvétech hyacintt, jabloni, merunck, banand,
karafiat, hroznl, v anyzu, medu a vanilce. Nalézt ho miizeme také
seminkach anyzu, medu nebo vanilkovych luscich. V kosmetickych
vyrobcich se pouziva v rdmci vonnych kompozic (napft.setiku, broskve,
fiki). Lze ho nalézt v drahych pafémech, krémech, pudrech, ale i
vonnych svickach, detergentech, Samponech, atd.
V potravinaistvi se pfidava do napojti a bonboni.

Vyroba Nejcastéji redukci anisaldehydu

Tabulka 48: Benzylalkohol - viastnosti [24; 140]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

O

Benzyl alcohol
(CAS: 100-51-6)

DalSi nazvy

fenylmethanol; benzenemethanol; phenylcarbinol; phenylmethanol; o-
hydroxytoluene; alcoholum benzylicum

Vzhled a aroma

Ciré bezbarva kapalina, viin€ pfijemnd, nasladla,ovocna

Rozpustnost

Voda, misitelny s ethanolem, chloroformem, éterem

Vyskyt a pouziti

V pfirod¢ se nachazi v jasminu, pomerancovych kvétech, tabaku, ¢aje,
ylangylang, v ¢erstvych jablcich a meruiikdch, v oleji z mandarinkové
ktry, v jahodéch, bortivkach, malinach a dal$ich rostlinach.

Pouzivd se v potravinaistvi, kosmetickych ptipravcich i1 1écivech.
V kosmetickém pramyslu se pouziva jako konzervacni latka nebo
rozpoustédlo pro zelatinu, kasein nebo Selak. Dale také do vonnych
kompozic typu jasmin, Sefik, hyacint, karafidt a jako rozpoustédlo
pevnych vonnych latek. Primyslové se pouziva napft. jako rozpoustédlo
pii vyrobé barev. Ve farmaceutickém primyslu se pouziva jako
konzervant napf. pro roztoky aplikované v dutiné Ustni.
V potravinafstvi se vyuziva jako aditivum v bonbonech nebo sirupech,
ovocnych népojich a do aromat peckového ovoce.

Vyroba

Z benzylchloridu ptisobenim uhli¢itanu sodného nebo draselného.
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Tabulka 49:Benzylbenzoat — viastnosti [24, 141]

Nazev dle INCI a

strukturni vzorec

0O

Benzyl benzoate

(CAS: 120-51-4)
Dal$i nazvy Benzyl ester kyseliny benzoové; fenylmethylbenzoat; benzylbenzoat;
benzyl benzenecarboxylate; Malathion; Scabicide; Venzonate;

Ascabiol; Novoscabin; Scabitox; Benylate; Peruscabin; Scabiozon;
Quassia; Colebenz; Scabanca; Ascabin; Vanzoate

Vzhled a aroma

Bezbarva viskézni kapalina, lehkd balsamikova viné pfipominajici
mandle

Rozpustnost

misitelny s ethanolem, etherem, dichlormethanem, mastnymi oleji,
nerozpustny ve vod¢ a glycerinu

Vyskyt a pouziti

Ptirozené se vyskytuje v Peru balzdmu a kvétech hyacintu, ylang-
ylang, skofici, hefmanku, papaji a mnoha dalSich.

V kosmetice je soucasti parfémovanych produktt (voda po holeni, péna
do koupele, Cdistici piipravky na pelt, deodoranty, Sampony,
kondicionéry, krémy, rténky). Ve farmaceutickém priimyslu se pouziva
jako ektoparazitikum k 1écb¢ svrabu. V potravinaistvi je pouzivan jako
stabilizator syntetickych ptichuti. Dale je soucasti aromat a pivodce
hotkosladké chuti.

Vyroba

Esterifikace benzoatu sodného a benzoylchloridu nebo reakei benzylatu
sodného s benzaldehydem

Tabulka 50: Benzylcin

namat — viastnosti [142; 143, 24, 144]

Nazev dle INCI a

strukturni vzorec

Benzyl cinnamate

(CAS: 103-41-3)

Dalsi nazvy

Benzylester kyseliny skoficové; phenylmethyl 3- phenylprop-2-enoate;
benzyl-3-phenylprop-2-enoate; benzyl beta-phenyl acrylate; benzyl-3-
phenyl propenoate; Cinnamein

Vzhled a aroma

Bila az zluta krystalicka latka, pii laboratorni teploté taje, viné je
sladka, té¢zka, ptipomina balzamico

Rozpustnost

etanol, oleje, nerozpustny v glycerinu, propylenglykolu

Vyskyt a pouziti

Vyskytuje se v ptirodnich komplexnich latkach.

Siroce vyuzivan v kosmetice (krémy, mydla, voda po holeni, pény do
koupele, kondicionéry, Sampony, deodoranty). Pfidava se do detergentli
a C(isticich prostiedki. Piidava se do tézkych sladkych aromat.
Schvélen jako ochucovadlo vhodné pro pouziti v potravinarstvi.

Vyroba

Extrakei z propolisu, nebo listi Oxalis pes-caprae, esterifikace kyseliny

skoficové
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Tabulka 51: Benzylsalicylat — viastnosti [145; 146, 24]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

)

l

SO

Benzyl salicylate
(CAS: 118-58-1)

Dalsi nazvy

benzyl salicylat; benzyl ester kyseliny salicylové; benzyl-2-
hydroxybenzoat; phenylmethyl ester 2-hydroxybenzoic acid; benzyl-2-
hydroxybenzoat; salicyl acid benzyl ester; salicyldurebenzylester

Vzhled a aroma

Bezbarva az svétle zluta latka, sladka vuné

Rozpustnost Etanol, oleje, nerozpustny v glycerinu a propylenglykolu

Vyskyt a pouziti | Lze ho nalézt vdekorativni kosmetice, mydlech, Samponech a
opalovacich krémech. Ddéle v Cisticich prostiedcich a svickach.
V Iécivech je pritomen diky svému antipyretickému a analgetickému
ucinku.
Je ptidavan do potravin jako ochucovadlo a vonna latka.

Vyroba V ptirodé se vyskytuje v esencidlnich olejich jasminu a ylang ylang.

Synteticky esterifikaci kyseliny salicylové benzylalkoholem.

Tabulka 52: Cinnamal — viastnosti [24; 147]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

M\
~
O

Cinnamal
(CAS: 104-55-2)

DalSi nazvy

skoticovy aldehyd; trans-3-phenyl-2-propenal; PBphenylacrolein; 3-
fenylprop-2-enal; 3-phenyl-2-propenal; fenyl-2-propenal

Vzhled a aroma

Zluté kapalina, viin€ skoticova, chut’ skotficova

Rozpustnost misitelny s éterem, etanolem a oleji, nerozpustny ve vode

Vyskyt a pouziti | Vyskytuje se piirozen¢ ve skofici, hiebicku, medunice, medu, Caji.
Ptidava se do kosmetickych vyrobkii (zubni pasty, Gstni vody),
Cisticich prostiedkli a avivazi. V potravinaistvi je souasti kotfenicich
smési, zvykacek, ovocnych zmrzlin a ndpojt.

Vyroba Izolci 1 ptirodnich zdroju, synteticky kondenzaci benzaldehydu a

acetaldehydu
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Tabulka 53: Cinnamylalkohol — viastnosti [24, 148]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

©/\\‘/\0H

Cinnamy! alcohol
(CAS: 104-54-1)

DalSi nazvy

skoficovy alkohol; 3-phenyl-2-propen-1-ol; 3-fenylprop-2- en-1-ol; vy-
phenylallyl alcohol; Styron; fenyl-2-propenol; Styryl carbinol;
Zimtalkohol

Vzhled a aroma

Bila az zluta pevna latka, kvétinova az skoticova vuné, horka chut’

Rozpustnost Oleje, etanol, malo rozpustny ve vodé

Vyskyt a pouziti | Pfirozené se vyskytuje ve skoficové silici zkiry 1 listi, takeé
v hyacintovych kvétech a narcisovitych rostlindich a v perudnském
balzamu. Vyskytuje se také, ze se nachdzi v ovoci (tfesnich, citrusy,
fiky, meloun, mucenka, malina, ostruzina, bortivka, guava), oleji z
citronové kiiry, listech kasie a bourbonské vanilce.
Siroce vyuZivan jako vonna latka v parfemované kosmetice.
V potravindfstvi se piidava do napojli a bonbonii.

Vyroba Saponifikaci balzdmu storax.

Synteticky ze styrenu nebo redukci cinnamaldehydu hydroxidem
sodnym nebo draselnym.

Tabulka 54: Citral — viastnosti [24, 149]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

o et

|
O CH, £y

Citral
(CAS: 5392-40-5)

DalSi nazvy

3,7-dimethyl-2,6-octadienal; 3,7-dimethylokta-2,6-dienal; Geranial;
Lemonal; Geranialdehyde

Vzhled a aroma

Olejovita nazloutla kapalina, viin€ citronova, chut’ hotka

Rozpustnost

Etanol, propylenglykol,oleje, nerozpustny v glycerolu, méalo rozpustny
ve vodé

Vyskyt a pouziti

Vyskytuje se ve dvou izomerech — geranial a neral. Prodava se jako
smés obou. Geranial je obsaZzen v citrusovych plodech (az 80 %
v citronové¢ silici).. Nachazi se v merunce, Salvéji, zazvoru, hroznu,
grapefruitu, citronu, limetce, mandarince, pomeranci, malin¢, Svestce,
mandarince a Caji.

Ptidavéa se do mnoha vyrobkl jako vonna latka, napt. citrusové oleje,
parfémy, kolinské vody, insekticidy. V potravinarstvi se ptidava do
cajovych smési, napoji, syri, zvykacek, omacek a dalSich
aromatizovanych vyrobki.

Vyroba

Izolace ze silic Cymbopogon citratus (citronova trava) a Litsea cubeba
(vavfin).
Synteticky chemickou syntézou (z B-pinenu, isoprenu,...).
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Tabulka 55: Citronelol — viastnosti [24; 150]

Nazev dle INCI a OH
strukturni vzorec H' CH;
H,C —
CH,
Citronellol
(CAS: 106-22-9)
Dalsi nazvy 3,7-dimethyl-6-octen-1-ol; 2,6-dimethyl-2-octen-8-ol; 3,7-

dimethylokt-6-en-1-ol; 3,7-dimethyl-6-okten-1-0l; Cefrol; Rhodinol;
Cephrol, dihydrogeraniol

Vzhled a aroma

Bezbarva kapalina, aroma kvéth rizi

Rozpustnost

Misitelny s etanolem a petrolejem, ve vodé nerozpustny

Vyskyt a pouziti

Ptirozené se vyskytuje v rostlinnych olejich, ¢eném c¢aji a ovoci
(zejména citrusy). Jsou znamy 2 izomery, pravotociva varianta (+) je
pritomna napt. v Javském oleji. V levotocivé varianté (-) je pfitomen
v rizovém a geraniovém oleji. Bulharsky rizovy olej obsahuje vice nez
50 % l-citronellolu. Vyskytuje se v plodech guava, pomeranci,
boriivkach, cerném rybizu, muskatovém ofisku, zazvoru, caji,
semenech koriandru, kardamomu.

V kosmetickém primyslu se pouziva do parfémovych kompozic,
krémi, Samponti, mydel a dalSich. V potravinafstvi se vyuziva
k ochucovani napojii a cCajovych smési, a pifidavd se do napojt,
zvykacek, bonboni.

Vyroba

Destilace list rostlin (napt.Cymbopogon winterianus).

Synteticky dl-citronellol lze pfipravit katalytickou hydrogenaci
geraniolu nebo oxidaci allo-cyrnenu; I-citronellol se ptipravuje z (+) d-
pinenu.
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Tabulka 56: Kumarin — viastnosti [24; 151]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

(N
O o)

Coumarin
(CAS: 91-64-5)

DalSi nazvy

y-lakton kys. 3-(2-hydroxyfenyl)-2-propenové; anhydrid kys. o-
kumarové; 3-(2-hydroxyphenyl)-2-propenoic acid deltalacton; 2H-1-
benzopyran-2-one; 2-oxo-1,2-benzopyran; 1,2- benzopyrone; 2H-
benzo(beta)pyran-2-one

Vzhled a aroma

Leskla krystalicka latka bilé barvy, viiné podobna vanilce

Rozpustnost

Etanol, voda, alkoholy, eter, chloroform

Vyskyt a pouziti

Pfirozené se vyskytuje ve formé glykosidu v nékterych rostlinach
(Mafinka vonna, Tomka vonna, Routa vonnd, Vstava¢ nachovy,
Komonice lékafska a dalsi). Déle byl jeho vyskyt potvrzen v ¢aji,
medu, Slavéji a dalSich. V kosmetice se pouziva jako fixativum vine,
do parfémovych kompozic s vini levandule, sena a heliotropu. Déle je
pfidivan do mydla a deodorantd. V potravinafstvi se pouziva do
aromatizovanych alkoholickych napojt, napt. Zubrowka a matinkové
vino (macerat Tomky vonné ve ving).

V Cisté formée je jeho ptidavani do potravin zakdzané.

Vyroba

Synteticky ze salicylového aldehydu ptisobenim anhydridu kyseliny
octové a octanu sodného.
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Tabulka 57: Eugenol —

viastnosti [24, 152]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

H,C—Q  H,C

- ’\
HO

Eugenol
(CAS: 97-53-0)

DalSi nazvy

4-allylbenzkatechin-2-methyldther;  4-hydroxy-3-methoxy-1- allyl-
benzol; 4-allylkatechol-2-methyl ether; 4-allyl-2- methoxyphenol; 2-
methoxy-4(2-propenyl)-phenol; 4-allyl-2- methoxy phenol caryophyllic
acid; 1-hydroxy-2-methoxy-4- prop-2-enylbenzene; 4-allylguajakol;
Eugenic acid; 4- Allylguaiacol

Vzhled a aroma

Bezbarva az nazloutla kapalina, aroma pfipominé hiebicek a koteni

Rozpustnost

Etanol, chloroform, ether, olej, nerozpustny ve vode

Vyskyt a pouziti

Lze ho nalézt v hiebickovém a vaviinovém oleji, a v kvétech fialek.
Vysoké mnozstvi eugenolu Ize nalézt v Ocimum sanctum a Ocimum
gratissimum. Déle se vyskytuje v merunkéch, citrusovych olejich,
malindch, jahodach, rajCatech, anyzu, skofici, hiebicku, mangu,
estragonu, vaviinu, myrté a celé radé dalsich latek.

Ma antibakterialni, antiseptické a analgetické ucinky. Pridava se do
ustnich vod a do orientdlnich a karafiatovych parfémovych smési.

V potravinaistvi ho lze nalézt v kofenicich smésich, pudinku,
bonbonech, zvykackach a napojich. Pouziva se pfi vyrob¢ vanilinu.

Vyroba

Alkalicka extrakce silice hiebicku.

Tabulka 58: Farnesol — viastnosti [153; 24]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

HyC\ = S _~_-OH
CH; CHy CH;
Farnesol

(CAS: 4602-84-0)

Dalsi nazvy

3,7,11-trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-ol; 2,6,10-dodecatrien1-ol

Vzhled a aroma

Cira bezbarva kapalina, kvétinova viing

Rozpustnost

Etanol, oleje, ve vod¢ neroszpustny

Vyskyt a pouziti

Prirozené se vyskytuje ve vice nez 30 esencidlnich olejich, ale
mnozstvi farnesolu jsou pomérné nizka. Nachézi se v citronové trave,
semenech ambrette, ylang-ylang, perudnském balzdmu, atd. Dale se
v malém mnozstvi nachazi v meruiikach, olejich z citrusové kury,
grapefruitové stave, jahodovém dzemu, zazvoru, hiebicku, kardamonu,
zazvoru, tymidnu, bazalce, papdje, anyzovych seminkéch atd.

Casto je pfidavan do kosmetickych vyrbkdi (mydly, parfémy,
deodoranty). Pouzivd se do vonnych kompozic bananu, meruiky,
broskve, maliny a rybizu. V potravinaistvi se piidaiva do napojt,
pudinkii, bonbond.

Vyroba

Vychozim materidlem je strom cabreuva (Svycarsky patent 261,120-
Givaudan and Co.) nebo semena ambrette (némecky patent 149, 603-
Haarmann and Reimer)

147




Tabulka 59: Geraniol — viastnosti [154, 155; 24]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

H,C = . OH
CH, CH;y
Geraniol
(CAS: 106-24-1)

Dalsi nazvy

geraniovy olej; 6-cis-2,6-dimethyloctadien-2,6-01-8; 3,7-dimethyl-2,6-
octadien-1-ol; 2,6-dimethyl-2,6-octadien8-ol; (2E)-3,7-dimethylokta-
2,6-dien-1-0l; Lemonol

Vzhled a aroma

Bezbarva kapalina, kvétinova ving (rtize)

Rozpustnost

Etanol, éter, nerozpustny ve vod¢

Vyskyt a pouziti

Vyskytuje se ve vice nez 160 esencidlnich olejich (citronova trava,
ylang-ylang, kosatec, levandule, jasmin, koriandr, myrha, eukalyptu,
limetka, mandarinka, citron, pomeranc¢). Nachazi se tézZ v jablecné
stave, citrusové kure, bortivkach, brusinekach, skofici, zazvoru, caji,
medu, Svestkach, kardamomu, rozmarynu, Salvéji a hefmankovém
oleji.

Ma mirné antiseptické ucCinky, proto je pifidavan do krémt a
stomatologickych piipravkld. Je pfidavan do aromat anasu, jablka,
merunky nebo broskve.

V potravinaistvi se piidava do napojt, pudinkii, bonbond.

Kontaktni alergie

Sam o sobé& slaby senzibilizator, oxidaci ny vzduchu vznikaji vysoce
alergenni slouCeniny.

Vyroba

Frak¢ni destilace esencidlnich oleji bohatych na geraniol.

Tabulka 60: Hexylcinamal — viastnosti [24; 156]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

.
0

Hexyl cinnamal
(CAS: 101-86-0)

Dalsi nazvy

a-hexylcinnamaldehyde; 2-hexyl-3-fenyl-2-propenal; 2-
benzylidenoktanal, a-n-hexyl-B-phenyl acrolein; caproaldehyde;
octanal, 2-(phenylmethylene); HCA

Vzhled a aroma

nazloutlé kapalina, jemnd jasminova viiné

Rozpustnost

Nerozpustny ve vod¢, misitelny s etanolem a oleji

Vyskyt a pouziti

Siroce vyuzivan v kosmetickych vyrobcich napf. antiperspiranty,
Sampony, mydla, avivaze, pény do koupele, parfémy. Také se ptidava
do aromat.

V potravinafstvi se vyskytuje v nealkoholickych napojich a bonbonech.
Byl nalezen v ¢erveném ving.

Vyroba

Kondenzace benzaldehydu a oktanalu
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Tabulka 61: Hydroxycitronelal — viastnosti [24, 157]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

CHS
'/Y\/\}/CI I3
0 CHjy OH
Hydroxy-citronellal
(CAS: 107-75-5)

DalSi nazvy

3,7-dimethyl-7-hydroxyoctanal; 7-hydroxy-3,7-
Lavrine; Hydronal; Cyclosia; Majal

dimethylocatn-1-al;

Vzhled a aroma

Bezbarva kapaliny, sladka kvétinova ving (lilie)

Rozpustnost Etanol, oleje, propylenglykol, nerozpustny v glycerinu

Vyskyt a pouZiti Synteticka latka (i pfes to byl neddvno nalezen i v pepfi), pouziva se ke
korekci a zesileni aroma parfemovanych vyrobki, napt. kolinské vody,
mydla, parfémy, osvézovaCe vzduchu, insekticidy. Je piidavéana
zejména k vinim kvétd (konvalinky, lilie, lipa, magnoie,...) a do
aromat (med, lipa).
V potravinafstvi ptidavan do napojl, ovocnych zmrzlin, cukrovinek a
zvykacek.

Vyroba Synteticky hydrataci citronellalu.

Tabulka 62: Izoeugenol — viastnosti [24; 158]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

O

CH
ch ‘ "\\\ 3
HO

[soeugenol
(CAS: 97-54-1)

DalSi nazvy

4-hydroxy-3-methoxy- 1-propenylbenzene; 4-propenylbrenzcatechin-2-
methyl)dther; 4-propenylguajacol; 2- methoxy-4-propenylphenol; 4-
hydroxy-3-methoxypropenylbenzol; 2-methoxy-4-(prop-1-en-1-
yl)fenol

Vzhled a aroma

Viskézni kapalina, svétle Zlutd, kvétinova viiné

Rozpustnost Oleje, éter, etanol, nerozpustny v glycerinu

Vyskyt a pouziti | V pfirod¢ je pfitomen ve dvou formach, cis a trans. Pfirozen¢ se
vyskytuje v esencialnich olejich (ylang-ylang, muskatovy ofisek). Dale
se vyskytuje v boriivce, guave, ostruzinach, rajcatech, skofici, hiebicku
¢aji, kave, Svestce, kopru, sladovcee, kvétu ¢erného bezu.
Ptidava se do kosmetiky pro korekci viin€, napt. vyrobky pro dentélni
hygienu. V potravinafstvi je pfiddvan do aromatizovanych c¢aji a
kotenicich smési.

Vyroba Alkalickou izomerizaci eugenolu.
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Tabulka 63: alfa-isomethylionon — viastnosti [159; 24]

Nazev dle INCI a

strukturni vzorec

Alpha-isomethyl ionone
(3-Methyl-4-(2.6,6-trimethyl-2-
cyclohexen-1-yl)-3-buten-2-one)
(CAS: 127-51-5)

Dalsi nazvy

(4E,6E)-7,11-
Methyl ionone

1-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohex-2-enyl)pent-1-en-3-one;
dimethyldodeca-4,6,10-trien-3-one; Cetone alpha;
gamma coeur

Vzhled a aroma

Bezbarva az nazloutla kapalina, jemna viing€ pfipominajici fialky

Rozpustnost

Alkoholy, nerozpustny ve vodé

Vyskyt a pouziti

Syntetickd latka, v piirodé se nevyskytuje. Casto se misi s dal§imi
vonnymi substancemi. Je soucasti kvétinovych parfémovych kompozic
a aromat.

V potravinaistvi se piiddva do nealkoholickych napoji, zvykacek a
cukrovinek.

Vyroba

Synteticky z citralu a ethylmethylketonu

Tabulka 64: Lilial — viastnosti [156, 160]

Nazev dle INCI a

strukturni vzorec

4
CH,

(2-(4-tert-butylbenzyl)
propionaldehyde)
(CAS: 80-54-6)

CH,
| 7\
H,C
(Lﬁg/
Lilial®

Dalsi nazvy

Butylphenyl Methylpropional; 2-(4-tercbutylbenzyl)propanal; 3-(4-tert-
butylphenyl)butanal; 4-  (dimethylethyl-a-(1,1-methyl)  benzene
propanal; Lilestralis; Lysmeral; Lilyall; Mefloral

Vzhled a aroma

Olejovita kapalina, bezbarva nebo nazloutla, kvétinova viing

Rozpustnost Alkoholy, parafinovy olej, omezené ve vode

Vyskyt a pouziti | V pfirod¢ se nevyskytuje, vyrabi se synteticky. Lze ho nalézt
v parfémech s kvétinovou vini (lilie, konvalinka, lipa). Pfidava se také
do kosmetickych vyrobkl (mydla, Sampony, detergenty).

Vyroba Synteticky z p-terc-butylbenzaldehydu a propanalu

Poznamka Dle natizeni Evropské komise 2021/1902 (ptiloha II — zakdzané latky

v kosmetickych  piipravcich) je  zakdzdno jeho  pouZzivani
v kosmetickych vyrobcich na evropském trhu z diivodu klasifikace této
latky jako CMR:Repr.2, H361 — podezieni na poSkozeni reprodukéni
schopnosti nebo plodu v téle matky. Tim uz tedy latka neni fazena do
ptilohy III — seznam latek s omezenym pouzitim 1223/2009. Zakaz
uvadeéni vyrobkia s touto latkou na trh nabyl G¢inosti 1.3.2022. [161]
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Tabulka 65: Limonen — viastnosti [162; 24]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

CH,
CH;
Limonene
(CAS: 5989-27-5)

DalSi nazvy

D-limonen; D-limonene; 1-methyl-4-prop-1-en-2-yl cyclohexene;
(4R)-1-methyl-4-prop-1-en-2-yl cyclophexene; Meadione; Carvene;
Dextro-limonene; (R)- 1-methyl-4-(1-methyl ethenyl) cyclohexene;
(R)-1-methyl4-isopropenyl-1-cyklohexan; (R)-p-mentha-1,8-diene

Vzhled a aroma

Bezbarva kapalina, citrusova ving

Rozpustnost

Alkoholy, oleje, malo rozpustny v glycerolu, nerozpustny ve vodé a
propylenglykolu

Vyskyt a pouziti

V pftirod¢ je velmi rozsifeny, 1ze ho nalézt ve vice nez 300 esencialnich
olejich, zejména v mandarinkdch, pomerancich, citronech. Vyskytuje
se také v zdzvoru, muSkatovém ofisku, pepti, muskatu, chmelovém
oleji, semenech koriandru, kopru, kminu, rozmarynu a dalSich. D-
forma je nejrozsifenéjsi, nasleduje racemicka forma a poté I-limonen.

V potravinafstvi se vyskytuje v népojich, zvykackach a bonbonech.

Vyroba

Destilace kiiry a duziny citrusovych ploda.
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Tabulka 66: Linalol — viastnosti [163, 24, 164]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

OH

H,C
; Mcuz
CH, HyC
Linalool
(CAS : 78-70-6)

Dalsi nazvy

3,7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol; 3,7-dimethyl-3-hydroxyl,6-octadiene;
Allo-ocimenol;  2,6-dimethyl  octa-2,7-dien-6- ol;  (3S)-3,7-
dimethylocta-1,6-dien-3-ol

Vzhled a aroma

Bezbarva kapalina, pfijemna kvétinova ving

Rozpustnost Etanol, alkoholy, oleje, propylenglykol, Oleje, parafinovy olej,
nerozpustny ve vod¢ a v glycerinu
Vyskyt a pouziti | Pfirozené se vyskytuje ve dvou opticky aktivnich formach, 1-forma je

pfitomna v 80 az 85 % v destilatech z listdh Cinnamomum camphora
var. orientalis a Cinnamomum camphora var. Occidentalis.Také se
nachazi v ylang-ylang, neroli, bergamotu a lavandinu. Smés d- a I-
linaloolu byla nalezena v brazilském palisandru. d-forma byla nalezena
v muskatu, pomerancovych kvétech, koriandru. Vyskytuje se jablcich,
citrusové kufe, hroznech, skofici, hiebicku, zazvoru, kardamomu, ve
Stavach z ovoce (pomeranc, mandarinka, jablka), jahodach, levanduli,
merunkach, broskvich, Svestkach, majorance, tymianu, brusinkach.
V kosmetickych produktech ho Ize naldazt v pénach do koupele,
Samponech, mydlech a kvétinovych kompozicich.

V potravinaistvi se pfiddva do pudinkid, zvykacek, bonboni a
nealkoholickych napojt.

Kontaktni alergie

Sam o sob¢ neni senzibilujici. Senzibiliza¢ni jsou oxida¢ni produkty —
hydroperoxidy.

Vyroba

Frak¢ni destilaci ze silic nékterych rostlin (Licasia guaianensis, Ocotea
parviflora, Coriandrum sativum).
Synteticky hydrogenaci dehydrolinaloolu nebo z myrcenu.
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Tabulka 67: Lyral — viastnosti [165]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

=
":] H_".C CH'J'

OH
Lyral ®

(hydroxy-methylpentylcyclohexene
carboxaldehyde) (CAS: 31906-04-4)

DalSi nazvy

4-(4-hydroxy-4-methylpentyl)-3-cyklohexen-1- karboxaldehyd
(HICC); hydroxyisohexyl 3-cyclohexene carboxaldehyde

Vzhled a aroma

Viskozni bezbarva kapalina, sladka kvétinova viing (lilie, cyklamen)

Rozpustnost Etanol

Vyskyt a pouziti | V pfirodé se nevyskytuje.
Casto nahrazuje v parfémovych kompozicich hydroxycitronellal.
V parfémech se piidava do kvétinovych kompozic (konvalinka,
hyacint, Sefik). V kosmetickych vyrobcich je ptidavan do detergentil,
deodorantt, avivazi, mydel, Sampont a dalSich.

Vyroba Z myrcenu, myrcenolu nebo myrcenalu.

Poznamka Dle nafizeni Evropské komise 2017/1410 (ptiloha II — zakdzané latky

v kosmetickych  pfipravcich) je  zakazano jeho  pouzivani
v kosmetickych vyrobcich na evropském trhu z diivodu vysokého poctu
ptipadi alergickych reakci na tuto latku. Tim uZz tedy latka neni fazena
do prilohy III — seznam latek s omezenym pouzitim. Zakaz uvadéni
vyrobki s touto latkou na trh nabyl Gc¢inosti 3.8.2017 [166].

Tabulka 68: Methylheptinkarbondt — viastnosti [24, 167]

Nazev dle INCI a
strukturni vzorec

H;C

Methylheptin carbonate
(CAS: 111-12-6)

Dalsi nazvy

methyl 2-octynoate; methyl oct-2-yonate; methyl 2- octinate; methyl
hept-1-yne-1-carboxylate; methyl ester 2- octynoic acid; methyl pentyl
acetylen ecarboxylate; methyl 2-octynoate; Folione

Vzhled a aroma

Bezbarva nebo nazloutla kapalina, fialkova viiné

Rozpustnost Alkoholy, oleje, malo rozpustny v propylenglykolu, nerozpustny ve
vod¢ a glycerinu

Vyskyt a pouziti | V pfirod¢ se nevyskytuje. Piidava se do celé skaly vonnych kompozic,
od bananu po jasmin. V potravinaistvi ho Ize nalézt napt. v aroma vina
a jahody.

Vyroba Synteticky z heptaldehydu na karboxylovou kyselinu, ktera je nasledné

esterifikovana
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PRILOHA 4: AMPLIFIKACNI KRIVKY, ANALYZA KRIVEK TANI A
VYSLEDKY GELOVE ELEKTROFOREZY

105 — 121 F‘t12
i — Zp
132 — 3kl
— & nk2
30 — 171 kuém bez konzervantu 1
a5 — 12: kiém bez konzervantu 2
a0 - — 13 krém bez konzervantu 3
75 14: krém z eyl 1
20 15: kn?m zeuRyl 2
16: krém 2 eusyl 3
8 55 N
g G0
% 55
‘g 0
i 45
40 4
35
304
25
204
154
104
5 -
0 f T T T f T |_4;|'_'—'___
14 20 s 24 2h 28 an 32

Cyklus

Obrdzek 64: Ovéreni amplifikovatelnosti Cisté Emulze 1 bez pirimési, amplifikacni kiivky, PK -
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Obrazek 65: Overeni amplifikovatelnosti cisté Emulze 1 bez primési, melt analyza, PK - N.tabacum
Ing/ul, BinA = 95,35 °C, BinB = 88,36 °C
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pk1

- ph2

- hik

s hk2

» krém merufkows jadra 2601

- krém merufkows jadra 250 2

- krém merunkowa jadra 250 3

- krém merufkowvs jadra 5001

- krém merufikova jadra 500 2

: krém merufikoy s jadra 500 3
» krém 2 jghodowimi seminky 1
- karém = jahodovimi zeminky 2
: krém g jahodovimi zeminky 3
: krém £ malinoyimi seminky 1
» krém g malinovimi seminky 2
: krém £ malinovimi seminky 3

Fluorescence

Cvklus

Obrazek 66.: Amplifikacni krivky - vzorky Emulze 1 s primési abraziv, PK - N.tabacum 1ng/ul

B - = . =
BinB|| |BinC : — 1:pkl
N ene] ond] [[@nal | (=500
’ "4 — 3 nkl
7 — 4 nk2
65 - 5 krém meruikova jadra 2501
: ! - B: krém merunkova jadra 250 2
6 ———— 7. kiém merunkova jadra 250 3
55 ——— & krém merufikova jadra 5001
g ——— 9: krém merurkova jadra 500 2
5 { ———— 10; keém meruikova jédra 500 3
— 17: kiém ¢ jahodovimi seminky 1
'_4'5 | — 18: krém s jahodovimi seminky 2
= 4] — 19: krém s jahodovymi seminky 3
w — 20 krém s malinovymi seminky 1
351 ——— 21: keém ¢ malinoviimi seminky 2
3] — 22 kiém s malinovz‘mi semfnkz 3
2'5 | 0,30 |
2 ) 0.2
1 ’5 | N [TX]
11 :
0,5 ‘
D .
70 75 80 85 90 95 o
OC ﬁ' [~} B4 L] 3 a7 83 & og&- 1] k3 =1 -2 5 L] 87

Obrazek 67: Melt analyza - vzorky Emulze 1 s primési abraziv, PK - N.tabacum Ing/ul,
Bind = 95,35 °C, BinB = 88,36 °C, BinC = 93,37 °C
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Tabulka 69:Legenda pro nasledujici tabulky a grafy

o Oznaceni .. Oznaceni
Emulze 1 s pfidavkem . Komerc¢ni vyrobky .
vzorkii vzorku
silice Cerveny pomeranc 1A, 1B | Balea handcreme protect 17A, 17B
e Cosmos natural repairing hand
Silice citronova trava 2A,2B 18A, 18B
protect
Silice mata peprna 3A, 3B | Konopka’'s face commage moist 19A, 19B
Silice peprno-matova 4A, 4B | Planeta organica natural body scrub | 20A, 20B
Silice pomeran¢ova Spanélska 5A, 5B | N.A.E. shampoo bar 21A,21B
Silice mandarinkova 6A, 6B | Naturalis sugar body scrub 22A,22B
Silice grapefruitova 7A, 7B | Balea sugar scrub 23A, 23B
Silice mandarinka 8A, 8B | Alverde skinfood Bio-limette 24A, 24B
Lyofilizatu citronové kliry 9A, 9B | Alverde pflege-dusche bio-minze 25A, 25B
Mentha Gentilis Varieta Citrata )
" Y 10A, 10B | Organic shop strawberry body scrub | 26A, 26B
lemon
O ic shop strawb bod
Mentha Piperita "citaro" 11A,11B TEATC SHOp STawberty bocy 27A,27B
mousse
Mentha pycnanthemum pilosum 12A, 12B | N.T. Levandulovy krém 28A, 28B
Mentha almira strawberry pepermint | 13A, 13B | Kvitok Levandulovy sen 29A, 29B
o . Herbs of Bulgaria face cream s
Suseného kvétu levandule 14A, 14B . 30A, 30B
levanduli
Silice levandule 15A, 15B | Ryor hydrata¢ny krém 31A, 31B
Suseného kvétu levandule i
16A, 16B

levandulové silice
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Intenzita fluerescencie

Intenzita fluorescencie (dmha denvacia)

(¥
L
.

[ 3=
L
.

Lhn
L

5: biocitron 1

12: krém so silicou tangerinka 1
15: krém s matou lemon 2
18: krém s métou lemon (usadenina) 2
21: mentha citaro 1

24: mentha pilosum 2

27:NK1
30: NK4

10: biocitron 2

13: silica tangerinka 1

16: krém so silicou tangerinka 2
19: mentha lemon 1

22: mentha citaro 2

25: mentha pepermint 1

28: NK2

11: krém s matou lemon 1

14: krém s matou lemon (usadenina) 1
- 17 silica tangerinka 2

20: mentha lemon 2

23: mentha pilosum 1

26: mentha pepermint 2

29: NK3

{‘ﬁ/—’;

275

28 285 20 295 30 305 31 315 32 325 33 335 34
Poéet cykdow

(7S]
s

75 80 85 90 95
Teplota [°C]

Obrazek 68: Amplifikacni krivky a analyza kiivek tani (Tm = 88,5°C), primery S2F/S3R
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1: NK1 — 2:NK2

3:NK3 —4:NK4

11: mentha citaro ¢erstva 1 12: mentha citaro ¢erstva 2

13: mentha citaro ¢erstva 3 —— 14: levandula mrazena 1

15: levandul'a mrazena 2 ———— 16: levandula susena 1

17: levandula susena 2 ——— 18: levandula cerstva - ist 1

19: levandul'a ¢erstva - list 2 — 20: levandulova silica 1

21: levandul'ova silica 2 —— 24: kyém + levandula susena 1

25: krém + levandula susend 2 26: krém + levandula suSena + levandulova si

27: krém + levandula susena + levandulova silica 2

Intenzita flucrescencie

i
¢ [ L
.

—
LN
L

—
L

Intenzita fluorescencie (druhé denvacia)

0o T T T r T ¥ S
53 60 65 70 15 80 85 90 95

Teplota [°C]
Obrazek 69: Amplifikacni krivky a analyza kiivek tani (Tm = 88,1°C, 94,7°C), primery S2F/S3R
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—LPKl —2PK2 —3}NKI —4NK2 —51A —6&1B —72A —82B —9%3A —10:3B —1l:4A —124B —135A
—145B —15:6A —16:6B 17:7A 18: 7B 19:9A 20:9B A:11A — 22:11B —23:12A —24:12B —25:13A —26:13B

—21.171A — 28:17B 291387 30:18B —31:19A —32:19B —33:20A —34:20B —35:21A —36:21B

Intenzita fluorescencie

16 17 18 19 20 21 22 23 24 325 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3
Pocet cyklov

Intenzita flucrescencie {druha derivacia)

/

55 60 65 70 73 80
Teplota [°C]
Obrazek 70: Amplifikacni krivky a analyza kiivek tani (Tm = 88,1°C, 82,5°C), primery S2F/S3R,
komercni kosmetické produkty, legenda — Priloha 4, Tabulka 69
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—— I: NK1 2:NK2 3:PKI ——4PK2 5:22A 6:22B —— 7:23A ——8§:23B
——924A ——10:24B ——11: 25A 12:25B 13: 26A 14: 26B 15:27A ——16:27B
17: 28A 18: 28B 19:29A 20:29B 21:30A 22:30B 23:31A 24:31B
60
50
A0
:
2 307
Bt
& 20
10+
U' T T T T T - T =
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27T 28 29 30 31 32 33 34 35
Pocet cyldov
40 0
Bin A
3.5

Lh [ L Lid
L L . .

Intenzita flporescencie (druha denvacia)
1t

No Y "
60 70
Teplota [*C]
Obrazek 71: Amplifikacni kiivky a analyza kiivek tani (Tm = 88,1°C, 82°C), primery S2F/S3R,
komercni kosmetické produkty, legenda — Priloha 4, Tabulka 69
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1: NK1
7: 11AV
13: 19AV

-2: NK2
8: 11BV
14: 19BV

3:PK1
9: 12AV
15: 26AV

4: PK2 5:9AV 6: 9BV
10: 12BV 11: 13AV 12: 13BV
16: 2BV 17:27AV 18: 27BV

=

Intenzita fluorescencie

16 17 18 19 20 21 22 23 24 325 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3
Poéet cyklov

o
[} (] L

fa—y
N

[a—

Intenzita fluorescencie (druhé derivéacia)

70 L)
Teplota [°C]

Obrazek 72: Amplifikacni kiivky a analyza kiivek tani (Tm = 88,1°C, 82°C), primery S2F/S3R,
komercni kosmetické produkty — sediment po centrifugaci, legenda — Priloha 4, Tabulka 69
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[%) [\ 2] [xa] [AN] [ (5] [¥N] (5] (W8]
(= L o o O ~a 4= [=2]
L L L L L L L

Fluorescence

—
= k2
L L

—_—111 2 clb
3 cle ——— & Levandule nrazena 1
—— B Levandule mrazens 2 ———— E: Levandule sufend 1
7. Levandule suiena 2 —— 8 Levandule Gerstva 1
— 9 Levandule derstva 2 ——— 10 Levandule silice 1
11: Levandule silice 2 12 kiem + Levandule silice 1
13 krém + Levandule silice 2 ————— 14 krém + sufend Levandule 1
15 krém + sufena Levandule 2 16 krém + sufena Levandule + silice 1
~17: krém + sudena Levandule + silice 2 18: mentha citaro 1 17.5.
—— 19 mentha citaro 2 17.5. —— 20 mentha citaro 3 175

—_ =t
= @
L i L

SR — T CRR . -]
i M s (AR

% 2% 27 28 23 w3 » B M BB B® W W
Cycle

Obrazek 73: Amplifikacni kiivky, primery Lim2F/R, vzorky DNA izolované z levandule a modelovych
Emuluzi 1
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—— 1: negativna kontrola —— 2: negativna kontrola —— 3: pkl — 4 pk2 5 1A

—6:1B T:2A 8:2B —93A —10:3B
— 11:4A 12: 4B —13:5A —— 14: 5B — 15: 6A
16: 6B —17-7A —18:7B —19:9A —20:9B
21: 11A 22:11B 23:12A 24:12B 25:13A
——26:13B —27:17A —28:17B 29:18A 30: 18B
—31:15A 32:19B 33:20A 34:20B 35:21A
— 36:21B
60 1

Intenzita fluorescencie
Lo
v |

101

N 2 23 24 X 22® Z 2B 29 W N 3} W M B B T B/ }\ 40
Pocet cyldov
Obrazek 74: Amplifikacni kiivky, primery, Lim2F/R, vzorky 1A az 21B, pozitivni kontrola - DNA
izolovdna z kury biocitronu, komercni kosmetické produkty, legenda — Priloha 4, Tabulka 69
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—— 1 negativna kontrola 2: negativna kontrola —— 3: pkl — 4:pk2 5:22A
—6:22B —T23A ——8:23B —9:24A —10:24B
—11:25A 12: 25B 13:9A-V 14: 9B-V 15: 11A-V
16: 11B-V —17:12A-V —18:12B-V — 19 13A-V 20: 13B-V
_J%l: 19A-V 22:19B-V

65
601
551
50
45
40
351
30
254

Intenzita flucrescencie

20
15
10

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4
Pocet cyldov

(=2}
L

Ln
.

Intenzita fluorescencie (druha denivacia)
(] FES

55 60 65 70 75 80 &5 db
Teplota [°C]

Obrazek 75: Amplifikacni kiivky a analyza kifivek tani, pouzité primery Lim2F/R, modelové vzorky
Emulze 1 a komercni vzorky krémit ( Tm = 82 °C) legenda — Priloha 4, Tabulka 69
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200 bp

Hyy
.

100 bp '

R

—
1 2345678 910111213141516 1718192021 2223 242526272829 30

Béh DNA PCR produkt | Béh DNA PCR produkt
1 |x 31 | DNA standard 50 bp
2 | DNA standard 50 bp 32 | DNA standard 100 bp
3 | DNA standard 100 bp 33 |nk -
4 |Nk - 34 |pk +++
5 |Pk 4+ 35 | Cosmos natural repairing -
6 | Emulze 1+ Silice - 36 |hand protect*® -
7 | Cerveny pomeranc + 37 |Konopka's face commage -
8 | Emulze 1+ Silice - 38 |moist* -
9 |citronova trava - 39 | Planeta organica natural -
10 | Emulze 1+ Silice mata + 40 |body scrub* +
11 |peprnd - 41 -
N.A.E. shampoo bar*
12 | Emulze 1+ Peprno- - 42 -
13 | matova silice - 43 ) -
Naturalis sugar body scrub
14 | Emulze 1+ Pomerancova + 44 -
15 |silice Spanélska + 45 ++
Balea sugar scrub
16 |Emulze 1+ - 46 ++
17 | Mandarinkova silice ++ 47 | Alverde skinfood Bio- -
18 | Emulze 1+ Grapefruitova - 48 |limette -
19 |silice - 49 | Alverde pflege-dusche bio- -
20 | Emulze 1+ Citronova +++ 50 |minze -
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21 |kira +++ 51 ) . 4+
Citronova ktira**
22 | Emulze 1+ Mentha + 52 -
23 | Piperita "citaro" + 53 o . ++
Mentha Piperita "citaro" **
24 | Emulze 1+ Mentha - 54 ++
25 | pycnanthemum pilosum + 55 | Mentha pycnanthemum -+
26 | Emulze 1+ Mentha - 56 |pilosum ** +++
27 | strawberry pepermint - 57 | Mentha almira strawberry +
28 | Balea handcreme ++ 58 |pepermint ** +++
29 |protect* ++ 59 |Konopka’s face commage =+
30 |x 60 | moist** +++

Obrazek 76: Agarézovd gelova elektroforéza produktic PCR, primery Lim2F/R, (122 bp) (x-zZddny
vzorek, - nedetekované;, PCR produkt: + slaba, ++ stiedni, +++ silnd intenzita),
* komercni produkty

**izolace ze sedimentu
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1: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola

5: Levandula mrazena 2
7: Levandula suSena 2

9: Levandula éerstva list 2
11: Levandula silica 2

———————— 13: krém + Levandula silica 2

Intenzita fluorescencie

15: krém + Levandula susena 2

—— 17: krém + Levandula suSena + levandula silica 2

2: Negativna kontrola
4: Levandula mrazena 1

—— 6: Levandula suSena 1

8: Levandula cerstva list 1
10: Levandula silica 1

——— 12: krém + Levandula silica 1

14: krém + Levandula suSena 1
16: krém + Levandula susend + levandula silica 1

20

18 1

16

141

—t
(3]

—t
(=]
.

=]

21 22 23 24 25 26 27

28

Poéet cyklov

29 30 31 32 33 34 35

Obrazek 77: Amplifikacni kiiivky, primery LavlFR, vzorky bylin a modelové vzorky krémit Emulze 1
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—— 1: Negativna kontrola ——2: Negativna kontrola 3: levandula sudend | 4 Levandula susend ) ——5: Levandula mrazena
—— 6: Levandula susend §: 28B —D: 194 —10: 298 —11: 304
—12:308 13:31A 14: 318

50

45

40-

35

301

Intenzita fluerescencie

%]
.

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Pocet cvkdov

i F=s L [ |
L . . .

Intenzita fluerescencie (druha denvacia)

[ ]
.

50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 TR B0 82 B84 86 88 9
Teplota [*C]
Obrazek 78: Amplifikacni kiiivky a nalyza krivek tani, primery LavlFR, vzorky kosmetickych vyrobkii
(Tm = 79,5 °C) legenda — Priloha 4, Tabulka 69
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1

e 4.5 6.7 8.9 10011

12 1314 1516 17 1819

b
ki

Béh DNA PCR produkt
1 DNA standard 50 bp
2 X
3 Nk -
4 PK, susen4 levandule kvét 10 ng -pl’! bt
5 PK, susena levandule kvét 10 ng -ul! NN
6 levandule mrazena - kvét e
7 suSena levandule - kvét e
8 ,
9 N.T. Levandulovy krém
10 -
1 Kvitok Levandulovy sen
12 . -
13 Herbs of Bulgaria face cream s levanduli
14 s . -
s Ryor hydrata¢ni krém s levanduli
16 X
17 Nk | ]
18 X
19 DNA standard 100 bp

Obrazek 79: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR, primery LavIFR (154 bp) (x - mezera,
- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stiedni, +++ silné intenzity)
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1: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola

5: Levandula mrazena 2

7: Levandula suSena 2

9: Levandula éerstva hist 2

11: Levandula silica 2

13: krém + Levandula silica 2

15: krém + Levandula suSena 2

17: krém + Levandula suiena + levandula silica 2

2: Negativna kontrola

4: Levandula mrazena 1
6: Levandula susend 1

8: Levandula erstva bist 1

—— 10: Levandula silica 1

12: krém + Levandula silica 1
14: krém + Levandula suSend 1

——— 16: krém + Levandula suSend + levandula silica 1

201
% 151
5
=]
=]
8
'H 10
g
5
5.
I:I T T | T 1 T T 1
18 20 22 24 26 28 30 32 34
Pocet cvkdov

Obrazek 80: Amplifikacni kiivky, primery LavimodFR, vzorky bylin a modelové vzorky krémii
Emulze 1
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15: Negativna kontrola 16: Negativna kontrola =~ ——— 17: Levandula suseni 1

——— 18: Levandula susend 2 = ——— 19: Levandula mrazena 2 20: levandula susena
21: 28A - 22:28B 23:29A
24: 29B 25:30A —26:30B
27:31A 28:31B

Intenzita fluerescencie

18 9 20 21 22 23 24 25 26 27 28 289 30 31 32 33 3 3
Pocet cykdov

Obrazek 81: Amplifikacni kiivky izolované DNA pii pouziti primerii LavimodFR, vzorky komercnich
krémii, legenda — Priloha 4, Tabulka 69
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121355141 S WLo=1/A 18" 197720

v PCR
Béh DNA
produkt

1 DNA standard 100 bp

2 Nk -

3 Nk R

4 X

S C +
levandule mrazena - kvét

6 4+

7 o 5 ++
susena levandule - kvét

8 ++

9 5 . ) 4+
Cerstva levandule — list

10 ++

11 L. -

. Levandulova silice

13 . -

" Emulze 1+ levandulova silice

15 +
Emulze 1+ levandule su$ena

16 At

17 -+
Emulze 1+ levandule susena, levandulova silice

18 ++

19 DNA standard 50 bp

20 DNA standard 100 bp

Obrazek 82: Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR, primery LavimodFR (154 bp)
(x - mezera, - nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)
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1: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola

5: Levandula mrazena 2

7: Levandula susena 2

9: Levandula éerstva list 2

———  11: Levandula silica 2

4.5

£

(5]
h

ol
Ln

Intenzita fluorescencie
L =]

oy

o
n

s

—
Lh

13: krém + Levandula silica 2
15: krém + Levandula susena 2
17: krém + Levandula suSena + levandula silica 2

55 60 65 70
Teplota [°C]

75

2: Negativna kontrola

4: Levandula mrazena 1

6: Levandula susena 1

8: Levandula erstva list 1

10: Levandula silica 1

12: krém + Levandula silica 1
14: krém + Levandula suSend 1

—————— 16: krém + Levandula suSend + levandula silica 1

Bin A

Obrazek 83: Analyza krivek tani, primery LavimodFR, Emulze 1 (Bin A: Tm = 79,8 °C)

———— 15: Negativna kontrola
——— 18: Levandula suSena 2
— 21:28A

22:28B
24:29B 25:30A
27:31A — 28:31B

———— 16: Negativna kontrola
——— 19: Levandula mrazena 2

17: Levandula suSend 1

———— 20: levandula susend
23:29A

— 26: 30B

— (] f=]

(=,

4

1

Intenzita fluorescencie (druha denivacia)
Lh

(=)

55 60 65 70
Teplota [°C]

?IS

80 85 90

o

Obrazek 84: Analyza kiivek tani, primery LavimodFR, vzorky komercnich produktii ( Tm = 79,5 °C)
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2345 6 7 8 9 1011 1213141571671/ mlisale

Béh DNA PCR produkt
1 DNA standard 50 bp
2 X
3 Nk -
4 PK, susena levandule kvét 10 ng -ul! +++
5 PK, susena levandule kvét 10 ng -ul! +++
6 levandule mrazena - kvét +++
7 suSend levandule - kvét +++
8 -
9 N.T. Levandulovy krém
10 -
T’ Kvitok Levandulovy sen
12 ) -
3 Herbs of Bulgaria face cream s levanduli
14 N . -
s Ryor hydrata¢ni krém s levanduli
16 X
17 |Nk | ]
18 X
19 DNA standard 100 bp

Obrazek 85: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR, primery LavimodFR (154 bp)
(x - mezera, - nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)
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1: Eminence pr. krém 1
103 2 Eminence pr. keém 2
100 —— 3 Eminence pr. disici migko 1
% —— 4 Eminence pr. éistici mleko 2
— & Eminence pr. maska 1
Ll —— B Eminence pr. magka 2
bl —— 7-Eminence pr. maska 3
a0 — &K
— k2
" — ik
! — 1.1kl

Fluorescence
en
b=31

T T T T T T - T T T T T T T T T
L R S T R I O O K L L T L O R T T T I |
Cycle

Obrazek 86: Bakterie v kosmetickych pripravcich s obsahem rostlinné slozky a probiotik -
Amplifikacni kiivky - PCR specificka pro doménu Bacteria

1 2 34 °'5"6'7 8 %1011 1213

C. Vzorek Detekce

1 DNA standard

3,4 Eminence probioticky krém s okurkou +++ [ +++

5,6 Eminence probiotické Cistici mléko s okurkou +++/ ++

7,8,9 Eminence probiotickd maska s okurkou /4 )+
10,11 PK (L. pentosus) +++ [ +++
12,13 NK -/ -

Obrazek 87: Bakterie v kosmetickych pripravcich s obsahem rostlinné slozky a probiotik — agarozova
gelova elektroforéza, produkty specificke pro doménu Bacteria (466 bp)
- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stiedni, +++ silné intenzity)
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——— 1: Eminence pr. krém 1
1054 ——— 2 Eminence pr. krém 2
100 —— 3 Eminence pr. Sistici mleko 1
a5 —— 4: Eminence pr. Gistici mleko 2
304 — 5 Eminence pr. mazka 1
a5 — B: Eminence pr. maska 2
—— ¥: Eminence pr. maska 3
801 — & pkl
75 — 9 pk2
704 — 10: nk1
y 65 11 k2
§ G0 1
g 55
g Gl
[ 45 B
401
35
30
251
20
151
104

2 4 B g 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 34
Cycle

Obrazek 88: Bakterie v kosmetickych pripravcich s obsahem rostlinné slozky a probiotik -
Amplifikacni krivky - PCR specificka pro rod Lactobacillus

1 23456 7 89101112131415

v

C. Vzorek Detekce
1,2 Eminence probioticky krém s okurkou +/+
3,4 Eminence probiotické Cistici mléko s okurkou +/+
5,6,7 Eminence probioticka maska s okurkou +/+/+
9 DNA standard

11,12 PK (L. pentosus) ++/++
14,15 NK -/ -

Obrazek 89: Bakterie v kosmetickych pripravcich s obsahem rostlinné slozky a probiotik — agarézova
gelova elektroforéza, produkty specificke pro rod Lactobacillus (92 bp)
- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)
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1: eminence prabiotic. 1
2 eminence probiotic, 2
3 eminence probiotic, 3
4 eminence prob. maska 1
5 eminence prob. maska 2
B: eminence prab. maska 3
IS
&
9:

baréreka krénn 1
bardrek.a krém 2
borérvka krém 3
10: merufika kiém 1
11: merufika kiém 2
12 merufika krém 3
13 eminece probiotic. krém dolni faze 1
14: eminece prabiatic. krém dalni faze 2
15: eminece prabiatic. krém harni faze 1
16: eminece prabiotic. krém dolni faze 1
17: eminece prabiatic. krém horni faze 2
18: eminece probictic. krém homi faze 3
19: merufikovi olej dolni faze 1
20 merufkov ole] dolni faze 2
21: merufkovy ole] dolni faze 3
220 merufikovy olej horni faze 1
23 merufkovy alg] hori faze 2
24: merufkovy olej homi faze 3
25 mer olej dle élanku 1
26: mer olej dle Hanku 2
27 mer olej dle Elanku 3
28 mer olej dle Elanku bez hehan. 1
29: mer olej dle Elanku bez hehan, 2
30: mer alej dle Elanku bez hehan, 3
3: pki
32 pk2
34 nkz

Fluarescence

27 23 29 a0 Kl 32 33 KL ia]
Cycle

Obrazek 90: Detekce rostlinné DNA v kosmetickych pripravcich s obsahem rostlinné slozky a
probiotik - Amplifikacni krivky, primery (F_26S/R)
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PRILOHA 5: UV-VIS SPEKTRA VONNYCH ALERGENU

& Ap ex Hy droxycitranellal 100% at 2,59 mn

Apex Anksyl alcohol 100% at2 73 min

85,0 55.0
ag Hydroxycitronelial 50% ymin- 998,33 % Anisyl alcohol 50% at 2,66 min: 968,72
Hydroxycitronellal 53% min- 897,86 Anisyl alcohol 50% &t 2,78 min: 988 38
s00]| 20820 s0.0[ 19501
45,0 45,0
40,0 40,01
35,0 4 35,04
]
30,0 30,04
250 25,04
20,0 20,01
1 225,20
15,0 15.0 4
10,0 10.0]
5,04 .04
274,48
0.0 0.0
nm nm
50- = 3 5.0- = T
190 300 400 500 600 682 150 300
Hydroxycitronelal — 208,90 nm Anisylalkohol — 196,01 nm, 225,20 nm,
274,49 nm
b5 5 D Eaieyy SRRV T B e HE i o Apex Cinnamyl slcohol 100% &t 4,74 min
% Benzyl alcohol 50% at 2,65 min: 350,74 ' %, Cinnamyl alcohol 50% at 4,65 min: 998 B3
Benzy! alcohol 50% at 2,9 in: 960,44 Cinnamyl alcohol 50% at 4,81 min: 9987
sool 19324 so.0| 20331
.15.0] 45,04
40,0 40,01
248 57
35,0 1 35,0
30,0 30,0
L\zos_aa
25,0 L\ 26,0
20,0 20,0
15,0 - 15,0
10,0 10,04
50 50
257,93
0.0 0.0
nm = nm
5,0 -5.0- = : - T T iR
180 300 400 500 800 a2 190 300 400 500 600 B83:

Benzylalkohol — 193,24 nm, 205,44 nm, Cinamylalkohol — 203,31 nm, 249,87 nm
257,93 nm
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25,0 Apex Coumarin 100% at 487 min__Apex

1| 195,47

40,0

35,04

25,01

276,15

20,0

15,0 4

310,60

10,0 4

504

0,0

% Coumarin 50% at 4,79 min; 938 63
Coumarin 50% at 4 93 min: 898 56

-5,0-

nm

190 300 400 500 600

Kumarin — 195,47 nm, 276,15 nm,
310,60 nm

Apex Cinnamal 100% at 7.26 min__Apex

682

5501

288,72

38,0+

26,0 :
] 2226

20.01

10,0

5,04

0,0

% Cinnamal 60% at7,17 min: 999,70
Cinnamal 50% at7,34 min: 999,56

-804
180 360 ) 550 600

Cinamal — 205,54 nm, 222,61 nm,
288,72 nm

60,0

85,0

35,0

28,0

20,0 1

15,0

10,0

5,0 1

o0

501

-10,0

Apex p-anisaldehyde 100% &t 5,72 min

1

% p-anisaldehyde 50% at 5.63 min: 999,20
p-anisaldehyde 50% at 5,79 min: 899,85
282,06
196,21
220,
nm
T T T T T 1
20 300 400 500 600 682

p-anisaldehyd — 196,21 nm, 220,65 nm,
282,06 nm

550

400

oo

-5,

N | RELX:]

Apex Lyral 100% at 7,83 min Apex
k] Lyral 50% at 7.74 min: 997 49
Lyral 50% at 7,91 min. 897,62

281,01

nm

1

50 360 400 500 600 682

Lyral — 194,69 nm, 291,01 nm
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Apex Ei | 100% at 823 min__ Apex

% Eugenol 50% at3,13 min: 999 458
Eugenol 50% at8,31 min: 899,44

50,0

450

40,0

350

250

20,04

15,01

10,0 4
227,32

50 281,90

0,04

50 T T T T

nm

180 300 400 500 500

Eugenol — 200,23 nm, 227,32 nm,
281,90 nm

Apex Geraniol 100% at 11,06 min _ Apex

55,0

195 58

50,0

4504

3004

25,0

18,04

100

504

o0

% Geraniel 50% at 10,94 min: 999 10
Geraniol 50% at 11,15 min: 893,14

-5.0-
T T

nm

180 300 400 500 500

Geraniol — 195,58 nm

180

582

Apex lsoeugenol 100% &t 8,78 min Apex

sond| 21299

45,0

260,52
30,04

25,0 4

20,0

15,0

10,0 4

5.0

% Isoeugenol 50% at .65 min: 9
Isoeugenal 50% at 8,87 min: 999 56

00

nm

-50

180 300 400 500 600

Isoeugenol - 212,93 nm, 260,52 nm

56,01 Apex Linalool 100% at 12.20min __Apex
Tl Uinaloal 50% at 12,09 min
Linalool 50% at 12,31 min:

184,82

40,01
3504

30,0 j

504

0.0

Linalol — 194,92 nm



Apex Citronellol 100% at 13.74 min Apex

Apex Citral 100% at 14,456 min Apex

550 55,0
% Citronellol 50% at 13 82 %
Citronellol 50% at 13,85 m
s0.04 195,36 50,0+ 241,26
450 45,01
40,0 40,0 7
35.0 35,04
30,04 300
] 194033
26,0 250 1
200 20,0
15,0 15,01
10,0 10,04
50 5,0
0.0 0.0
nm RN,
504 - - - - . 500 = - . T : |
150 300 200 500 500 P 1 300 400 500 00 682

Citronelol — 195,36 nm

Apex Methylheptine carbonate 100% st 17.61 min

%

soo| 20825

45,04

40,0

35,0

5.0

0,04

-5,0-
T

Methylheptine carbonate 50% at 17,47 min:
Methylheptine carbonate 50% at 17,74 min: 995, 86

nm

190

300

ado 550 500 632

Methylheptinkarbonat — 208,26 nm

Citral — 194,33 nm, 241,26 nm

Apex Amylcinnamyl alcohol 100% af 18,63 min

55,0 =
namyl alcohol 5
namyl alcahol 5t

il 246,77

30,01

25,0

20,04

15,0

10,0

at 18,33 min: 999,95
at 18 89 min: 898 97

0,01

50 T T T

190 300 400 500

Amylcinamylalkohol — 201,81 nm,

245,77 nm
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Apex Benzyl benzoate 100% at 21,22 min

Apex Benzyl salicylate 100% at25,02 min

550 55,0
% Benzyl banzoate 50% at 21,05 min: 996,71 % Benzyl salicylate 50% at 24.81 min- 999 83
Benzyl benzoate 50% at 21,40 min Benzyl salicylate 50% at 25 23 min: 899,
50,0 194,51 5004 208,20
coiig 250
40,04 40,04
35,04 350
300 30,0
250 250
20,0+ 20, D;
15,04 150
229,87 236,63
10,04 10.0:
306.20
501 5.0
268,32
00 o0
-5,0- T T T T T = 1 =50~ T T T T T = 1
190 300 400 50 00 &d2 190 300 400 550 ) 52
14 . 14
Benzylbenzoat — 194,61 nm, Benzylsalicylat — 205,20 nm,
229,87 nm, 266,32 nm 238,83 nm, 306,20 nm
£0.0— Apex Benzyl cinnamate 100% at28 03 min o~ Apex Lilial 100% st 28,49 min Apex
| 7 Benzyl cinnamate 50% at 25,81 min- 999 54 = Lilia! 0% at 29.30 min- 996,95
Benzyl cinnamate 50% at 26,25 min: 989,70 1 Lilial 60% at 28,68 min: 898,17
550+ EE.D:
50,0]]182,00 s0.0.]} 19395
03,94
a50] 460
78.24 1
40,0 40.0-
35,04 36,0
30,0 3004
250] 25.0-]
200] 200]
15,04 15.0
10,0 10,0
50 5.0
] 25433
0,0 0.0
L 5.0:
-100d - nn -100 - : - ; T L ]
190 300 400 500 &00 aa2 190 300 400 500 600 852

Benzylcinamat — 192,00 nm,
203,94 nm, 278,24 nm
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_ Apex Famesol 100% at 32,09 min _ Apex

Apex Cetone-alpha 100% at 32 77 min
]

550 - 60, e TR =
%% Farnesol 50% at31 86 min: 988 83 % Cetone-alpha B0% at 32,50 min: 090,00
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55.0- ﬁgn Limonene 100% at 43 57 min 5Eux
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PRILOHA 6: GC-MS CHROMATOGRAMY ST@NDARDIOJ ALLERGEN MIX 1 A 2, CHROMATOGRAMY
EXTRAKTU Z A.SATUREIOIDES PRO NAVAZKY 10 A 25 MG

RT: 6.24 - 39.90
32.97 NL:
1004 1.28E8
] TIC Ms
95+ vzorek_10
E "
90|

3 29.95

Relative Abundance
[4))
2

457 38.25

357 36.33
] 25.14

301 28.80

12.16
38.68
30.57

25 ' 30.67

32.18

2 39.46

28.02 28.26

27.77
2223 2397 2679
i 14.31 1652 00 1906 2099 2348
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Obrazek 91:GC-MS chromatogram extraktu z A.satureioides (navazka 10 mg)
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Legenda k Obrazku 91

Retencni ¢as (RT) Start RT  konec RT Latka Cislo CAS
8.36 8.30 8.61 Linalool 78-70-6
9.40 9.33 9.58 beta-Caryophyllene  87-44-5
10.24 10.07 10.59 Menthol 89-78-1
11.20 11.10 11.32 alpha-Terpineol 98-55-5
12.16 12.09 12.25 Carvone 2244-16-8
14.31 14.15 14.40 trans-Anethole 4180-23-8
23.48 23.42 23.62 Eugenol 97-53-0
29.43 29.39 29.55 Vanillin 121-33-5
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RT: 6.24 - 39.90

_‘
o
T

©
o

©
o

[o2)
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~
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o

16.52
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Obrazek 92:GC-MS chromatogram extraktu z A.satureioides (navazka 25 mg)

Time (min)
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Legenda k Obrazku 92

Retencni ¢as (RT) Start RT  konec RT Latka Cislo CAS
8.36 8.30 8.61 Linalool 78-70-6
9.40 9.33 9.58 beta-Caryophyllene  87-44-5
10.24 10.07 10.59 Menthol 89-78-1
11.20 11.10 11.32 alpha-Terpineol 98-55-5
12.16 12.09 12.25 Carvone 2244-16-8
14.31 14.15 14.40 trans-Anethole 4180-23-8
23.49 23.42 23.62 Eugenol 97-53-0
29.43 29.39 29.55 Vanillin 121-33-5
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c:\vups\...\data\17_03_2023\st3_smes_a1
volatile A1_1/2_2ul/ml ethylacetat_supelcowax

03/17/23 23:03:24 ethylacetat

RT: 1.92-39.90 SM: 7G
1005 RT: 3.96

757 3.29

B RT: 8.36

Relative Abundance
(42
T

B RT:9.39

RT:11.20

RT:10.27

RT: 14.30

RT: 15.86

15.07

RT: 13.15 RT:16.81

NL:

RT:29.23 6.53E7

RT:28.10
RT: 27.08
RT: 26.03

26.
RT: 23.49 6,03

TIC MS
st3_smes_
al

RT: 36.44

3371 3526

32.40

Obrazek 93:GC-MS chromatogram Allergen Mix 1

Time (min)
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Legenda k Obrazku 93

Retencni ¢as (RT) Start RT konec RT Latka Cislo CAS
3.29 3.24 3.33 beta-Pinene 18172-67-1
3.96 3.92 4 alpha-Terpinene 99-86-5
4.16 4.12 4.21 Limonene 5989-27-5
8.36 8.3 8.61 Linalool 78-70-6
9.39 9.33 9.58 beta-Caryophyllene 87-44-5
10.27 10.07 10.59 Menthol 89-78-1
11.2 11.1 11.32 alpha-Terpineol 98-55-5
13.15 12.97 13.33 Citronellol 106-22-9
14.3 14.15 14.4 trans-Anethole 4180-23-8
15.07 14.95 15.25 Geraniol 106-24-1
15.86 15.7 16.08 Benzyl alcohol 100-51-6
16.81 16.61 17.05 Ebanol 1+2 67801-20-1
23.15 23 23.29 Trimethyl-benzenepropanol 103694-68-4
23.49 23.42 23.62 Eugenol 97-53-0
25.97 259 26 Anise alcohol 105-13-5
26.03 26 26.13 Cinnamyl alcohol 104-54-1
26.75 26.69 26.93 Isoeugenol (E) 5932-68-1
27.03 26.96 27.05 trans,trans-Farnesol 106-28-5
27.08 27.05 27.15 alpha-Santalol 115-71-9
28.1 28.04 28.23 beta-Santalol 77-42-9
29.23 29.17 29.36 alpha-Amylcinnamyl alcohol 101-85-9
36.44 36.33 36.55 Sclareol 515-03-7
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c:\vups\..\data\17_03_2023\st3_smes_a2
volatile A2_1/2_2ul/ml ethylacetat_supelcowax

03/18/23 04:26:59

ethylacetat

RT: 3.98 -39.93 SM: 7G
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Obrazek 94: GC-MS chromatogram Allergen Mix 2

RT:5.12
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N
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Legenda k Obrazku 94

Reten¢ni ¢as (RT) Start RT konec RT Latka Cislo CAS
5.12 5.07 5.19 Terpinolene 586-62-9
8.22 8.17 8.25 Camphor 464-49-1
8.28 8.25 8.39 Benzaldehyde 100-52-7
8.55 8.48 8.66 Linalyl acetate 115-95-7
10.24 10.17 10.34 Methyl-2-octynoate 111-12-6
10.97 10.89 11.01 Citral - Neral 5392-40-5
11.06 11.03 11.22 Salicylaldehyde 90-02-8
12.04 11.95 12.08 Citral - Geranial 5392-40-5
12.15 12.09 12.25 Carvone 2244-16-8
12.44 12.36 12.52 Geranyl acetate 105-87-1
12.79 12.7 12.84 alpha-Damascone 43052-87-5
12.9 12.84 12.99 Dimethylbenzylcarbinyl acetate (DMBCA)  151-05-1
13.12 13.04 13.24 Methyl salicylate 119-36-8
13.39 13.31 13.51 beta-Damascone (E) 23726-91-2
13.98 13.88 14.03 delta-Damascone (Rose Ketone-3) 57378-68-4
14.1 14.05 14.18 beta-Damascenone (Rose Ketone-4) 23696-85-7
14.8 14.7 14.94 alpha-Isomethylionone 127-51-5
17.3 17.18 17.45 Hydroxycitronellal 107-75-52
19.97 19.85 19.98 Cinnamaldehyde 14371-10-9
20.02 20 20.18 Butylphenyl methylpropional 80-54-6
Tetramethylacetyloctahydro-naphthalene
20.34 20.25 20.4 (ISO E®) 68155-67-9; 54464-57-2; 68155-66-8
21.64 21.55 21.78 Amyl salicylate 2050-08-0
24.69 24.62 24.76 alpha-Acetyl cedrene 32388-55-9
25.25 25.18 25.28 alpha-Amylcinnamaldehyde 78605-96-6
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25.32
26.15
26.26
26.84
27.74
27.78
28.1

28.24

28.38
29.43
29.99
31.64
37.24

25.29
26.08
26.21
26.77
27.65
27.76
28.01

28.17

28.33
29.39
29.93
31.57
37.1

25.41
26.2

26.32
2691
27.76
27.86
28.14

28.3

28.5

29.55
30.04
31.71
37.37

Eugenyl acetate

Galaxolide 1

Galaxolide 2
Hexadecanolactone / Dihydroambrettolide
Isoeugenyl acetate
3-Propylidene phthalide
Coumarin

Hydroxyisohexyl 3-cyclohexene
carboxaldehyde (HICC)
Hydroxyisohexyl 3-cyclohexene
carboxaldehyde (HICC)
Vanillin

Benzyl benzoate

Benzyl salicylate

Benzyl cinnamate

93-28-7
1222-05-5
1222-05-5
109-29-5
93-29-8
17369-59-4
91-64-5

31906-04-4

31906-04-4
121-33-5
120-51-4
118-58-1
103-41-3
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Zahrani¢ni staze
Belgie — European Commission Joint Research Centre in Geel

Listopad 2019 — biezen 2020

V ramci staZe jsem pracovala v certifikovanych vyzkumnych laboratofich Evropské komise
v belgickém Geelu. Naplni prace bylo zpracovani vzorki rostlinného charakteru (vzorkovani,
izolace DNA (magnetické castice), optimalizace real-time PCR protokold, vybér vhodnych
primert, testovani protokold na ddPCR, charakterizace vzorkti pomoci ddPCR).

Univerzita UNESP (Araraquara, Brasil)
Srpen - prosinec 2018

Experimentalni prace byla zaméfena na piipravu extraktd léCivych rostlin, kultivaci
mikroorganismil, testy antimikrobialni aktivity, pfipravu kosmetického pfipravku
s antimikrobialni aktivitou.
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Curriculum vitae (CV)

Osobni udaje

Jméno: Denisa Langova (roz. Romanovska), Ing.
Datum narozeni: 18. srpna 1993

E-mail: denisa.langoval23@gmail.com
Telefon: 774 373 606

Zaméstnani

Cervenec 2021 - zaki 2022 — Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i.

Odborny pracovnik vyzkumu — odebirani biologickych vzorkd v chovech v ramci celé CR,
odbornd analyza, organizace prace vlaboratofi, publikacni cinnost, zajisténi provozu
laboratore

Brezen 2021 - prosinec 2021 — Vysoké uceni technické v Brné
Odborny technicky pracovnik ve vyzkumu - organizace prace vlaboratoti, vedeni
zavérecnych praci studentd, zajisténi chodu laboratore, publika¢ni a vyzkumna ¢innost

Kvéten 2019 - listopad 2019 — Vysoké uceni technické v Brné
Technicky pracovnik ve vyzkumu - zajiSténi chodu laboratorfe, odbornd konzultace
zavérecnych praci studentd, vyzkumna ¢innost

Srpen 2017 — Cervenec 2018 — Vysoké uceni technické v Brné
Technicky pracovnik vlaboratofi - zajisténi chodu laboratore, odbornd konzultace
zavérecnych praci studentt

Vzdélani
2017 - dosud - Doktorské studium (VUT, Chemie a technologie potravin, Potravinaiska
chemie)

(Predméty: Pokrocila molekuldrni biotechnologie, Pokrocilé bioanalytické metody,
Potravinarska chemie a biochemie a.j.)

2015 - 2017 - Magisterské studium (VUT, Chemie a technologie potravin, Potravinaiska
chemie a biotechnologie)

(Pfedméty: Molekularni biotechnologie, Praktikum z molekularni biotechnologie, Biochemie
Il, Kosmetologie a technologie kosmetiky, Mikrobiologie v potravinarském pramyslu a
biotechnologii, Biostatistika a.j.)

2012 - 2015 — Bakalaiské studium (VUT, Chemie a technologie potravin, Potravinaiska
chemie)

2004 - 2012 - Gymnazium a stiedni odborna skola pedagogicka ve Znojmé

1999 — 2012 — Zakladni Skola JUDr. Marese ve Znojmé
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