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ABSTRAKT

Cielom bakalarskej prace bolo skumanie transdermalneho uvolfiovania kanabidiolu
a bakuchiolu ako aktivnych latok zo Styroch réznych prostredi. Bola pouzitd metoda
transdermalnej diftizie pomocou Franzovych ciel s vyuzitim syntetickej membrany Strat-M®,
HPLC bola vybrata ako vhodna metéda na analyzu mnozstva uvolnenych aktivnych latok zo
vSetkych prostredi. Dopliiujicou metdodou bolo stanovenie stability jednotlivych prostredi
pomocou analytickej odstredivky LUMISizer®. Vysledkom prace je zistenie najstabilnejsieho
prostredia pre aktivne latky a navrhy optimalizacie metdd HPLC a transdermalnej diftzie.

ABSTRACT

The aim of bachelor thesis was to examine transdermal release of cannabidiol and bakuchiol
from four different medias. Transdermal diffusion was practiced on Franz cells with the use of
a synthetic membrane Strat-M®°. HPLC was used as a suitable method for analysing quantity of
released cannabidiol and bakuchiol from all used medias. As an additional method, stability of
each medium was measured via analytical centrifuge LUMISizer®. Results of the thesis provide
data of the most stable medium for cannabidiol and bakuchiol, as well as recommendations for
optimalization of HPLC and transdermal diffusion.

KLUCOVE SLOVA

Transdermélna diftizia, kanabidiol, bakuchiol, Franzova cela, Strat-M® membrana, HPLC,
stabilita, analytické odstredivka LUMISizer®
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Transdermal diffusion, cannabidiol, bakuchiol. Franz cell, Strat-M® membrane, HPLC, stability,
analytical centrifuge LUMISizer®
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1 UVOD

Konope siate bolo uz v davnych dobéach pouzivané nielen vd’aka psychotropnym vlastnostiam
THC, ktoré sa v tejto rastline nachadza, ale aj ako stavebny alebo odevny material. V- modernej
dobe sme k tymto vyuzitiam pridali aj klinicky a terapeuticky potencial. Momentalne prebicha
mnozstvo vyskumov vyuzitia kanabinoidnych latok a ich previazanie s l'udskym organizmom.
Velkym prelomom bolo objavenie endokanabinoidného systému v 'udskom tele a jeho ucinky
na organizmus. Jednym z potencialne doélezitych prepojeni endokanabinoidného systému je
s 'udskou kozou. Koza ako najvacsi organ tela je neustale zatazovana vonkaj$imi faktormi.
Prave vyuzitie kanabinoidnych latok v kozmetickom priemysle umoziuje rozsirit’ terapeutické
ucinky na nielen bezné svrbenie ¢i zaCervenanie koze, ale aj na klinické stavy ako je dermatitida
alebo atopicky ekzém.

S pouzivanim kanabinoidnych latok je vo v§eobecnosti problém, najma z pohl'adu bezpe¢nosti
pre konzumenta. Preto je snaha nielen o0 zmiernenie legislativy zhladiska vyuzitia
kanabinoidov, ale aj o alternativy ku kanabinoidom, ktoré by vedeli ovplyviovat
endokanabinoidny systém. Jednou z najnovsich alternativ je Asyntra CBD-Alt, ktora ma
predstavovat’ alternativu CBD v kozmetickom priemysle.

V spolupraci s nemenovanou firmou je cielom prace preskimat’ pomocou transdermalnej
difazie aké mnozstvo aktivnych latok, menovite kanabidiolu a bakuchiolu sa uvolni zo $tyroch
roznych prostredi. VSetky Styri prostredia ako aj oleje s aktivnymi latkami, CBD full spectrum
a Asyntra CBD-Alt, boli dodané firmou. Ako difuzna aparatira buda vyuzité Franzové difuzne
cely, ktoré sa povazuju za Standard pri skimani transdermélnej diftizie. Diftizia bude prebiehat’
cez synteticki membranu Strat-M®, ktora bola vyvinutd, aby simulovala 'udskd kozu pri
experimentoch transdermalnej difuzie. Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia je citlivou
metddou, preto je vhodnou volbou pre analyzu uvolneného mnozstva aktivnych latok.
Dopliiujicim merani bude stanovenie stability jednotlivych prostredi aj spolu s aktivnymi
latkami.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Koza a kozny transport

Koza predstavuje najva¢si organ tela pokryvajuci 1,7 m? a predstavuje priblizne 10 % celkovej
telesnej hmotnosti priemerného ¢loveka. Primarna funkcia pokozky je poskytnut’ bariéru medzi
telom a vonkaj$im prostredim. Tato bariéra chrani pred prenikanim ultrafialového ziarenia,
chemikalii, alergénov ako aj pred stratou vlhkosti a telesnych Zivin. Navyse, koza ma dolezity
podiel na spravnom fungovani homeostazy a regulécii telesnej teploty. Koza tiez funguje ako
dolezity zmyslovy orgéan v kontakte s prostredim, snimanim stimulécie vo forme teploty, tlaku
a bolesti [1].

Zdrava koza je zloZena z troch hlavnych casti. Prvou z nich je epidermis, ktora poskytuje
funkciu bariéry, imunitu a UV ochranu. Taktiez predstavuje najvrchnejSiu vrstvu koze
a nachadzaji sa v nej tri populacie buniek, ato keratinocyty, melanocyty a Langerhansove
bunky. Ako sa keratinocyty stale mnozia a diferencuju, vytvaraji sa v epidermis tri vrstvy.
Jednou z nich je stratum corneum, ktora sliZi ako hlavna funkéna bariéra [2]. DalSou ¢astou
koze je dermis. Je najva¢sim komponentom koze a obsahuje rézne typy buniek ako fibroblasty,
makrofdgy a mastocyty. Dermis poskytuje kozi elasticitu, ochranu proti mechanickému
poskodeniu a napomaha termoreguldcii.  Posledni vrstvu predstavuje subcutis, ktora
uskladnuje cievy, nervy a nervové zakoncania, potné zl'azy [2].

Ochranné vlastnosti epidermis sa povazuji za hlavny bod pri obmedzeni rychlosti v procese
difuzie aktivnych latok prenikajucich cez kozu. Transport cez stratum corneum je do znacnej
miery pasivny proces, a preto s fyzikalno-chemické vlastnosti prenikajicej latky dolezitym
ukazovatelom jej schopnosti prenikat' a difundovat cez membranu. Vo vSeobecnosti st
charakterizované tri cesty, ktorymi moézu zlGceniny difundovat cez stratum corneum.
Prenikajuce latky teda prechadzaju cez kozu intercelularne, transcelularne alebo
transapendagealne [3].

Intercelularna diftizia prebieha okolo a pomedzi bunky a je najbeznejSou transportnou cestou
pre hydrofobne latky, pretoze tato cesta zahffia rozpstanie prenaSanych latok v extracelularne;j
matrix bohatej na lipidy. Transport tymto spésobom je vSak pomaly, pretoze latky musia
difundovat’ cez extracelularnu matrix, ktord obklopuje husto radené¢ korneocyty. Pri
transcelularnej difuzii je transport latok uskutoctiovany priamo cez bunky. Transceluldrnu
diftziu vyuZzivaju najéastejSie hydrofilné latky, pretoze difunduju cez cytosol keranocytov.
Difundujuce latky vSak musia prejst ako cez lipofilni bunkovi membranu, tak aj cez
extracelularnu matrix. Preto latky, ktoré maji nizku molekulovii hmotnost’ a amfifilny
charakter tzn. obsahuju hydrofoébnu aj hydrofilnu cast, su najucinnejSie transportované
transcelularnou cestou. Transapendageédlna cesta sice umoziuje rychlu difuziu hydrofilnych
molekul, ale pory, cez ktoré diftizia prebieha pokryvaju len 0,1 % celého povrchu koze [4].
Preto z hl'adiska transportu latky nema transapendageélna cesta podstatny vyznam.



2.2 Endokanabinoidny systém

Endokanabinoidny systém tvoria endokanabinoidy a receptory CB; a CB», ktoré patria do
rodiny receptorov spriahnutych s G proteinmi [5]. CB receptory ovplyviuju expresiu génov a to
bud’ priamo alebo nepriamo. Priamy sposob zahfia aktivaciu mitogén-aktivovaného proteinu
kinazy. Nepriamy spdsob je zalozeny na znizeni aktivity protein kindzy A, ¢o ma za nasledok
znizenie aktivity adenylatcyklazy [6]. Adenylatcyklaza je enzym, ktory syntetizuje cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP) z adenosintrifosfatu (ATP) [7].

Receptory CB1 a CB, mdzu byt aktivované 3 skupinami ligandov: kanabinoidmi (A%-THC
a v malom mnozstve kanabinol) aich syntetické analdgy; eikosanoidmi (anandamid a 2-
arachidonoylglycerol) a aminoalkylindolmi [8]. Aminoalkylindoly boli vyvinuté ako analogy
nesteroidnych protizapalovych liekov a nemaju ziadnu Struktirnu podobnost’ s kanabinoidmi
[9]. Vyznamnym eikosanoidom je anandamid. Je to neurotransmiter [10], ktory je
syntetizovany z lipidovych prekurzorov pritomnych v plazmatickej membrane prostrednictvom
enzymov [11].
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Zda sa, ze biosyntéza AEA je indukované v neuronoch latkami, ktoré spdsobuju tok kationov
Ca?* do buniek [12]. Akonahle je AEA uvolneny do extracelularneho priestoru, rychlo podlicha
diftzii ¢i membranovym transportom a je primarne eliminovana intracelularnou hydrolyzou
[11]. Na rozdiel od inych neurotransmiterov ako napriklad dopamin ¢i acetylcholin, sa AEA
neukladd do vezikul, ale je produkovany, ked je potrebny. To méa za nasledok, Ze jeho
biosyntéza je zavisla na prekurzore a Ca2*—citlivej fosfodiesterasy, ktora podmiefiuje konverziu
prekurzoru na AEA [13]. Anandamid je hydrolyzovany na kyselinu arachidonova
a ethanolamin  pomocou amidhydrolasy mastnych kyselin (FAAH) alebo inych
vnutrobune¢nych amidasovych enzymov [14]. V ramci vzt'ahu ku kanabinoidnym receptorom
je AEA agonista, pricom vykazuje niz$iu afinitu k receptoru CB». Afinitu k CB1 ma podobnu s
AS-THC [5].

2.2.1 Endokanabinoidny systém a 'udska koza

Endokanabinoidny systém ovplyviiuje rozne Casti l'udského tela ako kardiovaskularny systém,
opornt sustavu, gastrointestinalny trakt ¢i imunitny systém [15]. V §tadiach sa vSak spomina aj
prepojenie ECS s kozou. Obidva receptory CB1 aj CB2 boli pozorované v koznych nervovych
vlaknach, mastocytoch, pokozkovych keratinocytoch ¢i vlasovych korienkoch [16]. Ich vyskyt
na kozi mdze mat’ vplyv na procesy, ako napriklad mnozenie a diferenciacia keratinocytov,
produkcia kozného mazu, rast vlasov, vnimanie svrbenia a bolesti, odpoved’ na zapaly [17].
Prave spravne fungovanie koznych procesov chrani pokozku pred neustdlymi stresovymi
faktormi ako alergény, vystavovanie sa UV Ziareniu, mikroorganizmy. Pokial' je naruSena
rovnovaha patologickymi zmenami pokozky, vedie to k rozvoju réznych klinickych stavov ako
je atopicka dermatitida, akné, ochorenia rastu vlasov ¢i iné kozné choroby [16]. ECS spolu
s endokanabinoidmi predstavuju jednu z moZznosti terapie pre 'udi trpiacich koznym ochorenim.
Agonisti kanabinoidnych receptorov by sa mohli pouzit' na lie¢bu psoriazy, rakovin koze,
dermatitid. Naopak, antagonisti by nasli vyuzitie pri liecbe alopécie, seborey ¢i akné [17].

2.3 CBD full spectrum

Vzhl'adom na rdzne interpretacie legislativy ohl'adne konopy siatej Cannabis sativa a taktiez
mnozstvo novych konopnych produktov, sa vynaraju nejasnosti medzi konopnymi a CBD
olejmi. V oleji sa budu nachadzat’ rozdielne chemické zlti¢eniny v zavislosti od toho, ktora ¢ast’
rastliny je extrahovanda. Napriklad, oleje z konopnych semienok obsahuji omega-6 a omega-3
mastné kyseliny, pricom sa v nich THC nenachadza vobec a CBD je mozné detegovat’ len
Vv stopovych mnozstvach. Su vyuzivané ako doplnky stravy [18].

V kvetoch alistoch sa vyskytuju fytokanabinoidy ato hlavne THC, CBD, kanabinol,
kanabichromen, kanabigerol a kanabidiolova kyselina [19]. Preto sa oleje extrahované z kvetov
alistov oznacuju ako ,full spectrum® [18]. Konope siate, oznaCované ako ,technické
konope* je v Ceskej republike charakterizované ako odroda, ktorej obsah latok zo skupiny
tetrahydrokanabinolov nepresahuje 0,3 % [19].

10



2.4 Disperzné sustavy

Disperzia (disperzna sustava) je klasifikovana ako systém, ktory tvori spojité disperzné
prostredie, v ktorom je rozptyleny vo forme castic disperzny podiel. Vo vicsine pripadov st
disperzné prostredie a disperzny podiel dve chemicky odlisné latky, avsak nie je to pravidlom.
To, ako sa bude dana disperzia spravat’ je urCené predovSetkym vlastnostami disperzného
prostredia ako aj disperzného podielu. Jedna sa o interakcie medzi Casticami a prostredim,
velkost i tvar Castic, ¢i rozne iné vlastnosti, na zaklade ktorych bola utvorena klasifikacia [20] .

Jedno zrozdeleni disperzii je podla velkosti Castic v prostredi. Pri hrubo disperznych sa
priemer Castic pohybuje nad 1 um. Koloidne disperzné sa nachadzaji v rozmedzi 1 nm az 1 pm.
Ako posledné su analyticky disperzné, ktorych priemer cCastic je pod 1 nm.

Podstatnou veli¢inou vyuZzivanou pri oznaCovani velkosti Castice v prostredi je stupeni
disperzity, ¢o predstavuje obratent hodnotu linearneho rozmeru &astice. Co sa tyka uréenia
velkosti, to je mozné len pri disperzidch s Casticami rovnako vel’kymi v celom prostredi — tzv.
monodisperzné sustavy. Pri ststavach s rozne velkymi Casticami (polydisperzné sustavy) je
potrebné pouzit’ ini metddu ako napriklad rozdel'ovaciu funkciu velkosti ¢astic [21].

2.4.1 Emulzia a jej typy

Emulzia sa ako disperzny systém vyskytuje volne v prirode, napriklad mlieko, ktoré je
pravdepodobne najstabilnejSou prirodne vytvorenou emulziou. Napriek tomu, nie je znamy
princip ¢i mechanizmus ako st tukové kvapky v mlieku stabilizované [22].

Emulzia je charakterizovana ako heterogénny systém pozostavajici z dvoch nemiesitel'nych
vrstiev, pricom jedna zo zloziek je v tej druhej rozptylena vo forme kvapiek [23]. Podla
koncentracie, vykazuji emulzie r6zne mechanické vlastnosti a vnutorni mechaniku. Pokial je
emulzia silno zriedena, su kvapky dispergovanych castic do velkej miery ovplyvnené
Brownovym pohybom aemulzia ma viskézne spradvanie. Na druhej strane, pri vysSich
koncentraciach je vnutorna dynamika emulzie do zna¢nej miery obmedzena a vykazuje
viskoelastické spravanie [24].

Vo vécsine pripadov je jedna zlozka emulzie vodného charakteru a druha zlozka hydrofobna,
zaloZena na baze oleja. Na zéklade ich pomeru ¢i spravania jednotlivych zloziek ich mo6zeme
roztriedit’ do nasledovnych skupin [25].

V/O (,,voda v oleji®) — kvapky vody su rozptylené v olejovej spojitej zlozke. Tieto emulzie st
nemiesiteI'né s vodou a tym padom sa nedaju zmyt’ vodou. V kozmetike sa pouzivaji vo forme
krémov, ked’ze udrzuju hydrataciu pokozky [23]. Taktiez ucinné latky, ktoré su rozpustné
Vv oleji st v emulziach typu V/O vstrebavané rychlejsie [25].

O/V (,,0lej vo vode™) — kvapky oleja st rozptylené vo vodnej spojitej zlozke. Na rozdiel od
emulzii typu V/O, st emulzie O/V miesatelné vodou a st aj vodou zmyvatel'né [25]. Vd’aka
vacsiemu podielu vodnej fazy majua lepsiu vodivost’ ako emulzie V/O [20]. Pre lepSiu u¢innost’
liekov, ktoré st rozpustné Vo vode sa pouzivaju prave emulzie typu O/V [25].
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2.4.2 Vznik a stabilita emulzii

Vznik emulzii sa nazyva emulgacia. Samovol'ny vznik emulzii by sme mohli sledovat’ v malej
miere iba zmieSanim dvoch nemiesatel'nych kvapalin, pokial’ by povrchové napitie medzi
obidvoma fazami bolo dostatoéne malé. Castejsie sa viak pri priprave emulzii vyuZiva
mechanické dispergovanie. Pre stabilitu sa pridavaju tzv. emulgatory [26], [27].

Emulzie ako termodynamicky nestabilné systémy je potrebné stabilizovat, aby nedoslo
k deemulgacii — rozpadu systému na dve povodné zlozky. Takyto nestabilizovany systém
podlicha agregacii. Ta méze mat’ viacero poddb, ktoré sa mozu, ale nemusia vyskytovat
nezavisle. Vac¢sina z nich sa, vsak, objavi spontanne s ¢asom. Medzi typy agregacii patri
krémovanie, sedimentacia, flokulacia, koalescencia, koagulacia a Ostwaldove zrenie [28], [29].

Krémovanie je jav, pri ktorom sa jedna faza oddeli a zhlukuje sa na povrchu emulzie. Proces je
vratny, to znamena, Ze Castice, ktoré sa zhlukuju na povrchu si zanechavaji povodny tvar a tak
opatovnym pretrepanim sa emulzia dostane do dispergovaného stavu. Krémovanie je neziaduci
len z estetického hl'adiska, nakol'’ko neposkodzuje trvalo Struktiru emulzie. Negativny dopad
krémovania mdze mat’ na vstrebavanie produktu, kedy by uclinna litka nemusela byt
rovnomerne dispergovana v emulzii [22].

Sedimentécia je podobny pripad ako krémovanie S tym rozdielom, Ze pri sedimentacii sa Castice
zhlukuju a usadzaji na dne nadoby s emulziou. Sedimentacia je tiez len esteticky defekt, ktory
sa da jednoduchym spdsobom napravit’ rovnako ako pri krémovani [28].

Flokulacia zavisi na silach, ktoré posobia medzi dispergovanymi Casticami. Pokial’ st odpudivé
sily medzi ¢asticami slabsie ako pritazlivé, zacnu sa vytvarat’ flokuly. Kvapky sa za¢nu k sebe
pritahovat’, zhromazd'ovat’ sa do vicsich celkov, pricom kazdad z nich si ponechava tvar aj
vel'kost’, vd’aka vrstve surfaktantu na povrchu kvapiek [28]. Flokulacia vznika aj ako nasledok
prebytku surfaktantu v emulzii [25].

Koalescencia vznika pri spojeni dvoch ¢astic v jednu vacsiu, ¢o ma za nasledok rozdelenie
emulzie na dve samostatné fazy. Na rozdiel od krémovania je proces koalescencie nevratny,
pretoze kvapky stracajii svoj tvar kvoli naruseniu filmu surfaktantu [28]. Ku koalescencii teda
dochadza vtedy, ked’ je tento film nedostatocny. Pri kontakte dvoch cCastic, ktoré sa pribliZia na
malt vzdialenost, dochadza k fluktudcii filmu na ich povrchu, a tym paddom sa dosiahne
kritickej hrabky steny filmu, ktora sa nakoniec pretrhne [29]. Koalescencii mézeme predist’
zvySenim viskozity alebo tvorbou silnejSieho povrchového filmu pouzitim pevnych castic
(Pickering emulzia) [28].

Koagulacia je javom, pri ktorom sa vytvaraju kompaktné agregaty, v ktorych su Castice pevne
spojené [26].

Otswaldove zrenie nastava dosledkom rozdielnej rozpustnosti vicsich a mensich kvapiek.
Mensie cCastice sa lepSie rozpustaju a difunduji vdaka vicSiemu zakriveniu, ktoré suvisi
s vol'nou povrchovou energiou. To mé za nasledok postupné miznutie menSich kvapiek
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z emulzie. VacSie kvapky tak narastaji na velkosti prave na tkor mensich kvapiek, ktorych
rozpusteny obsah je koncentrovany do nich. Tento jav je neziaduci, pretoze vacsie kvapky maju
tendenciu ku krémovaniu alebo sedimentacii. Predist’ tomuto javu sa da pomocou surfaktantu,
ktory je adsorpcného alebo polymérneho charakteru. Tym sa spomali alebo zabrani
vstrebavaniu inych molekual do uZ existujtcich kvapiek. Dalsou moznostou je pridanie latok
s vysokou molekulovou hmotnost'ou, ktoré¢ by spomalili difiziu mensich Castic [28], [26].

2.5 Analyticka odstredivka LUMISizer

Pristroj vyuziva odstredivii sedimentaciu na urychlenie vyskytu réznych javov nestability
emulzii, ako je sedimentacia, flokulacia alebo krémovanie [30]. Vyuziva technoloégiu STEP
(Space and Time Exctinction Profiles) na priebeznu analyzu stavu u dvanastich vzoriek sucasne.
Technologia funguje na principe presvetlenia celej vzorky pomocou lucov infracerveného
ziarenia, pricom niekol’kotisicové detektory zaznamendvaju intenzitu zZiarenia prejdeného cez
vzorku pre akukol'vek polohu a v kazdom dopredu nastavenom ¢asovom intervale [31].

Vysledkom su transmitaéné profily, ktorych tvar a priebeh obsahuju informacie o Kinetike
separacného procesu a ulahCuje charakterizaciu cCastic. Sledovanim zmien v profile
Vv ktorejkol'vek Casti vzorky alebo sledovanim pohybu fazovej hranice je mozné porovnavat
a analyzovat’ separa¢né spravanie jednotlivych vzoriek [32].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
3.1 Pouzivanie kanabinoidov v kozmetickom priemysle

Velky zlom nastal v roku 2021, ked’ sa Eurdpska unia rozhodla legalizovat’ pouzitie CBD
Vv kozmetickom priemysle vo vsetkych c¢lenskych statoch. Urobila tak na zaklade procesu
Kanavape a taktiez na podnet EIHA (European Industrial Hemps Association) este z roku 2019.
CBD sa momentalne da najst’ v Cosing-u (EU Cosmetic Ingredient Database) ako kanabidiol
derivovany z konopného extraktu, tinktary alebo zivice [33].

Napriek legalizovaniu CBD v kozmetike, je stale potrebné byt’ obozretny v kupovani produktov
s CBD. Podr'a FDA (U.S. Food and Drug Administration) zavadzajuce ¢i neoverené informacie
od predajcov mdézu negativne ovplyvnit konzumentov. Taktiez su potrebné castejSie
a podrobnejsie kontroly vyrob, kvoli zachovaniu kvality a bezpe€nosti pre koncového
spotrebitela. Boli zaznamenané pripady, kedy mnozZstvo kanabinoidov nezodpovedalo
uvedenému podielu na obale ¢i sa objavili podozrenia, Ze produkty obsahovali okrem CBD aj
kontaminanty ako tazké kovy a THC [34].

3.1.1 Asyntra© CBD-AIlt

Patentovany firmou Sytheon, bol produkt Asyntra CBD-AIt® vytvoreny ako alternativa CBD
v kozmetickom priemysle. Je zlozeny z kombinacie CBD-Alt a HydraSynol® DOI (isosorbid
dikaprilat), pricom CBD-Alt zahfiia aktivnu zlozku bakuchiol a etyl linoleat v pomere 1:1.
Vyrobca uvadza, ze Asyntra CBD-AIt® udrziava hodnoty anandamidu inhibovanim
enzymatickej aktivity transportu enzymu FABPS5 a degradaciou enzymu FAAH. Tym sa
anadamid okamzite nerozkladd a znizuje hladinu kortizolu, ktory podporuje zapal. Taktiez
posiliiuje bariéru pokozky pre viditeIne hladsi a hydratovane;jsi vzhlad.

Firma Sytheon poskytuje aj tidaje z klinickej $tiidie ohl'adom ti¢innosti Asyntry CBD-AIt® na
verejnosti. Bolo vybratych 70 dobrovolnikov vo veku 30 az 55 rokov, ktori trpeli zndmkami
stresu na pokozke, ako suchost’, zatervenanie ¢i mdlost’. Studia prebiehala po¢as pandemicke;j
krizy Covid-19 v Spojenych Statoch americkych. Dobrovolnici pouzivali emulziu s 2%
obsahom Asyntry CBD-AIt® dvakrat denne pocas 4 tyzdiiov. Respondenti poskytovali spétni
vézbu v prvy dei uzivania, po 7 diioch a nakoniec v 4 tyzdni.

Vo vysledku studie bolo preukazané, ze o sa tyka celkového zlepSenia pokoZky pocas celej
doby, tak 52 9% respondentov pocitovalo vyrazné zlepSenie, 34 % mierne a 14 %
nezaznamenalo Ziadnu zmenu. V ramci 4 tyzdiov bolo pozorované najvyraznejSie zlepSenie
v oblasti suchosti pokozky, mdlosti, zaervenania, ale aj svrbenia, zvacSenych porov ¢i
nerovnomernosti pokozky [35].

Bakuchiol, ako délezita zlozka Asyntry CBD-AIt®, sa najéastejsie ziskava zo semien rastliny
Psoralea corylifolia, ktora je hojne vyuzivana v indickej ako aj &inskej medicine. Struktirne
patri bakuchiol do skupiny meroterpénov [36]. Meroterpény st zlu¢eniny zmieSanej biosyntézy,
ide najmd o chinony a hydrochinény viazané s terpénovou Castou zlozenou z1 az 9
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isoprénovych jednotiek. Okrem rastlin, sa meroterpény nachédzaji v morskom ekosystéme.
Ako sekundarne metabolity st izolované najmi z hnedych rias, mikkych koralov a morskych
bezstavovcov [37].

Bakuchiol mé jedno asymetrické centrum a jeho terpénové a 4-hydroxystyryl skupiny st
zodpovedné za jeho biologicku aktivitu [38].

.0
H

Obrazok 2 - Chemicka Struktira bakuchiolu [57]

Napriek relativne odliSnej Struktire, sa bakuchiol povazuje za ,,analog* retinolu kvoli ich
podobnosti v génovej expresii, najma podstatnych proti starntcich génov a proteinov [39].

Vystavovanie sa slne¢nému Ziareniu ma za nasledok pred€asné starnutie pokozky. Dochadza
nielen K znizeniu po¢tu melanocytov, ale aj k ich zviac¢Seniu. Tym sa stava pokozka tenSia
a citlivejSia. K viditel'nym zmenam na koZi patria vrasky, zaCervenanie, pigmentové Skvrny,
zvacSenie porov ¢i ovisnutie koZe. Prave retinoidy, pod ktoré spadd aj retinol, podporuji
bunkovu mitdzu, stimuluji produkciu kolagénu, reguluji metabolizmus koznych buniek. Preto
sa retinoidy pouzivaju v boji proti starnticej pokozke [40].

Aktivna latka bakuchiol, ktord je podstatnou zlozkou Asyntry CBD-AIt® mi vdaka svojej
podobnosti s retinolom velké vyuzitie v kozmetickom priemysle. V Asyntre CBD-AIt® je to
teda prave bakuchiol, ktory poskytuje terapeutické aj estetické u€inky pre kozmetické pripravky.
Vdaka jeho ucinkom bol preto vybraty ako pozorovana latka v Asyntre CBD-Alt Asyntry
CBD-AIt® pomocou transdermalnej difizie a nasledne analyzované jeho uvolnené mnozstvo.
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3.2 Invitro testovanie transdermalnej absorpcie

Metody in vitro st navrhnuté tak, aby merali prenikanie 14tok do pokozky a naslednu permeaciu
cez pokozku do rezervoaru tekutiny. Vyuzivat sa moze uz nezivotaschopna koza, pri ktorej sa
meria len penetracia a permeacia alebo metabolicky aktivna koza, pri ktorej prebichaju
simultdnne merania permedacie a metabolizmu koze. Experimenty in vitro st vhodnou
simulaciou dermalnej penetracie ¢loveka. Okrem toho in vitro metéody ponukaju mnozstvo
vyhod oproti experimentom na 'ud’och ¢i zvieratach, vratane Gspory Casu, nakladov a lepsej
reprodukovatelnosti [41].

3.2.1 Franzova difuzna cela

Jednou z najrozsirenej$i metod na skimanie in vitro transdermalnej absorpcie je pouZzitie
difiznych ciel. Zvyc€ajne sa pouzivaji dva typy difuznych ciel a to horizontélne a vertikalne.
Franzova cela je horizontalneho typu a v metddach in vitro transdermalnej absorpcie sa vyuziva
najcastejSie. Vo vSeobecnosti sa skladd z dvoch casti, receptorova Cast, ktora obsahuje
receptorovu tekutinu a donorova cCast. Tieto dve Casti si oddelené membranou, ktord je
umiestnend na receptorovu cast. Aby difuzia prebiehala spravne, obidve cCasti st pevne
prichytené svorkami. Cela obsahuje aj otvor na odber vzoriek a plast, ktory zabezpecuje
udrziavanie teploty receptorovej tekutiny [42].

Obrazok 3 - Franzova difiizna cela
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Okrem horizontalnych difuznych ciel, maji v metddach in vitro svoje zastipenie aj vertikalne
difizne cely. Ich pouzitie je vSak beznejSie pri hodnoteni systémov podavania lickov ako je
sonoforéza, ionoforéza alebo elektroporacia. Vyzaduje si taktiez ponorenie oboch povrchov
membrany, ¢o by pri pouziti kozného preparatu sposobilo jeho nadmernu hydrataciu
a poskodenie [43].

Neoddelitelnou sucast’ou difuzneho systému je membrana, cez ktori samotna difuzia prebieha.
Pre Franzove cely sa ako membrany zvyc¢ajne pouzivaju vzorky l'udskej alebo zvieracej koze
[44]. LCudska koZza sa povazuje ako ,zlaty Standard“ vzhladom na vyhodnotenie
uskutocnitel'nosti transdermalneho a lokalneho podavania liekov. AvsSak, I'udské vzorky je
Casto obtiazne ziskat, su drahSie a Vv neposlednom rade vynaraju na povrch etické otazky
ohl'adom ich pouzitia [45]. Preto sa pristupuje k alternativam predovsetkym k vzorkam z koze
bezsrstej mysi a prasat’a. Mysacia koza sa vyuZziva pomerne ¢asto napriek viacerym nevyhodam
ako je jej tenka vrstva stratum corneum a vysSia permeabilita v porovnani s I'udskou kozou.
VhodnejSou vol'bou sa javi prasacia koza, ktord ma z hl'adiska permeability a zlozenia lipidov
najblizsie k 'udskej kozi.

V poslednej dobe sa dostava do popredia pouzitie ekvivalentov Zivej koze a epidermalnych
ekvivalentov pre $tudie transdermalnej permedacie a in vitro toxicity [46]. Vo vSeobecnosti maju
nizsiu bariérovi funkciu ako l'udska koza, ale pre hydrofilné latky st kozné ekvivalenty
prijatelnou volbou pri sktimani transportu lie¢iv [47]. Ekvivalenty koze pouzivané pre
permedciu su typicky epidermalna koZza a koza skladajlica sa z epidermalnych aj dermalnych
tkaniv [48], pricom dermis je tvorena kolagénovou matricou. Epidermalne nahrady st zlozené
z listu Tudskych keratinocytov, ktoré su kultivované na rozhrani vzduchu a vody, aby bol
zabezpeceny spravny vyvoj a koncova diferenciacia. Vol'ba ekvivalentov koze md mnoho
vyhod, vratane eliminacie pokusov na zvieratich ¢i odoberania vzoriek zo zivych tkaniv
¢loveka alebo zvierat'a [46].

V neposlednej rade sa do Franzovych ciel pouzivaju syntetické membrany, ktoré su navrhnuté
tak, aby napodobnovali l'udsku pokozku a pontikaji jednoducht a reprodukovatelnu alternativu
k Tudskej a zvieracej kozi. Na rozdiel od biologickej koZze sa syntetické membrany daju
jednoducho zaobstarat’ a uskladnit’ [48]. FDA navrhla pouzitie roznych polymérnych membran,
ako je polysulfon, polyétersulfon, celuldoza a polydimethylsiloxan [49]. Idealna synteticka
membrana na testovanie in vitro by mala byt inertnd, nemala by blokovat’ prienik lie¢iva a mala
by poskytovat dobri permeabilitu. AvSak, pouzitie syntetickych membran namiesto koze
nemusi odrazat’ skuto¢né prenikanie lieCiva, ale len jeho uvolnovanie [48]. Jednou zo
syntetickych membran je Strat-M° membrana. Sklad4 sa z dvoch vrstiev polyétersulfonu, ktoré
vytvaraju mierny odpor pre permeéciu latok. Pod tymito vrstvami sa nachadza d’alSia vrstva
Z polyolefinu, ktor4 je naopak vol'nejSia a tym cez nu latky lepSie prechadzaju. Tieto polymérne
vrstvy vytvaraju porovita Struktaru, ktord je impregnovana syntetickymi lipidmi. Tie
zabezpecuju gradient porov a difiznosti celej membrany [50]. Lipidy v membrane su totozné
s tymi, ktoré sa nachadzaju v stratum corneum, to s rdézne ceramidy, cholesterol ¢i vol'né
mastné kyseliny [47].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Emulzia O/V
Emulzia V/O
Hydrofilny olej
Oleogel
Asyntra CBD
CBD full spectrum
Chlorid sodny (> 99,5%)
Ultracista deionizovana voda
Cannabidiol — Standard

Metanol (100%)

Sytheon Ltd.

Sigma-Aldrich s.r.o.
PureLab
Ceriliant Corporation

VWR Chemicals
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4.2 Pristroje a pomocky

Plastové uzatvarate'né nadoby
Spachtl’a

Predvazky

Odmerna banka (1000 ml)
Analytické vahy

Franzove cely (20 ml)

Strat-M® membrana

Magnetické miesadlo

Vatové tyCinky

Silikénova pasta

Parafilm

Magneticka mieSacia doska
Skumavky typu Eppendorf

Injekéné striekacky (5 mla 10 ml)
Davkovacie ihly na injek¢né striekacky
Analyticka odstredivka LUMISizer®
Polykarbonatové kyvety do LUMISizer®
Filtre na injek¢éné striekacky
Odmerné banky (10 ml)
Automaticka pipeta

Spi¢ky do pipety

Vysokoucinny kvapalinovy chromatograf

SCALTEC SPB 52

DENVER 224A
SES GmbH

Merck Millipore Ltd

Lucebni zdvody a.s. Kolin
Bemis

Thermo-Scientific
Eppendorf SE

Becton Dickinson S.A.
LUM GmbH

LUM GmbH

LUM GmbH

Ahlstrom-Munksjé GmbH

Eppendorf SE
Eppendorf SE

Waters 2487
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4.3 Priprava disperzii na transdermalnu difaziu

Ako prvé bolo potrebné namiesat’ disperzie S aktivnymi latkami. Emulzia O/W, W/O, péstici
telovy olej oleogel ako aj oleje s aktivnymi latkami boli dodané firmou, ktora sa vzh'adom na
utajenie prace neudava. Zlozenie vsetkych disperzii vyobrazuju Tabul'ka 1, Tabul'ka 2, Tabul'ka
3 aPriloha 1. Obidva oleje boli jednotlivo zmieSané s kazdou disperziou v doporu¢enom
pomere. Pre CBD full spectrum bolo doporucené obsahové  mnozstvo
0,5 % z celkovej hmotnosti disperzie a pre Asyntru CBD boli zvolené 4 % z doporu¢eného
rozsahu 2-4 %.

Pre disperzie s CBD bolo na predvazkach odvazenych 9,95 g z kazdej disperzie do Styroch
uzatvaratel'nych plastovych nadob. Do kazdej disperzie bolo nasledne pridanych 0,05 g oleja
CBD full spectrum do celkovej hmotnosti 10,0 g. Zmesi boli dokladne ru¢ne premieSané
Spachtlou, aby sa zaistila inkorporacia oleja do disperzie. Obdobny sposob bol pouzity na
pripravu disperzii s Asyntrou CBD, pri¢om bolo na predvazkach odvazenych 9,6 g z kazdej
disperzie a pridanych 0,4 g Asyntry CBD.

Obrazok 4 - Zlava: péstici telovy olej, emulzia O/V, emulzia V/O, oleogel; horna rada obsahuje Asyntru CBD-Alt, spodna

rada obsahuje CBD full sprectrum
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Tabulka 1 - ZloZenie dodanej emulizie VIO

Slozka

INCI nazev

Demineralizovana voda

Agua

Slunecnicovy olej

Helianhus Annuus Seed Oil

Maslo karité

Butyrospermum Parkii Butter

Vegelight

Coconut Alkanes

Glycerin

Glycerin

Ovesny olej

Avena Sativa Kernel Oil

Isolan

Polyglyceryl-4

Diisostearate/Polyhydroxystearate/Sebacate

D-Panthenol

Panthenol

Mésicek v oleji

Annuus Seed Oil

Calendula Officinalis Flower Extract and Helianthus

Siran hofeCnaty

Magnesium Sulfate

Stearat hofecnaty

Magnesium Stearate

Vitamin E

Tocopheryl Acetate and Glycine Soja Qil

Hydrogenovany ricinovy olej

Hydrogenated Castor Oil

Veli vosk Cera Alba
Anisat sodny Sodium Anisate
Levulinat sodny Sodium Levulinate
Kyselina citronova 30 % Citric Acid

Tabulka 2 - Zlozenie dodanej emulzie O/V
Slozka INCI nazev
Demineralizovand voda Aqua

Maslo karité

Butyrospermum Parkii Butter

Sojovy olej Glycine Soja Oil

Glycerin Glycerin

Skvalan Squalane

Tego care Polyglyceryl-3 Methylglucose Distearate
D-Panthenol Panthenol

Vegelight Coconut Alcanes

Ovesny olej Avena Sativa Kernel Qil

Cutina Glyceryl Stearate

Dermofeel Sodium Stearoyl Lactylate

Lanette Cetyl Alcohol

Mgésicek v oleji

Calendula Officinalis Flower Extract and
Helianthus Annuus Seed Oil

Xanthanova guma

Xanthan Gum

Dermosoft Glyceryl Caprylate
Vitamin E Tocopheryl Acetate and Glycine Soja Oil
Vitamin A Retinyl Palmitate

Aniséat sodny

Sodium Anisate

Levulinat sodny

Sodium Levulinate

Kyselina citronové 30 %

Citric Acid
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Tabulka 3 - Zlozenie dodaného oleogelu

SloZzka

INCI nazev

Konopny olej Cannabis Sativa Seed Oil
Slune¢nicovy olej Helianhus Annuus Seed Qil
Glycerin Glycerin

Pupalkovy olej Oenothera Bienis Oil

Laurat sachardzy

Sucrose Laurate

Ovesny olej

Avena Sativa Kernel Oil

Megsicek v oleji

Calendula Officinalis Flower Extract and Helianthus
Annuus Seed Oil

Vitamin E

Tocopheryl Acetate and Glycine Soja Qil

D-Panthenol

Panthenol

Palmitat sacharozy

Sucrose Palmitate

Stearat sachardzy

Sucrose Stearate

4.4 Zostavenie difizneho systému

Franzove cely, ktoré sa pouzivaji na skimanie prestupu aktivnych latok boli hlavnym bodom
experimentalnej Casti. V celom experimente boli pouzivané tri Franzove cely, pricom bolo
dolezité, aby receptorova a donorova Cast’ cely k sebe vel'’kostne pasovali. Preto boli jednotlivé
Casti popisané ¢islami, aby sa dali pri zostavovani k sebe priradit’.

Dolezitym prvkom pri difazii vo Franzovych celach je receptorova tekutina. Ako receptorova
tekutina bol v experimente vybraty fyziologicky roztok, aby simuloval vnutorné prostredie
¢loveka. Bolo pripravenych 1000 ml 0,15M roztoku NaCl, ktory predstavoval fyziologicky
roztok. Tento roztok bol pouzivany ako receptorova tekutina pre vsetky difuzie vo Franzovych
celach.

Zaciatok prace scelami zacal dokladnym umytim a usuSenim jednotlivych kusov. Do
donorovej Casti bolo ulozené magnetické miesadlo a pridanych 15 ml 0,15M roztoku NaCl
automatickou pipetou. Ako d’alsi krok bolo natretie sty¢nych ploch donorovej a receptorovej
Casti ciel silikobnovou pastou. Vatovou ty¢inkou bola nanesena pasta na sty¢né plochy, tak aby
ked’ sa na receptorovu Cast’ ulozi membrana, nebude sa dotykat’ pasty. Je dolezité, aby tento
krok nebol opomenuty, pretoze pasta napomaha sudrznosti jednotlivych komponent a zabranuje
preteceniu vzorky do receptorovej tekutiny.

V d’alsom kroku bola opatrne ulozen4 Strat-M® membrana na prijimaci otvor receptorovej ¢asti
lesklou stranou nahor, pricom je podstatné, aby sa pri uloZeni neposkodila ¢i nekontaminovala.
Po uloZeni membrany bola donorova Cast’ spojend s receptorovou ¢astou postupom, aby sa
zamedzilo poskodeniu alebo posunutiu membrany. Po spojeni boli ¢asti dodato¢ne obalené
parafilmom a uchopené do svorky.

Nasledujuci krok zahfiial doplianie 0,15M NaCl do receptorovej Casti. Pomocou
10ml injek¢nej strickacky s ihlou bolo cez otvor na odber vzoriek pridanych chybajucich
5 ml 0,15M NaCl. Pri pokuse je dolezité, aby sa receptorova tekutina tplne dotykala membrany
a difuzia mohla prebiehat’ spravne. Preto sa pri pridavani poslednych 5 ml roztoku cela nakloni,
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tak aby bubliny z prijimacieho otvoru presli k otvoru na odber vzoriek. Tym sa zabezpeci
naplnenie celého objemu Franzovej cely.

Poslednym krokom bolo nanesenie disperzie s aktivnou latkou na donorovu ¢ast’ s membranou.
Pred kazdym dévkovanim boli disperzie s aktivnymi latkami dokladne premieSané. Do 5Sml
injek¢nej striekacky s davkovacou ihlou bola Spachtl'ou prenesend dané disperzia. Striekackou
boli nanesené 2 ml disperzie na membranu v donorovej Casti. Vonkaj$i prijimaci otvor
donorovej Casti aj otvor na odber vzoriek boli prekryté parafilmom, aby sa do disperzie alebo
receptorovej kvapaliny nedostali nelistoty. Pripravené Franzove cely boli ulozené¢ na
magneticki mieSaciu dosku Vv polystyrénovom nosic¢i a rychlost’ mieSania nastavena na 300
RPM.

Obrazok 5 - Naneseny oleogel s CBD na membranu Franzovej cely

4.5 Odber vzoriek z Franzovych ciel

Aby bolo mozné zachytit' plynulost’ uvolniovania aktivnych latok, prebehlo pét odberov
vzoriek po 3 hodinach, pricom posledny odber bol po 24 hodinach od nanesenia disperzie.
Vzhl'adom k Casovej narocnosti bol kazdy experiment zacaty v Case 7:30, ¢o zahrnalo
zostavenie difiznej aparatiury a nanesenie vzorky na membranu.

Proces odberu vzoriek zac¢al odstranenim parafilmu z otvoru na odber vzoriek. Vzhl'adom na
vlastnosti aktivnych latok, bolo potrebné pred odberom celu parkrat prevratit’ hore dnom, aby
sa zaistilo premieSanie s receptorovou tekutinou. Injekéna strickacka o objeme
5 ml s dlhou ihlou bola vlozena cez otvor na odber az ku dnu. Bol odobraty 1 ml vzorky
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a preneseny do dopredu oznacenej skimavky typu Eppendorf, ktora bola nasledne uzatvorena,
obalena parafilmom a uloZena do chladni¢ky. Cistou injekénou striekackou s dlhou ihlou bol
cez otvor doplneny chybajici 1 ml roztoku NaCl, otvor prekryty parafilmom a cela ulozena
naspét’ na mieSaciu dosku. Postup bol zopakovany pri vSetkych odberoch.

4.6 Meranie metodou HPLC

Na stanovenie mnozstva prejdenej aktivnej latky cez membranu bola vybrata metoda HPLC.
Ako prvé boli pripravené kalibracné roztoky zo Standardu kanabidiolu a metanolu. Do styroch
10ml odmernych baniek boli namieSané roztoky o koncentraciach 1, 5, 10 a 50 mg/l. Kym
zacala analyza, boli kalibra¢né roztoky ponechané v chladnicke.

Po analyzovani kalibra¢nej zavislosti, prisli na rad vzorky aktivnych latok z Franzovych ciel.
S pomocou filtra na striekacky bol prefiltrovany obsah Eppendorfky do oznacenej kyvety.
Rovnako ako kalibraéné roztoky boli do zaliatku analyzy pripravené vzorky ulozené
Vv chladnicke.

Kvantitativna analyza bola realizovana na vysokou¢innom kvapalinovom chromatografe
Waters 2487 s pouzitim diddového detektoru Dual Lambda Absorbance. Bola vyuzitd metoda
izokratickej elucie cez kolonu Kinetex C18 s rozmermi 100x4,6 mm a vel’kost'ou ¢astic 2,6 um.
Ako mobilna faza bola vybrata zmes metanolu a vody (80:20) s prietokom 0,6 ml/min a pri
konstantnej teplote 25 °C. Na nastrik bolo pouzitych 5 pl vzorky. Vzorky boli analyzované pri
vlnovej dizke 220 nm.

4.7 Meranie stability disperzii na analytickej odstredivke LUMISizer

Meranie prebiechalo na analytickej odstredivke LUMISizer, ktord umoznuje rychle
vyhodnotenie stability pouzitych disperzii. Bola merana stabilita nielen Cistych disperzii, ale aj
disperzii s aktivnymi latkami pri teplote 25 °C a 45 °C.

Prvy krok zahrhal davkovanie disperzie do polykarbonatovych kyviet. Do kyvety bola
pomocou Sml injekénej striekacky s davkovacou ihlou naddvkovana disperzia po rysku na
kyvete. Davkovanie prebiehalo opatrne, aby sa disperzia nadavkovala presne, bez pritomnosti
bublin, ktoré by mohli skresl'ovat’ vysledky. Nasledne sa kyveta uzatvorila vrchndkom a ulozila
do pristroja. V pristroji je mozné merat’ az 12 vzoriek naraz, preto sa pri kazdom merani zaplnila
cela kapacita pristroja.

Boli nastavené parametre pre meranie, a to pocet otacok na hodnotu 4000 za minutu a teplotu
na hodnotu 25 °C, respektive 45 °C. Merania prebiehali po dobu 17 hodin. Po skon¢eni merania
boli vysledné transmitacné profily vyhodnotené v programe SepView.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasledujucich kapitolach st popisané vysledky vsetkych pouzitych metdd a rozvedend
diskusia. Metody zahfnali difizne experimenty s Franzovymi celami, meranie HPLC
a stanovenie stability disperzii pomocou analytickej odstredivky LUMISizer.

5.1 Difuzne experimenty pomocou Franzovych ciel

Hlavnu cast’ prace predstavovali difzne experimenty, ktoré prebiehali vo Francovych
difaznych celach. Diftizia vo Franzovych celach je jednou z metdd in vitro na skimanie
transdermalnej difuzie.

Dodané oleje s aktivnymi latkami, menovite CBD full spectrum a Asyntra CBD-AIt, boli
miesSané so Styrmi druhmi disperzii, ktoré boli nanesené na membranu, aby mohla prebehnut’
difuzia. Vzorky boli odoberané v trojhodinovych intervaloch a posledny odber prebehol
24 hodin po naneseni disperzie na membranu. To znamena, Ze ak za¢iatok merania zacal o 7:30,
odbery prebiehali 0 10:30, 13:30, 16:30, 19:30 toho ist¢ho dia a 7:30 nasledujuceho dna.
Meranie so vSetkymi Styrmi disperziami pre jeden olej prebehlo dvakrat. Bolo teda
uskuto¢nenych Sestnast’ merani, zktorych osem bolo pre vzorky s CBD full spectrum
a ostatnych osem pre vzorky s Asyntrou CBD-Alt. Kone¢ny pocet vzoriek pre obidva oleje bol
80.

5.2 Meranie metodou HPLC

Pomocou metody HPLC boli analyzované kalibra¢né roztoky a vzorky odobratych Franzovych
ciel. Jednou z najdodlezitejSich Casti pri stanoveni metodou HPLC su kalibraéné roztoky,
z ktorych je potom urcena presnd koncentracia prejdenych aktivnych latok vo vzorkach.

Pre kalibra¢né roztoky kanabidiolu boli pripravené koncentracie 1, 5, 10 a 50 mg/l. Pri vybere
koncentracii roztokov sa bralo do tivahy, Ze v disperziach sa CBD full spectrum nachadzalo len
0,5 % z celkovej hmotnosti disperzie a predpokladalo sa, Ze z kazdej disperzie sa uvolni iné
mnozstvo kanabidiolu. Preto boli zvolené relativne nizke koncentracie kalibraénych roztokov,
aby bolo mozné metdédou HPLC stanovit’ aj stopové mnozstvo uvolnené¢ho kanabidiolu. Po
zmerani kalibracnych roztokov bol v programe MS Excel vytvoreny graf zavislosti plochy
pikov na znamej koncentracii. Bola vynesena spojnica trendu a rovnica priamky, z ktorej je
mozné vypocitat’ presnil koncentraciu uvol'neného kanabidiolu vo vzorkach z Franzovych ciel.
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Graf 1 — Kalibracna zavislost pre standard kanabidiolu

Na grafe 1 je vynesena kalibra¢na zavislost’ pre kanabidiol. Z grafu mozno vy¢itat’, ze hodnota
korela¢ného koeficientu R?sa blizi k hodnote 1. Taktiez ¢im je hodnota korelaéného koeficientu
R? blizsie k hodnote 1, tym je vysledna koncentracia z rovnice priamky presnejsia.
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Obrazok 6 - Vystup z HPLC pre kalibracny bod v koncentracii 5 mg/l

Obrazok 6 predstavuje graf kalibra¢ného bodu pre koncentraciu 5 mg/l. Ohrani¢ena Cervena
krivka zobrazuje zonu, v ktorej sa kanabidiol nachadza a oznacuje sa ako pik. Z grafu je tieZ
mozné vycitat’ retencny Cas kanabidiolu, ktory je 4,646 minut. Retencny Cas predstavuje Cas
od nastreku vzorky aZz po jeho vyplavenie z kolony [51]. V porovnani s inymi $tadiami je
retencény Cas v naSom experimente pozitivnym aspektom. Napriklad, v stadii z roku 2020 bol
od autorky Madej stanoveny retenény ¢as kanabidiolu na priblizne 13 mintt, pricom ako
mobilnd faza bola pouzitd zmes acetonitrilu akyseliny octovej v pomere
66:34 [52]. Da sa teda tvrdit’, Ze mobilna faza pouzita v naSom experimente je dobrym rieSenim
pre nizky retecny ¢as kanabidiolu.
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Vzhl'adom na vytazenost’ vysokoucinného kvapalinového chromatografu bolo analyzovanych
24 vzoriek sCBD full spectrum. Analyzované vzorky boli zodberov po
6, 12 a 24 hodinach a pre kazdu disperziu sa analyzovali dve vzorky z rovnakého ¢asu odberu.
Bohuzial' sa na ziadnom chromatograme nepotvrdila pritomnost’ ani stopového mnozstva

kanabidiolu. Obrazky 7, 8, 9 st vystupy z HPLC pre emulziu O/V, ktorej vzorky boli odberané
po 6, 12 a 24 hodinach.
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Obrdzok 9 - Vystup z HPLC pre vzorku oleogelu s CBD full spectrum
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Z vystupov je mozné vypozorovat, ze v ¢ase medzi Stvrtou a piatou mindtou analyzy sa
nenachadza pik v porovnani s obrazkom 6, kde je viditeI'ny pik. To naznacuje, ze vo vzorkach
nebol pritomny kanabidiol vébec alebo sa v nich nachddzal v mnozstvach, ktoré boli pod
medzou detekcie, ktorou je v tomto pripade koncentracia 1 mg/l. Vel'mi podobny priebeh
vystupu mali vSetky analyzované vzorky. V ziadnej nebolo detekovatelné mnozstvo
uvol'neného kanabidiolu.

Analyza bakuchiolu pritomného v Asyntre CBD-Alt neprebehla, pretoze Standard potrebny pre
jeho analyzu nebol ani po dvoch objednavkach doruceny v stanovenom termine.

5.3 Navrhy optimalizacie transdermalnej difiizie a metody HPLC

Ako jeden z navrhov na optimalizaciu pri stanoveni kanabidiolu metédou HPLC je pouzitie
eSte menSich koncentracii kalibracnych roztokov, z ktorych je mozné urcit mnoZstvo
uvol'neného kanabidiolu vo vzorke. I ked’ na vystupoch z HPLC nie je viditeI'ny pik, ktory znaci
pritomnost’ kanabidiolu, nemédzeme vyluc¢it moznost, ze sa vo vzorke nachadza
V koncentraciach pod medzou detekcie.

Dalsie navrhy sa tykaji optimalizacie samotnej difuzie vo Franzovych celach. Je
pravdepodobné, ze absencia kanabidiolu vo vzorkach suvisi priamo s prevedenim samotnej
difuzie. Jednym zproblémov mohlo byt vytvorenie bublin na rozhrani membrany
a receptorovej tekutiny. Keby sa pri odoberani vzoriek a naslednym dopiiianim receptorovej
tekutiny zabudlo na naklonenie cely, mohli by na rozhrani zostat’ bubliny. Je mozné, ze ak by
bola vzniknuta bublina na rozhrani dostato¢ne velka, mohla by negativne ovplyvnit’ difuziu,
dokonca by nemusela prebiehat’ vobec. Tym padom by sa do receptorovej tekutiny nemuseli
uvolnit’ aktivne latky.

V nasom experimente sa vzdy po skonceni merani a pri otvarani cely dali pozorovat’ ,,mastné
oké®, ktoré plavali na povrchu receptorovej tekutiny. To znaci, ze nieCo sa cez membranu
uvolnilo avSak nevieme s urcitostou povedat’, Ze sa predifundoval aj kanabidiol. Diftziou sa
mohli uvolnit’ aj iné zlozky oleja, v ktorom sa kanabidiol pdvodne nachadzal. Mohla by nastat’
situédcia kedy sa kanabidiol sice uvol'nil z danej disperzie, ale predifundoval len do urcitej vrstvy
membrany a nie do receptorovej tekutiny. Tu sa naskytuje moznost' analyzy kanabidiolu
zachyteného v membrane. Pokial by sa z membrany vyextrahoval kanabidiol vhodnym
rozpustadlom, dala by sa extrahovana zmes analyzovat’. Tento pristup bol pouzity v studii od
autorky Sharkawy, v ktorej analyzovali nielen mnozstvo kanabidiolu uvol'neného cez prasaciu
kozu, ale aj mnozstvo zachytené v nej. Ako disperzia, z ktorej bol uvolfiovany kanabinidiol
bola pouzita Pickering emulzia. Po ukonceni difuzie vo Franzovej cele, bola pomocou metody
stripping oddelena vrstva prasacej koze, ktord obsahovala stratum corneum. Nasledne bola
vrstva extrahovana v metanole a ultrazvuku. Vysledkom analyzy na HPLC bol fakt, ze
mnozstvo kanabidiolu zachyteného vo vrstve stratum corneum bol podstatne vyssi ako
mnozstvo uvolnené v receptorovej tekutine [53]. Tento jav je pravdepodobne dany tym, Ze
lipofilné latky Casto difundujti cez koZu horSie ako hydrofilné latky, pretoze maji vacsiu afinitu
k stratum corneum [54].
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V neposlednej rade mohla byt difuzia ovplyvnend vyberom receptorovej tekutiny. Napriek
tomu, ze sme chceli zanechat' simulaciu vnutorného prostredia l'udského tela, z vysledkov
vyplyva, ze 0,15M roztok NaCl nie je vhodnou vol'bou pre transdermalnu diftziu lipofilnych
latok ako je kanabidiol a bakuchiol. Pokial’ chceme pouzit’ lipofilné latky na transdermalnu
difaziu Franzovymi celami, je teda potrebné tomu prispdsobit’ aj prostredie. Rozpustnost
lipofilnych latok sa da v receptorovej tekutine zvysit’ pridanim surfaktantov alebo hovidzieho
sérového albuminu. Je ale nutné si overit ¢i pridané latky podporujice rozpustnost
neovplyvilujii negativne Struktiru membrany alebo potom nasledni analyzu receptorovej
tekutiny. Dalsou moznostou je pridanie organickych rozpustadiel, v ktorych maja lipofilné
latky vySSiu rozpustnost’. Avsak aj pri tejto alternative, je potrebné brat’ do uvahy zachovanie
integrity membrany [55].

5.4 Stanovenie stability analytickou odstredivkou LUMISizer

Na uvol'fiovanie aktivnych latok z disperzii ma do istej miery vplyv aj stabilita danej disperzie.
Nestabilita disperzie moze ovplyviovat’ spravanie molekul aktivnych latok v danej disperzii.
Preto boli uskutocnené merania stability dodanych disperzii.

Merania prebiehali pomocou analytickej odstredivky LUMISizer, ktora urychl'uje tvorbu
nestabilnych javov disperzii. Disperzie boli odstredené v polykarbonatovych kyvetach, pri
4 000 otackach za minutu, teplote 25 °C a 45 °C po dobu 17 hodin. Merané boli samotné
disperzie aj s aktivnymi latkami. Vysledkom bol vizualny stav vzorky v kyvete a transmitacné
profily vytvorené po¢as merania stability.
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Obrazok 10 — Vyhodnotenie stability vzorky emulzie O/V pri 25 °C
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Obrdzok 10 — Vyhodnotenie stability emulzie V/O pri 25 °C

Na obrazku 10 je vyobrazena emulzia O/V pri 25 °C. Je mozno vidiet, Ze sa jedna o stabilnt
emulziu anedoslo k Ziadnemu oddelovaniu faz emulzie. Zato na obrazku 11 je viditelny
transmitacny profil, ktory naznacuje oddelenie jednotlivych faz emulzie V/O. Stabilitu bolo
mozné urcit’ zo indexov stability aj z vizualnej kontroly vzoriek. Obrazok ¢. 12 predstavuje
vzorky pre emulziu O/V, kde nebola pozorovana ziadna zmena. Emulzia V/O z obrazku 13
presla zna¢nym oddelenim faz. Taktiez z tabul’ky 4 sa da vy¢itat’, ze index stability u emulzie
O/V je nizsi ako u emulzie V/O.
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Obrazok 11 - Na lavej strane emulzia O/V pred odstredenim,; na pravej strane emulzia O/V po odstredeni

Obrazok 12 - Na pravej strane emulzia V/O pred odstredenim,; na lavej strane emulzia V/O po odstredeni
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Tabulka 4 - Indexy nestability pri 25 °C, 3x z kazdej disperzie

Tvp disperzie Emulzia Emulzia Péstici Oleogel
ypdisp oY, V/O telovy olej g
0,004 0,042 0,041 0,029
Index 0,003 0,045 0,038 0,038
nestability
0,004 0,044 0,036 0,030

Okrem emulzii boli merané vzorky pésticiho telového oleja a oleogelu. Ked'ze sa olej nesklada
z dvoch féz, tak bol predpoklad, Ze tento systém bude stabilny. To mézeme vidiet' z obrazku
14. Zlozenie pésticiho oleja je vyobrazené v Prilohe 1. Vysledok po odstredeni je zaznamenani
na obrazku 16. Jeho relativne vysoky index nestability z tabul’ky 4 je pravdepodobne sposobeny
jeho viskozitou. Z tabul’ky 3, ktora zobrazuje zloZenie oleogelu je mozné vidiet', ze sa sklada
prevazne z olejovych latok. Pravdepodobnost’ vyskytu dvoch faz je preto minimalna. Z obrazku
15 je viditelné, Ze oleogel je ako systém relativne stabilny, napriek vzniknutému
transmitacnému profilu, ktory je pravdepodobne vysledkom vyplavovania bublin z oleogelu
pocas odstred’ovania. Podobne ako pri oleji aj pri oleogele boli namerané vyssie hodnoty indexu
nestability. Tieto hodnoty nie s spdsobené nestabilitou, ale skor vyplavovanim bublin ako to
bolo pri transmitacnom profile. Konzistencia oleogelu branila rovnomernému davkovaniu do
kyvety a tak sa v kyvete nachadzalo pomerne vel’a bublin. Tento jav bol pozorovany aj vizualne
a je mozné ho detegovat’ aj na obrazku 17.
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Obrazok 14 — Vyhodnotenie stability pésticiho oleja pri 25 °C
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Obrdzok 13 — Vyhodnotenie stability oleogelu pri 25 °C

Obrazok 16 - Na lavej strane péstici olej pred odstredenim; na pravej strane péstici olej po odstredeni
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Obrdzok 17- Na lavej strane oleogel pred odstredenim; na pravej strane oleogel po odstredeni

Okrem samotnych emulzii boli merané aj s CBD full spectrum a Asyntrou CBD-Alt. Na
nasledujucich obrazkoch 18 a 19 je vyobrazena stabilita emulzie O/V z merania pomocou
LUMISizer-u. Vizualny stav vzoriek predstavuje obrazok 20.
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Obrazok 18 — Vyhodnotenie stability emulzie O/V s CBD full spectrum pri 25 °C
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Obrazok 19 - Vyhodnotenie stability emulzie O/V s Asyntrou CBD-Alt pri 25 °C

Obrdzok 20 - Vzorky emulzie O/V po odstredeni pri 25 °C, zlava doprava - Asyntra CBD-Alt, CBD full spectrum, emulzia O/V
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Bolo pozorované, ze pridavkom CBD full spectrum a Asyntry CBD-Alt sa stabilita celého
systému nezmenila. Tento fakt potvrdzuju data z obrazkov 18 a 19, ako aj obrazok 20, z ktorého
je vidiet, ze po odstredeni nedoslo k oddeleniu faz.

Nasledujuce obrazky poukazuju na stabilitu emulzii V/O s pridanym CBD full spectrum
a Asyntrou CBD-AIt. Trend v stabilite emulzie V/O pokracoval aj po pridani olejov s aktivnymi
latkami. Na obrazkoch 21 a 22 sa nachadzaju transmitac¢né profily, ktoré jasne poukazuji na
nestabilitu systému. Oddelenie faz je viditeI'né aj na obrazku 23, kde st vyobrazené vzorky po
odstredeni.
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Obrazok 14 - Vyhodnotenie stability emulzie V/O s CBD full spectrum pri 25 °C
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Obrdazok 22 - Vyhodnotenie stability emulzie V/O s Asyntrou CBD-AIt pri 25 °C
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Obrdzok 15 - Vzorky emulzii V/O po odstredent; zlava doprava - cista emulzia V/O, Asyntra CBD-Alt, CBD full spectrum,
emulzia V/O

Stabilita pésticiho telového oleja a oleogelu po pridani CBD full spectrum a Asyntry CBD-AIt
sa vV porovnani so stabilitou disperzii nezmenila. Na obrazkoch 24 a 25 je viditel'né, Ze po
odstredeni nenastali ziadne zmeny okrem odbublinkovania oleogelu.

Obradzok 24 - Vzorky péstictho oleja po odstredeni pri 25 °C; zlava — CBD full spectrum, Asyntra CBD-Alt
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Obrazok 16 - Vzorky oleogelu po odstredeni pri 25 °C; zlava - oleogel, CBD full spectrum, Asyntra CBD-Alt

Ako d’al$im meranim bolo urcenie stability disperzii pri 45 °C, ktoré obsahuju oleje s aktivnymi
latkami a aj tie bez. Predpokladalo sa, ze pri 40 °C bude v emulziach dochadzat’ k naruseniu
rovnovahy medzi fazami a dojde k ich oddeleniu. Tento predpoklad sa potvrdil, ¢o ukazuja
nasledujtce obrazky ¢. 26 a 27. Doslo k oddeleniu faz ako pri emulzii O/V, tak aj pri emulzii
V/O. Nestabilitu systémov je mozné pozorovat’ v prilohe 2, 3, 4 pre emulziu O/V a v prilohe 5,
6 a 7 pre emulziu V/O. Co sa tyka pésticiho telového oleja a oleogelu, tym zvysena teplota
nesposobila ziadne zmeny v Struktire vzhl'adom na to, Ze nemaju rozhranie faz, ktoré by sa
mohlo narusit’.
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Obrdzok 26 - Vzorky emulzie O/V po odstredent pri 45 °C; zlava - emulzia O/V, CBD full sprectrum, Asyntra CBD-Alt

Obrdzok 27 - Vzorky emulzie V/O po odstredeni pri 45 °C ; zlava - emulzia V/O, CBD full sprectrum, Asyntra CBD-Alt, emulzia
V/IO
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Obrazky 28, 29 a 30 predstavuju vizualny stav z merania stability disperzii s CBD full
spectrum a Asyntrou CBD-AIt s tym rozdielom, Ze tieto vzorky boli odlezané v chladni¢ke po
dobu 5 mesiacov. Bolo pozorované ¢i ma Cas vplyv na stabilitu vzoriek. Pri emulziach O/V
bolo pozorované jemné oddelenie faz len pri jednej Cistej emulzii O/V, ktord bola odlezana
priblizne po dobu 7 mesiacov. Toto oddelenie je viditeI'né na obrazku 29. Ostatné vzorky sa
javili ako stabilné aj po odlezani, ¢o je znakom, ze emulzia O/V dodana firmou ma vhodné
zlozenie, ktoré by malo byt aj po dlh§om Case zostat' stabilné. Vzorky emulzii V/O boli
nestabilné uz v predchadzajicich merania a nie je tomu inak ani pri odlezanych vzorkach. Je
viditeI'né, ze doslo k vyraznému oddeleniu faz. V tomto pripade sa nedé posudit’ ¢i ma ¢as vplyv
na stabilitu vzhl'adom na to, ze emulzie V/O boli stanovené ako nestabilné¢ uz
Vv predchadzajicich meraniach. Vzorky pésticiho telového oleja aoleogelu rovnako ako
vV minulych meraniach zostali stabilné.

Odlezané vzorky boli merané ako pri 25 °C, tak aj pri 45 °C. Meranie odlezanych vzoriek
dopadlo rovnako ako meranie disperzii priamo namiesanych pri 45 °C. V emulziach O/V aj

V/O bolo pozorované vyrazné oddelenie faz, vzorky pésticiho telového oleja a oleogelu zostali
bez vicsej zmeny vo vzhlade.

Obrazok 17 - Vzorky odlezanych emulzii O/V po odstredeni pri 25 °C ; zlava - emulzia O/V, Asyntra CBD-AIt, CBD full
sprectrum, emulzia O/V
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Obrazok 29 - Priblizenie na oddelené fizy v lavej kyvete s emulziou O/V

Obrdzok 18 - Vzorky odlezanych emulzii V/O po odstredeni pri 25 ; zlava - CBD full spectrum, Asyntra CBD-Alt, emulzia V/O
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Zaverom merani stabilit disperzii je, ze z poskytnutych emulzii sa bola viac stabilna emulzia
O/V. Ta si ponechala stabilitu aj po odlezani niekolkych mesiacov a neovplyvnil ju ani
pridavok olejov s aktivnymi latkami. Narozdiel od emulzie O/V, sa emulzia V/O v kazdom
merani javila ako nestabilny systém bez ohl'adu na to ¢i bola zmieSana s olejmi obsahujuce
aktivne latky alebo bola emulzia Cistd. Nestabilita emulzie mohla byt spdsobena nevhodnym
zlozenim emulzie alebo nevhodnou vol'bou surfaktantu ¢i jeho pomerom v emulzii. Takato
nestabilita a oddel'ovania faz emulzii méze mat’ z dlhodobého hladiska negativny vplyv na
transdermalnu difaziu aktivnych latok zemulzii. Aj ked pri difiznych experimentoch
S Franzovymi celami sa javili emulzie V/O ako stabilné, analytickou odstredivkou sa
preukazala nestabilita. Stanovena nestabilita pomocou odstredivky je spolahlivou indikaciou
toho, ze by postupom ¢asu emulzia podliehala nestabilnym javom samovol'ne bez vonkajsicho
podnetu. Prikladom nestabilného javu, ktory bol pozorovany v merani je krémovanie. Jedna
faza sa zhlukovala na povrchu emulzie, ¢o mohlo byt pozorované na viacerych vzorkach
emulzie V/O. Tu hrozi, Ze ak sa fazy oddelia, aktivne latky sa budi nachadzat’ v tej faze,
Vv ktorej su lepSie rozpustné a tym sa znemozni spravne fungovanie diftizie cez kozu. Napriek
tomu, ze krémovanie je vratny dej, je taktiez prekurzorom pre koalescenciu, ktord uz vratna nie
je amoze viest az k tiplnému oddeleniu jednotlivych fiz emulzie [56]. Co sa tyka stability, tak
z merani vysiel najlepSie péstici telovy olej a oleogel. Tie zostali stabilné napriek zvySenej
teplote a ich stabilita nebola ovplyvnena pridanymi olejmi s aktivnymi latkami.
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6 ZAVER

Ciel'om prace bolo uskutoc¢nit’ transdermalnu difiziu pomocou Franzovych ciel so syntetickymi
membranami Strat-M© a analyzu uvolnenych aktivnych latok touto difuziou. Difuzia
prebiehala v dvoch opakovaniach pre vSetky Styri dodané disperzie. Vzorky boli odoberané
Vv trojhodinovych intervaloch pocas jedného dia, pri¢om posledny odber prebehol 24 hodin od
zacatia experimentu.

Analyza mnozstva uvolneného kanabidiolu bola stanovena metodou HPLC s diddovym
detektorom. Mnozstvo uvol'neného bakuchiolu nebolo stanovené pre absenciu standardu, ktory
nebol dodany v stanoveny termin. Kedze zvystupov HPLC pre kanabidiol nebola
zaznamenana jeho pritomnost’ vo vzorkach, bolo potrebné pristipit’ k navrhom optimalizacie
metdd, ktoré st popisané v kapitole 5.3. Medzi navrhmi bola zahrnutd moznost' zniZenia
koncentracie kalibra¢nych roztokov pre meranie HPLC, extrakcia zachytenych aktivnych latok
priamo z membrany a zmena receptorovej tekutiny pre Franzove cely.

Z merania stability pomocou analytickej odstredivky LUMISizer boli stanovené stability pre
jednotlivé Cisté disperzie a aj S aktivnymi latkami. Merania prebiehali pri teplote 25 °C a 45 °C.
Z vysledkov boli oleogel a péstici telovy olej stanovené ako najstabilnejsie disperzie. Ako
najmenej stabilnou disperziou bola uréend emulzia V/O, ktorej kazdé meranie ukazovalo
vysokl nestabilitu. Nestabilita sa prejavovala na transmitaénych profiloch a oddelenim
jednotlivych faz po skonceni merania. Bol skimany aj ¢asovy faktor na stabilitu disperzii, ten
sa vSak iba Ciasto¢ne potvrdil na jednej vzorke emulzie O/V, ktora bola odlezana po dobu 5
mesiacov.

Vzhl'adom k netspesnej analyze kanabidiolu a bakuchiolu, nie je mozné porovnat’ vysledky
Z hl'adiska uvol'neného mnozstva tychto latok pre jednotlivé disperzie. AvSak je mozné spravit’
toto porovnanie na zaklade ich stabilit a ich vztahu k jednotlivym disperzidm. Vzhl'adom na
stanoventl nestabilitu emulzie V/O, by sa dalo predpovedat, ze by sa ztejto disperzie
z dlhodobého hladiska uvolfiovalo menej aktivnej latky. Tento jav by spdsobovali deje ako
krémovanie ¢i koalescencia. Oleogel aj péstici telovy olej sa skladaji z lipidovych latok, ¢o
lipofilnym latkami ako kanabidiol a bakuchiol vyhovuje, pretoZe to zvySuje ich rozpustnost
Vv prostredi. M6zeme predpokladat’, Ze ¢im je lepSia distribucia molekul v prostredi, tym lepSie
bude difuizia prebiehat’.

Tym, Ze sa nepodarilo zrealizovat’ Gispe$nu transdermalnu difaziu a nebol k dispozicii $tandard
pre bakuchiol, zaverom prace je odporucenie na dodato¢nti analyzu bakuchiolu a prevedenie
optimalizovanej transdermalnej difuzie pomocou Franzovych ciel.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

CB:
CB:
cAMP
ECS
o
VIO
AEA
A®-THC
CBD
uv
EIHA
Cosling
FDA
HPLC
FABPS

FAAH

kanabiniodny receptor 1

kanabinoidny receptor 2

cyklicky adenozinmonofostat
endokanabiniodny systém

emulzia typu olej vo vode

emulzia typu voda v oleji

anandamid

tetrahydrokanabionol

kanabidiol

ultrafialové ziarenie

Europska asociacia priemyselného konope
Europska kozmeticka databaza ingrediencii
Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv v USA
Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Protein 5 spdjajuci mastné kyseliny

Amidhydrolaza mastnych kyselin
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9 PRILOHY

Priloha 1 - Zlozenie dodaného pésticiho telového oleja

Slozka INCI nazev

Slunecénicovy olej Helianhus Annuus Seed Oil
Vegelight Coconut Alkanes

S-FACE

Pupalkovy olej Oenothera Bienis Qil
Ovesny olej Avena Sativa Kernel Qil

Calendula Officinalis Flower Extract and

Mésicek v oleji Helianthus Annuus Seed Oil

Vitamin E Tocopheryl Acetate and Glycine Soja Oil
Vitamin A Retinyl Palmitate
Lecitin Lecithin
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Priloha 2 - Vyhodnotenie stability emulzie O/V pri 45 °C
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Priloha 19 — Vyhodnotenie stability emulzie O/V s CBD pri 45 °C
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Priloha 20 - Vyhodnotenie stability emulzie O/V s Asyntrou CBD-Alt pri 45 °C
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Priloha 21 - Vyhodnotenie stability emulzie V/O pri 45 °C
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Priloha 22 - Vlyhodnotenie stability emulzie V/O s CBD pri 45 °C
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Priloha 23 - Vyhodnotenie stability emulzie V/O s Asyntrou CBD-Alt pri 45 °C
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