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ABSTRAKT

Béhem poslednich let se zvysil zajem spolecnosti o spotfebni produkty, které¢ né¢jakym
zpusobem napomahaji vyssi ekologické udrzitelnosti, at’ uz se jedné o snizeni emisi pii
velkovyrobé, snadnéjsi odbourani chemikalii v odpadnich vodéach, nebo nezavadnost
produktt a ingredienci, z nichz jsou produkty vyrobeny. Tohle téma zasdhlo ve velkém i
kosmeticky primysl a byly tak donuceny se zacit ptfizptisobovat nejen mensi znacky
prirodni kosmetiky, ale i velké firmy. Dusledkem se stal vétsi diiraz na vyzkum ptirodnich
latek pro kosmetiku a vyvoj ptirodnich alternativ syntetickych slozek. Zarovein se také
objevuje zvySeny zajem spolecnosti o ufinky hub vychodni mediciny ve spojitosti
s prospésnymi ucinky jak na fyzické, tak psychické zdravi.

Tato prace se zabyva spojenim uvedenych dvou témat, a to analyzou rostlinnych extraktt
a extraktd medicindlnich hub a testovanim jejich potencialniho kosmetického vyuziti.
Nasledné pak byl navrzen kosmeticky ptipravek vyrobeny ze slozek ptirodniho ptivodu s
enkapsulovanymi extrakty z téchto pfirodnich ingredienci jako aktivnimi latkami.

ABSTRACT

In recent years, there is a increase of consumer interest in products, which in some way
help a more favourable ecological sustainability, whether it is a reduction of emissions
during mass production, easier breakdown of chemicals in wastewater, or harmlessness
of products and ingredients from which products are made. This topic also affected the
cosmetic industry in a big way, and they were thus forced to start adapting not only
smaller brands of natural cosmetics, but also large companies. As a result, bigger
companies started to pay more attention to research of natural substances for cosmetics
and the development of natural alternatives to synthetic ingredients. At the same time,
there is also increasing interest in the effects of Eastern medicine mushrooms and their
beneficial effects on both physical and mental health.

This thesis focuses on the connection of these two topics, the analysis of plant extracts
and extracts of medicinal mushrooms on one side and their potential cosmetic use on the
other. Subsequently, a cosmetic product was designed made from ingredients of natural
origin with encapsulated extracts from these natural ingredients as active substances.

KLICOVA SLOVA
kosmetika, emulze, aktivni latka, liposomy
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1 UVOD

Jiz od pradédvna si lidé v§imali svého vzhledu a snazili se ho vylepsit mnoha riznymi
zpusoby. Jejich vzhled byl vzdy dulezitym prvkem neverbalni komunikace a vyjadieni
pocitd a obav. Odhaduje se, ze prvni vyvoj kosmetiky a hygieny zacal jiz 15 000 let pred
nasim letopoétem, kdy se jiz lidé vyjadfovali kresbami na stény jeskyni a na sva téla.
Prvni takzvané kosmetické produkty byly navrzeny pravékymi lidmi zejména
pro praktické pouziti jako je ochrana pied chladem, vlhkosti, hmyzem nebo sluncem.
Ve starovékém Recku platilo pravidlo, Ze zdravé je jen to, co je krasné. Idealem krasy
byla bohyné¢ Afrodité a byla to antika, kdy byl rozvoj kosmetiky nejvétsi. Neni divu,
ze slovo ,.kosmetika® se vyvinulo z ,.kosmeo*, coz znamena ,,zkrasluji se“, a pochazi
z tohoto obdobi fecké historie [1].

Ve sttedoveéku si Zeny na naznaceni své vzneSenosti a bohatstvi bélily svou
pokozku. Nasledn¢ dochazi také krozvoji parfumérstvi, vzhledem k domnénce
Skodlivosti vody a koupeli. Postupné se dale rozvijel kosmeticky primysl a v 19. stoleti
se vice rozvijely pfedni obory jako chemie a biologie. Vize krasy se ménila v kazdém
obdobi historie a z kazdého obdobi jsme si néco zachovali az do dneska. V posledni dob¢
se kosmeticky primysl velmi rychle rozviji a trh je plny novych kosmetickych produkti
a ingredienci, které maji za sebou fadu odbornych vyzkum a jejichz hlavni ucel zistal
nezménény. Stale pouzivame kosmetické produkty s cilem citit se 1épe, zlepsit kvalitu
pokozky a kazi chranit [2].

Béhem poslednich par let se kosmeticky prumysl za¢al vracet zpét k vice ptirodnim
alternativam kosmetiky a zakaznici ¢im dal vice naléhaji na kosmetické firmy, aby
uptednostnily vyvoj tzn. zelenéjSich produkti s aktivnimi latkami a extrakty ziskanymi
z piirody, které neobsahuji toxické chemické latky nebo jiné ne zcela bezpecné
ingredience. V souvislosti s touto zménou situace na trhu, vyrobci ptichdzeji s nahradou
nekterych tradi¢nich ptisad pochazejicich z petrochemickych zdrojii novymi slozkami
s priznivéj$imi vlastnostmi k pokozce. V dnesni dobé¢ je trh s kosmetikou tak obrovsky,
ze si kazdy mize najit vyhovujici produkt. Pfestoze termin piirodni kosmetika, ,,green
beauty nebo ,,clean cosmetics® ma na kosmetickém trhu velmi silny marketing, stale
neexistuje presna definice toho, co tento termin vlastné¢ znamend, nebot’ neni regulovan a
kazda firma si mize vytvorit vlastni definici a podminky. Pfirodni kosmetika tedy jesté
porad nema na trhu pfesné¢ vymezenou definici, ale neustale se hledaji nové, inovativni
latky extrahované z ingredienci ptirodniho pivodu, ¢i metody a technologie, jak nejlépe
vyuzit potencial pravé pfirodnich extraktd rostlinného nebo mikrobidlniho plvodu.
Naptiklad medicindlni houby z vychodni mediciny jsou hojné vyuzivany pro vysoky
obsah prospésnych latek na podporu mentalniho zdravi. Latky v nich obsazené by ale
mohly byt velice dobfe vyuzitelné i1 jako aktiva v kosmetickych produktech. Extrakty
z medicinalnich hub by tak mohly byt budoucnosti aktivnich latek na bézné denni pouziti.

Predlozena diplomova prace se zabyva analyzou nékolika pfirodnich extrakt
rostlin a 1ékatskych hub a naslednym navrzenim piirodniho pletového krému s témito
extrakty, véetné otestovani jejich ucinkii na plet’.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kuze

Kuze je nejvétsim a nejuniverzalnéjsim organem lidského téla a ma zivotné dilezitou
funkci. Zabird asi 20 % télesné hmotnosti a obsahuje vodu, bilkoviny, lipidové latky,
sacharidy a Sirokou skalu prvki jako Cl, Mg, Na, Ca, K atd. Sklada se z nékolika vrstev,
z nichz kazda ma odlisné vlastnosti a funkce. Zakladem ktize jsou buriky, keratinocyty,
které jsou navzajem spojeny silnymi mechanickymi interakcemi a adhezi bunka-burnka.
Podle toho, jak hluboko jsou buiikky v kuzi umistény, se prostiedi trochu lisi. Kize
se sklada ze 3 hlavnich vrstev — z epidermis, dermis a subcutis, neboli podkozniho vaziva
(Obr.1) [3].

Slozeni ktize zahrnuje také kozni adnexa, anatomické struktury spojené s ktizi jako
jsou mazové zlazy, potni zlazy apod., které maji vlastni konkrétni funkci. Velikost plochy
kize je kolem 0,25 m2, u dospélého éloveéka mize dosahovat az 2 m2. Cim je ¢lovék starsi,
tim vice se zvétsuje plocha pokozky v duisledku tvorby vrasek, ochabovani kiize a riznych
[4].

Ztrata jedné tietiny kiize mize byt velmi nebezpecna a mize byt také pti¢inou smirti.
Hmotnost kiize je asi 1/5 hmotnosti celého téla. Tloustka kiize je cca 0,5-6,0 mm
v zavislosti na partii t€la. Celkove je plet’ velmi nerovnomérna. Dulezitou funkei kiize je
poskytovani ochranné bariéry proti mechanickému, fyzickému nebo tepelnému poranéni
nebo nebezpecnym latkdm. Zabranuje také ztrat€¢ vlhkosti, snizuje Skodlivé ucinky
UV zafeni, pusobi jako smyslovy organ a pomaha s regulaci teploty [5].

2.1.1 SlozZeni kuze

2.1.1.1 Subcutis

Nejhlubsi vrstva kiize subcutis, neboli podkozni vazivo, je tvofena fibroblasty, tukovymi
buiikami a makrofagy. Prochazeji ji cévy a nervy a pusobi jako izolacni vrstva. Pomaha
také regulovat télesnou teplotu a poskytuje pokozce odpruzeni a podporu [6].

2.1.1.2 Dermis

Dermis je vrstva mezi podkozim vazivem a epidermis a primarn¢ se sklada z hustych
pojivovych tkani, jako je kolagen a elastin. Obsahuje krevni cévy, nervova zakonceni,
vlasové folikuly, potni Zlazy a mazové zlazy. Je zodpovédna za poskytovani pevnosti a
pruznosti pokozce a také za ulozeni riznych smyslovych receptorti pro dotek, teplotu a
bolest [7].
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Obrazek 1: Stavba kiize

2.1.1.3 Epidermis

Epidermis je rozdélena do dvou dil¢ich vrstev, stratum corneum a stratum cellulare.
Jde o svrchni vrstvu kiize, ktera se sklada predevsim z epitelialnich buné¢k, keratinocytt
produkujicich keratin zajist'ujici strukturalni integritu jednotlivych vrstev a neustale se
obnovuje. Bunky ve vrstvé epidermis, keratinocyty, se neustdle obnovuji produkci
novych bun¢k v bazalni vrstvé. Nekteré builky se déli a zlstavaji v bazalni vrstvé
a nékteré z bazalni vrstvy vyklouzavaji, aby nastartovaly cely proces keratinizace. Bunky
se presouvaji do vrchni ¢asti klize a jakmile dosdhnou zrnité vrstvy, zaénou ztracet své
organely a pfeménuji se na keratinizované builky. Tyto buinky diive nebo pozdéji
vyschnou a odlupuji se. Doba od narozeni bunky v bazélni vrstvé do doby, kdy se
odlupuje z ktize, je pfiblizn¢ jeden mésic, ale mize se lisit podle veku ¢lovéka [8].

Stratum corneum je nejvzdalengjsi vrstva epidermis a oznacuje kone¢nou fazi
vyvoje keratinocytd. Tato vrstva se sklada z nejstarSich bungk, které se diive nebo pozdéji
vylou¢i a budou nahrazeny novéj$imi buiikami z nizsich epidermalnich vrstev (Obr.1).
Tato vrstva obsahuje 50 % skleroproteini, 20 % lipidt, 23 % ve vod¢ rozpustnych slozek
a7-10 % vody. Lipidické a ve vodé rozpustné¢ slozky, vétSinou aminokyseliny,
mocovina a polysacharidy, spolecné vytvareji tzv. ,,Natural Moisturizing Factor* (NMF)

[9].

Hlavni funkci stratum corneum je ochrana pred nezddoucimi latkami a nadmérnymi
ztratami vody. Pokud je kozni bariéra neporusend, je kize schopna se branit pred
nezadoucimi vlivy (Obr.2). Vlhkost v klizi je charakterizovana transepidermalni ztratou
vody (TEWL). TEWL je mnozstvi vody, které se pasivné odpatuje kuzi vlivem vnéjsiho
prostiedi v disledku gradientu tlaku par na obou stranach kozni bariéry. Za normalnich
podminek je ztrata vody kizi 0,3 mg z 1 m? za hodinu pii 30 °C [10].

10
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Obrazek 2: Schéma funkce kozni bariéry. Vievo zdrava kozni bariéra, vpravo poskozena kozni

bariéra.

Stratum cellulare je vrstva kize, ktera se skladd z intracelularni hmoty a
mezibunééné hmoty. Intracelularni hmota je tvotena vodou, proteiny a intracelularnimi
lipidy. Mezibunécnd hmota je tvorena lipofilnimi slouceninami, jako jsou mastné
kyseliny, ceramidy, cholesterol a fosfolipidy. V epidermalni vrstvé klize jsou také nékteré
specializované bunky, napiiklad Langerhansovy bunky a dotykové orientované
Merkelovy bunky [11].

Dalsim typem specializovanych bun¢k jsou melanocyty, které produkuji a obsahuji
pigment zvany melanin, ktery kazi chrani pied ptisobenim UV zéfeni a urcuje jeji barvu.
Dale se v této vrstvé vyskytuji endokrinni potni zlazy, které produkuji pot predevsim
pro termoregulaci a apokrinni potni zlazy vylucuji hustsi pot s viini, kterd je spojena
s télesnym pachem. Dale klize obsahuje mazové Zlazy, které poméhaji udrzet pokozku
hydratovanou a chrani ji pted patogeny [12].

2.2 Kosmeticky pripravek

Kosmeticky pripravek je latka nebo prostiedek uréeny pro styk se zevnimi castmi
lidského téla. Jeho cilem je zlepSovat vzhled pokozky nebo jiné ¢asti téla, ménit ho, Cistit
nebo chranit [8].

Kazdy kosmeticky piipravek musi byt naprosto bezpecny a spravné a citelné
oznaceny. Musi mit uvedenou dobu minimalni trvanlivosti, coz je obdobi, po které si
ptipravek udrzi zminovanou bezpec¢nost, dale slozeni INCI (International Nomenclature
of Cosmetic Ingredients) v sestupném poradi podle koncentrace do>1% a barviva
oznacena indexovym c¢islem Colour Index (CI) [13].

2.3 Kosmeticky pripravek a kiize

Pti pouzivani kosmetického ptipravku je ocekavano dostaveni ur¢itého vysledku. Tyto
vysledky zavisi na slozeni kosmetického ptipravku, jeho charakteru, ucinnosti
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kosmetickych slozek v wurcitych hloubkach pokozky a vztahu vlastnosti kiize a
kosmetického pftipravku. Vlastnosti ktize, které mohou prinik ovlivnit jsou napi.:
zdravotni stav klize, sloZeni jednotlivych vrstev, které se u kazdého jedince mirné lisi,
lokalita kize a hydratace a teplota kozniho povrchu. U kosmetického ptipravku pak jde
hlavné o fyzikalné-chemické vlastnosti kiize a disperzni formu dané slozky. Mnohem Iépe
se tak vstiebavaji slozky, které se slozenim podobaji praveé slozeni mezibunééné hmoty.

Prostup latek pokozkou muiize byt rizny. Obecné existuji dva typy cest, kterymi se
muze slozka pti aplikaci dostat pod povrch klze: transepidermélni a transfolikularni
(Obr.3). Transfolikularné pronikaji latky ptes folikuly [14].
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Obrazek 3: Schéma priniku latek do kiize

Transepidermalni cesty jsou nésledné dvé, a to intercelularni a intracelularni.
Intracelularn¢é pronikaji latky pies bunky a intercelularné pronikaji mezerami mezi
jednotlivymi buitkami. Schopnost jednotlivych slozek pronikat kizi se ale 1isi v zavislosti
na vlastnostech dané latky [15].

Jak jiz bylo fec¢eno, rizné druhy kosmetickych ptisad se mohou dostat do riznych
hloubek pokozky. Podle schopnosti slozky pronikat kiizi rozliSujeme penetraci, permeaci,
adsorpci a absorpci. Adsorpcei pronikaji naptiklad slozky jako silikonové derivaty nebo
parafinové uhlovodiky. Tyto latky vlastné do pokozky nepronikaji, ale ziistavaji
na povrchu ktize, kde tvofi ochranny film. Tenzidy a nékteré druhy oleji se do kiize
dostavaji penetraci, piicemz tento zpusob pruniku do kiize umoznuje latkdm prostoupit
pres vrchni vrstvu epidermis stratum corneum. Dal$im zptisobem priiniku do kize je
permeace, ktera umoznuje prinik do hlubsi vrstvy [16].
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Obrazek 4 Cesty pruniku latek do kiize

Diky permeaci pronikaji napiiklad kosmetické latky na vyzivu a regeneraci az do
vrstvy dermis. Jednd se napiiklad o CoQ, retinol a oleje s vysSim obsahem kysliku.
Nejhloubéji jsou latky schopné pronikat do kiize pomoci absorpce. Pronikaji hluboko do
dermis a jsou to obvykle latky na podporu aktivity fibrocytii. Obecn¢ plati, ze aktivni
slozky péce o plet,, jako jsou vyzivové slozky, maji obvykle schopnost dostat se hloubéji
do pokozky, zatimco ochranné slozky, jako jsou silikony, parafinové oleje a jejich
derivaty zlstavaji vice na povrchu (Obr.4).

Jak jiz bylo zminéno, ¢im vétsi je podobnost latky k mezibunééné hmoté, tim 1épe
latka pronika. Z toho vyplyva, ze celkové maji olejové slozky mnohem vétsi Sanci
proniknout do pokozky ve srovnani se slouc¢eninami na vodni bazi, protoze slozky na bazi
oleje mohou jednoduse projit intracelularni matrici nebo folikularni cestou [17].

Na druhou stranu aktivni latky jako retinoidy, koenzymy nebo oleje s vySSim
obsahem kysliku pronikaji hloub&ji do pokozky, kde mohou napiiklad podporovat
pfeménu koznich bun¢k. Jakmile se uc¢inna latka dostane do kontaktu s dermis, dostane
se do zivych krevnich cév a strukturdlni tkané, jako je kolagen a elastin. To dava
kosmetické slozce Sanci, aby plet’ né¢jakym zptisobem vylepsila a zkvalitnila [18].

Dalsim faktorem, na kterém také zélezi prinik kuzi, je velikost molekul. Rozmér
molekul je dan v Daltonech [Da] a také rozhoduje o tom, ktera slozka v produktu bude
pronikat hloub¢ji do pokozky, a kterd by méla pouze kondicionovat povrch pokozky.
Ptikladem muize byt rizna velikost molekul kyseliny hyaluronové [19].

Tyka se to predevsim produktti péce o plet. Pokud jde o make-up, i kdyz na trhu
existuji produkty, které kombinuji péci o plet a make-up, hlavnim cilem neni aktivni
péce, ale optické zlepSeni pleti. Slozky v tomto dekorativnim produktu nepronikaji
do pokozky, pokud neobsahuji nékteré aktivni slozky. Hlavnim ucelem make-upu je
vytvofit na pleti film, ktery vydrzi [19].
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2.4 Prirodni kosmetika

Za piirodni oznacujeme to, co se nachdzi v piirod¢, at’ uz na sousi, v pudé¢ nebo
v oceanech, nebo se ziskdva pfimo z rostlin, minerdl, zvifat nebo mikrobidlniho
svéta [20].

Ptirodni slozka je pak chemicka sloucenina, kterd pochazi z rostlinné, mineralni,
zivo¢isné nebo mikrobidlni fiSe a ziskava se procesy fyzikalni extrakce, ale bez jakékoli
transformace slozek. To je ptfipad naptiklad bézné vyuzivanych rostlinnych oleji
v kosmetice. Od ptirodni slozky se dale li$i vyraz slozka tzv. ptirodniho ptivodu, kterd jiz
transformaci prochazi. V ptipadé pfirodni kosmetiky by tato transformace méla
respektovat principy ekologické zelené chemie, ktera vyuzivd minimum energie a
rozpoustédel a vytvaii minimum odpadu [21].

Slozka se obvykle nazyva ,,chemickd®, kdyz je ziskana syntézou. Ke kontrole
Cistoty ptisady se pouzivaji procesy analyzy. V ptipad¢ ptirodni slozky, kterd neprochazi
zadnou pfeménou, je moznd veétsi variabilita jejich vlastnosti jako je slozeni, barva nebo
vine. V kosmetickém primyslu vyuzivame chemii k vyrobé aktivnich molekul, jejichz
zdroje v prirozeném stavu jsou vycerpany nebo se v prirodé nachéazeji v malych
mnozstvich, jako je vanilin nebo vitamin C. Tyto syntetické slozky mohou byt
rostlinného, mineralniho nebo fosilniho pivodu (odvozené z ropy a jejich derivati), avSak
prosly vétsi chemickou pfeménou nez slozky cisté pfirodniho pivodu. Pouziti téchto
chemicky transformovanych slozek také umoznuje zachovat biologickou rozmanitost
tim, Ze se prirodni molekula chemicky duplikuje. To je ¢asto piipad slozek pouzivanych
ve vunich [21].

Ptirodni kosmeticky produkt je tedy vyrobeny primarné ze slozek, které néjakym
zpusobem pochdazeji z ptirody. Formulace pfirodni kosmetiky se zaklada na pouzivani
organickych a udrzitelnych slozek a €asto se vyhybaji syntetickym chemikaliim, umélym
vinim a moznym dradzdivym pfisaddm, které lze nalézt v bézné, konvenéni
kosmetice [22].

Cilem pfirodni kosmetiky je poskytnout péci o pokozku, vlasy apod. a zaroven
minimalizovat negativni dopad jak na uZivatele, tak na Zivotni prostedi. Mezi nejbéZnéji
pouzivané piirodni kosmetické pfisady patii esencialni oleje, rostlinné extrakty a ptirodni
masla. Hlavnim spole¢nym znakem pfirodniho produktu je obsah minimalné 95 % slozek
prirodniho pivodu. Na zdkladé nejednotnosti terminu lze ale jen nékteré produkty
certifikovat jako organické nebo pfirodni, coz pro zékaznika miize byt matouci a obtizné
z hlediska porozuméni certifikatiim a jejich rozdilim. S tim se také nasledné poji problém
tzv. ,,green washing®, kdy firmy vyuzivaji marketingové praktiky k propagaci svych
produktti ve vyrazné prirodnéj$im a ekologi¢téjsim svétle, nez ve skute¢nosti jsou [23].
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2.5 Srovnani prirodni kosmetiky s konven¢ni kosmetikou

Na rozdil od ptirodnich slozek a slozek ptirodniho ptivodu, jsou tzv. slozky ,,chemické®,
ziskavany chemickou syntézou. Ke kontrole ¢istoty slozky se pouzivaji procesy analyzy
a v pripad¢ ptirodni slozky, ktera neprochazi zadnou pfeménou, je mozna v¢étsi variabilita
jejich vlastnosti jako je slozeni, viing ¢i barvy [24].

V kosmetickém primyslu vyuzivame chemii k vyrobé aktivnich molekul, jejichz
zdroje v prirozeném stavu byly vyCerpany nebo se v prirod¢ nachazeji ve velice malych
mnozstvich. Vyuziti téchto chemicky transformovanych slozek ale také umoznuje
zachovat biologickou rozmanitost. Tento postup umoziuje duplikovani ptirodnich
molekul misto toho, aby byly vyuzivany. To je Casto ptfipad slozek pouzivanych
v parfémech. Pfi porovnani jednotlivych stranek pfirodni a konven¢ni kosmetiky bylo
zjisténo nékolik vyhod ptirodni kosmetiky [21].

Ptirodni kosmetika obsahuje méné syntetickych chemikalii, viini a konzervacnich
latek, které mohou byt ptili§ agresivni pro lidskou kuzi, a naopak obsahuje jemné;jsi
citlivou pokozku. Syntetické latky mohou také ptedstavovat potize s odstranénim
v odpadnich vodach. Dalsim bodem je vétsi ohleduplnost k Zivotnimu prostiedi u ptirodni
kosmetiky. Tim, Ze vétSina producentli prirodni kosmetiky vyuziva také udrzitelné a
ekologické zdroje a obalové materidly, snizuje se jejich dopad na zivotni prostredi.
Vétsina téchto znacek také neprovadi testy na zvitratech [23].

DalSim pozitivnim faktorem je bohatost pfirodnich latek na ziviny. Pfirodni
ingredience, jako jsou rostlinné oleje, extrakty zrostlin a hub poskytuji vitaminy,
adaptogeny nebo antioxidacni latky. Z hlediska bézného uzivatele ma prirodni kosmetika
také vyhodu, ze seznamy INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients)
ingredienci jsou ¢asto velmi jasné a srozumitelné.

Negativnimi aspekty nasledné mohou byt naptiklad alergie na nékteré ptirodni
slozky jako jsou esencidlni oleje, nebo latex, vétsi nachylnost k ptipadné kontaminaci a
tim mensi doba trvanlivosti vlivem vyuziti pfirodnich konzervantti. Dal§im faktorem je
rozdil v u¢innosti pfirodnich slozek vlivem prostredi, ve kterém jsou vypéstovany. Klima,
pudni podminky a metody sklizné mohou mit na kone¢ny produkt velky wvliv.
V neposledni fad€, pokud je kosmetika kvalitni, pfirodni ingredience mohou byt velmi
nakladné a vysledny produkt pot¢é mnohem drazsi, nez bézna konvencni kosmetika [25].

2.6 Emulze

Vétsina kosmetickych piipravki je ve formé emulzi. Emulze je heterogenni smés dvou
casten¢ nemisitelnych nebo nemisitelnych kapalin, kde jedna z kapalin je pfitomna ve
form¢ malych kapicek jako dispergovand faze ve druhé kapaling, ktera vytvari
kontinualni fazi. Ve vétsing piipadi se jedna o vodni fazi a olejovou fazi. V piipadé,
ze je voda ve form¢é malych kapicek, tedy dispergovanou fazi, jedna se o emulzi typu
voda v oleji (V/O), neboli ,,pfimou’ emulzi. Kdyz je tomu naopak, jedna se o emulzi typu

15



olej ve vodé neboli ,,reverzni“. Emulze tedy obsahuji dv¢ faze, pti¢emz hranice mezi nimi
se nazyva ,,rozhrani* (Obr.5) [26].

Systém emulze ma tendenci mit zakaleny vzhled, kvili tomu, ze mnoho fazovych
rozhrani rozptyluje svétlo, kdyz prochazi emulzi. Systém se pak jevi jako bily, kdyz je
veskeré svétlo rovnomérné rozptyleno. Pokud je emulze hodné zfedéna, bude svétlo
s vy$$i frekvenci rozptyleno vice a emulze bude vypadat vice do modra. Tento jev se
nazyva ,,Tyndallav efekt”. Pokud je emulze naopak hodné koncentrovana, barva bude
zkreslend smérem k delSim vinovym délkam a bude se jevit vice do zluté barvy [27]

Emulze lze také klasifikovat v zavislosti na velikosti ¢astic, kter¢ je tvoti. Mizeme
je tedy rozdélit na makro, mikro a nanoemulze. Mikroemulze a nanoemulze s velikosti
kapi¢ek pod 100 nm se jevi jako prisvitné. Tato vlastnost je zplisobena skute¢nosti,
ze svételné viny jsou kapickami rozptylovany, a to pouze tehdy, pokud je jejich velikost
vEtsi nez jedna Ctvrtina vinové délky dopadajiciho svétla. Vzhledem k tomu, ze viditelné
spektrum svétla je slozeno z vinovych délek mezi 390 a 750 nanometry, tak pokud jsou
velikosti kapicek v emulzi mensi velikosti nez 100 nm, svétlo miize pronikat emulzi, aniz
by bylo rozptyleno [28].

Z hlediska fyzikélni chemie je emulze specidlnim ptikladem koloidniho systému a
potfebou energie, jak je to jen mozné. Disperzni i spojité faze jsou ovlivnény v§im,
co s nimi prichézi do styku [29].

Typy emulzi

olej ve vodé voda v oleji

/
N

/
-

Obrazek 5: Schéma rozdilu usporadani emulze olej ve vodeé a voda v oleji

V kosmetickém vyuziti emulzi je velice dilezita jejich stabilita a nerozdélovani fazi
v pribéhu skladovani. Jako stabilita emulze se oznacCuje schopnost emulze odolat
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zménam svych vlastnosti v pritbéhu ¢asu. Nestabilita emulzi se mtize projevit flokulaci,
koalescenci, sedimentaci nebo tzn. Ostwaldovym zranim, coz je proces pfechodu mensich
kapic¢ek v kapicky vétSich rozméri v dusledku vyssiho tlaku. K flokulaci dochazi
v ptipadé, kdyz mezi kapickami plisobi pfitazliva sila a tvofi se vlocky. Ke koalescenci
dochazi v pripad¢, Ze do sebe kapicky narazeji a spojuji se tak do vétsi kapky, takze
pramérna velikost kapky se s Casem zvysuje [30].

Emulze mohou také podléhat krémovani, kdy kapic¢ky stoupaji k povrchu emulze
vlivem vztlaku nebo vlivem dostfedivé sily vyvolané pti pouziti odstfedivky. Opa¢nym
jevem ke krémovani je pak sedimentace a bézn¢ se vyskytuje u emulzi voda v oleji.
Sedimentace nastava v pripadé, kdyz je dispergovana faze, tedy voda hust$i nez
kontinualni olejova faze a gravitacni sily tahnou hustsi kulicky ke dnu emulze. Oba tyto
jevy se fyzikaln¢ tidi Stokesovym zdkonem [31].

Resenim nestability emulzi je pak vhodné povrchové aktivni &inidlo, které mize
zvysit kinetickou stabilitu emulze tak, ze se velikost kapicek s ¢asem vyznamné neméni.
Pokud se velikost a rozptyl kapicek v ¢ase neméni, tika se, Ze je emulze stabilni. Proces
destabilizace s pouzitim emulgatoru mtze trvat i nékolik let, takze pokud je potieba
proces urychlit v disledku nutnosti otestovani béhem vyvoje, nejcastéji se vyuzivaji
tepelné metody destabilizace, kdy dochazi k prudkému zvysSeni teploty. Tyhle metody se
vyuzivaji i k simulaci redlnych podminek pro produkt, naptiklad u opalovacich krému
ponechanych volné na slunci [32].

2.6.1 Emulgator

Emulgatory jsou latky, které spadaji do skupiny povrchové aktivnich latek. Povrchové
aktivni slouceniny jsou typicky amfifilni, takZze obsahuji polarni i nepolarni ¢ast. Diky
tomu dokazi smichat dvé nebo vice za normalnich podminek nemisitelnych kapalin tim,
ze snizuji povrchové napéti mezi kapalinami, a to umoziuje vytvaret stabilni emulzi.
Nasledné pak udrzuji emulzi stabilni po dobu skladovani, prodluzuji dobu trvanlivosti
a zlepsuji jeji texturu. Ty emulgatory, které maji vétsi afinitu k vod¢, budou obecné tvofit
emulze olej ve vodé, zatimco emulgatory, které maji vétsi afinitu k oleji, budou
podporovat vznik V/O emulze. Kontinualni fazi tedy bude ta faze, ke které ma emulgator
vetsi afinitu [33].

Volba emulgatoru zéavisi na konkrétni aplikaci, pozadovanych vlastnostech
a kompatibilit€¢ emulgatoru s ostatnimi slozkami. Rlizné emulgatory maji rizné vlastnosti
a funkce, diky ¢emuz jsou vhodné pro rizna prumyslova odvétvi a produkty.

Emulgétory mizeme podle elektrického naboje rozdélit na kationtové, aniontové
a amfifilni.

Kationtové emulgatory nesou kladny naboj a Casto se pouzivaji ve formulacich, kde
jsou potieba kladné nabité molekuly, jako jsou vlasové kondicionéry a avivaze. Mohou
tak pomoci pii roz¢esavani vlasl, protoze prostiednictvim elektrostatické ptitazlivosti
prilnou k negativné nabitému povrchu, ktery vlas nese. Také se ze stejného divodu
pouzivaji hlavné v kosmetice, kterd ma za ukol na pokozce zlstat delsi dobu, jako jsou
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opalovaci krémy, pravé kvili zapornému naboji pokozky. Ve vysSich koncentracich ale
mohou pokozku drazdit, a proto se nevyuzivaji v produktech péce o plet, které se
z pokozky nesmyvaji vibec [34].

Aniontové emulgatory naopak nesou zaporny elektricky naboj a ¢asto se pouzivaji
v Siroké tad¢é aplikaci, véetné mnoha Cdisticich prostfedkti, mydel a detergentii. Jsou
ucinné pti rozptylovani a odstraniovani necistot a mastnoty, protoze mohou interagovat s
kladn€ nabitymi ¢asticemi a oleji. Oba typy emulgatord, aniontové i kationtové, jsou
citlivé na to, co se déje ve vodni fazi (pokud je emulze O/V) a funguji nejlépe s relativné
jednoduchym slozenim této faze, nez s fazi s vysokym obsahem aditiv [35].

Amfoterni emulgatory pak zastavaji ¢asto prvni volbou pro vétSinu aplikaci
v kosmetice diky své flexibilité, nizké potencidlni chemické interakci s ostatnimi
slozkami a také kvili tomu, Ze neobsahuji zadny vnéjsi elektricky naboj zplsobeny
volnymi ionty. Jejich hydrofilni hlava je nabita kladné i zdporné. Timto zptisobem mohou
fungovat bud’ jako kationtové emulgatory nebo aniontové emulgatory v zavislosti
na pH [35].

2.6.1.1 Prirodni emulgdtory

Pfirodni emulgatory jsou emulgatory ziskané z ptirodnich zdroji, jako jsou rostliny,
zivoCi$né produkty nebo mineraly. Pouzivaji se v riznych primyslovych odvétvich,
véetné potravinafstvi, kosmetiky a farmacie [21].

Fosfolipidy jsou slouceniny s hydrofilni a lipofilni ¢asti molekuly. Jsou zédkladnimi
slozkami bunééné membrany a jsou organizovany ve dvou vrstvach. Jejich amfifilni
charakter je zodpovédny za jejich emulgacni vlastnosti. V kombinaci s jinymi mastnymi
kyselinami a mastnymi alkoholy jsou emulgacni vlastnosti jesté lepsi. Jsou dobrou
volbou, pokud jde o stabilizaci ptirodnich receptur [36].

Ptirodni emulgatory na bazi fosfolipidl jsou oblibené u spotiebiteli, ktetfi preferuji
produkty s mensim mnozstvim syntetickych ptisad. To, Ze pochazeji z ptirodnich zdroji,
jim umoziuje byt v souladu s pravidly, kterym podléha ptirodni kosmetika.

Stabilita emulze se muze liSit v zévislosti na konkrétnim pouzitém piirodnim
emulgatoru, formulaci a podminkach, za kterych je emulze skladovdana. V mnoha
ptipadech mohou pfirodni emulgatory pifi spravném pouziti zajistit dobrou stabilitu
emulze. Pfi upfednostnéni pfirodnich emulgéatord pred syntetickymi je nutné zohlednit
n¢kolik faktord. Pfi pouziti ptirodniho emulgatoru je nezbytné spravné vyvazeni pomért
vody a oleje, zvoleni spravné emulgacéni techniky a spravné teploty. Dale se vysledna
emulze musi udrzovat ve vhodném prostredi bez vétsiho vystavovani teplu a svétlu. [37]

Lecitin

emulgatort. Sklada se z glycerolu, ktery vaze az tti dalsi molekuly, a to mastné kyseliny
a kyselinu fosfore¢nou, kterd je vazana na glycerol (Obr.6). Diky hydrofobnim mastnym
kyselinam je struktura lecitinu podobna lipidim. Kyselina fosfore¢na ma pak piripojenou
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aminokyselinu, zndmou také jako cholin. Tento konec lecitinu, ktery ma fosfat a
aminoalkohol, je hydrofilni [38].

Obrazek 6: Struktura lecitinu

V kosmetice se nejcastéji vyuziva sdjovy lecitin, ktery se ziskava ze sdjovych bobt
a pusobi regenera¢né, optimalizuje funkénost pokozky, regeneruje, zjemnuje a ma
protizanétlivé ucinky. Lecitin je tak u¢innym emulgatorem, protoze jeho hydrofilni ¢ast
se rozpousti ve vod¢, zatimco hydrofobni Cast se rozpousti v oleji. Jediné misto, kde se
lecitin tedy v emulzi ptirozen¢ nachazi, je na okraji kapicek oleje. Jeho hydrofilni konec
je natocen smérem k vodé, zatimco jeho hydrofobni konec k oleji. Vzhledem k hydrofilni
a hydrofobni ¢asti molekuly je lecitin schopen dobie stabilizovat oba typy emulze, jak
O/V, tak i V/O [39]

Cholesterol

Cholesterol patii do skupiny steroli a je pro metabolismus zcela zasadni latkou.
Je diilezitou soucasti bunéénych membran a vznikd z néj fada vyznamnych latek jako
steroidni hormony, ZluCové kyseliny a vitamin D. Molekula cholesterolu vznika
v metabolismu prostfednictvim izoprenoidni drdhy kondenzaci izopreni a pozdéjSim
vznikem skvalenu, ktery je pies lanosterol konvertovan na cholesterol (Obr.7). Kli¢ovym
enzymem této syntézy je HMG-CoA-reduktaza. [40].

Obrazek 7: Struktura cholesterolu
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Lanolin

Lanolin (Obr.8) je ptirodni latka zivoc¢isného ptivodu. Ziskava se z precisténé ovei viny
a ma tuzsi a mastnou konzistenci. Je vhodny jako emulgator do ptipravkl pro citlivou
plet’, protoze je nejpodobnéjsi tuku v lidské kiizi. Pouziva se také do balzdmi na rty a
masti. Na pokoZce vytvaii tenkou ochranou vrstvu. [41].
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Obrazek 8: Struktura lanolinu

Kyselina stearova

Kyselina stearova (Obr.9) se ziskava z rostlinnych tukl a jako emulgator se pridava do
olejové faze, obvykle ve formé glyceryl stearatu citratu. Schopnost kyseliny stearové
kombinovat vodu a olej s necistotami ji ¢ini zvIasté uziteCnou v Cisticich prostedcich,
kde oleje a voda mohou odstranit necistoty z pokozky. V ptirodni kosmetice se vyuziva
jako emulgator hlavné do télovych mlék a balzamt po holeni. Zaroven podporuje
emulgacni vlastnosti kyseliny palmitové. [42].

Obrazek 9: Struktura kyseliny stearové

Kyselina palmitova

Kyselina palmitova (Obr.10) je pfirodni latka, kterd mize piisobit jako plnidlo, latka na
podporu viskozity, zmeékéovadlo nebo koemulgator ke kyselin¢ stearové a je Siroce
pouzivana ke zlepSeni textury emulzi. Mize také pusobit jako promastovaci Cinidlo a
kalidlo. Kyselina palmitova se pouziva jako emulgator do pletovych krémia a mlék a
doporucuje se zejména pro krémy na holeni [43].
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Obrazek 10: Struktura kyseliny palmitové
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Glycerol monostearat

Glycerol monostearat, bézn¢ znamy jako GMS, je monoglycerid bézné pouzivany jako
emulgator v potravinach a mén¢ ¢asto v kosmetice. Ma vzhled bilého vlockovitého prasku
bez zépachu a sladké chuti a je hygroskopicky. Jedna se o glycerolester kyseliny stearové
(Obr.11). GMS je potravinarskd ptisada pouzivand jako zahustovaci, emulgacni,
protispékava a konzervacni latka a emulgacéni ¢inidlo pro oleje, vosky a rozpoustédla.
Pouziva se také v kosmetice a produktech pro péci o vlasy [44].
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Obrazek 11: Struktura glycerolmono stearatu

Arabska guma

Arabska guma (Obr.12) je také zndma jako guma z akdcie, z jejiz mizy se ziskava.
Rozpousti se ve vodé€, pisobi jako emulgator a zahustovadlo ve vodnych i olejovych
smésich. V pevném skupenstvi ji najdeme jako bily prasek [45].

Obrazek 12: Struktura arabské gumy

2.7 Typy kosmetickych ingredienci
2.7.1 Rozpoustédlo

Nejcastéjsi rozpoustédla v kosmetice jsou voda a ethanol, pticemz kazdé vykazuje urcité
vyhody a nevyhody. Voda je organismu vlastni, je bez chuti, barvy a zdpachu a ma dobré
Cistici schopnosti. Negativni strankou vody ovSem muze byt kondenzace, podpora ristu
mikroorganismu a podpora nezddoucich chemickych reakei. Ethanol pokozku dobfe ¢isti,
ma dezinfekéni a adstringentni vlastnosti a inhibuje rast mikroorganismu. Pfi vysSich
koncentracich mtze ale kiizi zbyte¢né vysuSovat a drazdit [46].
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2.7.2 Humektant

Humektant neboli zvlhéovaé je hygroskopicka latka pouzivana k udrzeni vlhkosti.
Pouzivaji se v mnoha produktech i v potravinafstvi a v kosmetice mohou byt zvlh¢ovadla
pouzita v topickych davkovych formach ke zvySeni rozpustnosti aktivnich slozek,
zvyseni schopnosti aktivnich slozek pronikat kiizi nebo doby jejich aktivity [47].

Tato hydratacni vlastnost mize byt také prospéSna k tomu, ze plsobi proti
dehydratacni aktivni slozce. Molekula ¢asto obsahuje nékolik hydrofilnich skupin,
nejcasteji hydroxylové, 1ze se vSak setkat i s aminy a karboxylovymi skupinami [47].

Mezi nejcastéji pouzivané humektanty patii zpravidla glykoly. Glycerin je jednim
z nejoblibenéjSich pouzivanych zvlhcovadel, protoze poskytuje pozadovany vysledek
pomérné Casto a ma nizkou cenu. Déle pak je vhodny butylenglykol, pentylengylcol a
propylengylycol [48].

2.7.3 Emolient

Emolienty, neboli zmékcovadla jsou promastujici latky ptidavané do kosmetickych
pripravkl z diivodu dodani lipidi. Zvysuji obsah vlhkosti v pokoZce snizenim hodnoty
TEWL (méfeni transepidermalni ztraty vody) a poskytuji pokozce mékky, hladky a
nemastny pocit. Jako emolienty se pouzivaji oleje a tuky [49].

2.7.4 Aktivni latka

Aktivni latkou v kosmetice je latka, ktera poskytuje specificky a prokdzany ucinek a
pronika do urcité vrstvy v ktizi. Tyto latky predstavuji Sirokou kategorii slozek véetné
napiiklad kyselin, vitamint, proteind, peptidi a pfirodnich extraktd. Piirodni extrakty
mohou poskytnout Siroké spektrum pozitivnich u¢inkti, napt.: antioxidac¢ni, zklidiujici,
hydrata¢ni atd. Efektivita téchto extraktli nasledné zalezi na typu, potenci extraktu, a
hlavné jeho slozeni. Nékteré aktivni latky mohou za uréitych podminek vyvolat
farmakologické nebo toxické ucinky [50].

2.7.5 Emulgator

Emulgatory jsou klicovou latku ve vyrobé emulzi. Zavisi na nich kvalita emulze 1 jeji
stabilita. Vice byly emulgatory a jejich funkce byly popsany v kapitole 2.6.1 v ramci
problematiky emulzi.

2.7.6 Konzervant

Latka, kterd vysledny produkt zakonzervuje, je nezbytnou soucéasti kazdého
kosmetického ptipravku. Zarucuje bezpecnost a kvalitu kosmetiky po jeji maximalni
dobu skladovani a je specifickd pro kazdy produkt. Konzervant zabranuje nezadoucimu
ristu mikroorganismi a prodluzuje tak Zzivotnost produktu. VétSina vyuzivanych
konzervanti v kosmetice je syntetickd. Mezi prirodni konzervacéni latky se fadi extrakt ze
semen grapefruitu, rozmarynovy extrakt, vitamin E, olej z ¢ajovniku, nebo extrakt ze
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zimolezu. Antimikrobidlni aktivitu vykazuji vesmes veskeré esencialni oleje, ovSem ne
vzdy dostatecnou [51].

2.8 Charakteristika hub

Houby jsou velmi pocetnou skupinou organismi. V soucasné dob¢ je popsano kolem
130 000 druhti hub, ale ptedpoklada se, ze jich je na svété téméi dvojnasobek. Houby
maji velmi dilezitou roli jak v ptirodg, tak v Zivoté lidi. Mezi zékladni ulohu v ptirods
patii jejich schopnost rozkladu organické hmoty na anorganické slouceniny. Podileji se
také na humifikaci, kdy se z ¢aste¢n¢ rozlozené organické hmoty tvoii humusové latky.
Spolu se zelenymi rostlinami tak tvofi kolobéh zivota na Zemi. Pokud jde o pfimé vyuziti
hub ¢loveékem, nizsi houby, napt. kvasinky a plisné, se pouzivaji hojné v potravinafstvi a
jiné druhy produkuji enzymy, hormony, antibiotika, barviva nebo vitaminy [52].

Do nedavna byly houby vnimany jako vedlej$i vyvojova vétev nizsich rostlin a
az na zaklad¢ hlubsiho vyzkumu fylogenetického vyvoje hub doslo ke zjisténi, ze houby
vznikly samovolné. Tim padem je tedy nutné houby jako takové povazovat za samotnou
1iSi Fungi vedle fiSe rostlin (Plantae) a zivoCichii (Animalia). Fungi jsou tedy
eukaryotické heterotrofni organismy, jejich télo méa jednoduchou stavbu, mohou byt
jednobunééné i mnohobunééné. Pod pojmem houba si Ize predstavit jak houbu s plodnici,
na kterou narazime v lese, tak vlaknité nebo jednobunécné mikroskopické organismy.

Vldknit¢ houby jsou plisné a jednobunééné mikromycety napf.: kvasinky.
Makromycetami pak nazyvame houby velké, naptiklad ty, které bézn€¢ konzumujeme.

Studiem hub se zabyva mykologie. Obecné se houby lisi od rostlin predevsim
zpiisobem Zzivota, vyzivy a rozmnozovani. Z hlediska slozeni hub Ize obecné fict, ze jsou
houby zdrojem mineralnich latek, vitamind, bioflavonoidl, bilkovin a vldkniny. Dale
obsahuji vonné latky, které jsou pro konzumenty nejcennéjsi slozkou hub, jelikoz na nich
zavisi viin€ a chut’ jednotlivych druhti [53].

2.8.1 VysSi houby

Na zéklad¢ morfologickych znakt vyssich hub jsou houby zatazovany do jednotlivych
oddéleni, napi.: Basidiomycota, Acsomycota, Zygomycota. T&lo houby mé jednoduchou
stavbu. Je tvofeno stélkou, kterd je tvofena vldknitymi bunkami mikroskopickych
rozméri tzv. hyfami a u mikroskopickych hub miize byt jednobun&éna. Houby piijimaji
Ziviny z prostiedi ve formé organickych latek. Tyto slozky rozkladaji vné své stélky tim,
ze do nejblizsiho okoli vylucuji hydrolytické enzymy, které tak $té€pi substrat na mensi
casti. Ty jsou pak absorbovany dovnitf stélky houby [54].

Hlavnimi zasobnimi latkami hub je glykogen a tuky. Transportnimi latkami jsou
sacharidy, které¢ se transportuji stélkou ve formé cukernych alkohold a disacharidu
trehal6zy. Hyfy jsou smétovany k zivindm a jsou rozdélovany do dvou smérii. Prvni vede
k vytvoreni vegetativniho podhoubi neboli mycelia, které ma podobu bilé vlaknité
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struktury. Hlavni funkeci je zajistit vyménu energie a potfebnych latek. Mycelium muize
mit riiznou velikost, a to od nékolika desitek centimetri az po desitky metrii ¢tverecnich.
Druhy smér rustu hyf je morfologicky odlisny, nese rozmnozovaci organy a vede k tvorbé
plodnic. Vyssi houby tvoii razné velké plodnice (Obr.13), které tvoii klobouk a tien.
Plodnice je ur¢ena k rozmnozovani pomoci vytrusd, je slozena z hyfového pletiva a jeji
soucasti jsou vytrusorodé buiky jako viecka, bazidie a konidie [55].

b lobouk T ted

3 = dunpiny p = plodrice
1w lugeny (hproesabar) v = wytoas (avizhera)
- praten M= geedem (poshauli)

Obrazek 13: Schéma plodnice houby

Tvar plodnice je riizny v zavislosti na rdzném druhu houby a stejn¢ tak i jeji
velikost. Mlize dosahovat az nékolika decimetrii. Na tieni houby se muze, ale nemusi
vyskytovat prstenec. Vnitfek plodnice je tvofen duzinou, ktera mize mit riznou strukturu.
Mezi typy duzin patfi masitd, vodnata, $tavnatd, suchd, vlaknita, kozovita, tuhd a
dfevnata. Typ duziny lze lehce rozpoznat piicnym fezem plodnici [56].

2.8.2 Medicinalni houby

oy e

z Indie a naptiklad staii Egyptané povazovali houby za posvatné a vértili, ze prodluzuji
zivot. Medicinalni houby jsou kategorie hub, kterda ma dilezité zdravotni pfinosy a
vykazuji  Siroké spektrum farmakologickych aktivit vcetné¢ antialergickych,
antibakterialnich, antifungalnich, protizanétlivych, antioxidacnich c¢inkt. Bylo
prokazano, ze tato kategorie vykazuje antivirovy, cytotoxicky, imunomodula¢ni,
antidepresivni, antihyperlipidemicky, antidiabeticky uc¢inek a mnoho dal$ich [57].

Medicinalni nebo také vitalni houby, jak se Casto nazyvaji, obsahuji bioaktivni
slouceniny, u kterych byly zkoumany jejich G¢inky a mechanismy v klinickych studiich
in vitro a in vivo [25].

V Asii byly pouzivany k podpofe a udrzovani zdravi a imunity a 1é¢b¢ nemoci jiz
od staroveku. Jejich vyuzivani na Zapad¢ je vSak podstatné novéjsich dat. Lé¢ivé houby
byly cenény pro svou kulinafskou a nutri¢ni hodnotu, ale nyni jsou stale vice cenény
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pro své 1éCivé vlastnosti. Rovnéz se medicinalni houby pouzivaji v oblasti onkologie, a
to pro své imunomodulaéni a protinadorové uc¢inky, které dopliuji tradi¢ni 1éCbu, zlepsuji
jeji ucinek a snizuji jeji vedlejsi ucinky [57].

Nékteré houby byly také v nékolika studiich testovany na protirakovinnou ucinnost
a vykazaly schopnost potlacovat tumorigenezi a metastazy raznych druhd onkologickych
onemocnéni. Tyto aktivity Ize pri¢ist mnoha bioaktivnim metabolitim piitomnym
v myceliu a predev§im v plodnici, jejichz biologicky ucinek se lisi podle chemické
povahy a jejichz distribuce se 1i8i podle druhu houby [58].

2.8.2.1 Medicindlni houby v kosmetice

Houby také obsahuji mnoho bioaktivnich sloucenin, jako jsou flavonoidy, fenolické
slouCeniny, terpeny, polysacharidy a mastné¢ kyseliny. Vytazky z hub diky své
vlastnosti. Jak plodnice, tak mycelia maji uvedené vlastnosti a diky nim se pouzivaji
v kosmetologii. Pro své antioxidacni vlastnosti a schopnost absorbovat UV zafeni se
pridavaji do kosmetiky proti starnuti. Vytazky z hub vykazuji hydratacni a zesvétlujici
ucinek na pokozku, diky ¢emuz jsou uzitecné také v kosmetickém priamyslu. Houby
s protizanétlivymi a antimikrobidlnimi U¢inky lze najit v ptipravcich pro citlivou a
problematickou plet’ [59]. V jedné studii byly analyzované extrakty hodnoceny topickou
aplikaci extrakti na kzi v nizké koncentraci. Analyzované extrakty medicinalnich hub
jako Reishi a podobn¢ jsou dobfe zndmé suroviny s dlouhou historii pouziti
v potravinaiském a farmaceutickém primyslu, takze toxikologicky profil extrakt
nenaznacoval zadna rizika. Latky maji navic ¢islo CAS a nepodléhaji zddnym omezenim
v kosmetickém primyslu [60].

Nékteré medicinalni houby obsahuji rizné specifické bioaktivni slouc¢eniny, jako je
kyselina jable¢na, kyselina fumarova, kyselina citrénova, erinacin, kyselina ganoderova
a kyselina lucidenova, které maji schopnost chranit buiiky pfed Skodlivymi ucinky
volnych radikala [61].
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2.8.2.2 Vybrani zastupci medicindlnich hub

Lesklokorka leskla (Ganoderma lucidum)

Lesklokorka leskla, Reishi neboli Ganoderma Ilucidum je orientalni houba, kterd ma
dlouhou historii pouzivani k podpofe zdravi a dlouhovékosti v Ciné, Japonsku a dal3ich
asijskych zemich.

Obrazek 14: Lesklokorka leskla

Jde o velkou, tmavou houbu s lesklym zevnéjskem a drevitou texturou. Latinské
slovo lucidus znamend ,leskly”“ a odkazuje na lakovany vzhled povrchu houby.
Taxonomicky se Reishi fadi do basidiomycet. V Ciné se tato houba nazyvé lingzhi,
zatimco v Japonsku je nazev pro ¢eled’ Ganodermataceae reishi nebo mannentake. Mezi
péstovanymi houbami je lesklokorka jedine¢na v tom, ze je jeji vyznam spiSe
farmaceuticky nez nutricni. Razné komer¢ni produkty lesklokorky jsou dostupné
v ruznych formach, jako jsou prasky, dopliky stravy a ¢aj. Ty jsou produkovany
z raznych ¢asti houby, véetné mycelia, spor a plodového téla. Mezi specifické aplikace a
jeji prisuzované zdravotni piinosy patii hlavné kontrola hladiny glukézy v krvi a
modulace imunitniho systému. V asijskych zemich ji I¢kafi casto doporucuji jako doplnék
na podporu imunitniho systému pti 1é¢b¢ rakoviny. Laboratorni vyzkum a preklinické
studie navic ukazaly slibné vysledky protinadorové aktivity [62].

Dtikazy o jeji antikarcinogenni aktivit¢ ov§em nejsou dostacujici, takze je prozatim
vyuzivana jen jako dopliikova 1écba. Houba ma minimum vedlejSich G¢inkd, podle
klinické studie bylo hlaseno jen nékolik ptipadi mensich vedlejSich G¢inka spojenych s
1é¢bou houbou Reishi, a to nevolnosti a nespavost. Uginné aktivni latky obsazené v houbé
se ruzni na zakladé mnoha faktord. Mohou zaviset na sklizni, stafi plodu, manipulaci pfi
transportu a také skladovani houby. Z mycelia, plodnic nebo spor mohou byt extrahovany
rizné slouceniny s riiznou biologickou aktivitou, z nichz nékteré byvaji spojovany s
moznymi terapeutickymi uc¢inky. Kvalitné sklizené a skladované plodnice obsahuji vice
nez 100 vysoce oxidovanych a farmakologicky aktivnich triterpent, polysacharidy,
cerebrosidy a fenolické latky. V houbé byly podle nékolika studii objeveny dva hlavni
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typy triterpenoidl, kyselina ganoderova, ktera potlacuje rist HeLa bun¢k navozenim
bunéc¢né smrti a kyselina lucidenova [63].

Triterpenoidy jsou velmi pfinosné latky a pfispivaji ke snizeni krevniho tlaku a
hladiny cholesterolu v krvi. Byla potvrzena také antimikrobialni aktivita proti
Escherichia coli, Bacillus subtilis a Salmonella typhimurium. Antimikrobidlni aktivita
houby je zptsobena ptitomnosti polyfenolickych kyselin, flavonoidd, chinont a terpenti
[64].

Pozitivni u€inky Reishi jiz byly zaznamenany i v kosmetickém primyslu. Vyzkum
Reishi z hlediska téchto vlastnosti a jejich potencionalniho vyuziti v kosmetice ukazal,
ze testované extrakty Reishi nezvySovaly mnozstvi reaktivnich forem kysliku
ve fibroblastech a keratinocytech. Piidavek houbovych extrakti do mycich geld snizil
drazdivy ucinek na pokozku a intraceluldrni produkci volnych radikalti ve srovnani s
kosmetickym zékladem. Navic se ukézalo, Ze analyzované kosmetické piipravky mély
pozitivni vliv na pH a hydrataci pokozky a také snizovaly hodnotu TEWL [60].

Extrakt z této houby ma v kosmetice dal$i vyznamné ucinky, protoze vykazuje
antioxidacni, antiperoxida¢ni, antibakterialni a protizanétlivou aktivitu. Diky vysoké
koncentraci polysacharidli v susiné¢ hub mohou byt houbové extrakty cennou surovinou
predevsim pro Cistici kosmetiku. Vzhledem k tomu, Ze jde o produkty, které spotiebitelé
pouzivaji ve velkém mnozstvi, mnohokrat denng, je nejvétsi nevyhodou Cistici kosmetiky
tendence pokozku drazdit, coz je vyvolano povrchové aktivnimi latkami, které jsou
v Cistici  kosmetice hlavnimi slozkami. Povrchové aktivni latky maji schopnost
interagovat s koznimi proteiny, coz vede k jejich denaturaci a vymyvani z pokozky.
Houbové polysacharidy, proteiny a sacharidy jako ptirodni polymery mohou interagovat
s micelami povrchové aktivnich latek a zpisobit zvyseni jejich stability a ve skute¢nosti
vést ke snizeni drazdivého potencialu [59].

Rezavec Sikmy (Inonotus obliquus, Chaga)

Rezavec $ikmy, latinsky Inonotus obliquus je viceletd dievokazna houba z celedi
kozovkovitych. Pochazi ptivodem ze Sibife a severni oblasti Ciny, kde se z ni uz dlouho
ptipravuji odvary k terapiim a pro své vysledky ziskala piezdivku ,,Dar od boha®.
Na Sibifi se z této houby pouzival horky vyluh ve formé ¢aje proti tuberkuloze, bolestem
bricha, chorobam jater a srdce. Za timto ucelem se houba sbirala pouze na podzim a
na jare, kdy udajné obsahuje nejvice ucinnych latek [65].
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Obrazek 15: Rezavec Sikmy

Chaga, jak je také rezavec nazyvan, se velmi hodi i pro zmirnéni autoimunitnich
potizi, protoze dokdze imunitni systém stimulovat a v piipadé potieby také tlumit.
Muzeme ji nalézat na kmenech btiz a dalSich listnatych stromt. Rezavec zptisobuje, ze
se v hostitelském stromu vyvine bilé srdcovita hniloba a spory houby vstupuji do stromu
ptres rany, zvlast¢ pak pies Spatn¢ zahojené uiezané vétve. Bila hniloba se nésledné
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rozpadne a rozs$iti se po jadrovém dieve hostitele. Béhem infekéniho cyklu tak dochazi k
pronikani bélového dieva pouze kolem sterilni vnéj$i hmoty mycelia. Houba nasledné
dlouhodobé¢ zptsobuje rozpad uvnitf zivého stromu, a to az po dobu 10 — 80 let. Béhem
zivota stromu vytvaii pouze sterilni mycelidlni hmoty. Sexudlni faze zacina poté, co je
strom nebo néktera ¢ast stromu zabita infekci. Houba tak za¢ne produkovat plodnice pod
karou. Tyto plodnice nejdiive vypadaji jako bélava hmota, kterd v priibéhu casu zhnédne.
Vzhledem k tomu, Ze pohlavni stadium probiha téméf vyhradné€ pod ktirou, jsou plodnice
vidét jen ziidka. Tyto plodnice nasledné produkuji bazidiospory, které rozsiti infekci na
dalsi zranitelné stromy. Dokonale vypadajici houby miizeme nalézt v obdobi od ¢ervence
do listopadu na mrtvych kmenech listnatych stromd v mistech poranéni. Postizeny byvaji
zejména biizy, Casto ale také dalsi listnaté stromy jako buk, topol, dub nebo olse.
Plodnice rezavce jsou jednoleté a dortstaji do délky i n€kolika metrd. Mohou zabirat az
polovinu obvodu kmene stromu, na kterém parazituji. Podhoubi rezavce ma zlutohnédou
barvu, kterd je patrna na lemu plodnic. Tim, Ze plodnice rostou vyhradné¢ pod kirou
stromtl, tak zptisobuji jeji nadzvedavani a odpadéavani [66].

Dokonalé plodnice jsou velmi kiehké a péry jsou u mladych plodnic bilé az okrove
zluté, u starSich hnédé. Nedokonalé plodnice se vyskytuji po cely rok a jsou viceleté.
Mohou se dozivat az 20 let a byvaji 10 az 35 centimetrii velké. Maji nepravidelny,
polokulovity tvar a jejich povrch ma Sedou az hnédozelenou barvu, pozdéji i Sedozelenou
az rezave hnédou a je rozpraskany [67].

Z hlediska zdravotnich u¢inkd je rezavec schopen pozitivné ovliviiovat funkci
traviciho Ustroji a jater a registrovat patogeny, které likviduje. Z hlediska tradi¢ni ¢inské
mediciny Chaga charakterizuje sladkéd chut’ a stimulace traviciho traktu. Diky stimulaci
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traviciho traktu maze dobie poslouzit tfeba pii riznych stievnich potizi jako je zacpa, ale
také u Crohnovy choroby nebo ulcerdzni kolitidy. Jeji uzivani mtze podpofit traveni.
Mezi nejvyznamngj$i ucinky patii pravé ochrana a regenerace jater, podpora
kardiovaskularniho systému, schopnost snizeni cholesterolu, podpora a ocista stiev a jeji
antioxida¢ni schopnost. Pisobi také jako adaptogen, coz se projevuje hlavné v odolnosti
organismu vuc¢i vnéjSimu prostiedi, odolnosti viici stresovym situacim a ve zpomalovani
starnuti bunék. Rovnéz ji Ize vyuzit ve stomatologii k terapii parodontozy [68].

Slozeni plodnic je bohaté na aktivni latky. Na biologické aktivité rezavce Sikmého
se podili nekolik skupin latek. K hlavnim obsahovym latkdm patii fenolické slouceniny
jako polyfenoly, fenolické kyseliny jako kyseliny syringova, vanilova a trametonolova a
chinony. Triterpeny jsou dal$i vyznamnou skupinou latek. Byl izolovan inotodiol, coz je
protizanétlivy sterol, kyselina betulinova stejné jako ptfibuzny betulin. Betulin
extrahovany z Chaga ziskal vyuziti pravé v kosmetickém primyslu pro své hojivé a
protizanétlivé ucinky. V pokusech na zvitatech bylo zjisténo, ze betulin z bfezové kury
snizoval obsah cholesterolu v krevnim séru a byl s uspéchem pouzit u obéznich
pacienti [65].

Rezavec obsahuje pomérné velké mnozstvi polysacharidii. Nejvyznamnéjsim je
polysacharid IOP (,,/[nonotus obliquus polysaccharide®), ktery ma linedrni strukturu
slozenou z gluko6zy typu a-D v poloze 1 — 6. VétSina polysacharida snizujicich glukozu
ma (1 — 6) glykosidickou vazbu a ptedstavuje nejucinnéjsi slozku houby Chaga. U
tohoto polysacharidu jiz byl prokdzany na vliv 1écbu a prevenci nadord, metabolickych
poruch a mnoha chronickych onemocnéni. Bylo popséano, ze polysacharidy rezavce (IOP)
zvySuji imunitni odpovéd’ a zmiriuji oxidacni stres béhem vyvoje [69].

Diky svoji struktufe muze IOP chranit stfevni bariéru vcéetné zlepSeni jeji
propustnosti. V jedné studii bylo prokazano, ze ma IOP silnou antioxida¢ni aktivitu pro
vychytavani volnych radikald in vitro a vivo [70].

V kosmetice md Chaga velmi rozmanité vyuziti. Vyznacuje se schopnosti
zklidnovat kozni onemocnénti, jako je akné, alergické reakce, kousnuti hmyzem, vyrazky,
dermatitida, lupénka, svédéni, rizovka, ekzém. Byly také prokézany jeji antioxidacni
ucinky, diky kterym pomaha extrakt z rezavce redukovat a zesvétlovat pigmentové
skvrny zptisobené UV zarenim. Antioxidanty také eliminuji oxidac¢ni stres a tim zabranuji
vzniku vrasek a akné. Hodnota ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) je pro
tuhle houbu nejvyssi mezi pfirodnimi potravinami. Tento test pomaha urcit mnozstvi
obsahu antioxidantli v potravinach, které pomahaji vytvotit zivotaschopnou obranu proti
ptilivu volnych radikala [71].

Dalsim u¢inkem je také pruznost pokozky podporou produkce kyseliny betulinové,
ktera je znama pro regeneraci pokozky. V zavislosti na rozsahu poskozené pokozky mize
Chaga pomoci pfi obnové a regeneraci koznich bunck. V soucasné dobé je extrakt z
rezavce obsazen hned viadé kosmetickych piipravkd, pravé pro jeho zklidiujici
vlastnosti [72].
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2.8.3 Nizsi houby

Rhodotorula toruloides

Rhodotorula toruloides je kvasinka, ¢ervend bazidiomyceta, izolovana z dievité drti
jehli¢nant, piirozené¢ akumuluje karotenoidy, neutrdlni lipidy a enzymy. Jednou z
nejvyznamnéjSich charakteristik této kvasinky je to, ze se jednd o olejnaty
mikroorganismus, coz znamend, ze akumuluje lipidy az do vice nez 60 % své suché
hmotnosti bun¢k a stejné tak i karotenoidy a enzymy, latky, které se daji nasledn¢ dobie
uplatnit v chemickém a farmaceutickém pramyslu [73][74].

| .

Obrazek 18 Rhodotorula toruloides

Diky pfirozené syntéze karotenoidii ma Cervenortizovy fenotyp. Ve srovnani s
olejnatymi kvasinkami dokaze R. toruloides akumulovat vyssi obsah lipidi v buiice.
Vétsinu lipida tvoii triacylglyceroly s délkou fetézce C16~18, ale byly pomoci této
kvasinky uz vyrobeny i napf. terpeny a neribozomalni peptidy. Jednim ze zajimavych
pokusti v ramci studie produkce lipidil je zavedeni fosfotransacetylazy ke zvySeni zdsoby
acetyl-CoA, coz vede praveé ke zvysené produkei lipida [75].
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Co se tyce aplikace uvedené kvasinky v kosmetickém primyslu, tak bylo zjisténo,
ze profil mastnych kyselin R. foruloides by mél podobné slozeni jako profil mastnych
kyselin ve vrstvé stratum corneum. Kdyz byl lipidovy extrakt R. foruloides aplikovan
na keratinocyty, zvySila se exprese filaggrinu. Filaggrin je generovan proteolyzou
profilagrinu a degradovan kaspazou, coz vede k produkci piirozeného zvlhcujiciho
faktoru (NMF - natural moisturizing factor). Produkty degradace filaggrinu, jako je NMF,
prispivaji k obsahu vody ve stratum corneum, coz je kriticky faktor pti hydrataci kiize
[76].

Zejména lipidovy extrakt ziskany z R. toruloides ma tedy potencidlni vyhody pro
kosmetické aplikace. Lipidovy extrakt vykazuje také antioxidacni aktivitu, kterd je
prospésna pro ochranu pokozky pred oxidacnim stresem a poSkozenim Zzivotniho
prostiedi. V kosmetickych produktech by lipidovy extrakt ziskany z R. foruloides mohl
byt pouzit jako slozka péce o plet, kterd poskytuje hydrataci, podporuje funkci kozni
bariéry, snizuje degradaci kolagenu a nabizi antioxida¢ni vyhody. Jeho potencial jako
,razového oleje” pro kosmetické aplikace naznacuje, ze by mohl byt zac¢lenén do riznych
pripravkl péce o plet’ pro podporu zdravi a vzhledu pokozky [77].

2.9 Vybrani zastupci rostlin
2.9.1 Hrebicek (Syzygium aromaticum)

Hiebicek je susSeny plod rostliny hiebickovce kotenného (Obr.18, 19). Piivod této rostliny
je na Moluckych ostrovech. Nejvice jej zname z kuchyné, kde se pouziva ke kotenéni
sladkych potravin a masa. Ma vyrazné vonné aroma, za které je zodpovédna hlavni slozka
hiebickové silice, fenolickd sloucenina eugenol (Obr.20). Diky této slouceniné ma
hiebicek lokalné-anestetické a antiseptické Ucinky a také se pouziva Casto v zubnim
1€katstvi, kde jej 1ze vyuzit jako ucinnou piimés do kloktadel. Hiebickova silice pak tlumi
citlivost i bolestivost zubniho nervu [78]

Obrazek 19: Suseny hiebicek

Muze se také vyskytovat jako slozka v protirevmatickych mastech, nebo byt pouzit
k inhalaci a dezinfekei dychacich cest ¢i jako podptirna 1é¢ba cukrovky 2.typu.
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Jako soucast uceni ajurvédy byva podavan v prasku na povzbuzeni ¢innosti
srde¢niho svalu [79].

Kromé eugenolu jsou hlavnimi chemickymi slozkami glykosidy, saponiny,
flavonoidy, steroidy, tfisloviny, alkaloidy a terpeny véetné vyznamnych jako isoeugenol,
eugenol acetat, B-karyofylen a a-humulen. Chemické slozky hiebicku vykazuji Sirokou
Skadlu  bioaktivit, jako jsou antioxida¢ni, protinadorové, hypoglykemické,
imunomodulacni, analgetické, neuroprotektivni, protiobezitni a protiviedové [80].

V hiebicku se nachazi fada zivin, a to aminokyseliny, bilkoviny, mastné kyseliny a
vitaminy. V kosmetice se vyuziva jako vonna silice do parfémd, diky svym antiseptickym
vlastnostem se pfidava do pletovych vod a extrakty mohou pusobit i jako vedlejsi
konzervant [81].

Obrazek 21: Struktura eugenolu

Podle jedné studie ethanolovy extrakt hiebicku vykazal pozitivni u¢inek na
poskozeni jater zplisobené léCbou paracetamolem prostiednictvim své vysoké
antioxidacni Cinnosti. Ve stejné studii byla také testovana antimikrobialni ucinnost
extraktl in vitro na ¢tyfech bakterialnich druzich [82].

Extrakt hfebicku prokazal ucinnost proti multirezistentnim  druhtim
mikroorganismu s vysokym ucinkem rodu Salmonella. Hfebickovy esencidlni olej ziskal
Siroké uplatnéni v parfémovém, kosmetickém a 1ékarském prumyslu [82].

Diky protizanétlivym prvkim hiebickového oleje je tento esencidlni olej vysoce
zklidnujici a pfi mistnim pouziti pomdhd zklidnit podrazdénou pokozku, redukovat
zarudnuti, pigmentaci a otoky. Pfi aplikaci na pokozku mutze podporovat prokrveni a
zmirnit prvni zndmky starnuti. Se svymi silnymi antimikrobidlnimi vlastnostmi je
hiebickovy olej ¢asto doporu¢ovan osobam s mastnou a smisenou pleti [82].

2.10 Aktivni latky v extraktech
2.10.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou chemické latky ptirozené se vyskytujici v potravinach, zabranuji nebo
snizuji oxida¢ni stres fyziologického systému. NaSe télo neustdle produkuje volné
radikaly diky pravidelnému pouzivani kysliku, okolnimu znecisténi a pusobeni UV
zafeni. Tyto volné radikdly jsou zodpovédné za poSkozeni bunék v téle a mohou
zpusobovat riizné zdravotni problémy jako jsou srdecni choroby, cukrovka a rakovina
[83].
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Antioxidanty, které v podstaté neutralizuji volné radikaly pomahaji pii prevenci a
opravé poskozeni bunék zplsobené témito radikaly. Rostliny a zvifata jsou bohatym
zdrojem pfirozen¢ produkujicich antioxidantti. Alternativné mohou byt antioxidanty také
syntetizovany chemickymi procesy a také mohou pochazet z riznych druhti
zemédélskych odpadl. Na zaklade své rozpustnosti jsou antioxidanty rozdéleny do dvou
skupin, na rozpustné ve vod¢ a rozpustné v tucich [82].

Obecné maji antioxidanty rozpustné ve vod¢ funkce v bunééném cytosolu a krevni
plazmé¢, to jsou napiiklad kyselina askorbova, glutation a kyselina mocova. Kyselina
askorbova je redoxni katalyzator, ktery redukuje a neutralizuje reaktivni formy kysliku
(ROS), glutation ma antioxidac¢ni vlastnosti jako reduk¢ni ¢inidlo a mize byt reverzibilné
oxidovéan a redukovan, zatimco a-tokoferol, karotenoid a ubichinol jsou antioxidanty
rozpustné v tucich a chrani buné¢né membrany proti peroxidaci lipidd. Dale je mizeme
rozdelit na zaklad¢ jejich mechanismu ucinku, a to na primarni antioxidanty narusujici
fetézec a sekundarni neboli preventivni antioxidanty. Antioxidanty mohou také pisobit
jako prooxidanty, pokud nejsou pfitomny na spravném misté ve spravné koncentraci pii
spravny Cas [82].

Neutralizace volnych radikald Neutralizace volnych radikald

Tocopheroxyl

A Ascort A
NAD(P)H G55G ‘ scorbate Tocotrienoxyl
Regenerace enzym Glutathione Vitamin C Vitamin E
NAD(P)* + H* GSH DHA | Tocopherol
v Tocotrienol

Neutralizace volnych radikali
Obrazek 22: Schéma regenerace antioxidantii

Obecné¢ antioxidanty funguji ve vzajemné shod¢ a vytvareji ur€itou antioxidacéni sit’
(Obr.22) jako v pripad¢ vitaminu C a E. Alfa-tokoferol je oxidovan piedanim elektronu
reaktivnim kyslikovym formdm, ¢imz dochazi k jejich stabilizaci. To vede k tvorbé
radikalu alfa-tokoferolu. Askorbat je pak oxidovan a vytvoti dehydroaskorbat, coz vede
k regeneraci alfa-tokoferolu. Askorbat je poté regenerovan selenoenzymem thioredoxin
reduktazou. Tato sit’ tedy ukazuje, jak se antioxidacni latky navzajem regeneruji, aby
mohly ptisobit dale jako antioxidanty [84].

2.10.1.1 Fenolické slouceniny

Fenoly jsou organické tékavé slouceniny, které obsahuji OH skupinu vazanou
na aromatickém jadru. Jsou to aromatické hydroxylované slouceniny, které vykazuji
antioxidac¢ni a biologickou aktivitu. Fenolické latky se vyskytuji bézné v piirozené forme
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jako produkty rostlin a zivoCichii nebo jako syntetické produkty. Velice bohaté
na fenolické latky jsou naptiiklad vytazky z rostlin a kotfeni. Fenolické latky jsou
sekundarnimi metabolity, fadi se mezi fytochemikalie, maji znacny fyziologicky
a fytochemicky vyznam v rostlinach a jsou velmi dilezité v reprodukci a ristu rostlin
a ochran¢ pied predatory a patogeny [85].

Jsou také diilezitou soucasti lidské stravy, nejvice se vyskytuji v ovoci, zeleniné a
pro ¢lovéka jsou zdrojem potiebnych antioxidantt. Naptiklad fenolické latky vyskytujici
se v kofeni jsou primarné zodpovédné za baktericidni a bakteriostatické ucinky, jak jiz
bylo zminéno vySe v kapitole 2.9.1. Obecné fenolické latky vykazuji celou fadu
fyziologickych ucinkl vcetné antialergickych, antimikrobidlnich, antioxidacnich a
antitrombotickych [86].

Taktéz maji velké vyuziti v potravinaiském pramyslu, protoze dokdzi zpomalit
oxida¢ni degradaci lipidd a tim zajistit zlepSeni kvality nutricni hodnoty potravin.
Vyznamnymi piiklady fenolickych latek jsou naptiklad eugenol nachazejici se
v hiebicku, kapsaicin, ktery je soucasti chilli papricek a zodpoveédny za jejich palivost,
nebo tieba guajakol, ktery je soucasti kavy a whisky [85].

Bézné potraviny, které jsou bohaté na polyfenoly zahrnuji bobulovité ovoce,
hrozny, granatova jablka nebo citrusy, ze zeleniny pak napft. cibuli, petrzel nebo Spenat.
Vyznamnym zdrojem je také zeleny ¢aj [87].

rrrrr

rrrrr

potenciondln¢ zabranit mnoha nemocem a pomahat s jejich 1écbou. Obecné se vychazi
z teorie tzv. biochemickych scavengert, ktera predpoklada, ze tyhle latky neutralizuji
volné radikaly tim, ze vytvareji stabilni chemické komplexy a tim brani dalSim reakcim
radikala v téle [85].

Pokud jde o vyuziti a ucinky v kosmetice, pouzivaji se opét pro své antioxidacni a
volnymi radikdly a UV zéafenim. NejvyznamnéjSim polyfenolem hojné¢ vyuzivanym
v kosmetice je resveratrol, ktery ma az 60x vyssi antioxidacni aktivitu nez vitamin C [88].

Pro kosmetiku je nejcastéji izoluje z hroznového vina. Napiiklad francouzska
znacka Caudalie na této slouceniné postavila celou svoji historii [87].

2.10.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupina pfirodnich latek s charakteristickou fenolickou strukturou, jsou
podskupinou fenolickych latek. Nachazeji v ovoci, zeleniné, obili, kife, kotfenech,
stoncich, kvétech, ¢aji nebo ving. Jsou to latky s nizkou molekulovou hmotnosti. Mnoho
flavonoidl Ize snadno rozpoznat jako kvétova barviva, ale jejich vyskyt neni omezen
pouze na kvéty, nybrz se nachéazeji ve vSech ¢astech rostlin [89].

Flavonoidy maji fadu funkci v rostlinach, zvifatech a bakteriich. Pokud jde o
rostliny, jsou zodpoveédné za barvu a vini kvétd a ploda, funguji jako signalni molekuly,
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pri¢emz charakteristickym pachem pfitahuji hmyz k opyleni a chrani pfed vnéjSimi stresy.
Plisobi také ¢aste¢né jako UV filtry a hraji roli v mrazuvzdornosti ¢i odolnosti vici suchu.
Obecné prisivaji k lepsi aklimatizaci rostlin vici vnéjsimu prostredi [88].

Pokud jde o clovéka a zdravotni hlediska, bylo prokazano, ze flavonoidy maji
dilezitou slozku v nutricnich, farmaceutickych, medicinskych a kosmetickych
aplikacich [90].

Pravé v kosmetickém pramyslu hraji flavonoidy vyznamnou roli vzhledem
k antioxidacnim vlastnostem. Diky nim chrani ktzi pfed oxidativnim stresem
zpisobenym volnymi radikdly ze znecisténi ¢i UV zafeni, které nasledné¢ mohou vést
k predéasnému starnuti kiize ¢i jejimu poskozeni. Mohou také pfispivat ke snizeni
zarudnuti a kizi zklidiovat. Diky zesvétlujicim ¢inkiim nékterych flavonoidi jsou ¢asto
tyto aktivni latky vybirany do produktd proti hyperpigmentaci kiize, napt.: kaempferol,
quercetin a luteolin. Tyto konkrétni flavonoidy inhibuji aktivitu enzymu tyrosinazy, ktery
se ¢astecné podili na tvorbé melaninu. Inhibici aktivity tyrosindzy mohou tyto flavonoidy
pomoci snizit produkci melaninu, coz vede ke svétlejsimu tonu pleti [89].

2.10.2 Lipofilni aktivni latky

Lipofilni aktivni latky mohou byt také latkami s antioxida¢ni aktivitou, ale vykazuji také
jiné ucinky jako ochranné nebo zklidiujici.

2.10.2.1 Steroly

Steroly jsou organické slouceniny jejichz molekula je odvozena od molekuly steranu
nahrazenim atomu vodiku v poloze 3 hydroxylovou skupinou. Jedna se tedy o alkohol
steranu a jakékoli slouceniny, které obsahuji steranovou strukturu, dal$i funk¢ni skupiny
nebo modifikované kruhové systémy odvozené od steranu se nazyvaji steroidy [91].

Steroly jsou tedy podskupinou steroidil. Piirozen¢ se vyskytuji ve vétsiné eukaryot,
véetné rostlin, zvifat a hub, a mohou byt produkovany i nékterymi bakteriemi.
Nejznaméjsim typem zivocisného sterolu je cholesterol (Obr.7), ktery je zivotn¢ dulezity
pro strukturu bunééné membrany a funguje jako prekurzor vitaminti rozpustnych v tucich
a steroidnich hormont [90].

Rostlinné steroly obsazené piedevsim v olejich, ofechach a semenech jsou
strukturou cholesterolu velmi podobné a jsou pro organismus velmi dalezité [92].

Nazyvaji se fytosteroly a pomahaji snizovat hladinu cholesterolu v krvi tim, ze
omezi mnozstvi cholesterolu, ktery je schopen vstoupit do téla. Rostlinné steroly také
podporuji 1écbu pii srdecnich chorobach, rakoviné tlustého stfeva, zaludku, obezité,
srde¢nim infarktu a mnoha dalSich onemocnénich [91].

Fytosteroly se pfirozen¢ vyskytuji v rostlindch a stejné jako cholesterol jsou
klicovou strukturalni slozkou bunéénych membran.
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Dal$im vyznamnym sterolem je ergosterol, coz je sterol nachazejici se v bunéénych
membranach hub a prvokd, ktery plni mnoho stejnych funkci jako cholesterol
v zivociSnych buiikach. Protoze tyto organismy nemohou piezit bez ergosterolu, enzymy,
které jej syntetizuji, se staly zajimavymi slozkami pro studium 1é¢iv. V lidské vyzive je
ergosterol provitaminovou formou vitaminu D2 a vystavenim ultrafialovému zafeni se
meéni na vitamin D2 [93].

Campesterol, beta-sitosterol a stigmasterol jsou nejbéznéjsi fytosteroly rostlinného
puvodu, které mizeme ziskat tfeba z ofechti a semen, kde se pfirozené nachazeji. Pokud
jde o jejich vyuziti v kosmetice, steroly maji Siroké vyuziti. Cholesterol je hojné vyuzivan
v prirodni kosmetice pro své emulgacni vlastnosti. Fytosteroly funguji vyborné jako
hydrataéni a zklidnujici slozky [94].

Tim, ze jsou steroly velmi podobné koznim sterolim, vyznamné piispivaji k
prirozené bariérové vrstvé pokozky. Steroly pomadhaji pokozce udrzet vlhkost a
zanechavaji na pokoZce ochrannou, protizanétlivou, protisvédivou a rekonstrukéni
bariéru [94].

Nejvyznamngj$imi terpeny v kosmetickém primyslu jsou jiz néjakou tadu let
retinoidy v riznych formach, naptiklad ve form¢ vitaminu A, retinolu.

HsC CHs  HC HsG

NN OH

CHa

Obrazek 23 Struktura retinolu

Vitamin A je prvni vitamin schvéleny organizaci FDA jako aktivni latka proti
vraskam, ktera dokaze ménit vzhled povrchu pokozky a ma ucinky proti starnuti [95].

Vitamin A patii do skupiny latek rozpustnych v tucich a patii do kategorie
retinoidt. Kromé retinolu do této skupiny patii strukturné pfibuzné latky s biologickymi
vlastnostmi retinolu. Protoze je biologicka aktivita jednotlivych forem rozdilna, pro ucely
standardizace se udava v ekvivalentech retinolu. Vitamin A (Obr.23) a jeho derivaty patii
mezi nejucinngjsi latky zpomalujici proces starnuti. Retinoidy také reguluji bunéénou
apoptdzu, diferenciaci a proliferaci. Protivraskové vlastnosti retinoidll jsou zalozeny na
podpoie proliferace keratinocytti. Retinoidy také posiluji ochrannou funkci epidermis,
omezuji transepidermalni ztratu vody a chrani kolagen pred degradaci [95].

Dalsim vyznamnym retinoidem pouzivanym v kosmetickém primyslu je
provitamin D3, zndmy také jako 7-dehydrocholesterol, ktery se pifi vystaveni slune¢nimu
zafeni preménuje na vitamin D3. Posiluje funkci kozni bariéry, zvysuje odolnost pokozky
vaci agresorim z prostiedi a podporuje ptirozenou obnovu pokozky [96].
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2.11 Analytické metody
2.11.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je analytickd metoda, kterd se vyuziva pro métfeni vlastnosti vzorku.
Vyuziva pohlcovani svétla riznych vinovych délek. Pii spektrofotometrii je roztok v
kyveté ozafovan monochromatickym svétlem a tohle svételné zareni absorbuji molekuly.
Vyuzivaji se standartni kyvety s optickou drahou 1 cm. Detektor méfi zativy tok, ktery
roztok neabsorbuje. Zafivy tok zdrojem vysilaného zafeni je poté porovnan se zarivym
tokem dopadajicim na detektor, pfi¢emz ¢ast energie svételného zateni je rozpusténou
latkou a roztokem absorbovana. Mnozstvi zafeni absorbovaného timto zplisobem je pak
umérné koncentraci latky v roztoku, optické draze a molarnimu absorpénimu koeficientu
[97].

Pomoci spektrofotometrie tak muzeme stanovit celou fadu aktivnich latek v
extraktech a zjistit tak, které extrakty se hodi do findlniho produktu.

2.11.2 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je metoda slouzici k separaci slozek vzorku za
ucelem stanoveni jejich pfitomnosti i koncentrace ve vzorku, nebo k izolaci a uréeni
jednotlivych slozek smési. Rozdil oproti bézné sloupcové chromatografii je v tom,
ze souCasti HPLC aparatury je vykonné vysokotlaké cerpadlo, které umoznuje
pritok mobilni faze kolonou mensich rozmérti, ve které je staciondrni faze vdzana na
Castice o velmi malé velikosti, pouze n¢kolik mikrometrti. Diky tomuto uspofadani
dosahuje HPLC vyssi t¢innosti nez jiné techniky separace latek a v krat$im case [98].

2.11.3 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda DLS (dynamicky rozptyl svétla) patii mezi metody rozptylu svétla. Je to metoda
vhodnd pro méfeni velikosti castic v submikronové oblasti. DLS je zalozena
na Brownové pohybu ¢&astic. Céstice téchto rozméri se neustale pohybuji Brownovym
pohybem, ktery je zplsoben narazenim ¢astic do molekul rozpoustédla. VEtsi Castice se
pak pohybuji pomaleji a mensi castice rychleji. Pokud dojde k ozéfeni ¢astic zdrojem
svétla, v tomto pripad¢ laserem, ¢astice bude svétlo rozptylovat do vSech smérii. Metoda
DLS méfti kolisani neboli fluktuaci rozptyleného svétla kolem jeho primérné hodnoty,
které je nasledné detekovano pomoci vhodného detektorového uspotadani. Obraz, ktery
vznikne rozptylenym svétlem, je tvofen svétlymi a tmavymi ¢astmi. Svétlé casti obrazce
na stinitku jsou tvotfeny v disledku dopadajicim svétlem, v ptipadé tmavych skvrn zadné
svétlo nenapada [99].

Vztah mezi rychlosti pohybujici se Ccastice a jeji velikosti udava
Stokesova — Einsteinova rovnice, ze které Ize pomoci difizniho koeficientu vypocitat
hydrodynamicky primér ¢astice. Metodou DLS Ize zméfit také zeta potencial, coz je tidaj,
kterym miizeme charakterizovat stabilitu ¢astic. Zeta potencial je potencial, ktery lezi
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za hranici skluzu difazni vrstvy elektrické dvojvrstvy ¢astice. Za touto hranici se jiz ionty
v diftzni vrstvé elektrické dvojvrstvy nepohybuji s ¢astici. Pokud je zeta potencial
v rozmezi hodnot -30mV a +30mV, znamena to, Ze ¢astice jsou nestabilni. Za stabilni
jsou castice povazovany tehdy, pokud absolutni hodnota Zeta potencidlu je vétsi nez 30
[100].

2.12 Antimikrobialni aktivita

Latky s antimikrobidlnimi ucinky maji schopnost inhibovat neboli potlacit rust
mikroorganismut. Jsou to latky, které maji bakteriostaticky, baktericidni a fungicidni
¢inek. Uginek antibiotika na bakterie 1ze v laboratofi uréit nékolika metodami. Jednou
antimikrobialni latky, kterd jest¢ inhibuje rist mikroorganismu, tzn. mikroorganismy
nenarostou na hodnotu 100 %. MIC je dilezita hlavné z hlediska pozorovani rezistence
mikroorganismti na antimikrobidlni latky. Umoznuje také sledovani aktivity novych
latek. MIC lze zjistit z agaru nebo bujoénu tim zptuisobem, Ze se dany kmen bakterie
zaoCkuje do jamek mikrotitracni desticky s agarem (bujonem) a snizuje se piidana
koncentrace antibiotika, popiipad¢ testované antimikrobialni latky. Inkubuje se, dokud
nenaroste kontrola, coz byva zpravidla pfes noc. Dal§im krokem je pozorovani zakalu
nebo sedimentace agregatli. Nasledné se z posledni jamky, kde je rist mikroorganismu
jeste potlacen odecitd minimalni inhibi¢ni koncentrace.

2.13 Enkapsulace

Enkapsulace je proces, pii kterém dochdzi k zapouzdieni jedné latky do druhé latky.
Latkou, ktera je zapouzdiena byva obvykle aktivni latka, kterou obklopuje material stény.
Enkapsulace se ¢asto vyuziva ve farmacii k ptenosu aktivnich latek do téla. Zapouzdiena
latka ma nékolik vyhod. Aktivni latka je obalem chranénd pred chemickou degradaci a
uchovava si tak pln¢ svoji funkci. Obal chrani také pted neptiznivymi vnéj§imi vlivy a
umoznuje naptiklad kontrolované uvolnovani latky, ¢ehoz je vyuzivano u 1éCiv nebo
pravé u kosmetiky [101].

K enkapsulaci lze pouzit n¢kolik technik, naptiklad extruze, sprejové suSeni nebo
sprejové chlazeni nebo zapouzdieni ¢astic pomoci liposomt [102] .

2.13.1 Liposomy

Liposomy jsou castice se sténou slozenou nejcastéji z fosfolipidi. Liposomy lze oznacit
za vezikuly, jejichz obal je tvofen dvojitou membranou. VétSinovou cast této dvojvrstvy
tvofi lecitin a pfimési jinych fosfolipidi nebo cholesterolu. Fosfolipidy obsahuji
hydrofilni a hydrofobni ¢ast, takze jsou amfifilni. Ve vodném prostiedi se pak hydrofilni
konce nasméruji ven a hydrofobni konce smérem dovniti (Obr.24). Tim se vytvofi
dvojvrstva. Uvnitt dvojvrstvy mohou byt pfenaSeny latky rozpustné v tucich [103].
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Obrazek 24 Struktura liposomu

Ve stfedu liposomu jsou pak ptenaseny latky hydrofilni. Kozni membrana ma
podobné slozeni jako membrana liposomti a to umoznuje liposomiim se snadn¢ji za¢lenit
do pokozky. Pii pouziti liposomli v kosmetice je tak mozny transfer aktivni latky
do hlubsich vrstev pokozky [104].

Liposomy se ptipravuji hydrataci fosfolipidového filmu, ktery vznikl na sténach
banky po odpatfeni vzorku organickym rozpoustédlem. Kdyz poté dojde k hydrataci
vodou, vznikaji liposomy. Pokud je vzorek ve vodné disperzi, tak se odpafovat nemusi a
lze rovnou vytvofit liposomy pomoci ultrazvuku [105].
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3 CIL PRACE

V diplomové praci budou feseny nasledujici cile:

1.

Teoreticka reSerSe zaméfena na ptirodni kosmetické ptipravky a jejich hlavni
slozky, jejich uinky a vyuziti

Ptiprava ptirodnich extraktt a jejich charakterizace

Enkapsulace extrakti do nanocastic, charakterizace c¢astic a piiprava
kosmetickych zaklada s vyuzitim téchto extraktl

Testovani biologickych u¢inkdl pfipravenych emulzi (antimikrobialniho,
antioxida¢niho) a stability emulzi
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Pouzité chemikalie pro analyzy

ABTS (2,2°-Azino-bis(3-ethylbenzeno-thiazoline-6-sulfonic acid)),Sigma-Aldrich
(USA)

Acetonitril (P-LAB)

BHI médium, Himedia (IND)

Dusi¢nan sodny

Ethanol, Lach:Ner (CZE) Ethanol pro UV/VIS, Penta (CZE)

Folin-Ciaultovo ¢inidlo, VWR Chemicals (FRA)

Glyrol (Sigma — Aldrich) —

Hydroxid sodny, Lach:Ner (CZE)

Chlorid hlinity

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3B-olu, Serva (Némecko)
Katechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (DEU)

LB médium, Sigma-Aldrich (USA)

Lecithin - sojovy, Serva (Némecko)

Pentylene glykol (P-LAB, CZ)

Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (DEU)

Resazurin sodium salt, Sigma-Aldrich (USA)

Trolox  (6-Hydroxy-2,5,7,8,-tetramethyl-chromane-2-carboxylic ~ acid),  Sigma-
Aldrich(CHE)

Uhli¢itan sodny bezvody, Penta (CZE)

4.2 Pouzité kosmetické suroviny na pripravu krému

Fenoxyethanol (Sigma)

Glyceryl stearat citrat (Kosuro)
Karnaubsky vosk (Eko-Koza, CZ)
Lecithin - sojovy, Serva (Némecko)
Pentylene glykol (P-LAB, CZ)
Propan-1,3-diol (P-LAB, CZ)
Skvalen (Biooo, CZ)

Tokoferol (P-LAB, CZ)

Xantanova guma (P-LAB, CZ)

4.3 Pouzité pristroje a laboratorni pomucky

Analytické vahy, Boeco (DEU)

Spektrofotometr, Helios 8, Unicam (UK)

Temperovana tiepacka Unimax 1010, Heidolph (DEU) Vortex, Vitrum (DEU)
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (DEU)

ELISA reader BioTek ELx808, Biotek (DEU)

HPLC sestava UltiMate 3000 s UV/VIS detektorem — Thermo Fisher Scientific (USA)

41



Bandelin Sonodrex technik soni
Koloidni DLS analyzator Zetasizer ZS, Malvern (UK)

4.4 Pouzité vzorky

Bio Reishi Pulvere (MycoMedica)

Hiebic¢ek mlety (Sonnentor)

Chaga 100 % bio prasek z plodnice (MycoMedica)
Rhodotorula toruloides (CCY 6224)

4.5 Pouzité mikroorganismy

Escherichia coli CCM 7395
Staphylococcus epidermidis CMM 4418
Rhodotorula toruloides CCY 6224

Vsechny pouzité mikroorganismy byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismt
Masarykovy univerzity v Brn¢.

4.6 Priprava vodnych extrakti

Z prasku jednotlivych testovanych surovin byly pfipraveny vodné extrakty tak,
ze 1 g prasku daného vzorku byl rozpustén v 10 ml destilované vody, promichan na
vortexu a nasledné extrahovan 24 hodin na automatické tiepacce. Po extrakci byl obsah
sto¢en v centrifuze pti 5000 ot./min po dobu 5 minut a dale byl vyuzivan pouze
supernatant.

4.7 Priprava ethanolovych extraktii

Z prasku jednotlivych testovanych surovin byly pfipraveny alkoholové extrakty tak,
ze 1 g prasku daného vzorku byl rozpustén v 10 ml 96% ethanolu, nésledn¢ taktéz
promichan na vortexu a extrahovan 24 hodin na automatické ttepacce. Po extrakci byl
obsah stoc¢en v centrifuze pii 5000 ot./min po dobu 5 minut a dale byl vyuzivan pouze
supernatant.

4.8 Spektrofotometrické analyzy

Extrakty vzorkl byly podrobeny nékolika spektrofotometrickym analyzam na ucelem
charakterizace slozeni extraktu a obsahu aktivnich latek. Vzorky byly analyzovany
z hlediska celkového obsahu fenolickych latek, flavonoidii a antioxida¢ni i¢innosti.

4.8.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Stanoveni fenolickych latek probéhlo pomoci spektrofotometrie podle nasledujiciho
postupu. Do jednotlivych zkumavek bylo napipetovano 50 ul vzorku, ke kterému byl
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vzdy pfidan 1 ml destilované vody a 1 ml smési Folin-Ciocalteuova ¢inidla natfedéného
destilovanou vodou v poméru 1:9. Smés byla promichana a inkubovdna 5 minut
pri laboratorni teploté. Nasledné po uplynuti doby inkubace byl pfidan 1 ml nasycené¢ho
roztoku uhli¢itanu sodného. VSechny zkumavky byly promichany pomoci pfistroje
vortex a nechdny 15 minut inkubovat pii laboratorni teploté. Nasledné byla zmétena
vysledna absorbance nezndmych vzorka pii vinové délce 750 nm oproti blanku, ktery byl
pfipraven stejnym postupem jako analyzované vzorky s tim rozdilem, ze bylo misto
vzorku pouzito 50 ul destilované vody. VSechny neznamé vzorky byly analyzovany ve
trech sériich a ze ziskanych hodnot byl vypocitin primér a smérodatna odchylka.
K vytvoreni kalibra¢ni pfimky byla sestavena kalibracni fada roztokli v rozmezi
koncentraci 0,05-0,7 mg/ml ze standardniho roztoku kyseliny gallové o koncentraci
1 mg/ml. Vysledna koncentrace celkovych fenolickych latek byla vypoctena z rovnice
kalibra¢ni kfivky A750 = 1,5448 - ¢ s korelacnim koeficientem R 2 = 0,9745.

4.8.2 Stanoveni antioxidacni aktivity

4.8.2.1 Metoda TEAC (Trolox equivalent antioixidant activity)

Metoda TEAC testuje schopnost vzorku ¢i latek zhaset radikal ABTS-+ neboli (2,2'-
azinobis (3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonatu)). Metoda je oznacovana jako
metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), pravé proto, Ze vysledna
antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou aktivitou syntetické latky
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina). Metoda je
zalozena tedy na zhaseni radikdlu ABTS antioxidanty, které se pusobi jako donory
vodiku. M¢fi se pomoci spektrofotometrie a pozoruji se zmény absorp¢niho spektra
ABTS radikalu pti 734 nm. V reakéni smési se kation-radikal ABTS vytvaii oxidaci
ABTS. Pouziva se systém ABTS/H2O/peroxidasa. Pti experimentalnim méteni se uzivaji
dva postupy.

V prvém se antioxidant piidava do reakéni smési, ve které byl jiz vytvoren radikal
ABTS-+ , pfi druhém postupu je antioxidant v reakéni smési ptfitomen pii generovani
radikalu ABTS+ . Castgji se uziva usporadani, pfi némz se antioxidant piidava k radikalu
ABTS-+ jiz vyprodukovanému pomoci peroxidazy. Antiradikalova aktivita vzorka se
hodnoti parametrem TEAC. Oznacuje antioxida¢ni kapacitu vzorku ekvivalentni
definovanému mnozstvi Troloxu. Pro cisté latky je TEAC definovana jako milimoléarni
koncentrace Troloxu vykazujici stejnou antioxida¢ni aktivitu jako testovana latka pii
koncentraci 1 mmol/l. Pro smési TEAC udéava koncentraci Troloxu (mmol/l), ktera je
rovna antioxidacni aktivité¢ vzorku. Koncentrace vzorku déavajici stejnou procentudlni
zmeénu absorbance roztoku jako 1 mM Trolox je povazovéana za TEAC.
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4.8.2.2 Vlastni postup stanoveni

Jako prvni krok byl pfipraven roztok ABTS rozpusténim latky ABTS v destilované vodé
na konecnou koncentraci 7 mM. Pro ziskani radikalového kationtu z ABTS byl ptidan
2,45 mM roztok peroxodisiranu draselného a vznikly roztok byl ponechdn 24 hodin
ve tm&. Nasledujici den byl pifed méfenim roztok ABTSe+ upraven ethanolem
pro UV/VIS na absorbanci 0,70 + 0,02. Absorbance byla méfena proti ethanolu
pro UV/VIS pfti vinové délce 734 nm. Pro vytvoreni kalibra¢ni zavislosti byl pouzit
standardni roztok Troloxu o koncentraci 1 mg/ml, ktery byl pfipraven rozpusténim
Troloxu v 60% ethanolu. Kalibra¢ni fada byla sestavena v rozmezi koncentraci 50400
pug/ml a byla proméfena stejnym zptisobem jako neznamé vzorky.

U méfeni vzorkl bylo do zkumavek napipetovano 10 pl analyzovanych vzorku, a
k nim byl pfidan 1 ml roztoku ABTSe+. Zkumavky byly ponechany 10 minut ve tm¢ a
nasledné byl zaznamenan ubytek absorbance v ¢ase 10 minut jako Ao VSechny vzorky
byly analyzovany ve tiech paralelnich stanovenich. Vysledn4 absorbance jednotlivych
vzorkl byla zjisténa z rozdilu hodnot pocatecni absorbance Ao a absorbance namétené po
10 minutach ve tmé Aio. Z naméfenych hodnot absorbanci byl vypocten primér a
smérodatna odchylka. V pocate¢nim cCase, tedy A0, byl méfen blank, ktery predstavoval
10 ul destilované vody a 1 ml roztoku ABTSe+ pro vodné extrakty, pro ethanolové
extrakty byl jako blank pouzit ethanol. Z rovnice kalibra¢ni kiivky A = 0,0011 - ¢
s korela¢nim koeficientem R2 =0,9917 byla néasledné¢ vypoctena antioxidacni aktivita
jednotlivych vzorkd.

4.8.3 Stanoveni celkového mnozstvi flavonoidu

Flavonoidy by mély byt pfitomné ve vSech testovanych vzorcich hub a rostlinnych
extraktti Stanoveni celkového mnozstvi flavonoidii v extraktech bylo provedeno pomoci
spektrofotometrie, a to reakei s hlinitou soli a dusitanem.

4.8.3.1 Vlastni postup stanoveni

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml extraktu o koncentraci 0,1g/ml, 1,5 ml
destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusi¢nanu sodného. Roztok byl dikladné
promichan na vortex mixeru a ponechdn 5 minut odstat. Poté bylo do zkumavek
napipetovano 0,2 ml 10 % roztoku chloridu hlinitého. Roztok byl opét promichan a
ponechan 5 minut odstat.

Nakonec bylo pfidano 1,5 ml 1M roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované
vody. Roztok byl ponechan 15 minut odstat a nasledné byla zmétena absorbance proti
blanku pii 510 nm. Blank byl vytvofen stejnym zptisobem, namisto vzorku byla pfidana
destilovana voda ¢i ethanol v z&vislosti na méfeném vzorku. Kalibra¢ni kiivka pro méteni
byla sestavena proméienim fady katechinu v rozmezi koncentraci 0,2 — 0,04 mg/ml.
Z kalibra¢ni kiivky byla nésledn¢ vypocitana koncentrace flavonoidl v jednotlivych
vzorcich.
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4.9 Stanoveni obsahu lipofilnich latek pomoci HPLC

Obsah lipofilnich latek byl analyzovan pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

4.9.1 Postup a parametry stanoveni HPLC

Pro analyzu vodnych a ethanolovych extraktti byla pouzitd metoda HPLC-DAD. Extrakty
byly po 24 hodindch sto¢eny na centrifuze a nasledné ptefiltrovany pomoci sterilnich
PTFE mikrofiltra do vialek. Do kazdé vialky byl odpipetovan 1 ml vzorku a nasledné
byly umistény do chromatografu a zméteny. Parametry, pii kterych méteni probihalo jsou
zaznamenany v (Tabulka 1).

Tabulka 1 Parametry pro metodu HPLC-DAD

Parametry méteni HPLC-DAD
Kolona Kinetex EvoC18 150 mm x 4,6 mm X 5 um
Detektor DAD Vanquish series
Slozeni mobilni faze | MFA:ACN:TrisHCl:MeOH | MFA:ACN:TrisHCI:MeOH
84:14:02 60:40:00
Cas (min) MF A [%] MF B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
24 100 0

4.9.2 Stanoveni obsahu eugenolu v extraktech hifebi¢ku pomoci HPLC

Pro analyzu eugenolu v extraktech hiebicku byla pouzita metoda HPLC. Extrakty byly
stoceny v centrifuze, prefiltrovany ptes PTFE filtr do vialek a nésledn¢ nafedény 10x,
50x a 100x pomoci acetonitrilu (Tabulka 2).

45



Tabulka 2 Parametry pro metodu HPLC na stanoveni eugenolu

Parametry méfeni HPLC
Kolona Kinetex C18 2,6 um, 100 A, 150 mm x 4,6 mm
Detektor UV-VIS 280 nm
Slozeni mobilni faze | MFA:0,01%MiliQMFB:ACN | MFA:0,01%MiliQMFB:ACN
Cas (min) MF A [%] MF B [%)]
0 75 25
1 75 25
5 60 40
10 45 55
12 30 70
priatok MF 0,4 ml/min

4.10 Antimikrobialni testy

V této diplomové praci byla pouzita bujénova dilu¢ni metoda za pouziti 96-jamkovych
mikrotitra¢nich desti¢ek. Kazda desticka obsahovala dva vzorky od jednoho testované¢ho
extraktu, ve vodé a v ethanolu.

4.10.1 Kultivace mikroorganismu a antimikrobialni test

Na antimikrobidlni test byl vybran jeden zastupce grampozitivnich a jeden zastupce
gramnegativnich bakterii. Jako grampozitivni byla vybrana Staphylococcus epidermidis
a v pripad¢ gramnegativni Escherichia coli. Pro kazdou bakteridlni kulturu bylo
pfipraveno médium, které bylo nésledné vysterilovano a zchlazeno (Tabulka 3). Kultura
bakterii byla z kryozkumavek zaockovana do 50 ml média a ponechana nartst pti 37 °C
po dobu 24 hodin.

Tabulka 3 Pouzité mikroorganismy

mikroorganismus médium pouzité pro kultivaci
Escherichia coli LB (Lysogeny broth)
Staphylococcus epidermidis BHI (Brain heart infusion)

Nasledujici den byla vytvorena v kazdé destic¢ce koncentra¢ni fada fedéni vzorkt s
médiem v rozmezi 4-2048krat. Poté bylo do kazdé jamky pfidano stejné mnozstvi
mikrobialni kultury, kterd byla pfed méfenim vhodné nafedéna na hodnotu 0,5
McFarlandovy stupnice, coz odpovida piiblizné 1x103KTJ/ml (kolonie tvoficich jednotek
v 1 ml) a nasledn¢ 2000krat zfedéna. Do jamek po celém obvodu mikrotitra¢ni desticky
byla napipetovana destilovand voda, aby bylo zabranéno vysychani kultury v desticce.
Ihned po dokonceni piipravy desticky byla zmétena absorbance pomoci pfistroje ELISA
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reader pfi vinové délce 630 nm. Desticka byla nasledné ponechdna 24 hodin temperovat
pii 37 °C a potom byla absorbance zméfena podruhé pfi stejné vinové délce.

Vyhodnoceni dilu¢ni bujénové metody probihalo podle nasledujiciho postupu.
Desticka byla zméfena v case 0 a v case po 24 hodinach piisobeni potencidlné
antimikrobialnich cinidel. Hodnota absorbance v ¢ase 0 byla odectena od hodnoty
absorbance v Case po 24 hodinich. Zaroven byla zméfena absorbance samotnych
mikroorganismt v ristovém médiu. Tato hodnota je povazovana za hodnotu 100 %.
Pokud je nartist kultury vyhodnoceni vyssi nez 100 %, znamena to, ze latky obsazené
v testovanych vzorcich néjakym zptisobem rist mikroorganismii podporuji. Za minimalni
ziedéni), pii které vzorek nariist jesté¢ inhibuje, tedy nartst neptesahl 100 %. Kvuli
srovnani antimikrobidlni aktivity extraktt, bylo v pfipadé ethanolového extraktu
testovano také rozpoustédlo, tedy ethanol. Vzhledem ktomu, ze destilovand voda
nevykazuje zddnou antimikrobialni aktivitu, slouzila v pfipadé¢ vodného extraktu jako
kontrola 100 % hranice znazoriujici bunky v ¢istém médiu.

4.10.2 Resazurinovy test viability kultury

Viabilita bunék neboli jejich Zivotaschopnost je schopnost buiiky piezivat po uréitou
dobu a zarovei vykazovat enzymovou aktivitu. Zivotaschopnost buiiky ovliviiuji faktory
jako kultivaéni médium, kontaminace ¢i teplota. Na detekci viability slouzi riizna barviva,
napiiklad resazurin. Resazurin se prostiednictvim mitochondridlnich dehydrogenaz
bun¢k mikroorganismii pfeméni redukci tmavé modrého resazurinu na resorufin, ktery
ma svétle rizovou barvu. Mnozstvi resorufinu je pfimo timérné poctu zivych bunck.
Viabilita kultury po 24 hodinach byla stanovena pomoci resazurinového testu, kdy bylo
do kazdé jamky ptidano 20 mikrolitri barviva zfedéného pomoci PBS pufru v poméru
1:11 s destilovanou vodou. Desticka byla 30 minut temperovana pti 37°C a nasledné byla
pomoci ELISA readeru zméfena absorbance pii 630 nm. Jako hodnota 100 % byla pti
vyhodnoceni metody uréena metabolicka aktivita bunék mikroorganismil v ¢istém médiu.
Od této hodnoty byly nasledné¢ odecitany vysledky. V pfipadé, Zze meéla buika
metabolickou aktivitu pod hranici 100 %, doslo k tomu, Ze vzorek metabolickou aktivitu
buné¢k narusil.

4.11 Enkapsulace aktivnich latek do nanocastic

Vodné a ethanolové extrakty ptirodnich latek byly enkapsulovany do nanoc¢astic pomoci
ultrazvuku. U vodnych extraktii nebylo nutné vzorek odparovat. 10 ml vzorku bylo
smichano s 90 mg lecitinu, 10 mg cholesterolu a 10 ml vody. K pfipravé liposomi byl
pouzit ultrazvukovy pfistroj ,,Bandelin Sonodrex Technik Soni“ pii programu ¢&.5,
intenzit¢ 50 % po dobu 1 minuty v cyklech po 15 sekundach. Cykly byly n¢kolikrat
opakovany.

U ethanolovych extraktli byl ze vzorku nejprve odparen ethanol za pouziti dusiku.
Suchy extrakt byl zachycen na sténdch zkumavek. Do odpatenych vzorkl byl ptidan
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chloroform a celd smés byla smichéna s 10 mg cholesterolu, 90 mg lecitinu a 10 ml
destilované vody. Smeés byla pouzita k pfipravé liposomit pomoci ultrazvukového
pristroje (Bandelin) pii programu ¢.5, intenzit¢ 50 % a s cykly po 15 sekundéach. Cykly
byly né¢kolikrat opakovany. Nasledné byl ze vzorku odpaten chloroform, vzorek byl
zajistén parafilmem a dén do chladu.

4.11.1 Stanoveni enkapsula¢ni acinnosti

Z ptipravené smesi liposomt bylo odebrano 0,5 ml do Eppendorf zkumavky. Roztok byl
nasledné zcentrifugovan pii 11000 ot./min po dobu 1 hodiny. Supernatant byl odlit a byl
pouzit pro stanoveni fenolickych latek. Enkapsulacni t¢innost byla vypocitana jako rozdil
obsahu polyfenoll pfed a po enkapsulaci.

4.12 Charakterizace liposomt pomoci metody DLS

Stanoveni velikosti liposomt s aktivnimi latkami, které byly pouzity do krémi a jejich
zeta potencialu bylo provedeno pomoci metody dynamického rozptylu svétla. Pfipravené
liposomy z ethanolového extrakti houby Chaga, hiebicku a vodného extraktu kvasinky
Rhodotorula toruloides byly zcentrifugovany po dobu 1 hodiny na 11000 ot./min.
Supernatant byl nasledn¢ odlit a precipitat byl rozsuspendovan v 1ml destilované vody.
Nasledné byl destilovanou vodou 100krat zfedén. Takhle piipravené vzorky byly
ve sklenénych kyvetach podrobeny méteni v pfistroji ZetaSizer Nano ve 3 cyklech a
dvandcti opakovanich v kazdém cyklu. Byly prométeny jak vzorky neziedéné, tak vzorky
stokrat zfedéné. Pomoci pristroje byla pfepoctem korela¢ni analyzy vyhodnocena
distribuce velikosti ¢astic a jejich zeta potencial.
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4.13 Kompozice a priprava krému

Jednotlivé slozky krému a jejich procentudlni obsah byl navrzen tak, aby krém obsahoval

pouze prirodnich ingredience a ingredience tzv. ptirodniho ptivodu. Terminologie byla
vice popsana v kapitole 2.4. Dalsi kritérium vybéru ingredienci je pfijemna textura

krému, ktera umoziuje jeho snadnou aplikaci.

Jednotlivé slozky krému jsou rozdéleny do vodni a olejové faze a jejich funkce byly

podrobnéji popsany v kapitole 2.7.

Tabulka 4 Navrh sloZeni krému

ingredience procentualni funkce
zastoupeni
vodna faze destilovana voda 71,90 % rozpoustédlo
glycerin 2% humektant
pentylen glycol 3% humektant
propan-1,3-diol 3% humektant
xantanova guma 0,05 % zahust'ovadlo,
stabilizator
olejova faze lecitin 1,5 % emulgator
skvalan 10 % emolient
glyceryl stearat citrat 3.5% emolient,
emulgétor
vitamin E 0,05 % antioxidant
karnaubsky vosk 5% stabilizator,
zahus$tovadlo
ostatni fenoxyethanol 0,5 % synteticky
konzervant
konzervant
olej z ¢ajovniku 0,5 % prirodni
konzervant

Vyse uvedena kompozice tvoti 100 %. U konzervantii byl vzdy pouzit pouze jeden

z uvedenych. Extrakty byly pfidany v mnozstvi 1 % z celkového objemu zékladu.

Tabulka 5 Kompozice aktivnich latek (extraktit)v krému

toruloides

typ extraktu mnozstvi

extrakt z hiebic¢ku (ethanolovy) 1%
aktivni latky extrakt z houby Chaga (ethanolovy) 1%

extrakt z kvasinky Rhodotorula 1%
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4.13.1 Postup pripravy krému

Slozky olejové faze byly navazeny do sklenéné kadinky a rozehiaty ve vodni lazni
na 80°C. Pfi teploté 60 °C byl ptidan tokoferol acetat. Glykoly vodné faze byly navazeny
do nerezové nadoby a nasledné byla pridana horka destilovana voda. Do smési glykolt
s vodou byla pfidana xantanova guma a sm¢s byla promichana ty¢ovym mixérem po dobu
5 minut a ponechana chvili odstat. Nasledn¢ byla do vodné faze michané vysokou
rychlosti pfilévana rozehtatd tukova faze a faze byly emulgovany po dobu 20 minut.
Pomoci studené vody a ledu byla emulze za stalého michani zchlazena na pokojovou
teplotu. Do vychladnuté emulze byl, poptipadé nebyl pfimichan konzervant.

Byly ptipraveny 3 vzorky krému liSici se systémem konzervace. Jako synteticky
konzervant byl pouzit fenoxyethanol a jako pfirodni konzervant byl pouzit olej
z Cajovniku. Jeden vzorek byl ponechan bez ptidaného konzervantu. Do pfipravenych
krémi byly dohromady ptidany extrakty vzorkd, které vykazaly v rdmci testi na obsah
kosmeticky prospésnych latek nejlepsi vysledky. Podle vysledkti uvedenych (Obr.24,
Obr.25, Obr.26) jsou to ethanolovy extrakt hiebicku, ethanolovy extrakt houby Chaga a
vodny extrakt kvasinky Rhodotorula toruloides ptipravovany pomoci vortexu. Byla
vytvorena fada 6 krémi. 3 krémy obsahuji enkapsulované extrakty, 3 krémy obsahuji
extrakty bez enkapsulace. Trojice krémi je vzdy tvoiena krémem se syntetickym
konzervantem, pfirodnim konzervantem a bez konzervantu. Mnozstvi kazdého ptidaného
extraktu bylo 1 % objemu krému. Pfipravené vzorky krému byly podrobeny testu
antioxidac¢ni aktivity a testim antimikrobialni G¢innosti.

4.14 Antimikrobialni test pripravenych krémiu

Antimikrobidlni test byl proveden podle stejného postupu jako je uvedeno v kapitole
4.10.1. Nasledn¢ byl proveden také test viability kultur podle postupu v kapitole 4.10.2.
V piipad¢ antimikrobialnich testt jiz hotovych krémi byly jako kontroly antimikrobidlni
aktivity pouzity jednotlivé konzervanty v danych vzorcich. V piipadé krému s obsahem
oleje z ¢ajovniku jako konzervantu, byl jako kontrola pouzit pravé olej z ¢ajovniku.
V piipad¢ krému s fenoxyethanolem byl pouzit ethanol a u krému bez konzervantu byla
jako kontrola antimikrobialni aktivity pouzita destilovana voda.

4.15 Stanoveni antioxidacni aktivity pripravenych krémi

Antioxidac¢ni aktivita pfipravenych krémit byla stanovena podle stejného postupu jako je
uvedeno v kapitole 4.8.2. Rozdilem oproti méfeni antioxidacni aktivity jednotlivych
extraktll bylo dvojnasobné zfedéni vzorki krému z divodu jejich vyssi viskozity.

4.16 Cyklicky stabilitni test

Po zhotoveni vsech vzork krémt byla testovana stabilita pomoci cyklického testu.
Cyklicky test byl proveden se vSemi vzorky v duplikatu. Kazdy ptipravek byl v mnozstvi
1 g nanesen do Eppendorf zkumavky o objemu 1,5 ml a po naneseni byl kratce
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zcentrifugovan, aby se veskery vzorek nachazel ve spodni ¢asti zkumavky a nezlstaly tak
jeho zbytky na sténach. Tento krok byl dulezity vzhledem ke sledovani zmén vzhledu.
Vzorky byly stejnym zptisobem navazeny na vazici misky. Tim vznikla moznost porovnat
stabilitu vzorkll v tésnicim a otevieném obalu. Samotné cyklické testy byly provedeny ve
3 cyklech, tzn. 6 fazich. V prvni fazi byly vzorky umistény do termostatu pii teploté
40 °C, kde byly ponechany 24 hodin. Nasledn¢ se umistily do prostiedi s 5 °C, opét na
24 hodin. Po naneseni vzorku do zkumavky a misky byl zaznamenén vzhled a hmotnost.
Tyto parametry byly nasledn¢ vyhodnocovany na konci kazdé¢ faze, tzn. po kazdych 24
hodinach.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek v extraktech

Vysledky stanoveni fenolickych latek byly stanoveny v obou typech extraktt a lze vidét,
ze typ rozpoustédla byl u nékterych rozhodujicim faktorem. Vysledky méfeni ukéazaly
zna¢né mnozstvi fenolickych latek ve vzorkach hiebicku, pticemz lepsi vysledek vykazal

ethanolovy extrakt (Tabulka 6).

Tabulka 6 Vysledky analyzy fenolickych latek v jednotlivych vzorcich

Vzorek Typ extraktu Celkovy obsah
fenolickych latek
[mg/g]

Bio Reishi Pulvere Voda (24 hodin) 1,35 £ 0,009
Bio Reishi Pulvere Ethanol 96 % (24 hodin) 2,66 + 0,160
Hiebicek Voda (24 hodin) 19,26 + 0,002
Hiebicek Ethanol 96 % (24 hodin) 19,41 + 0,002
Chaga 100 % bio powder | Voda (24 hodin) 5,28 £0,030
Chaga 100 % bio powder | Ethanol 96 % (24 hodin) 7,43 +£0,010
Rhodotorula toruloides Voda (24 hodin) 5,15+0,010
Rhodotorula toruloides Ethanol 96 % (24 hodin) 2,58 +£0,010
Rhodotorula toruloides Voda (24 hodin) vortex 7,03 +0,010

Tento trend se opakoval u nékolika dalSich vzorkl. Ve vzorcich testovanych hub
byla koncentrace fenolickych latek také vyssi v ptipadé pouziti ethanolu jako extrakéniho
rozpoustédla. Lze tedy fict, ze rozpoustédlo ma v ptipadé rostlinnych extrakti pfi
stanoveni fenolickych latek dulezitou roli. V pfipadé vody, jakozto rozpoustédla vice
polarniho nez ethanol byly koncentrace nizsi. Divodem muze byt i to, ze extrakty
obsahuji vice latek rozpustnych v organickych rozpoustédlech nez ve vodé. Vyjimkou je
testovana Cervena kvasinka Rhodotorula toruloides, u které bylo naopak naméfeno
nejvice fenolickych latek v ptipad¢ vodnych extraktl. Tento fakt by mohl byt dan tim, Ze
kvasinka je zivy organismus a ethanolové prostiedi na ni mize pasobit neptiznivé. Mezi
vodnymi extrakty bylo vysSiho vysledku dosazeno v ptipadé¢ vodného extraktu
vytvoreného pomoci kuli¢ek na vortexu (7,03 mg/g). Kvasinka je pomoci mechanické
sily vortexu 1épe extrahovéana, nez v pfipadé bézného vodného extraktu (5,15mg/g)
(Obr.25)
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Obrazek 25 Graf zastoupeni fenolickych latek v mg/g v jednotlivych vzorcich

5.2 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity v extraktech

Z vysledkt (Tabulka 7) lze vy¢ist, Ze nejlepsi antioxidacni aktivitu vykazaly extrakty
hiebicku a houby Chaga. Lze vidét, ze v ptipadé hub velmi zédlezelo na extrakénim
rozpoustédle a u obou hub byla zaznamenana vyssi antioxidacni aktivita v pfipadé pouziti
organického rozpoustédla nez u extrakti vodnych. U ethanolového extraktu houby Chaga
to bylo 5,56 mg/g. V ptipadé vodného extraktu houby Chaga byla hodnota o néco nizsi
(2,99 mg/g). Tato skutecnost miize byt dana tim, ze pokud jde o aktivni latky, houba
Chaga obsahuje znacné mnozstvi triterpenoidl, které vykazuji vyraznou antioxidacni
aktivitu, ale nejsou rozpustné ve vod¢, naopak jsou lépe rozpustné v organickych
rozpoustédlech. Velmi dobrou antioxidacni aktivitu vykazal vodny extrakt cervené
kvasinky Rhodotorula toruloides (5,27 mg/g). Tento extrakt je svym vysledkem velice
zajimavy a vysoka antioxidacni aktivita bude pravdépodobné zplisobena vysokym
obsahem fenolickych latek v tomto extraktu. Zaroven bylo v daném extraktu stanoveno
zna¢né mnozstvi karotenoidd, které mohou k antioxida¢nimu ucéinku také ptispivat.
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Tabulka 7 Vysledky analyzy antioxida¢ni aktivity v jednotlivych vzorcich

vzorek typ extraktu Antioxidacni aktivita
[mg/g]

Bio Reishi Pulvere Voda (24 hodin) 1,2 £ 0,005
Bio Reishi Pulvere Ethanol 96 % (24 hodin) 2,7+£0,012
Hiebicek Voda (24 hodin) 6,8 = 0,004
Hiebicek Ethanol 96 % (24 hodin) 7,0 = 0,005
Chaga 100 % bio Voda (24 hodin) 2,99 + 0,01
powder

Chaga 100 % bio Ethanol 96 % (24 hodin) 5,56 +0,13
powder

Rhodotorula toruloides | Voda (24 hodin) 5,27+ 0,01
Rhodotorula toruloides | Ethanol 96 % (24 hodin) 0,24 £ 0,01
Rhodotorula toruloides | Voda vortex (24 hodin) 4,94 +0,01

Pomérné nizkou antioxida¢ni aktivitu vykazal vzorek vodného extraktu houby Reishi
(1,2 mg/g) a ethanolovy extrakt kvasinky Rhodotorula toruloides (Obr.26).
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Obrazek 26 Graf znazornujici antioxidacni aktivitu jednotlivych vzorkit v mg/g
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5.3 Stanoveni celkového mnozstvi flavonoidu v extraktech

Nejvetsi mnozstvi flavonoidl bylo naméteno v ptipadé vzorka hiebicku. Hiebi¢ek by mél
obsahovat napiiklad flavonoidy quercetin, kaempferol a jejich derivaty. U ethanolového
extraktu byl vysledek jesté o néco vyssi, nez v piipadé vodného extraktu a to 19,8 mg/g.
V ptipadé houby Chaga tomu bylo obdobné. U ethanolového extraktu byl obsah

Vv

se naopak vyskytovalo v extraktech houby Reishi (Tabulka 8).

Tabulka 8 Vysledky analyzy mnozstvi flavonoidit

Vzorek Typ extraktu Celkovy obsah
flavonoidid [mg/g]
Bio Reishi Pulvere Voda (24 hodin) 0,50 £ 0,005
Bio Reishi Pulvere Ethanol 96 % (24 hodin) 0,85+0,012
Htebicek Voda (24 hodin) 14,3 £ 0,004
Hiebicek Ethanol 96 % (24 hodin) 19,8 + 0,005
Chaga 100 % bio powder | Voda (24 hodin) 3,86 £ 0,010
Chaga 100 % bio powder | Ethanol 96 % (24 hodin) 4,67+ 0,130
Rhodotorula toruloides Voda (24 hodin) 2,4 £ 0,005
Rhodotorula toruloides Ethanol 96 % (24 hodin) 3,7+0,010
Rhodotorula toruloides Voda vortex (24 hodin) 7,4+0,010

Obsah flavonoidi v pfipadé vzorkl hiebicku a vzorkiti kvasinky Rhodotorula
toruloides jsou pomérné piekvapivé. Vzhledem k tomu, ze flavonoidy jsou podskupinou
fenolickych latek, mélo by mnozstvi flavonoida byt nizsi, nez mnozstvi fenolickych latek
(Obr.27). Tento jev muzeme vysvétlit zvazenim nékolika faktort. V ptipadé stanoveni
obou skupin latek se pouzivala spektrofotometrie, ov§em s jinym postupem stanoveni.
Rozdily v technikéach ptipravy vzorki by tak mohly ptispét k odchylkdm v naméfeném
obsahu flavonoidil a fenolickych slouc¢enin. Je mozné, ze v piipad¢ techniky pouzité pro
stanoveni fenolickych sloucenin nebyly veskeré flavonoidy detekovany, jelikoz tato
metoda pro né neni specifickd a metodou byly detekovany pouze jiné fenolické latky.
Naopak flavonoidy byly detekovany metodou piimo zacilenou na tuto skupinu latek.
V piipad¢ vzorku kvasinky Rhodotorula Toruloides je tomu obdobné. Dalsim divodem
by mohla byt interference jinych latek pii méfeni fenolickych latek, které tak nebyly
detekovany v celém mnozstvi. Nelze vSak vyloucit ani moznou chybu méfeni v piipadé
stanoveni fenolickych latek.
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Obrazek 27 Graf zastoupeni flavonoidit v mg/g v jednotlivych vzorcich

5.4 Analyza lipofilnich latek v extraktech

Lipofilni latky byly analyzovany pomoci HPLC (Tabulka 9). Postup méfeni a parametry
pouzité pro méteni jsou uvedeny v kapitole 4.9. V ptipadé této analyzy jsou uvedeny
kvalitativni vysledky pfitomnosti jednotlivych detekovanych latek v ethanolovych
extraktech. Divodem, pro¢ nebyly vodné extrakty zafazeny do vysledki byl fakt, ze
nevykazovaly pii analyze HPLC méfitelnou odezvu. V ethanolovych extraktech byl
detekovan u vice vzorkl beta karoten, ktery je vyznamnym lipidickym antioxidantem
(2.10.1). Dale byl ve 3 vzorcich detekovan ergosterol, ktery je prekurzorem vitaminu D
(viz kap. 2.10.2.1) a chlorofyl. U kvasinky Rhodotorula toruloides byl detekovan také
torulen, coz je dalsi karotenoid, ktery je mimo jiné zodpovédny za jeji Cervené zbarveni.

Tabulka 9 Obsah lipofilnich latek v jednotlivych extraktech

Vzorek extrakt 24 hodin | Ergosterol Chlorofyl Beta karoten | Torulen
(ethanol 96 %)

Reishi v X X X
Hiebitek X v X X
Chaga v X v X
Rhodotorula toruloides v X v v
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5.4.1 Stanoveni eugenolu v extraktech hiebicku

Eugenol byl stanoven v extraktech z hfebicku pomoci metody HPLC a naméfené
chromatografy byly vyhodnoceny pomoci programu Chromoleon 7, kde byla provedena
integrace ploch pod kfivkou a pomoci kalibracni kiivky byla vypocitdna koncentrace
eugenolu ve vzorcich. Vzhledem k vysoké koncentraci eugenolu ve vzorcich a zakaleni
vodného vzorku bylo nejpiehlednéjsich vysledki dosazeno v piipadé vzorku ziedéného
100krat. Pivodni extrakt byl jiz zfedén 10krat. Mnozstvi eugenolu ve vzorku bylo
vypocitano pomoci kalibra¢ni kiivky A = 5610,39 « c a bylo vztazeno na 1 g susiny.

Tabulka 10 Obsah eugenolu v extraktech hiebicku

vzorek obsah eugenolu ve vzorku (mg/g)
hiebicek (96 % ethanol) 98,57
hiebicek (voda) 14,24

Obsah eugenolu v ethanolovém extraktu z hiebicku byl vyss$i nez v piipadé
vodného a ¢inil 98,57 mg/g. V ptipad¢ stanoveni eugenolu pomoci HPLC bylo naméfeno
vyrazné¢ vys$i mnozstvi eugenolu, nez celkovych fenolickych latek metodou
spektrofotometrie. Tato skutecnost by mohla vyplyvat z toho, Ze extrakt hiebicku byl
kvili méfeni nafedén pomoci acetonitrilu, ktery je pro eugenol vzhledem k polarité
mnohem lepSim rozpoustédlem, nez voda ¢i ethanol. Voda je z téchto tii rozpoustédel
rozpoustédlem nejvice polarnim, acetonitril nejméné polarnim. Diivodem, ktery by také
mohl k vysledku pfispivat je to, Ze vzorky byly ponechény pifed méfenim ve vialkach
n¢kolik dni, nez byly pomoci HPLC zméfeny a ptisobeni acetonitrilu tak bylo pomérné
dlouhé, coz mohlo vést k uvolnéni eugenolu zvazanych forem, naptiklad formy
isoeugenolu nebo eugenolu ve formé vazané s glykosidy. Vzhledem k tomuhle faktu
mohl byt vysledek vyssi nez u spektrofotometrické metody [106].

Spektrofotometrické stanoveni mtize byt také ovlivnéno vice faktory, nez v ptipadé
HPLC a to napriklad delsi manipulaci se vzorkem v prib&hu jeho stanoveni, zméné teplot
¢i interference fenolickych latek s jinymi latkami ve vzorku, které jsou v piipadé HPLC
separovany.

Porovname-li stanoveni eugenolu pomoci HPLC a stanoveni celkovych
fenolickych latek, zjistime, ze v ptipad¢ spektrofotometrického stanoveni nebyl zjistén
tak znacny rozdil mezi vodnym a ethanolovym extraktem. Dtivodem by mohla byt opét
polarita rozpoustédel tedy to, Ze v ethanolovém extraktu byl hiebi¢ek pfi této analyze
rozpoustén ethanolem a acetonitrilem, zatimco vodny extrakt vodou a acetonitrilem.

Metoda HPLC miize také obecné poskytovat citlivéjsi stanoveni, nez metoda
spektrofotometricka [107]
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5.5 Antimikrobialni testy jednotlivych extrakta

Vysledky antimikrobialnich testli provedenych pomoci bujonové dilu¢ni metody, jejiz
postup je uveden v kapitole 4.10.1 jsou zobrazeny na nasledujicich grafech (Obr. 29,
Obr.30). Cerny sloupec vyjadiuje hranici 100 %, kterd predstavuje nartst
mikroorganismu v ¢istém médiu bez ptisobeni jinych latek a slouzi jako kontrola. Veskeré
vysledky jsou dopocitany na zaklad¢ této kontroly. V piipadé, ze bakterie v pritomnosti
vzorku nedosdhla 100 % nartstu, znamena to, ze vzorek vykazuje antimikrobidlni
aktivitu. Grafy zobrazuji procentualni nariist mikrobialni kultury po 24 hodinach oproti
této kontrole. Test byl proveden pfi pouziti vzorkl testovanych ptirodnich extrakti a
jejich rozpoustédel z divodu mozného porovnani antimikrobialni aktivity mezi vzorkem
a rozpoustédlem. U ethanolového extraktu byl jako kontrola pouzit 96 % ethanol, u
vodného extraktu slouzi jako kontrola pravé ¢erny sloupec zobrazujici bakterie v Cistém
rustovém médiu. Vzorky byly testovany pfi postupném dvojkovém fedéni 4 — 2048krat.
Vychozi koncentrace extrakti je 0,1g suSiny/ml.

Pod jednotlivymi grafy s antimikrobialni aktivitou je vzdy vyobrazen graf testu
viability kultury po pfidani barviva resazurinu, ktery zobrazuje Zivotaschopnost kultury
v zavislosti na ziedéni vzorku.

5.5.1 Antimikrobialni testy na bakterii Staphylococcus epidermidis
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Obrazek 28Graf zavislosti nariistu mikrobialni kultury SE na zredéni vzorkii Reishi

V ptipadé porovnéni ethanolového a vodného extraktu Iépe inhibuje narast bakterie

L4

nartst o 33,3 % proti narGstu mikroorganismu v médium (Obr.28). Antimikrobidlni
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aktivita tohoto vzorku nasledné¢ mirné klesad svysSim zifedénim. Pfi porovnani
ethanolového extraktu s 96 % ethanolem lze vidét, Ze ethanol ma na bakterii mirné€ horsi
antibakterialni u¢inek z ¢ehoz lze usoudit uréitou antimikrobidlni aktivitu samotné houby
Reishi. V piipad€¢ vodného extraktu houby Reishi byl nartist inhibovan do zfedéni 16krat.
Skutecnost, ze houba Reishi dosahuje v ptipad¢ vysSich ziedéni i hodnot nartistu ptes
100 % mutze pramenit z faktu, ze tato houba obsahuje pomérn¢ velké procento sacharidd,
které pro bakterie slouzi jako zdroj uhliku a zZivin.
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Obrazek 29 Resazurinovy test Reishi/SE

V piipad¢ metabolické aktivity vzorkd vodného a ethanolového extraktu Reishi
m¢ély nejveétsi zivotaschopnost bunky v pfitomnosti extraktu Reishi ve vodé pii vyssich
ziedénich (Obr.29). V ptipadé vodného extraktu pfi zfedéni 4krat byla metabolicka
aktivita bunék vyssi nez v ptipad€ bunék v ¢istém médiu. Z tohoto faktu lze usoudit, ze
houba Reishi podporuje metabolickou aktivitu této bakterie. Houba Reishi obsahuje velké

mnozstvi sacharidd, které mohou byt pro bakterie zdroje uhliku a energie.
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Obrazek 30 Graf zavislosti nariistu mikrobialni kultury SE na zredéni vzorkii hiebicku

Z grafu testovani extrakti hiebicku (Obr. 30) mizeme pozorovat, Ze vzorek
ethanolového extraktu hiebicku nabyva pii nizkych ziedénich vyrazné antimikrobialni
aktivity a inhibuje nartst bakterie na 1,5 % proti naristu bakterii v médiu. Nasledn¢ se
nartist bakterii vyrazné zvySuje a hodnota MIC byla v ptipad¢ ethanolového extraktu
stanovena na koncentraci vzorku pti zftedéni 32krat. Pfi porovnani vysledka ethanolového
extraktu s 96 % ethanolem ale mizeme pozorovat, ze nartist bakterii je v ptipadé ¢istého
ethanolu mnohem vétSi uz pii nizkych zifedénich. Z toho lze usoudit vyraznou
antimikrobialni aktivitu samotného hfebicku. Naproti tomu v piipadé vodného extraktu
kultura bakterie narostla jiz pfi nejniz§im zfedéni 82 %, z ¢ehoz lze pozorovat ¢aste¢nou
inhibici narlstu oproti kontrole bakterii v médiu, ale pti vysSich zfedénich se nardst
nadale zvysuje.
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Obrazek 31 Resazurinovy test hiebicek/SE

Metabolicka aktivita bakterie se nejvice projevila u vzorku vodného extraktu
hiebicku, kdy v ptipad¢ ziedeéni tohoto extraktu 16krat bakterie vykazuji metabolickou
aktivitu proti kontrole. Lze tedy konstatovat, ze hiebickové extrakty pii téchto zfedénich
metabolickou aktivitu bakterii negativné pfili§ neovlivnily (Obr.31). Vzhledem k tomu,
ze je metabolicka aktivita velmi vysoka u ethanolového extraktu hiebi¢ku, je mozné, ze
bakterie Staphylococcus epidermidis umi vyuzivat nizkou koncentraci ethanolu
v kombinaci s latkami v extraktu ke svému rlstu. Hriebicek obsahuje fenolické
slouCeniny, které jsou néckteré druhy bakterii schopny metabolizovat. Bakterie
s vhodnymi metabolickymi drdhami jsou schopny pfi nizSich koncentracich fenolické
slouceniny degradovat a vyuzivat je jako zdroj uhliku a energie. Tento fakt byl naptiklad

prokézan u bakterii rodu Pseudomonas, které dokdzi timto zpiisobem vyuzivat pifimo
eugenol [108].
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Obrazek 32 Graf zavislosti nariistu mikrobialni kultury SE na zredeni vzorkit Chaga

Bakterie Staphylococcus epidermidis byla vystavena také vodnému a ethanolovému
extraktu medicinalni houby Chaga (Obr.32). Z grafu lze vidét, ze extrakt houby rist
mikroorganismi spiSe podporuje. Pfi nejniz§im ziedéni vodného extraktu bakterie
narostla na 97,6 % a pti dal$im zfedéni jiz narostla ptres 100 % oproti neovlivnéné kultuie
v médiu. V ptipadé ethanolového extraktu byl nariist pfi nejnizSim ziedéni 80 % ve
srovnani s kontrolou. Oba vzorky se vykazaly vétsi narast néz jejich kontroly, coz mize
byt zpusobené vysokym obsahem sacharidi vtéto houbé, které slouzi pro

mikroorganismy jako potrava.
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Obrazek 33 Resazurinovy test chaga/SE

Z resazurinového testu lze pozorovat vysokou metabolickou aktivitu bakterie
Staphylococcus epidermidis (Obr.33). Metabolickou aktivitu bakterie negativné ovlivnil
pouze ethanol pii nizkych ztedénich. Pokud srovndme ucinek ethanolového extraktu
houby Chaga s cCistym ethanolem, je patrné, ze houba Chaga je pro bakterii
Staphylococcus epidermidis urcitym zptisobem prospésna a podporuje jeji metabolismus.
Stejné jako u metabolické aktivity extraktu hiebicku v ethanolu je také mozné, ze bakterie
uréitym zptisobem vyuziva kombinace nizké koncentrace ethanolu a houby Chaga.
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Obrazek 34 Graf zavislosti nariistu bakterie Staphylococcus epidermidis na ziedeni vzorku RT

Vodny extrakt kvasinky Rhodotorula toruloides extrahovany na vortexu pomoci
kuli¢ek inhibuje rust bakterie Staphylococcus epidermidis pti ztedéni 4krat a tona 85,2 %
proti kontrole bakterii v médium (Obr.34). Vodny extrakt kvasinky inhibuje nartst
bakterie pii zfedéni 8krat o zhruba 9 %. Bakterie v tomto piipad¢é narostly na 91 %.
Ethanolovy extrakt inhibuje nartist kultury pfi ziedéni 256krat o 28 % proti kontrole.
Nartust bakterie byl v tomto ptipade 72 %. Je nutné poznamenat, ze kvasinka Rhodotorula
je také mikroorganismus a mize tak dochazet k jejimu rstu na médiu. To by mohl byt
jeden z diivodd, pro¢ je nartist mikroorganismu v piipad¢ téchto vzorkt tak vysoky.
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Obrazek 35 Resazurinovy test RT/SE

U vzorkil kvasinky Rhodotorula toruloides byla metabolicka aktivita vysoka u
vsech vzorkl obsahujici kvasinku. Nejvétsi viabilita kultury byla zaznamenana pii pouziti
vodného extraktu extrahovaného za pouziti piistroje vortex, ktery je zobrazen pomoci
zeleného sloupce (Obr.35). Je pravdépodobné, ze do metabolické aktivity byla zahrnuta
také metabolicka aktivita samotné kvasinky. Jediny vzorek, u kterého byla metabolicka
aktivita bun¢k negativné ovlivnéna byl Cisty 96 % ethanol. Tady je mozné konstatovat,
ze ethanol jako denaturacni Cinidlo naru$il metabolismus proteini bakterie, ktera uz
neobnovila svoji Zivotaschopnost.
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5.5.2 Antimikrobialni testy na bakterii Escherichia coli
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Obrazek 36 Graf zavislosti naristu mikrobialni kultury E.coli na ziedeni vzorkii Reishi

Druhou bakterii podrobenou antimikrobialnimu testu vici extraktim je bakterie
Escherichia coli. V tomhle ptipad¢ kultura v pfitomnosti vodného extraktu Reishi pti
nejniz§im zfedéni narostla na 81 % proti kultute, tedy byla inhibovana o 19 % a pfi vys$Sim
ziedéni se inhibi¢ni schopnost snizuje (Obr.36). Vysledky vodného extraktu jsou velmi
podobné kontrole, tj. narGstu mikroorganismii v ¢istém médiu. Ethanolovy extrakt
inhiboval nartst kultury pfi nejniz$im zfedéni o0 9,2 %. Stejné jako u pfechozi testované
bakterie u stejné houby dochazi k tomu, ze bakterie E.coli vyuziva ur¢itych uhlikovych
latek v houbé Reishi a v kombinaci s vodou nartsta vice nez kontrola.
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Obrazek 37 Resazurinovy test Reishi/EC

V ptipad¢ vzorkl extraktl Reishi byla nejvétsi metabolicka aktivita zaznamendna
u vzorku vodného extraktu (Obr.37). Stejné jako u bakterie Staphylococcus epidermidis,
kde byla pii nejniz§im zfedéni metabolicka aktivita bakterii u vodného extraktu tohoto
vzorku 111% oproti kontrole (Obr.29), i u bakterie E.coli je metabolicka aktivita vyrazné
pres vyssi nez v pripad¢ bunck rostoucich v médiu. Nejniz$i metabolicka aktivita byla
zjisténa v ptipadé vzorku ethanolového extraktu Reishi a v piipad¢ Cistého ethanolu.
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Obrazek 38 Graf zavislosti nariistu mikrobialni kultury E.coli na ziedéni vzorki hiebicku
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V piipad¢ antimikrobialniho plsobeni extraktti hiebiCku na Escherichia coli lze
pozorovat, ze vzorky pusobi lepSim antibakteridlnim u¢inkem nez jejich kontroly

v

v porovnani v buiikami v médiu. Pfi dalSim zfedéni vodného extraktu kultura mirné
nartistd, ale nardst je inhibovan i pfi nejvyssim ziedéni na 77,9 % proti kontrole, tedy o
22 %. To poukazuje na pomérné dobré antimikrobidlni vlastnosti hiebicku vici této

ziedéni pouze na 25,3 % oproti kontrole bun¢k v médiu. Pti zvySujicim se zfedéni narast
bakterii stoupd, ale i pfi nejvyssim ziedéni 2048krat stale inhibuje nardst bakterie
Escherichia coli 0 23,4 %. Kontrola v podobé 96% ethanolu nartist kultury inhibuje lehce

[RA4

hiebicku proti této bakterii. Pii zfedéni 32krat ethanol nartist bakterie neinhibuje, coz by

se dalo povazovat za chybu méteni, vzhledem k tomu, Ze pfi ostatnich zfedénich nardst
nepiesahl 100 %.
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Obrazek 39 Resazurinovy test hiebicek/EC

Bakterie E.coli neméla ani u jednoho ze vzorkll stejnou Zivotaschopnost jako
bakterie rostouci volné v médiu. Nejvyssi viabilita bakterie byla zaznamenana pfii
vysokém zifedéni 512krat u vzorku ethanolového extraktu hiebicku. Tato viabilita ale

cvwvr

byla zaznamenana u vzorku vodného extraktu hiebicku pii zfedéni 32krat (Obr.39).
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Obrazek 40 Graf zavislosti nariistu mikrobialni kultury E.coli na ziedeni vzorkit Chaga

metabolickd aktivita [%)]

Stejné jako v pripadé predchozi testované bakterie, i v piipad¢ bakterie Escherichia
coli byl zaznamenan vyssi nardst bakterie v pfitomnosti vzorkii s obsahem extraktu
Chaga nez v pfipadé kontrol. Inhibice bakteridlniho rdstu byla vykazana v piipadé¢
vodného i ethanolového extraktu pii zfedéni 4x. U ethanolového extraktu ¢inila inhibice
23 %, u vodného extraktu 6,5 % oproti kontrole bun¢k v médiu (Obr.40). Je tedy mozné,

ze 1 bakterie E.coli dokaze urCitym zpiisobem vyuzivat uhlikové formy sloucenin jako
zdroj zivin.
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Obrazek 41 Resazurinovy test — Chaga/EC
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Viabilita kultury stanovovand oproti viabilit¢ bunék v Cistém médiu bez
antimikrobialnich ¢inidel byla nejvyssi v ptipad¢ vzorku vodného extraktu houby Chaga.
Stejné¢ jako tomu bylo i u houby Reishi, i houba Chaga podporuje rist a pozitivné

v

ethanolového extraktu houby Chaga pfi zfedéni 128krat. Pti nejvyssim pouzitém ziedéni
nem¢l ani ¢isty ethanol na metabolismus bakterie £.coli negativni vliv (Obr.41).
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Obrazek 42 Graf zavislosti naristu kultury E.coli na ziedeni vzorkit RT

U bakterie E.coli vykazal nejlepsi antimikrobidlni ucinek ethanolovy extrakt
kvasinky (Obr.42), kdy doslo k inhibici nartstu pii vSech zfedénich. Nejvice byl
v pripad¢ tohoto vzorku nartst inhibovan pii ziedéni 512krat. Vysledky vodného extraktu
za pouziti vortexu prokazaly inhibici nartistu kultury do ziedéni 128krat. U ethanolového
extraktu bylo dosazeno obecné lepsi inhibice ristu ve srovnani s Cistym ethanolem.
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Obrazek 43 Resazurinovy test RT/EC

V ptipad¢ resazurinového testu u vzorkt kvasinky Rhodotorula byla zaznamenana
vysokd viabilita bunék u vSech pouzitych vzorkd (Obr.43). Nejnizsi viabilitu kultury
vykézaly bunky v pfitomnosti ethanolu pfi nejniz§im zfedéni. U vzorkd obsahujicich
kvasinku mohlo dojit stejné jako u predchozi testované bakterie k interferenci
metabolickych aktivit bakterie E.coli a kvasinky Rhodotorula a vysledna metabolicka
aktivita tak mize obsahovat jak metabolickou aktivitu bakterie, tak kvasinky.

5.5.3 Souhrnné vysledky antimikrobialnich testi jednotlivych extraktia

Souhrmné vysledky antimikrobialnich testii ukazuji minimalni inhibi¢ni
koncentrace jednotlivych vzorkl vici testovanym bakteriim (Tabulka 11). Vici bakterii
Staphylococcus epidermidis vykézal nejlepsi antimikrobidlni aktivitu extrakt hiebicku
v ethanolu, jehoz minimalni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena na koncentraci pfi
ziedéni 32krat. V ptipadé vodného extraktu hiebicku byla MIC stanovena na ziedéni
4krat. Zde se da usoudit, ze podil na antimikrobialni uc¢innosti mél samotny ethanol.
Vramci vysledkti antimikrobidlnich testd byla ale nckolikrat dokézéna vyssi
antimikrobialni aktivita ethanolového extraktu hiebi¢ku oproti samotnému ethanolu,
z ¢ehoz vyplyva, ze hiebicek disponuje velice dobrymi antimikrobidlnimi vlastnostmi
(Obr.30).

V ptipad¢ bakterie E.coli byl vykazan nejlepsi antimikrobialni G¢inek v ptipadé
obou extraktd hiebicku, které i pii nejvyssim pouzitém ziedéni inhibovala nartst bakterii
a jejich MIC byla stanovena na koncentraci pii zfedéni 2048krat. Tyto extrakty ptitom
inhibovaly narast 1épe nez jejich kontroly (Obr.38). Velmi dobrou antimikrobidlni
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aktivitu vykdzal také vzorek ethanolového extraktu houby Reishi, jehoz MIC byla
stanovena na koncentraci pti ziedéni 2048krat. Stejné tomu bylo také u ethanolového
extraktu kvasinky Rhodotorula toruloides. Vysledek tohoto extraktu také ukazuje lepsi
antimikrobialni aktivitu v porovnani s ethanolem (Obr.42). Z vysledki tedy vyplyva, ze
testované rostlinné extrakty meély lepsi antimikrobialni uc¢inek vic¢i gramnegativnimu
mikroorganismu E.coli, nez vuci zastupci grampozitivnich bakterii. Vzhledem k tomu, ze
tato bakterie nema schopnost ethanol jakkoliv vyuzivat ke svému rustu, vysledky bakterie
E.coli, u kterych narGst presahl vyrazn¢ hranici 100 % lze povazovat za chybu metody.

Tabulka 11 Vysledky MIC jednotlivych extraktii

MIC jednotlivych extraktli (ndsobek ziedéni extraktu)

vortex kulicky

Mikroorganismus Staphylococcus Escherichia coli
epidermidis

Hiebicek(voda 24h) 4x 2048x
Hiebicek (96% ethanol 24h) 32x 2048x
Reishi Bio Pulvere (voda 24h) 16x 8x
Reishi Bio Pulvere (96% ethanol 24h) 8x 2048x
Chaga (voda 24h) 4x 4x
Chaga (96% ethanol 24h) 4x 4x
Rhodotorula toruloides Voda (24 hodin) - -
Rhodotorula toruloides Ethanol 96 % (24 - 2048x
hodin)
Rhodotorula toruloides Voda (24 hodin) 8x 128x
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5.6 Enkapsula¢ni Gacinnost

Enkapsulace do liposomt byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole 4.11.1 a byla

vypocitana na zdkladé obsahu fenolickych latek v extraktu a ve

stoceném

enkapsulovaném extraktu. Vysledky enkapsulac¢ni u€innosti jsou uvedeny nize (Tabulka

12, Obr.44).
Tabulka 12 Vysledky enkapsulacni ucinnosti liposomii
obsah enkapsulované enkapsulované
extrakt fenolickych mnozstvi mnozstvi [%]
latek pied [mg/g]
enkapsulaci

Reishi (voda 24h) 1,35 1,29 95,55
Reishi (ethanol 24h) 2,66 0,92 34,58
Hiebicek (voda 24h) 19,26 15,66 81,31
Hiebicek (ethanol 24h) 19.41 16,98 87,48
Chaga (voda 24h) 5,28 5,05 95,64
Chaga (ethanol 24h) 7,43 5,58 75,10
Rhodotorula toruloides 2,58 1,49 57,75
ethanol (24 hodin)

Rhodotorula toruloides 7,03 5,90 83,92
voda (24)
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Obrazek 44 Graf zobrazujici enkapsulacni ucinnost u liposomit s obsahem jednotlivych extrakti
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Z vysledki 1ze pozorovat rozdilnou enkapsulacni U€innost v zavislosti na
jednotlivych vzorcich. Nejvyssi enkapsulacni Uc¢innosti dosahly vodné extrakty hub
Reishi (95,55 %) a Chaga (95,64 %). Nejnizs§i hodnota enkapsulac¢ni ucinnosti byla
naopak namétena u ethanolového extraktu Reishi (34,58 %), coz mize byt zplisobeno
pritomnosti latek destabilizujicich membrany v houbé Reishi spojenou s jejich lepsi
rozpustnosti v ethanolu. Ethanol také pronika l1épe pies fosfolipidovou dvojvrstvu, nez
voda a tim padem mohou latky enkapsulované do liposomu snadnéji unikat do prostredi.

5.7 Analyza ¢astic pomoci DLS

Pomoci analyzy dynamického rozptylu svétla byla pomoci ptistroje ZetaSizer Nano ZS
(Malvern Instruments) stanovena distribuce velikosti liposoml pfipravenych
z jednotlivych extraktl, které byly nésledné pifidany do krémt.. Méfeni probihalo
ve sklenénych kyvetach pti laboratorni teploté 25 °C, doba kalibrace byla nastavena na
60 sekund. Poloha v kyveté, pti které laser snimal rozptyl ¢astic ve vzorku, byla nastavena
na fixni hodnotu 1,00. Kazdy vzorek byl proméien ve 3 cyklech a 12 opakovanich.
Z téchto meéteni byl nasledné vypocten primér. Vysledkem byla naméfend zavislost
intenzity rozptyleného svétla oproti velikosti ¢astic.

—_ —_
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intenzita rozptyleného svétla [%]
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1 10 100 1000 10000
velikost [nm]

liposomy Chaga ethanolovy extrakt

Obrazek 45 Distribucni krivka velikosti liposomii na zdklade intenzity rozptyleného svétla pro

vzorek Chaga ethanolovy extrakt

Nejjednotnéjsi vysledek z hlediska velikostni distribuce ¢astic byl vyhodnocen
v pripad¢ vzorku liposomi ethanolového extraktu houby Chaga (Obr.45), kdy se rozmezi
velikosti vSech castic pohybovalo mezi 100-1000 nm, pficemz stfedni hodnota velikosti
Castice byla stanovena na 182,1 nm. Nejvétsi intenzita rozptyleného svétla byla tedy
pozorovana v piipad¢ ¢astic s velikosti zhruba 200 nm.
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Obrazek 46Distribucni krivka velikosti liposomii na zaklade intenzity rozptyleného svétla pro

vzorek Rodotorula toruloides vodny extrakt

Dva distribucni podily byly naméteny v ptipad¢ vzorku liposomt vodného extraktu
Rhodotorula toruloides (Obr.46).V prvnim distribu¢nim podilu jsou ¢astice o velikosti
v rozmezi 100-300 nm, ve druhém distribu¢nim podilu pak cca 3000-6000 nm. Stiedni
velikost ¢astice byla stanovena na 1444 nm. Vzhledem k ptitomnosti dvou frakci zde byla

vyhodnocena stfedni hodnota velikost ¢astice zv1ast’ pro kazdou frakci. Frakce se od sebe
velice lisily svoji stfedni velikosti ¢astic a divodem by tak mohlo byt, Ze v ptipadé druhé
frakce s vyssi stiedni velikosti se jednd o kvasinky Rhodotorula toruloides, jejichz
velikost byva od 1 do 10 mikrometra [109]. Veskeré hodnoty stiednich velikosti a zeta
potencialu jsou uvedeny nize (Tabulka 13).

Tabulka 13 Souhrnné vysledky méteni DLS

vzorek

stifedni hodnota velikosti
¢astice [nm]

Zeta potencial [mV]

Rodotorula toruloides 375.,8 -20.8
Rodotorula toruloides 100x 164,2,0 -22,7
Chaga 182,1 -47.3
Chaga 100x 185,3 -47,0
Hrebicek 336,8 -50,5
Hrebicek 100x 306,4 -52.5

Pomoci Zeta potencidlu mizeme urcit stabilitu castice. Jak jiz bylo podrobnéji
popsano v kapitole 4.12, za stabilni Castice jsou povazovany ¢astice s niz§i hodnotou Zeta
potencialu nez — 30mV a vyssi hodnotou nez +30mV. V ptipadé prométenych vzorku lze
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konstatovat, ze veskeré ¢astice kromé vzorkd kvasinky Rhodotorula toruloides jsou
stabilni. Diivodem nestability Castic s enkapsulovanymi extrakty kvasinky Rhodotorula
toruloides mize byt to, Ze se jedna o Zivy organismus.

Veskeré grafy s namétenymi distribuce ¢astic jsou pro lepsi prehlednost uvedeny v
kapitole 9.

5.8 Antioxidacni ucinnost pripravenych krémiu

Antioxida¢ni aktivita byla zméfena stejnym zpisobem jako v pfipadé jednotlivych
extraktll podle postupu uvedeného v kapitole 4.8.2.

Tabulka 14 Vysledky antioxidacni aktivity

systém konzervace extrakty bez enkapsulace enkapsulované extrakty
antioxidacni aktivita [mg/g] | antioxidac¢ni aktivita [mg/g]
bez konzervantu 3,53 2,25
fenoxyethanol 1,45 1,02
olej z ¢ajovniku 5,69 4,98

Krémy s extrakty bez enkapsulace vykazaly v pfipadé¢ méfeni antioxidaéni aktivity
lepsi vysledky (Tabulka 14). Diivodem muze byt mimo jiné to, Ze méteni pomoci UV-
VIS spektrofotometrie probiha velmi rychle a v pfipad¢ enkapsulovanych extrakti byly
antioxidacni latky uzavieny v Casticich. Béhem kratkého ¢asového useku se tak z ¢astic
neuvolnily a nezhésely tak kation ABTS tak dobfte, jako latky neenkapsulované. ABTS
je c¢inidlo, které je velmi dobfe rozpustné ve vodé, tim padem dobie nepronika pies
membranu liposomtl a latky uzaviené v ¢asticich v nim pf#ili§ nereaguji.

5.9 Antimikrobialni testy pripravenych krémiu

V ramci antimikrobialniho testovani vzorki hotovych krému byly pouzity 3 druhy krémut
lisici se pouzitym typem konzervantu — analyzovan byl vzorek krému se syntetickym
konzervantem, pfirodnim a bez konzervantu. Antimikrobialni aktivita téchto vzorki je
stejn¢ jako u antimikrobidlnich testli extrakti vyhodnocena jako procentualni nardst
mikroorganismu pii pouziti vzorkl proti kontrole, kterou ptedstavuji mikroorganismy
v ¢istém médiu. Nartust samotnych mikroorganismii v ¢istém médiu tak udava hodnotu
100 %. Pokud je procentudlni narist mensi nez 100 %, latka vykazuje antimikrobidlni
aktivitu a inhibuje narist bakterie. Pokud je procentualni narust vyssi nez 100 %, bakterie
nejspiS urcitym zplsobem vzorek vyuziva k rastu. Aby bylo rozliSitelné, zda krém
s konzervantem inhibuje nartst bakterie lépe, nebo hiife, byly jako kontroly
k jednotlivym vzorklim stejnym zplisobem otestovany samotné konzervanty. V piipadé
krému s fenoxyethanolem slouzil jako kontrola fenoxyethanol, u krému s ptirodnim
konzervantem slouzil jako kontrola olej z ¢ajovniku. Vzhledem k tomu, ze u krému bez
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konzervantu nebyl pouzit zaddny konzervant, slouzil jako kontrola tohoto vzorku pouze
nartist mikroorganismi v médiu.

Metabolicka aktivita byla hodnocena stejnym zptsobem jako u vzorkt extraktl. Pti
vyhodnocovani je srovnavdna metabolickd aktivita bun¢k za pisobeni jednotlivych
vzorkll s metabolickou aktivitou bunék v ¢istém médiu.

5.9.1 Antimikrobialni testy krému na bakterii Staphylococcus epidermidis
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Obrazek 47 Graf zavislosti nariistu kultury na ziedeni krému s riznymi typy konzervantii a

extrakty bez enkapsulace

V ptipad¢ bakterie Staphylococcus epidermidis pti nejnizsich zfedénich nejlépe
antimikrobialné funguje olej z ajovniku a jeho u€innost vyrazné klesa pii zfedéni vyssim
nez 64krat (Obr.47). Stejné jako u bakterie E.coli, i u této bakterie inhibuje krém s ,,tea
tree* olejem narist bakterie do ziedéni 512x. Jeho kontrola, tzn. samotny tea tree olej ale
inhibuje nartst pouze pii zfedéni 256krat, z ¢ehoz Ize usoudit pozitivni antimikrobialni
roli pfidanych pfirodnich extraktii. Naopak nejniz$i antimikrobidlni G¢inek prokazal
vzorek krému bez konzervace. Zde byl narist jiz pii nejniz§im ztedéni pies 100 %. To
mohlo byt zplisobeno tim, Ze v krému bez konzervantu neni jind konzervacni latka, nez
pridané extrakty a zakladni slozeni krému obsahuje zna¢né mnozstvi glykolu, které
mohou mikroorganismy vyuzivat jako zdroj uhliku a zivin.
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Metabolicka aktivita bun€k bakterie Staphylococcus epidermidis byla nejlepsi
v pripad¢ pritomnosti vzorku krému bez konzervantu a krému s pfirodnim konzervantem
(Obr.48). U zadného ze vzorkl vSak metabolicka aktivita bakterii nedosahla viability
bunék v Cistém médiu (kontrola). Je vidét, ze vSechny druhy konzervace negativné

ovlivnily bunéény metabolismus této bakterie.
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Obrazek 49 Graf zavislosti nariistu kultury na zredeni krému s riuznymi typy konzervantii a

enkapsulovanymi extrakty
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U enkapsulovanych extrakti doSlo k nevyssi inhibici nartistu mikroorganismui
v piipad¢ oleje z Cajovniku, ktery inhiboval nartst bakterii az na 2%. Velmi dobry
vysledek vykazal i krém s pfirodnim konzervantem (Obr.49). Krém s tea tree olejem
inhiboval pfi nejniz§im zfedéni nartist mikroorganismu na 25,86 % proti naristu kontroly,
v ptipadé zfedéni 16krat pak dokonce na 16,48 %. Nejhorsi Gc¢inek inhibice nardstu
mikroorganismi byla pozorovdna v ptipadé vzorku krému bez konzervantu. Tato
skute¢nost mohla byt opét zptisobena tim, ze krém obsahuje zna¢né mnozstvi glykolu,
které jsou pro bakterie zdrojem uhliku a mohou tak riist mikroorganismii naopak
podporovat. Proto je pouziti konzervantu dulezité.
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Obrazek 50 Graf zavislosti metabolicke aktivity na ndasobku ziedéni u krému s enkapsulovanymi

extrakty — resazurinovy test/SE

Metabolicka aktivita bakterie Staphylococcus epidermidis byla stejné jako u vzorkt
krémi s neenkapsulovanymi extrakty po 24 hodinach nejvyssi v piipad¢ vzorku krému
bez konzervantu a s pfirodnim konzervantem. NejnizS§i metabolickou aktivitu buiky
vykazaly v ptipad¢, Ze na n€ plsobil vzorek tea tree oleje a fenoxyethanolu. Ani v ptipadé
téchto vzorkli metabolicka aktivita nepfesahla metabolickou aktivitu bunck v Cistém

médiu (Obr. 53).
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5.9.2 Antimikrobialni testy krému na bakterii Escherichia coli
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Obrazek 51 Graf zavislosti nariistu kultury na ziedeni krému s riznymi typy konzervantit a
extrakty bez enkapsulace

Z grafu (Obr. 54) je patrné, Ze nejlepSiho vysledku v rdmci antimikrobialni aktivity
vykazal vzorek krému s piirodnim konzervantem, tedy olejem z ¢ajovniku (4,15 % pfi
ziedéni 4krat). S rostoucim zifedénim antimikrobialni ucinek tohoto vzorku postupné
klesa. Narist bakterie E.coli spolehlivé inhibuje také krém se syntetickym konzervatem,
pri ziedéni 4krat az na 26 % proti kontrole bun¢k v ¢istém médium. Pii ziedéni vétSim
nez 64krat, nartist skokove vzrista. Vzorek krému bez konzervantu byl schopen inhibovat

narust bakterie pfi ziedéni az 256krat.
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Obrazek 52 Graf zavislosti metabolickeé aktivity bunék na ziedeni vzorku — resazurinovy test EC

Z grafu (Obr.52) lze pozorovat, Ze nejvyssi metabolickou aktivitu vyvinuly bakterie
pfi pouziti nekonzervovaného vzorku krému, a to pres 100 % pfi nejniz§im zredéni.
Naopak nejnizs$i viabilitu maji bunky, na které plsobi synteticky konzervant
fenoxyethanol, coz se ukazalo i1 u bakterie Staphylococcus epidermidis. Pti nejniz§im
ziedéni byla velice dobfe redukovdna metabolickd aktivita i pomoci pfirodniho
konzervantu tea tree oleje.

Tento olej ma schopnost inhibovat respiraci bakterie E.coli, zvySovat propustnost
mikrobidlnich membran a tim ovliviiovat jeji metabolismus [110]
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Obrazek 53 Graf zavislosti nariistu kultury na ziedeni krému s riznymi typy konzervantit a

s enkapsulovanymi extrakty

V piipad¢ kréma s enkapsulovanymi extrakty vykazal nejlepsi antimikrobialni
aktivitu vzorek krému stea tree olejem jako konzervantem, ktery antimikrobidlné
ucinkoval pfi nejniz§im ziedéni 1épe nez jeho kontrola (Obr.53). Velmi dobry vysledek

v v

mél v porovnani s kontrolou také krém bez konzervantu, ktery pii nejniz$im ziedéni
inhiboval narlst mikroorganismti na 29 %, coz je velky rozdil oproti kontrole samotnych
mikroorganismu. Z této skute¢nosti lze dojit s zavéru, ze extrakty vykazuji v ramci krému
dobry antimikrobialni vysledek.
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Obrazek 54 Zavislost metabolické aktivity bunék na ndasobku zredéni u krému s

enkapsulovanymi extrakty — resazurinovy test/ EC
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V ptipad¢ metabolické aktivity bakterie E.coli byla nejvétsi zivotaschopnost bunék
v pfipadé pfitomnosti krému bez konzervantu (Obr.54). Tato skutecnost miize byt
zpiisobena obsahem uhliku ve slozkéach krému, které mtize bakterie vyuzivat jako ziviny.
olejem. Zde se stejné jako v ptipad¢ predchoziho testu (Obr.52) opét ukazala schopnost
tohoto ptirodniho oleje zasahovat do metabolismu bakterie E.coli.

Tabulka 15 Sourhné vysledky antimikrobidlnich testii krémit

MIC jednotlivych vzorki (ndsobek ziedéni krému)
typ extraktu slozeni vzorku Staphylococcus | Escherichia
epidermidis coli
extrakty  bez | krém (konzervant fenoxyethanol) 2048x 2048x
enkapsulace fenoxyethanol 128x 2048x
krém (konzervant olej z ajovniku) 512x 512x
olej z ¢ajovniku 128x 2048x
krém bez konzervantu - 256x
enkapsulované | krém (konzervant fenoxyethanol) 2048x 2048x
extrakty fenoxyethanol 128x 2048x
krém (konzervant olej z ajovniku) 512x 16x
olej z Cajovniku 256x 2048x
krém bez konzervantu 8x 256x

Z vyslednych udaja v lze v ptipad¢ nékterych vzorkl vidét antimikrobialni vliv
pridanych ptirodnich extraktii (Tabulka 15). Naptiklad v ptipad¢ bakterie Staphylococcus
epidermidis je MIC vyrazné vyss$i u krému se syntetickym konzervantem a s extrakty bez
enkapsulace (2048krat) nez u samotného syntetického konzervantu (128krat). Stejné tak
je tomu iukrémi s pfirodnim konzervantem u stejné bakterie. V piipadé bakterie
Escherichia coli je MIC u krému s fenoxyethanolem shodna s MIC fenoxyethanolu.
V piipad¢ krému bez konzervace lze dokazat mozny ucinek pfirodnich extraktii na
mikrobidlni rist E.coli.

Co se tyce vysledki u krémi s enkapsulovanymi extrakty, tak v nékterych
ptipadech tento trend pokracuje. U vzorku krému s fenoxyethanolem byla inhibice
v piipad¢ bakterie Staphylococcus epidermidis opét vyssi nez u kontroly - samotného
fenoxyethanolu. Stejné tak je tomu i u ptirodniho konzervantu. U krému bez konzervace
je hodnota MIC v ptipadé E.coli vyssi (256x), nez u bakterie Staphylococcus epidermidis
(8x). V ptipad¢ bakterie E.coli byla zaznamenana shodnd MIC v piipad¢ krému se
syntetickym konzervantem jako u jeho kontroly. U pfirodniho konzervantu byla MIC
lepsi v pripade€ kontroly o 2 stupné zifedéni. Obecné¢ lze tedy fici, ze synteticky konzervant
pusobil antimikrobidlné 1épe vuci bakterii E.coli. Piirodni konzervant olej z ¢ajovniku
vykazal podle MIC (Tabulka 15) celkové lepsi antimikrobidlni vysledky vici E.coli, nez
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vaci bakterii  Staphylococcus epidermidis, coz mohlo byt zplsobeno vyraznym
ovlivnénim metabolismu E.coli a ovlivnéni respirace bun¢k [110].

Co se ty€e rozdilu ucinku enkapsulovanych extrakti a extraktli bez enkapsulace,
tak rozdil lze vidét v pfipadé krému s pfirodnim konzervantem, kdyz v ptipadé
enkapsulovanych extraktl je MIC vic¢i obéma bakteriim shodna. U krém s extrakty bez

enkapsulace je MIC v ptipad¢ bakterie E.coli vyrazné nizsi. To by mohlo byt zpisobeno
neuvolnénim uzavieného extraktu v ¢astici.

5.10 Cyklicky stabilitni test

Cyklicky stabilitni test byl proveden postupem uvedenym v kapitole 4.16. Ze
ziskanych namétenych hmotnosti po kazdé fazi byla sestavena zavislost hmotnosti na

Case. Pro lepsi piehlednost byl sestrojen samostatny graf pro vzorky zuzavieném
tésnicim obalu a v otevieném obalu.

5.10.1 Cyklicky test v uzavireném obalu

V ramci testovani stability ptipravku pomoci cyklického testu byly jako uzavieny
obal vyuzity Eppendorf zkumavky, ve kterych se hmotnost vzorku drzZela na konstantnich
hodnotéch s velice mirnymi odchylkami v rdmci desetiny gramu (Obr. 58).
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Spolu s pozorovanim zmény hmotnosti byly pozorovany také zmény vzhledu
ptipravki po jednotlivych fazich, vcetné vyskytu kondenzatu (Tabulka 16). Pfitomnost
kondenzatu byla zaznamenina po 1.fazi pouze u vzorku krému konzervovaného
fenoxyethanolem s extrakty bez enkapsulace. Tato skute¢nost byla vzhledem k jiz dlouho
neopakovanému jevu nejspiSe zpusobena Spatnym uzavienim Eppendorf zkumavky.
Kondenzat se objevil nasledné po 5.fazi cyklu u nékterych vzorki, ale ve velmi nepatrném

mnozstvi.
Tabulka 16 Zdaznam pritomnosti kondenzatu v Eppendorf zkumavkach

faze 1. 2. 3. 4. 5. 6.
teplota 5°C | 40°C | 5°C | 40°C | 5°C | 40°C
krém (fenoxyethanol) bez extraktt X X X X v v
krém(fenoxyethanol) bez X v X X X v
enkapsulace
krém (fenoxyethanol) enkapsulace X X X X X v
krém (olej z ¢ajovniku) bez X X X X X X
extraktd
krém (olej z ¢ajovniku) bez X X X X X X
enkapsulace
krém ( olej z ¢ajovniku) X X X X X v
enkapsulace
krém bez konzervantu a extraktt X X X X v v
krém bez konzervant bez X X X X X v
enkapsulace
krém bez konzervant enkapsulace X X X X X X

5.10.2 Cyklicky test v otevireném obalu

U cyklického testu v otevieném obalu byl zaznamenan u vSech vzorkl nejvétsi ubytek
hmotnosti vramci 1.faze cyklu disledkem odpatfeni znacné c¢asti vody ze vzorku.
Nasledné¢ hodnoty mirné kolisaly. VSechny vzorky se béhem testu chovaly velice
podobné. Co se tyée vzhledu vzorkl v pribéhu méfeni, tak u vSech emulzi bylo
zaznamenano mirné zvySeni viskozity emulze v disledku odpateni vody. Nedochazelo
vsak k separaci fazi ani k jinym zménam vzhledu ptipravkil, coz poukazuje na dobré
emulgacni schopnosti pouzitych emulgéatori. Vysledky stabilitniho testu v otevieném
obalu byly z diivodu lepsi piehlednosti kiivek rozdéleny do dvou grafi (Obr.56, Obr.57)
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Z grafu je patrny ubytek hmotnosti v 1.fazi méfeni pro vSechny vzorky méfeni.
Ubytek hmotnosti byl mirngjsi v piipadé vzorku krému s fenoxyethanolem jako
konzervantem, ktery je v grafu vyznacen modie (Obr.56).
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Obrazek 57 Graf zavislosti hmotnosti na case krému s extrakty

V ptipad¢ vzorkl krémi s extrakty doslo jak u enkapsulovanych, tak i u krémut
s extrakty bez enkapsulace, k vyraznému ubytku hmotnosti v 1. fazi cyklu (Obr.57).
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla analyza zajimavych ptirodnich extraktii a zjisténi jejich
potenciondln¢ prospésnych ucinki na kazi formou jejich zakomponovani
do kosmetického produktu. Prvni c¢ast diplomové prace se zabyvala analyzou
jednotlivych latek ve vodnych a ethanolovych extraktech vzorkd houby Reishi, Chaga,
hebicku a kvasinky Rhodotorula toruloides. Byla provedena analyza jejich antioxida¢ni
aktivity, obsahu fenolickych latek, obsahu flavonoidi, obsahu lipofilnich latek a jejich
antimikrobialni aktivity.

Nejvyssi antioxidacni aktivita byla zméfena u vzorku ethanolového extraktu
hiebicku (7 mg/g). Tuhle vysokou hodnotu antioxidac¢ni Uc€innosti lze pfisuzovat
vysokému obsahu slozky eugenol, coz bylo nasledné¢ potvrzeno analyzou pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Dal§i pomérné vysoka antioxidacni aktivita
byla zméfena u ethanolového extraktu houby Chaga (5,56mg/g). Ethanolovy extrakt
hiebicku vykézal také nejvyssi obsah fenolickych latek (19,41 mg/g) a flavonoidia
(19,8 mg/g). V pripad¢ vysledkt analyzy HPLC byly v n¢kolika vzorcich detekovany
karotenoidy. Vysoky podil karotenoidii obsahovala ptedevsim kvasinka Rhodotorula
toruloides. Mezi detekovanymi karotenoidy byl napiiklad beta karoten, ktery mimo jiné
pozitivni vlastnosti uc¢inkuje i jako sluneéni filtr a velmi dobte se tak dopliiuje s ostatnimi
antioxidanty. Detekovanych lipofilnich latek bylo vétSi mnozstvi, nez je uvedeno ve
vysledcich predlozené prace, tyto latky vSak vzhledem k nedostupnosti standardii nebyly
hodnoceny. Analyza dal$ich lipofilnich latek, zejména v medicinalnich houbach je velice
zajimava a mohla by se napftiklad stat problematikou pro budouci zavérecné prace.

V ptipad¢ antimikrobidlni ucinnosti proti bakterii Staphylococcus epidermidis
vykazal nejlepsi vysledky ethanolovy extrakt hiebicku, kdy minimdlni inhibi¢ni
koncentrace tohoto vzorku byla pii zfedéni extraktu 32x. Proti bakterii E.coli vykazal
nejlepsi antimikrobidlni ucinnost opét vzorek ethanolového extraktu z hiebicku, kdy
minimalni inhibi¢ni koncentrace extraktu byla pfi nejvyssim testovaném zredéni (2048x).
Stejného vysledku dosahl také ethanolovy extrakt houby Reishi a kvasinky Rhodotorula
toruloides. Obecné byla zjisténa lepsi antimikrobidlni G¢innost rostlinnych extrakt vici
G- bakterii.

Dalsi ¢asti prace byla formulace krému z ingredienci ptirodniho ptivodu. Krém byl
zformulovan jako typ emulze olej ve vodé zvodné a olejové faze, kdy vodna faze
obsahovala vodu, glykoly a pfirodni polymer a olejova faze nasledn¢ oleje, emulgatory a
antioxidacni latku. Vysledny krém ma lehkou texturu, kterd se dobie vstfebava a
pfi nanaSeni vytvaii pfijemny film na kazi. Byla pfipravena fada tii krému s rozdilnym
konzervantem - krém se syntetickym konzervantem, s piirodnim konzervantem a
bez konzervantu. Do krému byly nasledné pfidany tii extrakty podle vysledka analyzy
obsahovych latek, a to ethanolovy extrakt z hfebicku, ethanolovy extrakt z houby Chaga
a vodny extrakt z kvasinky Rhodotorula toruloides. Extrakty byly ptidany v mnozstvi 1%
ve form¢ bez enkapsulace a ve formé enkapsulované do liposomi, u kterych byla
nasledné urcena enkapsulacni uc¢innost. Enkapsulacni G¢innost byla pomérné vysoka
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u vSech extraktd, nejvyssi hodnota byla zaznamendna u vodného extraktu Reishi
(95,55%).

Liposomy byly podrobeny charakterizaci pomoci metody dynamického rozptylu
svétla, kde byla zmétena jejich velikost. Vysledky velikosti ¢astic u vSech méfenych
vzorkll byly vrozmezi, které se bézné¢ vyuziva na enkapsulaci aktivnich latek
v kosmetice. Po pfidani téchto extrakti vobou formach (enkapsulované
a bez enkapsulace) byly krémy s extrakty podrobeny testu antioxidacni aktivity
a antimikrobialnim testim na G- a G+ bakteriich, v¢etné resazurinového testu viability
kultur. Nakonec byla ovétena stabilita vS§ech kréma pomoci cyklického stabilitniho testu
realizovaného pomoci zmén teplot v cyklech po 24 hodinach. V ramci stabilitniho testu
nebyly zjistény zadné znepokojivé vysledky a emulze nevykazovaly zaddné znamky
separace fazi nebo zmény struktury.

Z vysledki prace 1ze konstatovat, ze testované extrakty obsahuji latky, které mohou
byt v kosmetickém primyslu velice prospésné a pomoci lipozomalnich ¢astic o optimalni
velikosti je lze tak i dopravit do hlubsich vrstev kiize. Zejména latky s antioxidaéni
aktivitou jsou v posledni dobé jednou z nejvice vyhledavanych skupin v kosmetickych
ptipravcich. V kombinaci s vyuzitim medicinalnich hub se tak jevi jako idedlni slozka
napiiklad houba Chaga, ktera vykazala velice dobré antioxida¢ni vlastnosti. Medicinalni
houby nebyly v kosmetice doposud pfili§ vyuzivany, ale na zaklad¢ vysledkl této
diplomové prace by v budoucnu mohly slouzit jako pomérné€ dobte dostupny zdroj mnoha
aktivnich latek a alespon ¢astecn¢ tak nahradit synteticky vyrabéné ingredience.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CI — Colour Index

DLS — Dynamicky Light Scattering

E.coli — Escherichia coli

FDA — Food and Drug Administration

GMS — Glycerol Monostearat

HPLC — High Pressure Liquid Chromatography
INCI — International Nomenclature of Cosmetic Ingredients
IOP - Inonotus obliquus polysaccharide

KTJ — Kolonie Tvofici Jednotky

MF — Mobilni Faze

MIC — Minimal Inhibition Concentration

NMF — Natural Moisturizing Factors

ORAC - Oxygen Radical Absorbance Capacity
O/V —Olej ve odé

PBS — Phosphate Buffer Solution

PTFE — Polytetrafluorethylen

ROS — Reactive Oxygen Spieces

RT — Rhodotorula toruloides

SE — Staphylococcus epidermidis

SF — Stacionarni Faze

TEAC — Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
TEWL — Trans Epidermal Water Loss

V/O —Voda v oleji
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9 PRILOHA 1
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velikost [nm]

liposomy Chaga ethanolovy extrakt zfedéni 100x

Obrazek 58 Distribucni kiivka velikosti liposomii na zdkladé intenzity rozptyeného svétla pro

vzorek Chaga: ethanolovy extrakt 100x ziedény

AN 3

intenzita rozptyleného svétla [%o]
\S] w N (9]

1 10 100 1000 10000
velikost [nm]

liposomy Rhodotorula toruloides vodny extrakt

Obrazek 59 Distribucni krivka velikosti liposomit na zaklade intenzity rozptyleného svétla pro

vzorek: Rhodotorula toruloides vodny extrakt
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liposomy hiebicek ethanolovy extrakt

Obrazek 60 Distribucni krivka velikosti liposomii na zdkladé intenzity rozptyleného svétla pro

vzorek: ethanolovy extrakt hiebicku
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1 10 100 1000 10000
velikost [nm]

liposomy htebicek ethanolovy extrakt zfedéni 100x

Obrazek 61 Distribucni krivka velikosti liposomit na zdklade intenzity rozptyleného svétla pro

vzorek: ethanolovy extrakt hiebicku ziedeny
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