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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva charakteristikou, zpracovanim a vlastnostmi kavovych zrn,
jejich prazenim a detailné popisuje stiibrné kavové slupky. Pojedndva o oblastech
uplatnéni stfibrnych kavovych slupek v kosmetice i nekosmetickych oborech. Ziskané
poznatky uvadi do praxe pfipravenim a testovanim kosmetické fady obsahujici extrakty

ze sttibrnych kavovych slupek.

Kli¢ova slova: stiibrné kavové slupky, antioxidant, TEWL, hydratace, pH, kofein

ABSTRACT

The diploma thesis is focused on characteristics, procesing and properties of coffee beans,
their roasting and attention is paid to describes in detail the coffee silverskin. The thesis
deals with the area of application of coffee silverskin in cosmetic and non-cosmetic
industries. It puts the knowledge gained into practice by preparing and testing a cosmetic

line containing extract from coffee silverskin.

Keywords: coffee silverskin, antioxidant, TEWL, moisturization, pH, caffeine
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UvVOD

Kévova zrna, ze kterych se pfipravuje oblibeny néapoj zvany kava, jsou celosvétove
obchodovanou a oblibenou komoditou napii¢ narody bez ohledu na etnikum, narodnost
¢i ndbozenskou prislusnost. Jejich konzumace pftispéla k rozvoji celosvétového obchodu
a dopravy, a také infrastruktury statl, které kadvova zrna produkuji (Brazilie, Vietnam,
Indonésie, Kolumbie). Autoii projektu CirCo (Circular Coffee) [1] dokonce uvadéji,
ze kava je druhym nejobchodovanéjSim produktem na svéteé s celosvétovou produkei
9,8 milionti tun (2015). Hlavni vyznam maji kdvova zrna, avSak vedlej$i suroviny,
které doposud nebyly vyuzivany a pii vyrobé kavy jsou povazovany za odpad, jsou
zajimavym materidlem. Stiibrné kavové slupky jsou jednou z vedlejSich surovin pfi
ziskavani prazenych kavovych zrn, kterym se jako samostatné suroviné, pro jejich
vlastnosti a chemické slozeni, vénuje ¢im dal vice pozornosti. Odpad v podobé slupek
predstavuje materidl s velkym potencialem, pro svou jednoduchou skladovatelnost a obsah
latek, jako jsou kofein, vladknina nebo kyselina chlorogenova. Tyto latky obsaZeny ve
sttibrnych  kavovych slupkach mohou byt vyuzity v kosmetice jako aktivni latky
(antioxidanty, humektanty, UV filry) ale také v jinych odvétvich (obalové materialy,
potravindfstvi, vyroba papiru) a tim dat pfipravkim ptidanou hodnotu. Bohuzel se dnes
stiibrné kavové slupky povazuji za vedlejsi produkt bez uzitku a likviduji se jako tuhy
komunalni odpad. Jednim z prvnich prikopnika pro vyuZiti stiibrnych kavovych slupek je
projekt CirCo, ktery si naopak klade za cil vyuZzit vSechny slozky stfibrnych kavovych
slupek. Ze slupek uz uméji ziskat celulozu, lignin a nékteré fenolické latky, které vyuzivaji
pro vyrobu kosmetickych piipravkd (rténky) a také k produkci papiru, coz vede
k cirkularni vyrobé a ekonomice. CirCo je ukézkou toho jak lze snadno vyuzit stiibrné
kavové slupky a tim udrziteln€¢ vyrabét produkty s pfidanou hodnotou ve stejné ¢i vyssi

kvalité.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KAVOVNIK

Kéavovniky jsou vytrvalé, stalezelené rostliny. Primérna délka Zivota byva 10 az 15 let,
produkce plodi s piibyvajicimi lety klesa. Radi se mezi skupinu krytosemennych rostlin
Angiospermae, toto zatrazeni rovnéz dava informaci o rozmnozovani kavovniku. Tyto
rostliny se rozmnozuji semeny, ktera jsou uloZena v obalu v takzvanych ovariich.
Botanicky se kdvovniky tfadi do oddé€leni Anthophyta, tiidy Magnoliopsida, podtiidy
Asteridae, tadu Rubiales, Celedi Rubiaceae, rod Coffea. Davis a kol. [2] popisuji pies
90 druht rostlin rodu Coffea, z nichz bylo 25 podrobné studovano. Z hlediska kavy jako
obchodni komodity jsou vyznamné dva druhy, a to Coffea arabica a Coffea canephora.

[2,s. 471-473], [3, 5. 5-7]

Druh C. arabica zndmy také jako kavovnik arabsky roste pfevazné ve vysokych
nadmotskych vySkach s mirnymi teplotami v rozmezi 15 az 24 °C. Strom dosahuje vzriistu
6 m. Semena téchto stromt ptredstavuji vice nez 60 % svétové produkce kavovych zrn,
maji podlouhly a Uzky tvar se zaoblenym profilem. Doba zrani bobuli je zhruba Sest
az dev€t mésicl. Rostlina ma tetraploidni uspofadani a je samosprasnd. Samotna prazena
zrna rostliny druhu arabica jsou oblibené pro svou jemnou chut’ a aroma. Kéva pfipravena
z téchto zrn se vyznacuje jemnou ovocnou chuti, vyvazenou kyselosti a nizkym stupném

hotkosti. [3, s. 5-7], [4, s. 88-93]

C. canephora s diploidnim uspofddanim chromozomi roste spiSe v nize poloZenych
oblastech s teplejsim podnebim (30 °C). Rostlina dorasta vysky az 10 m a je odolné&jsi vuci
chorobam. Jeji semena jsou méné kvalitni a maji niz$i trzni hodnotu, predstavuji 40 %
svétové produkce, maji okrouhlej$i a ne tak dlouhy tvar. Plody dozravaji del$i dobu,
zhruba 10 az 11 mésicd. Na rozdil od C. arabica, nejsou rostliny C. canephora
samosprasné. Pravé druh C. canephora byva Casto nespravné oznacovan jako C. robusta.
Ve skutecnosti se nejednd o druh ale pouze podskupinu. Oznaceni robusta byva uzivano
pro komeréni a jiné ucely, toto oznaceni je vSak mnohdy nespravné, protoze druh
canephora ma nespocet podskupin (napt. robusta, kouilouensis, kouilon, conilon). Zrna
téchto ket byvaji horsi kvality, obsahuji vice kofeinu a jejich chut’ a aroma nejsou tak
vyvazené 3, s. 5-7], [4, s. 88-93]

Druhy kévovnikt maji rozmanity vzhled listt, kvéth i plodd. Pro vSechny ale plati, ze listy
maji voskovy povrch. Jejich okraje byvaji mirné€ vinité a jsou na obou koncich zasSpicatelé.

Kvéty jsou bilé, hvézdicovit¢tho tvaru. Rostlina kvete pouze nékolik dni,
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coz je doprovazeno specifickou, piijemnou vini. Po odkvétu se pak zacinaji tvofit plody
(bobule). Pti jejich dozravani méni barvu pfes zelenou, Zlutou, oranzovou az na syté
Cervenou. Zralé hnédo fialové bobule se sklizi. V kazdé sklizené bobuli se zpravidla

nachazeji dvé kavova zrna. [4, s. 88-93]

1.1 Kavovnikové bobule

Samotné kavovnikové bobule maji né€kolika vrstvou strukturu. Vnéjsi vrstva, oznacovana
jako exokarp je silna, hrubd slupka, kterd chrani cely plod pfed vné&jSimi vlivy
a poskozenim. Ve stiedu plodu se nachazi mezokarp, gelovita, duznata vrstva. Duzina ma
nasladlou chut, obsahuje velké mnozstvi sacharidovych slozek a také diky tomu jsou
nékteré druhy kavovnikl péstovany prave pro tuto ¢ast plodu. Z duZiny se totiz vyrabi kvas
a z néj kavovy likér, nebo napoj zvany sakka. Vnitini vrstva endokarp svymi vlastnostmi
a tuhosti pfipomina pergamen, proto se nékdy setkame s oznaCenim pergamenova vrstva.
Na samotnych kavovych zrnech zistava tenka slupka, takzvana stiibrna blanka (stfibrna
kavové slupka). Ta chrani zrno a odlucuje se az pfi procesu prazeni. Na Obrazek 1 lze

vidét fez bobuli s jednotlivymi vrstvami. [3, s. 3], [4, s. 20-43]

Kavové zmo

Kavova stribrna slupka

Pergamenova
vrstva

Mezokarp

Exokarp

Obrazek 1 Rez kavovnikovou bobuli, [3, s. 3]
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1.1.1. Zpracovani kavovnikovych bobuli

U rostlin se zralymi plody dochazi ke sbéru. Ten probiha bud’ strojove€, nebo rucné. Rucni
sbér je Casové a persondlné¢ narocny proces. Proto k takovému sklizeni dochazi pouze
v oblastech s levnou pracovni silou, kdy sbéraci sbiraji pouze zralé plody jednim nebo vice
pfechody pfes plantaz. Sbirani je velmi Setrné, ale také nakladngjsi. Takto ziskané bobule
jsou velmi kvalitni a pfi nésledném zpracovani neni potieba je déle ttidit dle kvality.
Mechanické (strojové) sklizeni lze uskutecnit pouze na plantazich v nizSich nadmoiskych
vyskach s rovnou piidou. Kombajn uzpiisobeny k sbéru plodu strhava plody z vétvi. Takto
sklizené bobule se pro nésledné zpracovani musi tiidit na zralé, piezralé, nezralé ¢i jinak
poskozené. Strojovy sbér je nizkondkladovy a nezavisi na sezdénnich pracovnicich.
Ze sklizenych kavovnikovych bobuli se ziskévaji zelend kavova zrna. Izolace zrn se d¢je

hned n¢kolika zakladnimi metodami. [4, s. 114—123], [5, s. 73-75], [6, s. 1-7]

Nejpouzivangj$i metody jsou sucha, mokrd a polo-promyvana (semi-washed) cesta.
Jednotlivé postupy se lisi, jak z hlediska ¢asové narocnosti, tak i energeticky. Béhem
zpracovani bobule jsou postupné odstranény exokarp, mezokarp i pergamenova vrstva.
Na konci procesu jsou ziskana z jedné bobule dvé suchd, zelend kavova zrna, kterd jsou
chranéna stiibrnou blankou. Zpracovani suchou cestou probiha ve dvou hlavnich krocich.
V prvni fazi jsou bobule suseny na slunci a pravidelné otaceny. Zhruba po Etyfech tydnech
klesne obsah vody v plodu na 12 % a bobule jsou loupany. Proces loupani probiha bud’
strojové€, nebo rucné a takto ziskana kavova zrna jsou obalena blankou a mnohdy 1 zbytky
pergamenové vrstvy. Zpracovani je fyzicky a ¢asoveé naro¢né, ale ekonomicky i ekologicky
vyhodnéjsi. Metoda se vyuziva hlavné u méné kvalitnich odrtid. Naproti tomu zpracovani
mokrou cestou je vice fazové a dochdzi u néj k velké spotiebé vody, kdy se na jeden
kilogram zelenych kavovych zrn spotfebuje 120 az 160 litri vody. Nejprve dochézi
pomoci promyvani ke zbaveni vSech hrubych necistot, listi a vétvicek. Ve vodé dojde také
k selekci ploda dle velikosti, kdy vétsi, zralejsi bobule klesaji na dno a nezralé nebo jinak
nevhodné plody jsou odstranény ve vrchni ¢asti nadrze. Dale jsou z plodii odstranény
slupky pomoci stroji (ozubené cepele, rotujici bubny). Loupéni probihd do 24 hodin od
sbéru. Dalsi fazi je fermentace gelové a pergamenové vrstvy pomoci bakterie Lactobacillus
acidophilus, ktera trva od 24 do 72 hodin. Pfi tomto postupu vznikd kyselina mlé€na, jejiz
kyselé pH ovliviiuje nasledné vlastnosti kadvy. Takto opracovana zrna obsahuji asi 50 %
vody a musi se dale suSit bud’ volné na slunci, nebo pomoci strojovych horkovzdusnych

suSicek. Tieti zplsob zpracovani kombinuje postupy dvou piedchozich a jedna
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se o takzvany polo-promyvany zptsob. Prvni ¢ast procesu probiha stejn¢ jako zpracovani
mokrou cestou, kdy jsou sesbirané plody promyty a roztfizeny pomoci vodnich nadrzi
a zral¢ bobule jsou pak strojové zbaveny vrchnich vrstev slupky. Zrna s pergamenovou
vrstvou a zbytky gelové vrstvy jsou poté suSeny na piimém slunci, jak tomu je
1 u zpracovani suchou cestou. Po dokonalém prosuseni jsou zrna loupana a uskladnéna.
Takto zpracovand zrna jsou typickd jemnou chuti bez ptilisné kyselosti. [4, s. 114-123],

[5, s. 76-78], [6, s. 1-7]

Ackoliv je vyrobci vSeobecné udavano, ze zplisob zpracovani ma vliv na findlni senzorické
vlastnosti kavy, pravdivost tvrzeni nebyla nikdy jednozna¢né prokazana. Selmar [6] ve své
praci uvadi, ze zvolend metoda zpracovani ma piimy vliv na fyziologicky stav ziskanych
zrn. Déle se také zabyvéd faktem, Ze v zrnu po sklizni a zpracovani dochdzi k fade
metabolickych procesl a zejména jejich ¢asova osa a ukony provadéné v daném casovém
intervalu, vyrazné ovlivituje kvalitu kdvy. Dalsi vliv na stav kdvy mé mira stresu nebo
proces kli¢eni. Z vySe uvedeného je ziejmé, Ze na kvalit¢ kavy se podili spousta faktorii
v prub¢hu rastu, zrani, sklizn€, zpracovani i nasledném prazeni zrn. [4, s. 114-123],

[5, 5. 78-79], [6, s. 1-7]

1.1.2. Zelené kavové zrno

Zelena kavova zrna jsou neprazend zrna ziskand z plodd kavovniku. Tim, Ze zrna nejsou
prazena, obsahuji  vyS§i mnozstvi latek, napf. kyselinu chlorogenovou,
o niz se predpoklada, ze ma zdravi prospésné ucinky, pfedevsim v souvislosti s konzumaci
dal vySsi oblibé. Zrna, ktera neproSla tepelnou upravou, obsahuji vys$§i mnozstvi
antioxidanti a vitamind, jsou vyuzivana zejména pro propagaci potravinovych doplika.
Nicméné nejmarkantnéj$i uziti zelenych kévovych zrn je stile jejich Uprava prazenim

a nasledna piiprava kavy tak, jak ji zname. [7], [8]

1.1.3. Chemické slozeni zeleného kavového zrna

Stanoveni chemického slozeni zelenych kdvovych zrn bylo dileZitym krokem k celkovému
pochopeni senzorickych vlastnosti kavy, jejiho prospéchu ¢i Skodlivosti pfi konzumaci.
Pro pochopeni chemického slozeni byly vyuzity riizné analytické metody, ze kterych byla
ziskéana zakladni stavba zeleného kavového zrna. Druhy arabica a canephora se nelisi
ve skladb¢ hlavnich slozek, ale v jejich mnozstvi. Kavové zrno je sloZeno z polysacharidi,

lipidd, proteini a minoritnich slozek jako jsou kofein, trigonellin, kyselina chlorogenova,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

volné aminokyseliny, cukry a dal$i. Pravé tyto minoritni slozky zptsobuji typické kavoveé
aroma a davaji kavé naptiklad povzbuzujici ucinky. Analyza pomoci nuklearni magnetické
resonance, kterou provedl Wei [9] odhalila 16 ve vod¢ rozpustnych sloucenin v extraktech
ze zelenych kavovych zrn. Mezi témito latkami byly izomery kyseliny caffeoylchinové
(CCK), dale kyselina octova, kofein, cholin, kyselina citronova, kyselina l-glutamova,
l-alanin, kyselina chinova, kyselina jablecnd a dalsi. [4, s. 228-255], [9, s. 149],
[10, s. 654]

Velmi dualezitou slozkou z hlediska fyziologie a chuti kavy je kofein. Chemicky se jedna
o 1,3,7-trimethylxanthin. Tento purinovy alkaloid je bila krystalicka latka hotké chuti,
mirné rozpustna ve vodé. Obsah kofeinu v zelenych kavovych zrnech se lisi u jednotlivych
druhti. Udava se, Ze druhy arabica obsahuji 0,6 az 1,2 % kofeinu a druhy canephora
2,2 a7z 2,8 %. Je to termostabilni latka a béhem praZeni nedochazi k vyznamnému Ubytku
v zrnu. Napfi¢ tomu, ze je kofein jen mirné rozpustny ve vodé je dostatecné¢ hydrofobni
a snadno prostupuje biologickymi membranami. Po poziti je z 99 % vstieban z traviciho
traktu do krevniho fecisté. Kofein je antagonistou adenosinu, a pravé na tomto principu
funguje jako psychotropni latka a jsou mu pfipisovany psychotropni ucinky. Dalsi
z purinovych alkaloidli nahotklé chuti je trigonelin, derivat vitaminu B6. Obsah opét zavisi
na druhu rostliny. Zde je naopak vys$si mnozstvi v rostlinach arabica. Trigonelin je béhem
prazeni (230 °C) nestaly a pfeméiuje se na N-methylpyridinium a kyselinu nikotinovou,
prave tohoto faktu se vyuZziva ke kontrole stupné prazeni. [4, s. 228-255], [9, s. 149-150],
[10, s. 656]

Pocetnou skupinou latek zastoupenych v zelenych kavovych zrnech jsou izomery kyseliny
caffeoylchinové. Predev§im pak izomer 5-O-caffeoylchinova kyselina, neboli kyselina
chlorogenova. Jednd se o polyfenolickou latku, kterd je vyznamnym zdrojem fenoll
v potrav€. V nizSich koncentracich ma hotkou chut’, pfi vysSich koncentracich chutna
kysele. Vice nez 70 % kyseliny se zni¢i pfi teplotach prazeni. Do souvislosti s kyselinou
chlorogenovou se dava jeji antioxidacni G€inek. Nekteti autofi uvadéji 1 jeji ptiznivy vliv
na snizovani hladiny glukézy v krvi. Dale se ma za to, Ze hraje dileZitou roli v prevenci

onemocnéni, kterd souviseji s oxidativnim stresem. [9, s. 150], [10, s. 656]

Hlavnimi sacharidy pfitomnymi v zelené kavé jsou sacharoza, glukdza, fruktoza,
arabinoza, galaktdza a mandza. Z téchto zakladnich jednotek jsou tvofeny polysacharidy,
které tvofi az polovinu hmotnosti v suSin€. Jsou obsazeny predevSim v bunécné sténé.

Hlavni polysacharidy v zeleném i prazeném kavovém zrnu jsou manan, galaktomanan,
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arabinogalaktan a celuldza. Ve studii [11] byly sledovany, zda jsou rozdily ve slozeni
polysacharidi u druhtt C. arabica a tzv. robusta. V ptipadé galaktomananii nebyly
prokazany zadné rozdily ve strukturnich rysech. V ptipad¢ arabinogalaktant byly vyrazné

rozdily v rozpustnosti kdvy. Pravé vysoce rozpustny arabinogalaktan, ktery byl vice

vvvvv

[9, s. 151-159], [10, s. 658], [11, 5. 97-100]

Proteiny tvoii 8 az 12 % suSiny zelenych kavovych zrn a vétSina z nich je b€hem zrani
degradovédna na aminokyseliny. Tento proces je urychlovan kyselinou chlorogenovou
a jejimi derivaty. Jmenovité jsou z aminokyselin (AMK) zastoupeny piedevsim alanin,
arginin, asparagin, cystein, leucin, izoleucin, histidin, fenylalanin, prolin, serin, metionin.
Volné AMK pfispivaji v zrnech k neptfijemné chuti. Tyto slozky jsou vSak béhem prazeni

odstranény, a tak chut’ kavy neovliviuji. [9, s. 159], [10, s. 658]

Celkovy obsah lipidii v suSeném zeleném kavovém zrnu muze dosahovat az 14 g/100 g.
Olej extrahovanych zrn se skldada ze 75 % triacylglycerold (TAG), 13,5 %
nezmydelnitelnych latek a 0,24 % voskii. Hlavni mastné kyseliny pfitomné v oleji jsou
k. linolova a k. palmitova. VE&tsi mnozstvi lipidii se v zrnu nachéazi na povrchu, kde tvofi

voskovy obal, ktery chrani zrno. [10, s. 659]

V zelenych zrnech byly identifikovany ovocné kyseliny (citronova, jablecnd) a dale octova
kyselina. Tyto organické kyseliny jsou v minoritnim mnozstvi, ale dodavaji odridam
typickou kyselost. VEtsi obsah kyselin 1ze nalézt u druhu arabica, jez se vyznacuje praveé
svou vys§i kyselou chuti. Dal§imi doplitujicimi latkami v zelenych kévovych zrnech jsou
mineraly, pfedevS§im pak draslik, hot¢ik, vapnik, sodik, Zelezo, mangan, zinek, nikl, kobalt,
olovo, méd’ a chrom. V doporuc¢ené denni davce je mimo jiné obsazeno 1-5 % hot¢iku

a 1-2 % drasliku. [9, s. 160-161], [10, s. 657-658]

1.1.4. PraZeni kavovych zrn

PraZeni kavy je tepelny proces, pfi kterém se méni chemické sloZeni a fyzikalni vlastnosti
Zmeény téchto dvou podminek béhem procesu piimo ovliviiuji obsah vody, sacharidd,
bilkovin a fenolickych latek. Samotné prazeni lze rozdélit do péti zakladnich fazi (suseni,
hnédnuti, faze prvniho prasknuti, prazeni, faze druhého prasknuti). Tyto klicové kroky

mohou v riznych prazirnach probihat rtizn¢ dlouho. Rychlost, jakou kavova zrna
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prochazeji jednotlivymi fazemi, se oznacuje jako profil prazeni. [4, s. 138-153], [12, s. 1],
[13]

Prvni fazi procesu je suSeni zrn. Zrna pfijiména do praziren obsahuji 10-12 % vlhkosti.
T¢ jsou zbaveny pomoci pfedem predehtaté prazicky, teplota suseni je 150 °C. Po odpaieni
vody zrna pozvoln¢ ptechazeji do druhé faze, tzv. hnédnuti. Toto neenzymatické hnédnuti
rozpinani zrna, ze kterého se uvoliluji tenké slupky (stfibrné kavové slupky), které jsou
pomoci horkého proudu vzduchu odvadény do sbérné nadoby, protoze by béhem prazeni
mohly zptsobit pozar. Tieti faze nastava po tzv. first crack neboli prvnim prasknuti. Uvnitt
kavového zrna se nahromadi plyn a vodni péara a po jejich uvolnéni zrno pukne, tento
proces je doprovazen slySitelnym zvukem prasknuti. Endotermicka reakce, kdy zrno teplo
pfijimalo, se méni na exotermickou. Kavové zrno je ve tieti fazi dostatecné uprazené, tyto
svétle prazena kavova zrna vSak maji vysokou kyselost, a proto je na prazici, zda bude
v procesu pokraCovat. Pro vice uprazend zrna se pokraCuje ve Ctvrté fazi, kdy dochazi
k vyvoji prazeni. Zrna zvysSuji svou porozitu, oleje migruji ke sténdm a dochazi k dal§imu
tmavnuti. Tato faze miZe trvat rizné dlouho a zavisi jen na zkuSenostech prazi¢e. Cim
delsi doba prazeni, tim mén¢ kyselosti a sladkosti. Na konci této faze se muize objevit
tzv. second crack (druhé prasknuti). Struktura zrna se zacind rozpadat. Oleje zrno obali,
je tedy lesklé a velmi tmavé. Po druhém prasknuti se zrno prazi jen omezené kratkou dobu,

poté dochazi k jeho spaleni, ztraci se ptivodni jedine¢na chut’ kavy. [4, s. 138—153], [13]

Pfi zpracovani potravin za vysokych teplot jsou produkty MR vysledkem chemické reakce
mezi aminokyselinami a redukujicimi cukry. Tato reakce zvySuje v potraviné chut’, barvu
a aroma. Jeden z disledki MR je Streckerova degradace (SD) aminokyselin na jejich
strukturnée pribuzné t€kavéjsi protéjsky, kterd vede v potravinach predevsim ke vzniku fady
chutové vyznamnych alifatickych aldehydt s kratkym fetézcem. Reakcemi, mezi
a—aminokyselinami a karboxylovymi slouc¢eninami vznikaji, kromé& aldehydi, také
pyraziny, pyridiny, pyroly, oxazomy nebo specifické chromofory. VSechny tyto latky
ovlivituji organoleptické vlastnosti kavy. Mezi hlavni produkty MR vznikajici béhem
prazeni, patfi v pfipadé kavovych zrn predevSim melanoidy. Béhem reakce vznika
1 akrylamid, ten je povaZovan za kontaminant a Mezindrodni agentura pro vyzkum
rakoviny jej oznalila jako potencionalni karcinogen tfidy 2A. Pravé kava se v dospélé
populaci fadi jako jeden z hlavnich zdroji akrylamidu pochazejiciho z potravin. Déle jsou

to pak potraviny smazené, pekatské vyrobky nebo snidanové ceredlie. [14], [15, s. 1-2]
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1.1.5. Chemické sloZeni praZzeného kavového zrna

Chemické slozeni prazenych kavovych zrn je znané ovlivnéno stupném prazeni. Studie
prokazuji, ze zékladnimi chemickymi procesy, které lze pti prazeni pozorovat jsou rozklad
sachardzy a kyseliny chlorogenové. Témeét veskera sachardza se béhem prazeni rozklada,
a to nezavisle na stupni prazeni. Degradace sachardzy se vysvétluje hydrolyzou na glukézu
a fruktoézu, které se mohou dale Stépit za vzniku alifatickych kyselin nebo se mohou
ucastnit MR s bilkovinami a aminokyselinami. Degradace kyseliny chlorogenové je vyssi
pfi del§im praZeni a za vySSich teplot. Studie [17] prokdzala, Ze béhem praZeni typu,
tzv. full city (225 °C, 19 min) se rozlozilo az 85 % kyseliny chlorogenové. Degrada¢nimi
produkty sachar6zy a kyseliny chlorogenové jsou nizkomolekuldrni organické kyseliny
a fenolové slouceniny. Tento fakt byl prokazan pii méteni, kdy se koncentrace kyseliny
mravenéi a mlééné v zrnech v disledku prazeni zvysila téméf stondsobné. ZvySeni
koncentrace fenolickych sloucenin nebylo tak prudké, ale bylo pozorovatelné, predevsim
pak zvySeni 5-hydroxymethylfurfuralu. Degradaci kyseliny chlorogenové potvrdila také
studie [18], kdy bylo hodnoceno biochemické slozeni zrn a jejich antioxida¢ni aktivita.
U prazenych kévovych zrn se vyrazné snizil obsah trigonellinu, kyseliny chlorogenové,
tedy latek nestabilnich pii vysokych teplotich prazeni. Primérny obsah kyseliny
chlorogenové v zelenych zrnech byl 4,22 ¢/100 g, zatimco disledkem prazeni klesla
hodnota na 1,94 g/100 g. V disledku prazeni tedy doslo ke snizeni obsahu kyseliny
chlorogenové o 54 %. Obsah trigonellinu se snizil o 7,69 % a antioxidacni aktivita zrn
klesla o 15,33 %. Zmény v obsahu kofeinu v zelenych a praZenych zrnech nebyly
statisticky vyznamné, obsah kofeinu se snizil v disledku prazeni zhruba o 2 %, ¢imz byla

potvrzena jeho termostabilita. [4, s. 228-255], [16], [17, s. 345-348], [18, s. 8-9]
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2 STRIBRNE KAVOVE SLUPKY

Stiibrné kavové slupky (KS) jsou vedlejsimi produkty pii zpracovani kavovych zrn,
odlucuji se od zeleného kavového zrna pii teplotach prazeni. Stiibrna kavova slupka
je tenka vrstva, kterd obaluje a chrani zelené kavové zrno. Jak bylo zminéno vyse, kava je
jedna z nejobchodovatelnéjSich komodit na svété, proto je slupka jako vedlejsi produkt
zajimavou surovinou, kterd predstavuje piilezitost pro dalsi vyuziti s pfidanou hodnotou
(biopaliva, biopolymery, obalové aplikace, vyuziti v topickych aplikacich v kosmetice,

atd.). [19, s. 2372-2373], [20, s. 313-314]

2.1 Charakterizace stiibrnych kavovych slupek

Samotna slupka tvoii pfiblizn¢ 4 % hmotnosti kdvového zrna. Ma predev§im ochrannou
funkci. Hlavni slozkou KS jsou vlaknité struktury, které tvofi 69 % hm., z toho 24 % tvoii
celuloza, 17 % hemiceluldza a 29 % lignin. Slupky dale obsahuji 19 % latek bilkovinné
povahy a 4 % tvofi lipidy. Lze v nich nalézt 1 malé mnozstvi purinovych alkaloid
a polyfenold. Hlavni slozkou polyfenoli ve slupkach je kyselina chlorogenova. Obsah
vSech latek ve slupkach je zavisly na spousté faktort, jako je odriida kavovniku, stupeii
prazeni, pouzitd metoda extrakce a samotna analyza.[19, s. 2372], [20, s. 313-314],

[21,s. 1]

2.2 Chemické sloZeni stribrnych kavovych slupek

Jelikoz jsou KS ziskavany z kavovych zrn, pfedpokladd se, Ze budou mit i podobné
chemické slozeni. Slupky jsou tvofeny piedevsim dietni vlakninou (DV), cozZ otevird dvete
vyuziti KS jako ptidavka do riznych potravin (pecivo, jogurty, atd.). Kromé toho maji KS
vysokou antioxidaéni aktivitu, kterd se pficita ptitomnosti jak (poly)fenolickych sloucenin,
tak melanoidt. Hlavni polyfenolickou slou¢eninou ve slupkéch je kyseliny chlorogenova.

[19, s. 2372-2374], [20, 5. 316-318], [21, s. 1-2]

Ve studii [21] je uveden celkovy pocet DV v KS jako 59,1 + 0,02 g/100 g u druht arabica
a u granuldtu ze smeési arabica a canephora je hodnota rovna 67,0 = 1,0 g/100 g. Podil
nerozpustné a rozpustné vldkniny se u vzorki liSil. Granulat vykazoval nejnizsi obsah
nerozpustné dietni vlakniny (NDV) a naopak vyssi obsah rozpustné dietni vldkniny (RDV)
oproti vzorkiim jednoho druhu, které mély naopak vyssi obsah vlakniny nerozpustné.
U Zadného vzorku nebyla detekovana nizkomolekularni rozpustna vlaknina, ktera byla

v této studii také sledovana. [21, s. 1-3]
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Co do slozeni je dietni vldknina velmi zajimava. Analyza monosacharidi NDV ur¢ila jako
hlavni slozky glukozu (50,8-56,2 %) a xylozu (26,3-30,4 %). Tyto hlavni monomery
polysacharidl jsou zastoupeny jak ve slupkach arabica, tak canephora, tak i1 v granulatu.
Vysoky obsah glukézy je zplisobeny predevSim diky bunécné sténé (polysacharidova
celuloza). Jelikoz je kavovnik dvoud€lozna rostlina, tak bunécna sténa obsahuje také
xyloglukany. Tyto fakty jednoznacné pfispivaji k vysokym hodnotdm obsahu téchto
monosacharidi. Analyza RDV poukazala na zvySenou pfitomnost polysacharidd,
konkrétné¢ rhamnoézy (26,9-33,5 %), arabindzy (18,2-24,4 %), mandzy (17,1-18,5 %)
a galaktozy (13,7-18,1 %). Opét nebyly shledany velké rozdily mezi jednotlivymi vzorky.
Studie také prokédzala zvySeny obsah kyseliny pektinové, coz indikuje pfitomnost

pektickych polysacharidi. [21, s. 8]

Pro stanoveni polysacharidl byla pouzita metylacni analyza, na jejimz zéklad¢ byla jako
hlavni slozka identifikovana 1,4—vazana glukopyrandza, coz dokazuje dominantni
postaveni celuldozy v KS, pfedevSsim v nerozpustné vlaknin€. Ackoliv pfedchozi vysledky
ukazuji na vyS$i podil xylozy, glukopyrandézové jednotky véazany 1,4,6—vazbou nebyly
ve veétsi mife zjiStény. Vyssi pfitomnost xyloglukant je pravdépodobnad, ale ve studii se ji
nepodafilo jednoznacné prokazat. Naopak se ale objevily vySs$i hodnoty (14-17 %)
1,4-vazané xylopyrandsy, ktera tvofi patet xylani pochdzejicich ze sekundarnich
bunéénych stén rostlin. Touto analyzou nebyly prokdzany vyznamné rozdily mezi

KS arabica, KS canephora a granulatem. [21, s. 8]

Obsah bilkovin v DV u KS stanovovaly jak studie [21], tak [23]. Analytické postupy
stanoveni obsahu bilkovin se mirné liSily, pfimé srovnatelnost tak neni mozna. Vysledky
nicméné naznacuji, ze obsah bilkovin je v KS vysoky, navzdory variabilit¢ hnojeni rostlin,
ptuvodu a typu stanoveni. Ballesteros a kol. [23] stanovili obsah bilkovin na 18,2 g/100 g.
Gottstein se svym tymem [21] dospél k hodnotam 17,8 £ 0,1-22,2 = 0,5 g/100 g bilkoviny
v KS. Kromé samotného obsahu bilkovin je vSak tfeba zohlednit 1 zastoupeni aminokyselin
(AMK). Pouzitda metoda pro stanoveni AMK je vSak omezena ve smyslu moZznosti
stanoveni tryptofanu, metioninu a cysteinu. Tyto AMK byly stanoveny pouze kvalitativng.
Dominantnimi AMK ve vzorcich byly kyselina glutamové, asparagova
(obsah k. glutamové a aspartové zahrnuji 1 glutamin a asparagin) a leucin. Esencialni AMK
(leucin, valin, fenylalanin, izoleucin, treonin, histidin a lysin) jsou pfitomny ve zna¢ném

pomeéru. Tyto AMK jsou pfitomny ptfedevsim ve volné formé. [21, s. 10], [22, s. 1-15]
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Tuk jako slozka v KS ma spiSe minoritni zastoupeni. Obsah tukovych slozek je vSeobecné
nizky. U druhli canephora byl stanoven na 1,82 £ 0,04 g/100 g. Obsah tuku u druhu
arabica je jesté nizsi (1,57 £ 0,08 g/100 g). Slozeni mastnych kyselin (MK) je u KS
srovnatelné 1 se studii [24]. Pfevazuji nasycené¢ MK, které tvoii piiblizné 80 %. Hlavni
zastoupeni ma kyselina palmitova (C16:0), dale pak kyselina behenova (C22:0) a kyselina
arachidonova (C20:0). Frakce nenasycenych MK je slozena piedevsim z kyseliny olejové

(C18:1) a kyseliny linolové (C18:2). [21, s. 12]

Udaje o minerélnich latkach obsazenych v KS (arabica i canephora) byly témé& shodné
pro vSechny sledované vzorky. Nejvice zastoupené minerdlni prvky v KS jsou vapnik,
draslik a hotc¢ik. Ve stopovém mnozstvi se pak vyskytuje zelezo, sodik, kobalt, chrém,
molybden nebo méd’. Ve studii byly také sledovany stopy kadmia, rtuti, olova a arsenu.
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) pro tyto prvky stanovila ptedbéznou ptipustnou
hodnotu tydenniho piijmu, kterd je napt. pro olovo 25 nug/kg a pro kadmium na 7 pg/kg.
Arzen a rtut’ nebyly identifikovany v zddném ze vzorkli. Kadmium bylo naméfeno v KS
druhu arabica 1 canephora s hodnotami 0,075-0,10 mg/kg. Taktéz bylo v KS stanoveno
olovo vrozmezi 0,16-0,65 mg/kg. Tyto hodnoty jsou dilezit¢ hlavné pro vyuziti KS
v potravinafstvi. Obsah mineralnich latek v KS je silné ovlivnén pidnimi vlastnostmi
(obsah organickych latek, hodnota pH). Déle pak aplikaci chemickych pftipravki,
predevsim pak hnojiv, fungicidl, insekticidd, praveé tyto piipravky obsahuji vice kovi

a mohou je uvoliovat do pudy a rostlin. [21, s. 13-14]

Kofein je hlavni terpenicky alkaloid zastoupeny v zelenych i prazenych kavovych zrnech,
a proto se predpoklada, ze se bude vyskytovat 1 v KS. Obsah kofeinu podle Gottsteina
a kol. [21] byl ve slupkéach arabica 0,80 + 0,002 g/100 g a ve slupkach z granulatu 0,76 +
0,01 g/100 g. Tyto vysledky byly srovnatelné a Ize tvrdit, Ze mnozstvi kofeinu v KS obou
vzorkl je totozné. Kofein byl zjistén i u slupek druhu canephora, jeho mnozstvi vsak bylo
0 néco vyssi, a to 0,86 £ 0,03 g/100 g. Jen pro srovnani, u zrn se udava mnozstvi kofeinu
pfiblizné¢ 1-2 g /100 g. Obsah kofeinu se v zrnu i slupkach snizuje se zvySujicim
se stupném prazeni, ne vSak pfili§ vyrazné. A¢ je mira kofeinu ve slupkéch niz8i nez
v zrnu, neni zanedbatelnd. Pfitomnost této latky otevira nové mozZnosti vyuziti, naptiklad
jako aditivum do potravin obohacené o kofein. A vzhledem k tomu, Ze jsou slupky
vedlejSim produktem prazeni, je tady moznost z nich kofein extrahovat a dale vyuZzivat.

[20,'s. 316-318], [21, s. 15], [22, 5. 1-15]
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Stiibrné kévové slupky jsou ze zrna odlucovany béhem prazeni, a proto se u nich
predpokladd i vyskyt latek, které pii procesu vznikaji. Jednou z téchto sloucenin je
akrylamid (AA). Obsah akrylamidu v kavovych zrnech je ovlivnén stupném prazeni, méné
prazena svétla kavova zrna obsahuji vyS$Si mnozstvi AA nez tmava kavova zrna.
Zajimavosti je, Ze navzdory pfedchozim zjiSténim, obsah AA v kdvovych zrnech klesa se
stupném prazeni. Pro slupky druhu arabica byl obsah AA stanoven na 152 pg/kg a pro
druh canephora to bylo 161 pg/kg. Rozdil byl u granulétu, ktery obsahoval slupky z obou
druhti, ve kterém bylo zjiSténou 24,0 pg/kg. V evropské unii je stanovena referencni
hodnota pro AA v potravinach nafizenim Komise (EU) 2017/2158 ze dne 20. listopadu
2017, kterym se stanovi zmirfiujici opatfeni a porovnavaci hodnoty pro sniZeni pfitomnosti

akrylamidu v potravinach. [21, s. 14-15], [25], [26, s. 5]

2.2.1. Extrakéni techniky bioaktivnich latek ze stiibrnych kavovych slupek

Pro stanoveni chemického slozeni a zisk extrakti z KS jsou dle riiznych autorti pouzivany
1 rozdilné extrakéni techniky, které vedou k rozdilnym vysledkiim. Zde zminim nckteré
z nich. Studie [27] stanovovala na 30 bioaktivnich latek v extraktu z KS. Extrakéni metody
pro nasledné stanoveni pomoci HPLC (high-performance liquid chromatogramy)
— vysokoucinné kapalinové chromatografie byly zaloZzeny na extrakénich metodach
popsanych a optimalizovanych Capriolim [28]. Celkové bylo pouzito osm extrak¢nich
postuptl, které byly testovany s cilem urcit nejucinnéjsi extrakéni metody pro stanoveni
bioaktivnich latek z KS. U vSech extrakei bylo vzdy 10 g prasku z KS rozpusténo v 50 ml
rozpoustédla. Smés byla sonikovana pomoci ultrazvukové lazn€ FALC pii frekvenci
40 kHz po dobu 120 minut pii teploté 20 °C. Po extrakci byly vzorky pfefiltrovany ptes
filtra¢ni papir a ziskany extrakt byl uchovavan ve tmé pii teploté -20 °C aZ do samotné
analyzy. Mezi osmi extrakénimi metodami byly vybrany ctyfi, které mély nejvyssi
vytéZnost, a ty byly pouzity pro naslednou analyzu. Ve vybranych extraktech byly pouZity
nasledujici rozpoustédla: methanol (E1), destilovana voda (E2),
methanol/voda — 50:50 (E3), etanol/voda — 70:30 (E4). Ptfed analyzou bylo 5 mg
lyofilizovaného extraktu rozpuSténo v 5 ml methanolu a roztok byl sonikovan
v ultrazvukové 14zni po dobu 10 min. Pro samotnou HPLC analyzu byly ziskané extrakty
filtrovany pfes filtr o velikosti pord 0,2 um a poté vstiikovany do HPLC-MS/MS.
Vysledky studie prokézaly, ze ultrazvukova extrakce je cenové dostupna technika, ktera
umoziuje ziskat extrakty svysokym obsahem kofeinu, kyseliny chlorogenové

a flavanoidd. Bioaktivni slouceniny sledovany ve studii predstavuji 1,56—4,01 % hm
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extraktl. Nejvice zastoupenou bioaktivni slouceninou ve vSech extraktech byl kofein
s obsahem kolisajicim od 1,00 % do 3,59 % suSiny extraktu. Tyto zji§téné hodnoty jsou
pomérné vysoké vzhledem k tomu, Ze obsah kofeinu v susin€ kavovych zrn se podle studie
[29] pohybuje od 1,01 % do 8,16 %. Extrakty E1 a E4 vykazovaly vyss§i antioxidacni
aktivitu vzhledem k jejich obsahu fytosloucenin. [27, s. 1-9], [28, s. 490-495],
[29,s.314-315]

Extrakce za pomoci ultrazvuku byla pouzita i ve studii [30], kdy bylo 100 g KS
macerovano ve 2 1 deionizované vody po dobu 2 hodin. Sonikace, po uplynuti stanovené
doby macerace, probihala pomoci ultrazvukové sondy po dobu 30 min. a pii teploté 25 °C.
Extrakt byl poté filtrovan a zahustén pomoci rota¢ni vakuové odparky pii teploté 40 °C.
Jako druhou metodu extrakce, zvolili Fathi a kol. hydroethanolovou maceraci. TaktéZ bylo
pouzito 100 g KS a 2 I rozpoustédla. Jako rozpoustédlo byly pouZity deionizovana voda,
etanol (96 %), a smési etanol:voda v poméru 50:50, 50:70. Extrakty byly macerovany po
dobu 24 h a nasledné filtrovany. Pro dalsi ucely studie byly extrakty obohaceny o kofein
a fenolické latky pomoci pryskyficnych kolon. Etanolové extrakty a jejich ethylacetatové
frakce pro kosmetické pouziti byly pfipraveny ve studii [31] tak, Ze suché¢ KS v mnoZstvi
50 g byly zality 50 % roztokem etanolu v objemu 1 1. Macerace probihala za studena,
po dobu 24 h. Extrakt byl dale filtrovan pomoci Biichnerovy nélevky, zkoncentrovan na
rotacni vakuové odparce a vysuSen. Vysusen¢ vzorky byly uchovavany v lednici. [30, s. 5],

[31,s. 2]

2.3 Vyuziti stfibrnych kavovych slupek

V soucasné dobé¢ jsou KS vétSinou pfi procesu prazeni kavy vyfazeny jako odpad. Existuje
ale n€kolik variant, jak tyto vedlejsi produkty dale zpracovavat a vyuzit jejich prospéchu.
Kéavové slupky jsou pro nasledné zpracovani velmi vyhodnym materidlem, jednim
z davodi je jejich nizky obsah vlhkosti. Teploty prazeni také snizuji mnozstvi mikrobidlni
kontaminace a jsou snadno skladovatelné. Mozné uplatnéni mohou mit slupky
v zemédélstvi pro upravu pidy, dale pii fermentaci v tuhé fazi jako substrat, nebo jako
zdroj bioaktivnich sloucenin jako je kofein, dietni vldknina nebo fenolické slouceniny.
Testuje se také jejich uplatnéni v obalovych materidlech nebo jako vypli pro cementové

kompozity. [19, s. 2372-2374], [33, s. 280-281]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2.3.1. Kosmetické vyuziti stfibrnych kavovych slupek

Stiibrné kavové slupky jako vedlejsi produkty kavy obsahuji velké mnozstvi bioaktivnich
latek a proto mohou byt vyuzity v kosmetice, pfedevS§im pro své ucinky antioxidacni,
efekt. Proto, jsou tyto vedlejsi produkty vhodnou alternativou pro vyrobu kosmetickych
ptipravktl (KP). Mimo aktivni slozky jsou tyto produkty udrzitelné, bezpecné a ucinné.
Kyselina chlorogenovd je hlavni ucinnou slozkou, kterd byla v souvislosti s vyse
uvedenymi ucinky vice studovéna. [33, s. 285]

Antioxidacni u€inky

Kize obsahuje pfirozené antioxidaéni latky jako enzymy (superoxidismutaza),
antioxidacni slouceniny (glutation, vitamin C a E), které jsou v pfirozené rovnovaze
s volnymi radikdly a chrani ji pfed poskozenim membranovych lipidd, proteini, DNA
a jinych makromolekul. Pii nadbytku vyskytu volnych radikali naptiklad vlivem
slune¢niho zafeni je potfeba kizi pfed oxidacnim stresem branit aplikaci antioxidantd
topicky. Oxidacni stres souvisi s posSkozenim kiZe a starnutim. V posledni dobé lze
pozorovat snahu nahradit syntetické antioxidanty pfirodnimi, protoze syntetické
antioxidacni pfipravky mohou byt v KP pouZzity pouze s pfisnymi regulacemi. Hlavnimi
antioxidanty KS jsou bezpochyby jejich fenolové slouceniny, kterymi jsou piedevsSim
chlorogenové derivaty, kdy byla jejich antioxida¢ni aktivita potvrzena in vitro 1 in vivo.
Kromé fenolickych latek obsahuji KS také melanoidy, které vznikaji Maillardovou reakci
pfi tepelném zpracovani zrn. V mensi mife se u slupek vyskytuje 1 vitamin E, pfedevSim
a—tokoferol. Oliveir [34] studoval antioxidaéni stabilitu riiznych koncentraci extraktli KS
zakomponovanych do filmu tvofeného bramborovym Skrobem. Antioxidacni aktivita byla
stanovena pomoci ABTS (2,2—anizo-bis (3—ethylbenzothiazolin—6—sulfonova kyselina))
metody, kdy byl ABTS pfipraven v mnozstvi 2,45 mM a uchovavan v lednici ve tm¢.
Aktivita antioxidantu byla stanovena podle procenta inhibice ABTS po 72 h plisobeni na
film s KS. Vysledky ukézaly, ze uz 1% extrakt KS zabudovany do filmu inhiboval ABTS
v mite 15,9 %, kdy kontrolni vzorek bez KS byl inhibovan o 4,7 %. V ptitomnosti 5%
extraktu KS byla inhibice tfikrat vy$si. Koncentrace 10 % vSak jiz inhibici oproti 5%
extraktu neménila. Antioxidacni aktivita byla zde pfisuzovanad fenolickym latkam
a flavonoidim v extraktu. Antioxidacni aktivita vodnych i alkoholickych extraktii KS byla
stanovena studii [35] pomoci dvou metod. Prvni metodou bylo hodnoceni pomoci DPPH

radikald (1,1- difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl), coz jsou znamé stabilni volné
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radikaly, které maji charakteristické absorpcni spektrum v rozmezi 515-517 nm. Druhou
metodou bylo stanoveni aktivity redukujiciho zeleza (FRAP = ferric reducing antioxidant
power). U obou testli byla prokazana antioxidacni aktivita extrakti KS bez ohledu na
pouzit¢ rozpoustédlo (voda, etanol). Vyssi antioxida¢ni potencidl vSak vykazovaly

alkoholické extrakty. [32], [33, s. 285-287], [34, s. 7], [35, s. 388-389]
Anti-aging

Jak bylo zminéno vySe, oxidacni stres je jednou z hlavnich pficin pfedCasného starnuti
a onemocnéni kiize. Tento typ stresu je definovéan jako nerovnovaha mezi reaktivni formou
kysliku (ROS) a antioxidanty obsazenymi v kazi. Za normalnich podminek jsou ROS
ptirozené vedlejsi produkty vznikajici v mitochondriich a peroxizomech. Maji pozitivni
fyziologické ucinky na bunky, naptiklad zneskodiiovanim nezadoucich mikroorganismi.
Pokud se ovSem vyskyt ROS zvysi ptisobenim vnéjSich vlivli (UV zafeni, chemické latky),
mohou tyto radikaly poskozovat bunéénou DNA a piispivat k poskozeni ktize. Potencial
kavovych slupek ptsobit proti starnuti pokozky byl poprvé popsan ve studii [36], kde
Del Castillo navrhuje zpiisob jejich extrakce a nasledné pouziti v kosmetice. Patent
zalozeny na emulzi vody a olivového oleje s ptidavkem 0,4 % KS v praskovém stavu, kdy
vznikl KP s pH 5,44, ktery obsahoval vysoké mnozstvi fenolickych latek, vSak nebyl dale
studovan nebo rozvijen. Vysledky, které piispe€ly k prevenci starnuti, pfisuzovali autofi
ptirozené¢ se ve slupkach vyskytujicim antioxidantim (kofein, kyselina chlorogenova).
Metodou in vitro byl anti-aging efekt ovéten ve studii [37]. Zde za pouziti keratinocytl
(HaCaT) byla sledovana antioxidaéni stabilita a ochrana pifi oxidacnim poSkozeni
terc—butylhydroperoxidem (TBHP) v koncentraci 0,5 mM. M¢feni viability bunck
probihalo v ¢ase 1, 6 a 24 h. Extrakt KS byla aplikovan v mnozstvi 0,5 a 1 mg/ml.
Zajimavym zjiSténim bylo, ze pokud byly butiky oSetfeny extraktem z KS v koncentraci
1 mg/ml, 24 h pted aplikaci TBHP, doSlo u téchto buné¢k ke zvySené odolnosti proti
oxidacnimu stresu neZ u bunék, u kterych byl extrakt aplikovan jen chvili pted aplikaci
hydroperoxidu. U téchto bun€k nebyl pozorovan vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné
(bez aplikace TBHP). Ptredpokladalo se, Ze davka 1 mg/ml extraktu KS plné€ chranila
testované buniky pfed poskozenim oxidativnim stresem. V dal$i studii [38] byly pouzity
buiiky mysich fibroblasti. Ty byly ozatfovany UVB zafenim a byl sledovan vliv kyseliny
chlorogenové (obsazené i v KS) na photoaging bun¢k, tedy na viabilitu a tvorbu ROS po
ozéfeni. Nejprve byly provedeny testy na toxicitu, kdy byla Zivotaschopnost bun¢k (90 %)

pozorovana u koncentraci kyseliny chlorogenové 50 pg/ml a nizSich. Koncentrace
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50 pg/ml byla nasledné studovdna v souvislosti s piisobenim UVB zafeni na bunky.
Osetfené bunky vykazovaly v koznich fibroblastech pokles exprese kolagenu typu I oproti
bunikam kontrolnim. Vyskyt matrix metaloproteinaz (MMP) byl u obou vzorkii srovnatelny
a nedoSlo zde kvyrazné zmeéné. Z vysledku je také ziejmé, ze aplikace kyseliny
chlorogenové v koncentraci 50 pg/ml vyznamné zvysila hladinu prokolagenu typu I. Déle
byl sledovan potencial kyseliny chlorogenové inhibovat xantinoxiddzu, coz je enzym
zodpovédny za tvorbu volnych radikdlu. Tento potencial se u testované kyseliny potvrdil.
Na zékladé dosazenych vysledkii dospéli autofi k zavéru, ze kyselina chlorogenova
obsazena ve vedlejSich produktech kavy ma potencial jako latka, kterd brani
indukovanému poskozeni kize UV zafenim, tedy v urCité mife zabrafiuje photoagingu.

[33,s.287], [36],[37, s. 3—11], [38, s. 331]
Ochrana proti slune¢nimu zafeni

Soucasti slunecniho zafeni je i zateni ultrafialové (UV), jehoz slozky jsou zodpovédné za
zmény na kuzi (photoaging), zejména pak UVB, které poskozuje DNA tim, ze tvofi
pyrimidinové dimery. K ochrané pokoZzky pted Skodlivym zafenim slouZi latky, u kterych
byl prokézan ochranny faktor (sun protection factor = SPF). Studie [38] se zabyvala
ur¢enim SPF u kyseliny chlorogenové pouzité v riznych koncentracich. U koncentrace
0,04 mg/ml byla zaznamenana hodnota 16,6 + 0,7 SPF. Uginnost testované kyseliny je
pravdépodobné dana jeji strukturou, obsahuje ve svém fetézci konjugovany systém
dvojnych vazeb, coz ji ptedurcuje jako latku k ochrané proti UV zéfeni. Choquenet a kol.
[39] hodnotili u¢innost ochrany (kyseliny chlorogenové a kavové) proti UV zafeni
a fotostabilitu in vitro. U zminénych kyselin v koncentraci 10 % byly naméfeny hodnoty
SPF od 6,2 do 10,1 pfi maximalni absorpéni vinové délce 324 nm a 330 nm, coz odpovida
casti UVA spektra. Tyto polyfenolické kyseliny ovSem v emulzi nevykazovaly dobrou
fotostabilitu. Problematikou fotostability kyseliny chlorogenové se dale zabyval ve své
studii Rivelli [40], kde byl studovan vodny roztok kyseliny chlorogenové v koncentraci
10 mg/ml a prométen pomoci kapalinové chromatografie (HPLC) pfed a po ozafeni UVA
a UVB zafenim. Vysledky ukazaly, Ze koncentrace kyseliny se po ozarfeni neliSila od
neozaienych vzorkli a molekuly vykazovaly fotostabilitu vici UVA a UVB zéfeni. U této
koncentrace kyseliny byl nasledné proméfen SPF proti UVA s kritickou vinovou délkou
372 nm, naméiena hodnota SPF 146 ukazuje na vysokou ucinnost kyseliny chlorogenové
k ochran¢ proti UVA zafeni. Ve studii [41] byla dale kyselina chlorogenova zkoumana

v koncentraci 40 pg/ml. Kyselina byla izolovana z bobl Coffea arabica, a zmétena
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hodnota SPF byla rovna 16. Autor na zaklad¢ vysledkti uvadi, ze kyselina chlorogenova
ma potencial pfispivat k prevenci starnuti kiize zptisobené UV zéfenim. Oliveira a kolektiv
[34] sledovali UV ochranu KS zakomponovanych do filmu tvofeného bramborovym
Skrobem. Vysledky ukazaly, ze zakomponovani KS do filmu vyrazné zvysila absorpci
v UV oblasti 200400 nm, zejména u filmi obsahujicich nejvyssi studované davky KS
(10 %). Ochrana proti UV zafeni je u KS vysvétlena pfitomnosti kofeinu a kyseliny
chlorogenové, dale miize tuto zvySenou ochranu vysvétlovat vysoké mnozstvi ligninu ve
slupkach. Filmy se zakomponovanymi KS také vykazovaly urcity stupenl opacity,
ktery rovnéz ptispél k minimalizaci prichodu UV zafeni filmem. Vliv KS na schopnost
UV ochrany filmu je zobrazen na Obrazek 2. Z vyse uvedenych studii vyplyva, ze kyselina
chlorogenova je fotostabilni molekula pro oblast UVA i UVB a ma prokazatelné
fotoprotektivni vlastnosti, které zavisi na jeji koncentraci. [33, s. 288], [34, s. 7],

[38, s. 330-331], [39, s. 227-230], [40, 5. 1005-1007], [41, 5. 323-330]
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Obrazek 2 Vliv KS na ochranu polymerniho filmu s obsahem Skrobu proti UV zafeni,
[34,s. 7]

Antimikrobidlni u¢inky
Mikroorganismy jako houby, plisn¢ a bakterie jsou vyznamnymi faktory, které¢ ovliviluji

trvanlivost KP a zpusobuji jejich oxidacni procesy béhem skladovani, které nasledné

znehodnocuji KP. Jak jiz bylo zminéno vySe, kavové slupky obsahuji spoustu latek
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fenolické povahy, a dalSich sloucenin, u kterych lze v urcitych koncentracich pozorovat
také antimikrobidlni vlastnosti, a to jak proti gram pozitivnim, tak gram negativnim
bakteriim a také kvasinkam. Mikrobialni aktivitu etanolovych extraktli KS prokazala studie
[35], pomoci stanoveni hodnot MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace). V této studii byly
vybrany  mikroorganismy (MO)  zahrnujici jak gram  pozitivnhi  bakterie
(Staphylococcus aureus, i jeho resistentni formu (MRSA — methicilin resistentni zlaty
stafylokok), Staphylococcus epidermis), tak gram negativni bakterie (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) a kvasinka (Candida albicans). Ziskané
vysledky prokézaly, ze extrakty KS vykazovaly antimikrobialni u¢innost. Vodné extrakty
KS vykazovaly MIC vrozmezi koncentraci od 31,3-250 pg/ml proti S. aureus,
S. epidermis, E. coli a K. pneumoniae. Vodnéalkoholické a alkoholické extrakty
vykazovaly podobnou aktivitu vi¢i testovanym MO. Testy antimykotickych ucinka
nevykazovaly aktivitu u zadnych z testovanych extrakti proti C. albicans. Vysledky
testovanych extraktli jsou uvedeny v Tabulka 1. Antimikrobialni aktivitu extraktu ze
zelenych kavovych zrn, které jsou obaleny stiibrnou blankou, byla sledovéana
Wagemakerem [42]. Pro stanoveni byly pouzity zakladni
MO (S. aureus, E. coli, S. epidermis, P. aeruginosa, C. albicans). Inhibice byla hodnocena
pomoci diskové difuzni metody, kdy bylo na disky naneseno 50 pl vzorku. Inhibi¢ni zony
u bakterii byly vrozmezi od 9-19 mm, vSechny testované vzorky tedy v urCité mife
inhibovaly bakterie. Vysoky stupeni inhibice byl zaznamenan u kvasinky (C. albicans).
Bioaktivni slou€eniny obsaZeny v KS mohou byt zodpovédné za bakteriostatické pisobeni
extraktti. Na vySe uvedenych studiich se ukazalo, ze kava a jeji vedlej$i produkty maji
potencial snizit pouZzivani syntetickych konzervacnich piisad v KP. [33, s. 288-289],
[35,s.389-390], [42, s. 1695-1697]
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Tabulka 1 Antimikrobidlni aktivita riznych extrakti KS vyjadfena jako minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) [35, s. 389]

MIC [pg/ml]

Druh MO Vodny extrakt | Vodnéalkoholicky extrakt | Alkoholicky extrakt

S. aureus 31,3 125 125

S. aureus (MRSA) 250 250 250

S. epidermis 62,5 62,5 62,5

E. coli 62,5 125 125

K. pneumoniae 31,3 31,3 31,3

P. aeruginosa > 1000 > 1000 > 1000

C. albicans > 1000 > 1000 > 1000
Utinky na celulitidu

Celulitida je oznaCeni pro zmény na povrchu kiZze, které se projevuji zvrasnénym
a zvlnénym povrchem. KiZe se jevi jako tzv. pomerancova, tedy vzhledem pfipomina
pomerancovou kiru. Podle Hamishehkara [43] se celulitida vyskytuje u 85-98 % Zen po
pubertalnim obdobi a ptetrvava v urcité mite do dospélosti. Hlavni pfi¢inou zmén na kazi
je hromadéni tukovych bun€k v podkoznim vazivu. Lécba a tprava povrchu kiize je Casto
zaloZena na lipolyze tukovych bun€k v tkani. Jednou z latek, kterd prokazatelné podporuje
lipolyzu tukovych bunék je kofein. Vyuzitelnost kofeinu obsaZzené¢ho v KS poprvé ovefil
Rodrigues [44]. V jeho studii byl popsan ptipravek pro zlepSeni vzhledu kize s celulitidou,
kde byl pouzity kofein extrahovan z KS a nasledné byl zaclenén do nanostrukturovanych

lipidovych nosi&ii. [33, s. 2891, [43, s. 1640-1644], [44, s. 496-501], [45, s. 252-257]

2.3.1.1 Hodnoceni biofyzikalnich charakteristik kiiZe po aplikaci piipravku s obsahem
stitbrnych kavovych slupek

Jedna z prvnich studii od Rodriguese [46] zabyvajici se bezpecnosti pouzivani extraktu
z KS pomoci in vivo a in vitro metod zaroven porovnavala bezpecnost a ucinnost extraktu
KS s kyselinou hyaluronovou. Pti in vitro metodach byly pro hodnoceni permeace kofeinu

z extraktu pouzity Franzovy difuzni komtrky a jako modelova bariéra byla vybrana kiize
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z prase¢itho ucha. Po 8 hodinach proslo kiizi velmi malé mnozstvi kofeinu zKS
(20 % obsahu extraktu). Dale byly ve studii pouzity HaCaT keratinocyty
a HFF-1 fibroblasty, na kterych nebyly pozorovany zadné cytotoxické ucinky extrakta
v koncentraci 1-10 mg/ml. Pfi testovani in vivo byly na kizi dobrovolnikti (oblast kolem
o¢i) nandSeny dvé zakladni krémové matrice, kdy jedna formulace obsahovala extrakt z KS
a druhd formulace obsahovala 1,5 % kyseliny hyaluronové (HyaCare Filler CL). Vliv
téchto matric na ktizi byl méfen pomoci korneometru a kutometru a také byly na zacatku
a po 28 dnech kazdodenni aplikace pofizovany fotografie kize. Obsah vlhkosti v kiizi byl
meéfen korneometrem v ¢ase 0 a po 28 dnech studie. U ptipravku s KS doslo ke zlepSeni
z hodnoty 54,74 + 6,57 na 65,54 + 5,67 korneometrickych jednotek (k.j.). Hydratace byla
u obou krémi podobnd a nebyly pozorovany Zzadné statisticky vyznamné rozdily.
Ani u jedné formulace nebyla pozorovana zména v objemu vrdsek kolem o¢i probandu,
vSichni dobrovolnici vSak pfi senzorickém hodnoceni ocenili oba piipravky, co do
konzistence, aplikace a piijemnosti podobnym hodnocenim. Tato studie ukdzala, ze KS
mohou byt U¢innou slozkou, s podobnymi vysledky jako kyselina hyaluronovad a maji

pozitivni vliv na hydrataci a pevnost kiize. [46, s. 556—569]

Ve studii [47] hodnotil Rodrigues drazdivost na rekonstruovanych tkanich lidské epidermis
(EpiSkinTM) a modelu epitelu lidské rohovky (SkinEthicsTMHCE) a také pomoci in vivo
metod. Kozni drdzdivost je definovana jako vznik reverzibilniho poskozeni kiize po
aplikaci testované latky po dobu az 4 hodin. Pokud ma byt latka pouzivana v KP musi byt
testovana pravé na kozni drazdivost a v pfipadech, kdy se predpoklada kontakt s ocnim
okolim, tak 1 drazdivost o¢ni. Ve studii na kozni drazdivost byly hodnoceny tfi extrakty KS
(vodny, vodnéalkoholicky a alkoholicky), které na kozni model plsobily po dobu
15 minut. Vysledky byly vyhodnoceny na zékladé poctu Zivotaschopnych bunéck
a uvolnénych interleukinti IL-1 v médiu. Viabilita koZnich bun¢k ptevySovala u vSech tii
vzorkli 50 % a vzorky byly vyhodnoceny jako nedrdzdivé. Absence drazdivych Gc¢inkt
naznacuje, Zze KS mohou byt bezpecné pro lokalni pouziti. Testy o¢ni drazdivosti byly
provadény se stejnymi extrakty, kdy na bunéény model latky plisobily 10 minut a poté byly
pfedepsanym zptisobem omyty. Zivotaschopnost bunék byla vyssi o 50 % u vodného
a vodnéalkoholového extraktu, ty byly vyhodnoceny jako nedrdzdivé. Extrakt alkoholicky
vykazoval viabilitu bunék 48 %, coz je na pomezi drazdivé a nedrazdivé latky, autor tuto
skute¢nost odivodiioval vy$§im mnozstvim alkoholu, ktery je sdm o sobé pro o¢ni okoli

drazdivy. Pro bezpecné pouziti KS v kosmetice byly tedy na zaklad¢ testi o¢ni drazdivosti
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vyhodnoceny jako nedrazdivé vodny a vodnéalkoholicky extrakt KS. Jako in vivo metoda
byl zvolen naplastovy (patch) test na 20 zdravych dobrovolnicich, kterym byla na volarni
predlokti aplikovana gaza napusténa 50 ul vodnéalkoholického extraktu KS. Géza byla
zafixovana naplasti. Tyto naplasti méli dobrovolnici pfipevnény po dobu 48 h. Oblast
vystavena kontaktu s extraktem byla vyhodnocovana pomoci bioinzenyrskych
neinvazivnich metod (korneometr, tewametr). Tento test prokazal, ze vybrané extrakty

nepusobily iritaci kiize u zadného z 20 probandi. [47, s. 170—174]

2.3.2. Vyuziti stfibrnych kavovych slupek v nekosmetickych oborech
Ochrana dieva

Klasické chemické latky, které jsou pouzivany pii konzervaci dieva, jsou postupné kviili
problémiim spojenych s jejich dopadem na zivotni prostiedi nahrazovany. Zakazan je
napiiklad arseni¢nan médny, ktery ma sice skvélé antifungalni vlastnosti a piisobi proti
hnilobé dieva, ale jeho dopad na zivotni prostfedi a kumulace této latky vedly k jeho
zakazu pouzivani. Pfi hledani uc¢innych ekologickych chemickych latek pro konzervaci
dieva byly zkouSeny pfedevSim rostlinné oleje (Inény, tungovy) a vytazky z rostlin
(tfisloviny, stilbeny, destilaty z kliry stromt). Jako jedna z moZznych nadhrad by mohly byt
kavoveé slupky. Ty obsahuji mnoho fenolickych latek jako je kofein, lakton kyseliny

kafeoylchinové, kyselina feruoylchinova. [48, s. 1]

Ve studii [48] byly KS v podobé& granulatu (pelet) extrahovany v horké vode po dobu 1 h
pomoci automatického extraktoru. Pro kazdou extrakci bylo pouzito 8 g KS a 80 ml vody.
Ziskané extrakty byly studovany a testovany na ekotoxicitu, antifungélni vlastnosti a jejich
funkei pfi oSetfovani dfeva proti hnilobé. Ze 100 g KS bylo extrakei ziskano 4,17 g
suché¢ho extraktu. Tyto extrakty byly analyzovany pomoci HPLC. Slouceniny piitomné
v nejvyssi koncentraci byly kofein a jeho derivaty (theobromin, theofilin), kyselina
chlorogenova, kyselina ellagova, protokatechova a vanilova. V nizkych koncentracich byly
nalezeny také tfisloviny. Z extrakti byly nasledné ptipraveny roztoky o koncentraci
0,1, 1 a 3 %. Ty byly podrobeny testu inhibice rlsty dfevokaznych hub
(Rhodonia placenta, Trametes versicolor, Gloeophyllum trabeum). U koncentrace 0,1 %
nebyl pozorovan inhibi¢ni efekt oproti vzorkiim bez inhibi¢nich pfisad. Koncentrace
extraktu KS 1 % inhibovala G. Trabeum o 23 % a R. placenta o 7 %, ale neinhibovala

T. versicolor. Nejvyssi G€innost u vSech tii testovanych organismil, a to vice jak 60 %
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rokazal roztok s 3% koncentraci extraktu KS. Porovnani s roztoky kofeinu a bézné
p y

uzivanym konzervantem dieva je uveden nize (Obrazek 3).

Inhibice dfevokaznych hub
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70 mKS1%
60 ?
X 50 mKS 3%
40 Kofein 0,06 %
30
20 B Kofein 1%
10 m Vyluh z kdvy 1 %
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G. Trabeum R. placenta T. versicolor Médény konzervant

MO

Obrézek 3 Graf inhibice ristu dievokaznych hub, [48, s. 5]

Extrakt KS mél relativné nizkou ekotoxicitu, EC50 = 2661 mg/l a EC20 = 1172 mg/l.
BéZné pouzivany konzervacni prostfedek na bazi médi ma toxicitu mnohem vyssi

(EC50 =19 mg/l). [48, s 4-5]
Obalové materialy

Jak jiz bylo zminéno vyse, vedlejsi produkty vyroby kavovych zrn jsou materialy bohaté
na lipidy, fenolické latky, polysacharidy. VSechny tyto latky maji u obalovych materialu
potencidl zlepsit fyzikalné-chemické, mechanické a bariérové funkce. Zaroven velkou
meérou prispivaji k biodegradaci, na kterou je v posledni dob¢ kladen velky dlraz, stejné
tak 1 na koncept cirkularniho hospodatstvi a ekonomiky. Nékteré slouceniny v KS mohou
pfispivat k tvorbé filmu a maji antifungdlni a antimikrobni potencial. Jednou z variant
vyuziti KS pii vyrob¢ oball je tiprava vysokohustotniho polyetylenu (HDPE). V posledni
dobé lze pozorovat snahu zakomponovat do polymerni matrice polyetylenu tzv. zelené
kompozity, ty by pfispé€ly k termostabilité, zlepSeni fyzikalné-chemickych a mechanickych
vlastnosti obalovych materialii. Kévové slupky jsou jeden z materialt, ktery je jako plnivo
matrice velmi vyhodny, protoze jako odpad béhem prazeni zrn neobsahuje téméi Zadnou
vodu a je snadné s nim pracovat. Z dostupnych studii je zfejmé, Ze KS maji zpeviujici

uc¢inek na HDPE matrici. UZ nejniz§i piidavky KS do matrice vyrazné zvysily
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termooxidacni odolnost kompoziti, a to bez zhorSeni mechanickych vlastnosti, coz miize
mit pozitivni vliv na vyvoj novych polymert s pfirodnimi vldkny. Vysledky studie [49]
ukazuji, ze zakomponovani KS do matrice na bazi polyetylenu (PE) by mélo byt

v ptidavku do 2 %, kdy byly pozorovany nejptiznivéjsi vysledky statickych, dynamickych
a mechanickych zkousek PE. [49, s. 10-11], [50, s. 311-319], [51,s. 1, 12]

Produkce mastnych kyselin

Kéavové slupky jsou bohaté¢ na lipidy, které jsou sloZzeny z mastnych kyselin (MK). Pti
snaze o zpracovani odpadii z kdvového prumyslu se tedy objevily i teorie 0 mozZnosti ziskat
z KS olej a z néj dale cenné MK. Tuto teorii potvrzuje studie [52], kdy byl olej ziskan hned
dvéma zplisoby a MK byly nasledné ziskany lipdzami. Pied samotnou extrakci byly KS
vysuSeny v susarné po dobu 24 h pii 60 °C. Prvni metoda pro zisk oleje byla Soxhletova
extrakce, kdy bylo pro extrakei oleje pouzito 150 ml hexanu a do patrony bylo navazeno
20 g KS. Extraktor byl v provozu 8 h pfi teplot¢ 70 °C. Druhou metodou pro zisk oleje
byla ultrazvukem asistovana extrakce, kterd byla provedena tfikrat vedle sebe pti 30 °C
a pouzito bylo vzdy 50 ml hexanu na 20 g KS. Mezi jednotlivymi metodami nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily ve vytéZcich, nicméné se ukazalo, Ze olej ziskany
metodou Soxhleta ma lepsi vlastnosti (viskozita, zbarveni), a proto byl tento dale pouzit
pro vyrobu MK metodou enzymatické hydrolyzy za pouZiti ¢tyf komercnich lipaz.
Nejucinngj$i lipazou pro zisk MK byla lipdza Candida rugosa (CRL), kterd u oleje
obsahuje vysoké mnozstvi kyseliny palmitové C16:0 (> 35 %), kyseliny linolové C18:2
(> 30 %), a v menSim mnoZstvi pak kyseliny stearové C18:0, arachové C20:0, behenové
C22:0 a olejové C18:1. Estery vysSe zminénych kyselin byly zastoupeny ve stejném
mnozstvi. Pomér nasycenych a nenasycenych MK v oleji €inil 60:30. Kyseliny obsaZeny
v KS se mohou uplatnit predev§im v potravinafstvi a kosmetickém priimyslu. Do budoucna
muze mit zisk MK z vedlejSich produktt velky vyznam, protoze se timto procesem snizuje
jednak mnozstvi odpadu a jednak nédklady na vyrobu MK, zaroven mé tento proces

ptidanou hodnotu. [52, s. 519-524]
Vliv stfibrnych kavovych slupek na zdravi

Jak jiz bylo zminéno vyse, KS obsahuji aktivni slozky s antioxidacnimi ucinky, vlakninu
s nutricni hodnotou a dal§i minoritni latky vyuzitelné v potravinaistvi. Studie [53]
sledovala uc¢innost latek obsazenych v KS (kyselina chlorogenova, kofein) v extraktech ze

slupek a jejich podil na patogenezi onemocnéni diabetu druhého typu. Cilem studie bylo
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zhodnotit biologickou piistupnost a aktivitu. Uginky extrakttl byly sledovany na slinivce
bfisni potkant. Metabolity kyseliny chlorogenové a kofeinu chranily buiiky slinivky bfisni
pied rizikem vzniku diabetu. Denni podani extraktu z KS po dobu 35 dni vyznamné snizil

pankreaticky oxidac¢ni stres a poskozeni proteini. [53, s. 197-200]

Mineralni slozeni KS a obsah vitamind B stanovila studie [54]. Analyza zjistovala vyskyt
tficeti minerall véetné makrominerall (vapnik, chlorid, hoi¢ik, fosfor, draslik, sodik, sira).
Byl prokézéan vyskyt vapniku ve vysokém mnozstvi 1080 mg/100 g, autor uvadi, ze by KS
mohly byt zdrojem jeho ziskdvani pro potravinarské a farmaceutické ucely. Véapnik hraje
klicovou roli béhem neurotransmise, svalové kontrakce, déleni bunék a srazeni krve.
Kromé toho analyza vykazovala vysoké hladiny drasliku (972 mg/100 g), ktery je velmi
dalezity pro udrzovani krevniho tlaku a hotc¢iku (257 mg/100 g), ten je zasadni pro
svalovou kontrakci, syntézu bilkovin a rist kosti. Stfibrné kavové slupky dale obsahovaly
nezanedbatelné mnozstvi chlorida (12,3 mg/kg), fosforu (12,4 mg/kg), sodiku (110 mg/kg)
a siry (51,9 mg/kg). Hodnoceni 23 mikromineradlii ukazalo na piitomnost Zzeleza
(238 mg/kg) a hliniku (89 mg/kg). Zelezo je dilezity mikronutrient, ktery hraje dileZitou
roli pfi tvorbé cCervenych krvinek a déleni bun¢k a sniZzuje Unavu, predev§im pfi
chudokrevnosti. V men$im mnoZstvi byly v KS zastoupeny mangan, méd’, zinek, bor
a molybden. Méd’ a mangan pfispivaji ke spravnému vyvoji kosti a tvorbé pojivove tkané,
méd’ také podporuje nervovy systém. Kromé zdravi prospé€Snych mineralli byly analyzou
zjiStény 1 zdravi nebezpecné a toxické prvky vcetné arsenu (0,13 mg/kg), olova
(0,25 mg/kg), rtuti a kadmia. Tyto téZké kovy mohou zpiisobovat riiznd zdravotni rizika
a jsou potencidlnimi karcinogeny. Studie se dale zabyvala obsahem vitaminu B2
(riboflavin) a B3 (niacin) v KS. Niacin se vyskytuje v KS ve vy$§im mnoZstvi neZ
riboflavin. Obsah niacinu byl studii stanoven na 2,51-3,07 pg/g, naproti tomu obsah
riboflavinu se rovnal 0,18-0,20 pg/g. Stejnych vysledki vyssiho obsahu niacinu oproti
riboflavinu docilil 1 Wachamo [55], ktery hodnotil jejich obsah v kavovych népojich.
Hladiny niacinu piesnéji kyseliny nikotinové uzce souvisi s profilem prazeni kavovych zrn,
kyselina je odvozena od trigonellinu, ktery se béhem prazeni rozkladd na tekavé
(pyridinové a pyrolové derivaty) i netékavé latky (kyselina nikotinovad), pravé v zavislosti
na stupni praZeni. Pfitomnost téchto dvou dilezitych vitaminl dava KS dalsi pfidanou

hodnotu, kterou lze vyuzit v potravinach s obsahem KS. [54, s. 1-5], [55, s. 1-10]
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3 CIiLE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vytvofit ucelenou reSersi zaméfenou na ziskavani a chemické
slozeni zelené 1 prazené kavy. Dale pak shrnout poznatky o stfibrnych kavovych slupkach
a jejich chemickém slozeni, zaméfit se na moznosti jejich vyuziti, s akcentem na vyuziti

v kosmetice, ale i v nekosmetickych oborech.

Déle prakticky ovéfit piipravu extraktd ze stiibrnych kavovych slupek a jejich
charakterizaci a nasledné takto ziskané extrakty aplikovat do riznych kosmetickych
vehikul. U vyrobenych zaklada porovnat vliv obsahu extrakti z KS pomoci neinvazivnich

bioinzenyrskych metod a nasledné je i senzoricky zhodnotit.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA

4.1 Pouzité chemikalie, pomicky a zaFizeni

Kévové slupky dodala pro experiment praZirna Pra-Ka-Cer Otrokovice. Slupky pochazely
z odrid Brasil Santos, Nicaragua, Tanzanie, Honduras marcala. Vzorek KS vidime

na Obrazek 4.
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Obrazek 4 Stiibrné kavové slupky

Pro experiment byly pouzity néasledujici pomticky:
— Laboratorni sklo
— Tteci miska s tlouckem
— Biichnerova nélevka
— Filtraéni papir KA 4, modra paska
— Miska na méfeni tenziometrie
— Automatickd mikropipeta Thermo o objemu 200—1000, 2—20 ul
— Sterilni pipetovaci $pi¢ky o objemu 200, 1000 ul
— Sterilni plastové Petriho misky pro kultivaci 90 x 15 mm
— Sterilni sklenéné Petriho misky 90 x 15 mm

— Sterilni plastové zkumavky s vickem na densilametrii
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— Sklenéna lahev o objemu 500 ml
— Ockovaci klicka
— Eppendorf zkumavky o objemu 0,5 ml
— Sterilni jehla
— Sterilni disky Hemidea s aplikatorem
— Mikrostiikacka Hamilton
Pro experiment byly pouzity nasledujici chemikalie:
— Dichlormethanol 99,9%, IPL (Ceska republika)
— Ethanol 96%, VWR (Francie)
— Destilovana voda
— Mueller—Hinton agar MHA (Indie)
— Sabouraudiv agar (Indie)
— Fyziologicky roztok
— pufr, pH 4
— pufr,pH 7
— Bezvody siran sodny, Lukes (Ceské republika)
— Kofein, Penta (Ceska republika)
—  Glycerol bezvoda p. a., Lukes (Ceska republika)
— Mandlovy olej rafinovany 100% (www.nature-store.cz)
— Slunecnicovy olej, High Oleic (www.nature-store.cz)
— Bamacké maslo bio (Ghana)
— Kakaové maslo Bio (www.nature-store.cz)
— Vceli vosk surovy (www.nature-store.cz)
— Ricinovy olej LZS (www.nature-store.cz)

— Cetyl alkohol (www.nature-store.cz)
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Olivoil Avenate Emulsifier (www.nature-store.cz)

— Konzervaéni smés Dermosoft® 1388 eco (www.nature-store.cz)
—  Sodium laureth sulfat (70%), Enaspol a. s. (Ceské republika)

— Cocamidopropyl betain, Sigma Aldrich (Némecko)

— Cocamide DEA, Sigma Aldrich (Némecko)

— Carbomer (Plate Count Agar), Himedia (Indie)

— Xanthanova guma, Fluka (Francie)

— Hydroxid sodny, Sigma Aldrich (Némecko)

—  Chlorid sodny, LACH-NER s. r. 0. (Ceska republika)

Dodecylsulfat sodny, Sigma Aldrich (Ceska republika)

Pro experiment byly pouzity nasledujici pfistroje:

Vakuova vyvéva

— Laboratorni vahy KERN 440-47 (Némecko)

— Vafi¢ ETA 2107

— SuSarna MEMMERT UFE 400

—  Tensiometr — KRUSS-EasyDyne S (Némecko)
— Wilhelmydo desticka (Némecko)

— pH/mV metr Eltec CPH51 (Ceska republika)

— pH sonda THETA90 HC 103 (Cesk4 republika)
— Magnetické michadlo Heidolph MR 1000 (Némecko)
— Densi-La-Metr Erba Lachema (Ceska republika)
— Vortex Heidolph REAX top (Némecko)

— Plynovy kahan Fuego

— Laminarni box Clean Air (Nizozemsko)

— Autoklav Wolf SANOclav Labortechnik AG (Némecko)
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— Mikrobiologicky inkubator Memert GmbH (Némecko)

— Ultrazvukové lazeitn KRAINTEK K—10 LE (Ceska republika)

— Analytické vahy Nimbus NBL 2541 (Némecko)

— Modularni plynovy chromatograf Master GC, DANI Instruments S.p.A. (Italie)
— Rotaéni viskozimetr Myr V2—-L (Spanélsko)

— Spindl L3, PB, PC, PE (Spanélsko)

— Homogenizator Heidolph RZR 2020 (Némecko)

— Dispergacni nastavec na homogenizator (Némecko)

— Stanice MPAS Courage+Kazaka electronic GmbH (Némécko)

— Sonda Corneometr CM 825 Courage+Kazaka electronic GmbH (Némécko)

— Sonda Tewametr TM 300 Courage+Kazaka electronic GmbH (Némécko)

— pH metr Skin—pH—Meter pH 905 Courage+Kazaka electronic GmbH (Némécko).
— Lednice Electrolux (Némecko)

— Spektrofotometr UV-VIS/NIR, Jasco V=750 (Némecko)

— Software VWSP-966, SPF/PA Calculation, Jasco (Némecko)

— Teplomér

4.2 Pouzité mikroorganismy

Pro antibakteridlni stanoveni ucCinnosti extrakti z KS byly pouZity mikroorganismy,

které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismiti (CCM):
—  Candida albicans CCM 8275
—  Escherichia coli CCM 3954

— Staphylococcus aureus CCM 3953

4.3 Vlastni experiment

Pti vlastnim experimentu byly z KS odrid Brasil Santos, Nicaragia, Honduras marcala,
Tanzanie pfipraveny extrakty s pouzitim riznych rozpoustédel (voda, dichlormethanol,

etanol), které¢ byly dale testovany na obsah kofeinu a jejich antimikrobidlni aktivitu.
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U vodnych extrakti pak byly stanoveny jejich zdkladni chemické parametry
(pH, povrchové napéti).

4.3.1. Priprava extraktu ze stiibrnych kavovych slupek

Vodné extrakty z KS byly pfipraveny za studena i za horka. Pro pfipravu extrakt

s organickymi rozpoustédly byla pouzita ultrazvukova lazen.

4.3.1.1 Macerace za studena

Kavoveé slupky riznych odrid byly rozmélnény v tfeci misce s tlou¢kem na praSkovou
konzistenci. Pro kazdy typ extraktu bylo pouzito vzdy 8 g KS a 93 ml rozpoustédla.
Rozemleté KS byly navazeny s ptesnosti 0,01 g do kadinky o objemu 250 ml, k nim bylo
nasledné pridano 93 ml destilované vody. V ptipad¢ piipravy maceratu, byly slupky zality
studenou destilovanou vodou. Kéadinka byla po dobu macerace zakryta parafinem.
Stanovend doba macerace za studena byla 24 hodin. Po uplynuti stanoveného Ccasu,
byl macerat zfiltrovan pomoci Biichnerovy nalevky pies filtr (modra paska) za pouziti
vakuoveé vyvévy. Ziskany macerat v objemu cca 75 ml byl néasledné uchovavan v lednici

pfi teploté 4 °C.

4.3.1.2 Extrakce za tepla

Pro ptfipravu extraktu za tepla bylo navdzeno stejné mnozstvi jako pii ptipravé maceratu,
s tim rozdilem, Ze rozmé¢lnéné KS byly zality destilovanou vodou (93 ml) a kadinka byla
umisténd na vodni ldzen. Smés byla zahfivana na teplotu 60 °C po dobu 3 hodin. Poté byl
extrakt z14zné¢ odstaven a chlazeni probihalo volné na vzduchu. Zfiltrovani bylo
provedeno po 20 hodinéch po odstaveni stejnym zptisobem jako u maceratu. Takto ziskany

extrakt o objemu cca 50 ml byl uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.

4.3.1.3 Priprava nalevu

Pro pfipravu ndlevu bylo pouzito stejné mnozstvi rozmélnénych KS 1 stejné mnozstvi
destilované vody jako tomu bylo v pfedchozich ptipadech s tim rozdilem, Zze destilovana
voda byla pfivedena k varu a navazené slupky byly vatici vodou pfelity. Slupky byly
louhovany 15 minut a poté byl nélev filtrovan za horka pfes filtr (modra péska)
na Biichnerové ndlevce. Takto ziskany nalev o objemu cca 80 ml, byl po volném chlazeni

na vzduchu, uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.
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4.3.1.4 Extrakce pomoci organickych rozpoustédel

Extrakty za pouziti organickych rozpoustédel (dichlormethanol a etanol) byly pfipraveny
za pomoci ultrazvukové lazné KRAINTEN K-10 LE. Extrakce probihala po dobu
20 minut pfi teploté 30 °C. Pro pfipravu extrakti byly pouzity 2 g rozmélnénych KS,
které byly prelity 40 ml pfislusného rozpoustédla. Poté byly extrakty filtrovany pomoci
Biichnerovy nalevky pfes filtr (modra paska) za pouziti vakuové vyvévy. Ziskané extrakty
byly uchovéavany v ptidavku bezvodého siranu sodného v lednici pfi teploté¢ 4 °C. Hrdla
banék s obsahem extraktli byla uzaviena zatkou a nasledné utésnéna parafinem, aby se

ptedeslo pfipadnému navazani vody na extrakt.

4.3.2. Stanoveni obsahu kofeinu v extraktu ze stfibrnych kavovych slupek pomoci

plynové chromatografie

Pro stanoveni obsahu kofeinu v extraktu v pfitomnosti dichlormethanolu byl pouZzit
modularni plynovy chromatograf — DANI Master GC Fast Gas Chromatograph obsahujici
kolonu — ZebronTM ZB-5MS, (GC kapilarni kolona 30 m x 0,25 mm X 0,5 pm,
nepolarni). Jako metoda analyzy byla zvolena metoda esencidlni oleje, Silice 4. Parametry
pro injektor/néstiik byly T = 200 °C, pratok = 1 ml/min, d€li¢ toku 1: 25, oplach septa
5 ml/min. Objem nasttikového vzorku ¢inil 1 pl. Teplotni profil analyzy byl nésledujici:
pocatek 4 min na 40 °C, pak ohfev na 120 °C rychlosti 8 °C/min — do 200 °C rychlosti
15 °C/min — do 300 °C rychlosti 25 °C/min; konec 5 min pti 300 °C. Celkovy ¢as analyzy
¢inil 28,33 min. Pro analyzy byl pouzit detektor — FID, T = 240 °C, pritok = inert/aux

dusik 25 ml/min, vodik 40 ml/min, vzduch 280 ml/min.
Ptiprava kalibra¢nich roztokt kofeinu

Pro stanoveni pfesného mnozstvi kofeinu v extraktu v dichlormethanolu byla pfipravena
sada kalibracnich roztokli kofeinu. Vsechny roztoky byly pfipraveny ze zasobniho 5%
roztoku kofeinu, ktery byl pfipraven navazenim 1,25 g (0,0001 g) kofeinu a jeho
rozpusténim v 25 ml dichlormethanolu. Do odmérnych bané¢k o objemu 5 ml byly poté
nepipetovany sklenénou Iml pipetou presné objemy tak, aby byla vytvoiena kalibracni
fada o koncentraci 1; 0,5; 0,1; 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025 % kofeinu. Takto ptipravené
roztoky byly proméfeny metodou Silice 4 na plynovém chromatografu spolecné
se vzorkem extraktu. Poté byla vytvofena kalibra¢ni pfimka a z ni byl stanoven piesny

obsah kofeinu ve vzorku extraktu.
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4.3.3. Mikrobiologické testovani extrakti ze stfibrnych kavovych slupek
Ptiprava zivné pady MHA

Pro piipravu 400 ml Mueller-Hinton zivné ptidy bylo nezbytné navazit 15,2 g MHA
s presnosti na 0,0001 g do infuzni ldhve a rozpustit ji ve 400 ml destilované vody.
Sterilizace prob¢hla v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut. Sterilni Zivna piida

byla nasledn¢ v laminarnim boxu rozlita do sterilnich plastovych Petriho misek.
Ptiprava zivné pidy SBR

Agar pro kvasinkovou kultivaci byl pfipraven v mnozstvi 400 ml. Pro jeho ptipravu bylo
navazeno 26 g agaru s presnosti 0,0001 g a agar byl rozmichan v 400 ml destilované vody.
Smés byla sterilizovana v autoklavu pii teplot¢ 121 °C po dobu 21 minut. Sterilni

kultivaéni médium bylo nasledné v laminarnim boxu rozlito do sterilnich Petriho misek.
Ptiprava fyziologického roztoku

Pro piipravu 500 ml fyziologického roztoku bylo navézeno 4,3 g chloridu sodného
s ptesnosti na 0,0001 g. Ten byl nasledné rozpustén v 500 ml destilované vody a poté

probé&hla sterilizace v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.
Diskova difuzni metoda

Antibakterialni UCinnost vodnych, dichlormethanolovych a etanolovych extrakti z KS
a roztokl kofeinu byla stanovena pomoci diskové difizni metody (DDM). Pro samotné
testovani byly pouzity mikroorganismy Staphylococcus aureus jako zastupce gram
pozitivnich kokt, Escherichia coli, tedy gram negativni tyCinka a kvasinka Candida
albicans. Vsechny mikroorganismy byly pfed pouzitim Cerstvé ockovany na zivnou pidu
kfizovym roztérem a inkubovany pfi teploté inkubace (37 °C pro bakterie po dobu 24 h,
25 °C pro kvasinky po dobu 72 h). Z takto ptipravenych kultur bylo odebrdno malé
mnozstvi inokula sterilni vyzihanou klickou, které bylo zamichdno ve zhruba 5 ml
fyziologického roztoku v plastové zkumavce. Roztok byl protfepan na vortexu a prométen
na densitometru na pozadovanou hodnotu zékalu 0,5 McF (MacFarlanda). Prace probihala
za aseptickych podminek v laminarnim boxu. Pipetou se sterilni Spickou byl odebran 1 ml
roztoku mikroorganismu. Roztok byl aplikovan na pfisluSnou agarovou plotnu
a krouzivymi pohyby rozlit po celé plose misky. Piebytek roztoku byl pipetou odsat
a inokulum se nechalo schnout. Na takto pfipravena agarova média byly rozlozeny

3—4 sterilni disky o priméru 6 mm a na n¢ bylo nasledné pomoci mikropipety aplikovano
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10 pl testovaného vzorku (extraktu). Poté byla miska uzaviena vickem. Kultivace bakterii
probihala v inkubétoru pti 37 °C po dobu 24 hodin. Kultivace kvasinky probihala pfi
laboratorni teploté, tj. 25 °C po dobu 72 hodin. Po uplynuti doby kultivace byly zméteny
a odecteny inhibi¢ni zény kolem aplikovanych diskli. Vypocet pro velikost inhibi¢ni zoény
popisuje rovnice (1).
@ inhibic¢ni zény- @ disku

2

velikost inhibi¢ni zo6ny=

(1)
4.3.4. Charakterizace chemickych vlastnosti extrakti ze stfibrnych kavovych slupek

Ptipravené vodné extrakty byly testovany na zdkladni chemické vlastnosti jako je pH
¢1 povrchové napéti. Tyto hodnoty byly méteny k ovéfeni vlastnosti pro nasledné pouziti
extraktl do ptfipravovanych KP. Z tohoto diivodu byly pfipraveny 1% roztoky extraktl a to
tak, ze do 25ml odmérné banky bylo vzdy nepipetovano piislusné mnozstvi extraktu

a roztok byl doplnén destilovanou vodou po rysku.
Mgéteni povrchového napéti

Hodnoty povrchového napéti byly méfeny metodou Wilhelmyho desticky na tenziometru
KRUSS-EasyDyne S. Wilhelmyho desticka byla pred kazdym pouZitim oplachnuta
v destilované vod¢ a etanolu. Poté vyzihdna nad plamenem plynového kahanu do
z¢ervenani a ponechana volné na Petriho misce do zchladnuti. Do sklenéné misky urc¢ené
pro méfeni povrchového napéti na tenziometru byl vzdy nalit pfisluSny roztok a miska byla
umisténa do tenziometru. Wilhelmyho desticka byla umisténa nad roztok tak, aby se na
hladiné roztoku odrazel jeji odraz v tésné blizkosti s destickou. Poté byl ptistroj vynulovan
a nasledovalo samotné méfeni povrchového napéti. Deska byla do pfistroje ponofena do
hloubky 3 mm a poté vytazena tésn€ nad povrch. Méfeni probihalo pétkrat vedle sebe pfi
teploté 25,5 °C. Jako vysledek méteni byl bran vzdy praimér z péti namétenych hodnot.
Meéieni bylo opakovano tfikrat pro ptfislusny vzorek extraktu. Pfed samotnym méfenim

bylo vzdy nezbytné zméfit povrchové napéti destilované vody.
Stanoveni hodnoty pH u extrakti s KS

Pfed vlastnim meéfenim byla sonda pro méfeni pH kalibrovana pufracnimi roztoky
o pH 4 a 7. Kazdy ze vzorkl extrakti byl prométen 5 krat vedle sebe. Ze ziskanych hodnot
byly vzdy vypocitany primérné hodnoty.
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4.3.5. Priprava krémi s vyuZitim extrakti ze stfibrnych kavovych slupek

Krémy byly vyrobeny tak, ze obsah vody v receptufe byl nahrazen pfislusSnym extraktem
z KS (nélev, macerat, extrakt). Spolecné s krémy s obsahem extraktti z KS byl vyroben

vzdy srovnavaci vzorek, kde byl obsah vody ve formulaci zachovan.

Vsechny emulzni prostfedky byly vyrobeny tak, ze do kadinky o objemu 100 ml byly
s presnosti 0,0001 g navazeny vSechny slozky olejové faze (mandlovy olej, bambucké
maslo, kakaové maslo, ricinovy olej, emulgator). Do druhé kadinky o objemu 100 ml byla
odvazena vzdy voda €i pfislusny extrakt z KS, glycerol a konzervant. Obé kadinky byly
poté umistény na vodni lazenl a zahtivany na teplotu cca 50 °C, tj. teplotu tani tukové faze.
Kadinka s olejovou fazi byla umisténa pod homogeniza¢ni zatizeni Heidolph RZR 2020
a za stadlého michéani byla do olejové faze pfiddna fize vodnd. Homogenizace celé smési
probihala az do jejiho zchladnuti, tj. cca 10 minut. Vyrobeny krém byl néasledné uchovan

v lednici pii teploté 4 °C. Ramcové slozeni krému uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2 Slozeni krému

Surovina Funkce Obsah [%] Navazka [g]
Voda/Extrakt z KS Rozpoustedlo 66 33
Glycerol Humektant 4 2
Dermosoft Konzervant 2 1
Mandlovy olej Emolient 10 5
Bamackeé maslo Emolient 4 2
Veeli vosk Emolient 2 1
Kakaové maslo Emolient 2 1
Ricinovy olej Emolient 2 1
Olivoil Emulgator 8 4

4.3.6. Piiprava télového lotionu s vyuZzitim extrakti ze stfibrnych kavovych slupek

T¢€lovy lotion byl piipraven podobné jako krém, tzn. ze do kadinek o objemu 100 ml byly
zvlast navazeny a presnosti 0,0001 g olejova a vodnd faze. Ty byly umistény na vodni

lazen do rozpusténi slozek tvoftici olejovou fazi (cca 50 °C). Poté byla za stalého michani
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olejové faze na homogenizéru pifidana fadze vodna. Vyrobeny lotion byl michan do
zchladnuti, tj. cca 10 minut. Vytvoiend emulze O/V byla uchovavana v lednici pfi teplote
4 °C. I tento typ formulace byl pfipraven jednak s vodou a jednak s extrakty z KS . Slozeni

lotionu je uvedeno v Tabulka 3.

Tabulka 3 Slozeni télového lotionu

Slozka Funkce Obsah [%] Navazka |[g]
Voda/Extrakt z KS Rozpoustédlo 68 34
Glycerol Humektant 3 1,5
Dermosoft Konzervant 2 1
Slunec¢nicovy olej Emolient 12 6
Bamacké maslo Emolient 10 5
Olivoil Emulgator 3 1,5
Cetyl alkohol Emulgétor 2 1

4.3.7. Stanoveni hodnoty SPF u vyrobenych krému a lotiont

Pomoci spektrofotometru UV—-VIS/NIR Jasco V-750 byla méfena hodnota transmitance

a z ni nadsledné vypocitany ptisluSné hodnoty SPF.

Vlastni méfeni probihalo tak, Ze jednotlivé homogenni vzorky krému a télovych lotionii
byly aplikovany na substrat (PMMA desticka) v mnoZstvi 1,3 mg/cm* pomoci injekéni
stiikacky a rozetfeny prstem piedepsanym zplsobem [56]. Desky s jednotlivymi vzorky
byly proméfeny v rozmezi vinovych délek 290-400 nm. Méfeni transmitance probihalo
celkem na péti mistech kazdého vzorku substratu. Ziskané hodnoty byly vyhodnoceny

pomoci softwaru VWSP-966 (SPF/PA Calculation). Software pracuje s vypocCty (2) a (3).

X255 T(A) -EA) - R()

SPF W% T =
& T30 E () - R(A)

)

_ X3REM-RMA)
- X30T)E() R

SPF -100

3)
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Kde:

SPF — zaokrouhlend celociselna hodnota ekvivalentu SPF (1 az 50), pokud je hodnota vyssi

nez 50 zobrazuje se jako 50+

E(A) — energetické rozhrani svételného zdroje podle normy Australie/Novy Zéland

(AS/NZS 4399:1996)
R(A) — referencni akéni spektrum CIE pro erytém (CIE J.6: 17-22, 1987)

T(M) — diftzni transmitancni spektrum (290 az 400 nm)

4.3.8. Senzorické hodnoceni vyrobenych krémii a lotionii

K senzorickému hodnoceni bylo pfedlozeno celkem 8 vyrobenych vzorka (4 formulace
télového lotionu a 4 formulace krému). Sada vzorkd byla oznacena pismeny A az H
a predloZzena k hodnoceni 16 hodnotitelim. U ptedloZzenych vzorkii byla hodnocena
roztiratelnost, barva a vin¢. Hodnoceni probihalo pomoci jednostranné parové
porovnavaci zkouSky a pomoci zkousky potradové. Vysledky byly zaznamenany do

senzorického dotazniku (Ptiloha I), ktery obdrzel kazdy z hodnotiteld.

4.3.8.5 Parova porovnavaci zkouSka jednostranna

Jednostrannd parovd porovnavaci zkouska byla pouzZita pro hodnoceni roztiratelnosti
predlozenych dvojic. Nejprve byly porovnany zaklady formulaci se svymi analogy
s obsahem maceratu z KS. Poté byla roztiratelnost srovnavéana u formulaci télového lotionu

a krému obsahujici stejny typ extraktu.

Samotné posuzovani probihalo tak, zZe hodnotitelé si pomoci Spachtle nanesli posuzované
vzorky na volarni stranu predlokti a jejich roztirdnim pomoci prstu hodnotili pak jejich
roztiratelnost. Vysledky byly zaznamenany do senzorického dotazniky a ty byly nasledné
zpracovany pomoci Microsoft Office Excel 2010, na hladiné vyznamnosti 5 %. Cilem
hodnoceni bylo ur¢it, zda je jeden z predlozené dvojice vzorkil 1€pe roztiratelny nez vzorek
druhy. Pro kazdou zkousku bylo spocitdno testové kritérium (4) a kriticky obor (5), (6).
Pokud hodnota testového kritéria padla do kritického oboru a platilo F > Fy,j;, byla nulova

hypotéza zamitnuta a piijata hypotéza alternativni.
Porovnéavany byly tyto dvojice:
— télovy lotion zaklad/télovy lotion s maceratem z KS

—  krém zaklad/krém s maceratem z KS
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— télovy lotion s maceratem z KS/krém s maceratem z KS
— telovy lotion s extraktem z KS/krém s extraktem z KS

— télovy lotion s ndlevem z KS/krém s nalevem z KS

Ny
F=—7——
n—ny+1
4
F>F,_a(vi;v,)
2
)
vi=2n—nyu+1)
VZ - 2 - nA
(6)

Kde:
n — celkovy pocet posuzovatell

np — Pocet posuzovateld, kteti zvolili vzorek A

4.3.8.6 Poiadova zkouska

Poradové zkouska byla zvolena pro hodnoceni dvou skupin vzorkl. V prvni skupiné se
hodnotila roztiratelnost u 4 ptedlozenych vzork (t€lovy lotion zéklad, krém zaklad, t€lovy
lotion s maceratem z KS a krém s maceratem z KS). Hodnotitele ptifazovaly potadi od
1 do 4 pro vzorky dle snadnosti roztirani (I — velmi dobfe roztiratelny, 4 — spatné
roztiratelny). Druhd skupina byla slozena ze Sesti hodnocenych vzorkl, kdy vSechny
vzorky obsahovaly jeden z ptfipravenych extraktli z KS (t€lovy lotion s maceratem z KS,
krém s maceratem z KS, télovy lotion s extraktem z KS, krém s extraktem z KS, télovy
lotion s ndlevem z KS a krém s nalevem z KS). U této skupiny posuzovanych vzorkl byla
hodnocena sytost jejich bézové barvy a jejich kavova viing. Hodnotitelé opét ptifazovali
vzorkiim potadi dle zadani v senzorickém dotazniku. Jednalo se o zkousku s nucenou
volbou, hodnotitelé¢ tedy méli kazdému vzorku pfifadit konkrétni potfadi. Vysledky byly
op¢t zaznamenany do senzorickych dotaznikl a ty byly nasledné zpracovany v Microsoft
Office Excel 2010. Pomoci Friedmanova testu na hladiné vyznamnosti 1 %, déale pak bylo
pomoci Némenyho testu urceno, mezi jakymi vzorky je rozdil v hodnoceném znaku na

hladin€ vyznamnosti 1 %. Opét bylo spocteno testové kritérium podle rovnice (7).
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FR = mZT2—3n(R+1)
(7
Kde:

n — pocet posuzovatell
R — pocet posuzovanych vzorki

2 r b W W r
T;” — druhd mocnina sumy souctu potadi

4.3.9. In vivo hodnoceni vyrobenych krémi a télovych lotiont

Hodnoceni ucinnosti vyrobenych krémi a télovych lotionti s obsahem extraktii z KS se
zucastnilo 5 dobrovolnic ve véku od 24 do 44 let. Dobrovolnice byly pouceny o prubé¢hu
experimentu a sezndmeny s moznymi riziky spjatymi s aplikaci ptipravkil na kazi. Déle
byly pouceny o tom, ze v pribé¢hu experimentu by mély omezit fyzickou aktivitu a na
aplikovana mista nenandset zadné dalsi KP, ani testovana mista neomyvat. Pied zacatkem
méfeni vyplnila kazda ucastnice dotaznik (Ptiloha II) zjist'ujici jeji zdravotni stav a také

individudlni informovany souhlas (Ptiloha III).

Samotné meéfeni probihalo vdobé 6-8. 4. 2022 vklimatizované mistnosti
(T = 22,0-24,0 °C, RH = 30-33 %). Z vyrobenych formulaci byly odebrany pomoci

injek¢nich stiikacek vzorky a ponechény pii laboratorni teploté v exsikatoru.
Ptiprava roztoku pro pfedpravu pokozky

Pro pfipravu roztoku na odmasténi byl pouzit fyziologicky roztok, ktery byl pfipraven
navazenim 0,9 g chloridu sodného s pfesnosti na 0,0001 g. A navédzka byla kvantitativné
pfevedena do 100 ml odmérné banky a doplnéna destilovanou vodou po rysku.
Fyziologicky roztok byl pouZit pro ptipravu 0,5% roztoku SDS. Na analytickych vahach
bylo navazeno 0,5 g SDS s ptesnosti na 0,0001g. Navazka byla rozpusténa v malém
mnozstvi fyziologického roztoku v 50 ml kadince a kvantitativné pfevedena do 100 ml

odmérné banky a doplnéna fyziologickym roztokem po rysku.

Pti vlastnim testovani byla dobrovolnicim pokoZzka volarniho ptedlokti nejprve odmasténa
pomoci 0,5% roztoku sodium lauryl sulfatu (SDS) ve fyziologickém roztoku (0,9% roztok
chloridu sodného), kterym byly napustény prouzky filtraéniho papiru o rozmérech

4 x 2 cm, které byly na jednotliva testovand mista volarniho piedlokti pfilozeny. Pfilozené
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filtra¢ni papiry byly zafixovany naplasti po dobu 4 h. Na levé ruce bylo timto zpisobem
odmasténo celkem 5 ploch (4 plochy se vzorky a jedno misto kontrolni — K), kontrolni
misto bylo misto, kde byl umistén napustény prouzek filtracniho papiru, ale nenanasel se
pak na n¢j zadny z testovanych vzorkli a misto slouzilo tak jako kontrola obnovy stavu
pokozky po odmasténi. Na pravé ruce byly odmastény plochy 4. Takto oSetfena mista byla
po uplynuti doby odmasténi oznaCena fixem a poté proméefena pomoci specidlniho
zafizeni, které je schopno proméfit hydrataci, trans epidermalni ztratu vody (TEWL) a pH
(MPA stanice, Courage Khazaka). Jedno testované misto na levé ruce slouZzilo jako misto
pro zjisténi hodnot ptfirozené¢ho stavu pokozky dobrovolnic (P) a proto bylo bez piedesié

upravy.

Vlastni méfeni probihalo tak, Ze na kazdém vyznaCeném misté bylo zmétfeno vzdy
25 hodnot TEWL pomoci sondy Tewametr TM 300, 5 hodnot hydratace pomoci sondy
Corneometr CM 825 a nakonec 1 hodnota pH pomoci pH metru 905. Poté bylo na
vyznacend mista (mimo mista P a K) aplikovano 0,1 ml vzorku pomoci injekéni stiikacky
a pomoci plastové hokejky byl vzorek rozetfen po celé vyznacené ploSe. Méteni hydratace,

TEWL a pH pak probihalo v ¢ase 1, 2, 3, 4 a 24 h od naneseni vzorkd.

Vysledky méteni byly nasledné zpracovany v Microsoft Office Excel 2010. U hodnot
TEWL bylo vZzdy prvnich deset namétenych hodnot, pro odstranéni chyb a zvySeni
relevantnosti méteni, zanedbano. Hodnoty hydratace a pH byly podrobeny testu odlehlych
hodnot (Dean-Dixon). Poté byl pro vSechny meéfeni vypocten aritmeticky primér
a smeérodatnd odchylka. Pro interpretaci vysledki byly pouzity stupnice fyziologické
hydratace, TEWL a pH pokozky.

Stupnice hydratace:
— Normalni (45 k.j. a vice)
—  Suché (3044 k,j.)
— Velmi sucha (29 k.j. a méng¢)
Stupnice TEWL:
—  Vyborny stav (0-9 g-m™h™)
— Dobry stav (1014 gm™>h™)

— Normalni stav (15-25 g-m'z-h'l)
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— Neptiznivy stav (26 gm™>h™ a vice)
Stupnice pH pro zeny:

— Kysel¢ (3,5 amén¢ az 4,3)

— Neutralni (4,3-5,5)

— Zasadité (5,5-6,5 a vice)

4.3.10. Priprava gelu s vyuzitim extrakti ze stfibrnych kavovych slupek

Pro ptipravu gelll s obsahem extrakti z KS byl pouzit carbomer. Vlastni ptiprava gelil
probihala tak, ze do 100 ml kadinky bylo navazeno 0,2 g carbomeru s ptesnosti
na 0,0001 g, k nému byla pfiddna destilovand voda nebo extrakt z KS (32,7 g). Smés
se nechala odstat pfes noc. Nasledné¢ byla umisténa na magnetické michadlo
(Heidolph MR 1000) a za stalého michani byl pfidan etanol (15,6 g). Po dikladné
homogenizaci byl postupné ptikapavan 5% roztok NaOH a pribézné bylo pomoci
pH-metru (Eltec CPH51) méfeno pH gelu az jeho pH dosdhlo na hodnotu 6. U gela
s obsahem extrakti z KS musel byt zvolen odlisny postupu pfipravy nez u gelu bez obsahu
extraktl z KS, jelikoz nedoslo k patficnému zvySeni viskozity. Proto bylo nezbytné nejprve
piipravit smés tvofici 0,4 g carbomeru a 32,5 g ptislusného extraktu z KS. Pfidavek NaOH

musel byt pro vyslednou hodnotu pH 6 také navysen. Slozeni gelti uvadi Tabulka 4.

Tabulka 4 Slozeni pripravovanych geli

Procentualni zastoupeni Navazkana 50 g
Slozka
slozek [%] pripravku [g]
Voda/extrakt KS Do 100 32,7
Carbomer 0,4/0,8 0,2/0,4
Etanol (96%) 30 15,6
Hydroxid sodny (5%) 0,15 Ccal,5

4.3.11. Piiprava Samponu s vyuZitim extrakti ze stfibrnych kavovych slupek

Pro ptipravu Samponu bylo do 100 ml kédinky navaZeno s ptesnosti na 0,0001 g 0,5 g

xanthanové gumy a k ni pfivaZzeno 2,5 g glycerolu. Xanthanova guma byly v glycerolu

rozpustétna a dale byly ktéto smési piidany povrchové aktivni latky (PAL)
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v celkovém mnozstvi 12 %. Do druhé kadinky bylo navédzeno pfislusné mnozstvi vody
a konzervacni latky (Dermosoft). Kadinka se smési PAL a glycerolu byla umisténa
na magnetickou michacku a za stdlého michani a mirného zahtivani bylo piidano
vypoctené mnozstvi destilované vody (pfislusného extraktu z KS) a dale michano, dokud

nebyla cela smés homogenni. Pfesné slozeni formulaci je uvedeno v Tabulka 5.

. Tabulka 5 Slozeni pfipravenych Sampont

Procentualni zastoupeni Navazkana 50 g
Slozka
[Yo] pripravku [g]

Sodium laureth sulfat (70

6 3.9
%)
Cocamidopropyl betain 3 1,5
Cocamide DEA 3 1,5
Glycerol 5 2,5
Xanthanova guma 1 0,5
Konzervant dermosoft 2 1
Voda/extrakt KS Do 100 39,1

4.3.12. Zakladni charakterizace vyrobenych geli a Samponu
M¢éteni povrchového napéti Sampont

K ovéteni, zda ma obsah extrakt z KS v Sampo6nu vliv na jeho povrchové napéni, byly
ptipraveny 1% roztoky ze vzorki Etyf vyrobenych Samponti a to tak, ze do 10 ml kadinky
bylo s ptesnosti na 0,0001 g navazeno 0,5 g Samponu a ten rozpuStén v malém mnozstvi
destilované vody. Tento roztok byl dale kvantitativné pifeveden do 50 ml odmérné banky.
Postup méteni byl stejny, jako pfi méfeni povrchového napéni extrakti z KS viz kapitola

43.4.
Stanoveni viskozity Sampont

Viskozita Sampoénti byla méfena na rotacnim viskozimetru Myr V2-L za pouziti spindlu
L3. Pfed méfenim byla provedena kalibrace pfistroje a poté byly méfeny vzorky Sampont

ve 100 ml kadince tak, Ze spindl L3 byl ponofen do vzorku Sampoénu a na displeji
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viskozimetru byl nastaven piislusny pocet otd¢ek (RPM). Pocet RPM byl béhem méfeni
nastaven tak, aby hodnota tocivého momentu byla rovna 20-50 % kapacity pfistroje.
Meéieni kazdého vzorku probihalo do ustdleni hodnoty viskozity cca 60 sekund. Kazdy
vzorek byl méfen pétkrat a ze zaznamenanych hodnot byl spocten aritmeticky primeér

a smérodatna odchylka.
Stanoveni viskozity gelt

Viskozita piipravenych gelli byla méfena pomoci rota¢niho viskozimetru Myr V2-L pii
pouziti specidlniho néstavce pro méfeni gell a spindla PB, PC, PE a PF, které jsou také
specialné vyvinuty pravé pro meétfeni geli. Méfeni probihalo stejné jako u stanoveni
viskozity Sampoént. Kazdy vzorek byl méfen pétkrat a ze zaznamenanych hodnot byl

spoCten aritmeticky primér a smérodatna odchylka.

4.3.13. Priprava peelingu s obsahem stfibrnych kavovych slupek

Pro ptipravu peelingu s obsahem KS jako abrazivni slozky byl pouzit zéklad télového
lotionu, viz Tabulka 3 stim, rozdilem, Ze obsahoval méné vody, z divodu piidani
stiibrnych kavovych slupek do formulace. Do pfipraveného zikladu byly sklenénou

ty¢inkou ru¢né vmichany 3 g namletych stfibrnych kavovych slupek.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Stiibrné kavové slupky jsou jako vedlejsi produkty kavy studovany pro svou antioxidacni
nebo anti-aging aktivitu, UV ochranu ¢i pro svou nutricni hodnotu. Pozornost je jim
vénovana také proto, Ze se jedna o surovinu s nizkymi naklady, udrzitelnou a bezpe¢nou
pro pouziti vkosmetice. VétSina studii se vSak zaméfuje na stanoveni aktivity
u chemickych latek, které byly zjistény v KS, ne vSak u samotnych KS ¢i kosmetickych
piipravkia obsahujicich KS. V kapitole bude diskutovana piiprava extraktt z KS, vysledky
obsahu kofeinu v extraktech KS, jejich mikrobialni aktivita, dale pak mira SPF

¢1 hydratace u ptipravkd.

5.1 Priprava extraktii ze stfibrnych kavovych slupek

V prvnim kroku bylo nezbytné pfipravit ze stiibrnych kavovych slupek vodné extrakty.
Ty byly pfipraveny pomoci postupt popsanych v kap. 4.3.1. Metodou macerace za studena
bylo po filtraci tedy ziskdno 70 ml maceratu tmavé barvy a slehkou kdvovou vini.
Extrakce za studena méla niz$i vytéznost a timto postupem bylo ziskano cca 50 ml
extraktu. Extrakt mé¢l velmi tmavou az ¢ernou barvu a jemnou kavovou vini. Nejméné
ztratovy byl postup piipravy nalevu, kdy za pouZiti 93 ml vody bylo ziskdno 80 ml nalevu,
ktery barevné odpovidal maceratu sjemnou kavovou vini. Ziskané extrakty jsou

zobrazeny na Obréazek 5 a tyto byly nésledné pouzity pfi dal§ich experimentech.

EXTRALT K5
BR PoRfskk

Obrazek 5 Vodné extrakty z KS

Zisk extraktii z KS 1ze dle dostupnych studii rozdélit do dvou kategorii. Prvni technika je
prost¢ louhovani slupek za studena ¢i tepla po piesné stanovenou dobu ve vodé
¢1 organickych rozpoustédlech. Vyluh se nésledné filtruje a extrakt je moZné poté zahustit
na odparce. Techniku macerace vyuzil také Rodrigues [57], ktery ve své studii o permeaci
kofeinu z maceratu z KS vyuzil macerace 1 g KS v 20 ml smési etanol:voda (1:1). Takto

ziskany macerat byl do pouziti uchovavan v lednici pii 4 °C. Macerace KS v 50% roztoku
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etanolu byla popsana i ve studii [31], kdy byly slupky macerovany po dobu 24 h a poté
filtrovany. Macerat byl zahustén na odparce a opét skladovan v lednici. Technika prostého
louhovani byla proto pouzita i v naSem experimentu pro piipravu maceratu, extraktu
a nalevu za pouziti vody jako rozpoustédla. Voda byla zvolena na zaklad¢ potieby
zakomponovat extrakty do KP. Druhou technikou zisku extrakti je vyuziti fyzikéalnich
metod ke zvySeni vytéznosti extrakce. Zde mizeme zaradit extrakci pomoci ultrazvuku.
Kterou pro sviij experiment vyuzili také studie [27], [30]. Sonikace pomoci ultrazvukové
lazné ¢i sondy vede k vyraznému urychleni doby extrakce. Za pouziti ultrazvukové 1azné
byly vnasem experimentu pfipraveny extrakty v etanolu a dichlormethanolu pro
mikrobiologické testovani a stanoveni obsahu kofeinu v extraktu. Dosazené vysledky jsou

diskutovany nize.

5.2 Stanoveni obsahu kofeinu v extraktu ze stfibrnych kavovych slupek

pomoci plynové chromatografie

V dalsim kroku bylo nezbytné zjistit, jaky je vlastni obsah kofeinu v KS extraktech. Jelikoz
k tomuto stanoveni bylo potiebné pouzit plynovy chromatograf DANI MASTER GC,
musel byt pfipraven extrakt z KS v dichlormethanolu. Pro stanoveni bylo nutné pfipravit
kalibra¢ni fadu roztokl kofeinu v dichlormethanolu v koncentracich 1-0,0025 %. Z ploch
pikti uvedenych v Tabulka 6 byl sestaven graf (Obrazek 6) a dle rovnice piimky byla
spoctena koncentrace kofeinu v extraktu. Chromatogram extraktu z KS je zobrazen na
Obrazek 7. Analyza prokazala krom¢ pfitomnosti kofeinu s retenénim casem
tr = 21,33 min i pfitomnost druhé latky s retenénim Casem tg = 22,38 min, ktera nebyla
metodou identifikovana. Je predpokladdano, Ze se jedna o jeden z derivatl kofeinu, ktery se

podaftilo vyextrahovat spole¢né s kofeinem do dichlormethanolu.
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Tabulka 6 Plochy a vysky piki zméfenych na GC

Koncentrace kofeinu [%] Plocha [mVs] Vyska [mV]
1 2264,8 319.9
0,1 153,0 55,3
0,02 41,5 17,0
0,01 20,7 8,3
0,005 9,1 3,7
0,0025 6,2 2,7
Extrakt z KS 36,2 14,5
@ Plocha piku ——Linearni (Plocha piku)
2500

2000 -
1500 |
2
>
E
1000 y = 2274,7x - 15,366
£ R? = 0,999
a.
500
0 T T T
0,2 0,4 0,6 0,8 1

-500
Koncentrace kofeinu [%]

Obrazek 6 Kalibra¢ni fada extrakt z KS v dichlormethanolu
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Obrazek 7 Chromatogram extraktu z KS v dichlormethanolu
Obsah kofeinu v extraktu KS byl roven 0,023 %, zvolenou metodou extrakce z KS do
dichlormethanolu pomoci ultrazvukové lazné byl tedy ziskan extrakt s obsahem kofeinu

0,31 mg/ml.

Vedlejsi produkty kavy vcetné KS jsou chemicky charakterizovany jak z hlediska
nutriéniho, tak z hlediska potencidlnich kontaminantii vytvofenych vysokymi teplotami
behem prazeni. Nejbéznéj$i metodou stanoveni obsahu latek v KS je HPLC, kterou pouzil
také Gottstein [21] pro stanoveni mnoZstvi kofeinu v KS. Kofein byl analyzovan podle
némecké referen¢ni metodiky pro stanoveni kofeinu v kavé a kdvovych vyrobcich. Stiibrné
kavové slupky (1 g) byly smichany s5 g oxidu hofe¢natého a smés byla zalita
100 ml vody. Roztok byl zahtivan na 90 °C po dobu 20 min. Po temperaci byl roztok
doplnén na 100 ml a pfefiltrovan. Vzorek byl analyzovan pomoci HPLC-DAD (detektor
s diodovym polem). Koncentrace kofeinu u druhu arabika byla stanovena na
0,80 = 0,002 g/100 g. Vysokoucinna kapalinovd chromatografie byla pouzita i v dalsi
studii. Methanolové extrakty z KS ziskany pomoci sonikace ultrazvukovou lazni
a stanoveny pomoci HPLC-MS/MS obsahovaly dle Caprioliho [28] 1,00-3,59 % kofeinu.
Extrakci do dichlormethanolu, ktera byla pouzita v diplomové préci, zvolil také Belay [58],
ktery stanovoval obsah kofeinu v kdvovych zrnech pomoci UV/VIS spektrofotometrie.
V zrnech Gediyo bylo po extrakci stanoveno mnoZzstvi kofeinu na 1,01 + 0,04 %. Béhem
naSeho exerimentu se pomoci extrakce do dichlormathanolu a plynové chromatografie

podafil prokézat obsah kofeinu v KS v mnozstvi 0,022 %, z dostupnych studii vSak
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vyplyvéa, ze vysledky jsou zavislé na metod¢ extrakce, dobé sonikace, zvoleném

rozpoustédle a typu analyzy.

5.3 Mikrobiologické testovani extraktu ze stiibrnych kavovych slupek

V dal$im kroku jsme chtéli ovéfit, zda i vodné extrakty ziskané z KS disponuji néjakou
protimikrobni aktivitou. Proto byly provedeny diskové difuzni testy (viz kap. 4.3.3). Po
uplynuti doby kultivace mikroorganismt byly na plotnach s difiznimi disky zméteny
inhibi¢ni zony, které uvadi Tabulka 7. Lze tedy fici, Ze inhibice nastala u Cistého kofeinu
u bakterie Escherichia coli. Velikost inhibi¢nich zoén byla rovna 3,5 a 4 mm. Nepatrna
inhibi¢ni zéna (0,5 mm), byla pozorovana na plotnach s Escherichia coli u 5% roztoku
kofeinu v dichlormethanolu. Srovnatelnd inhibice byla pozorovdna 1 u bakterie
Staphylococcus aureus u 1% roztoku cistého kofeinu v dichlormethanolu. Pfipravené
extrakty z KS (vodné, etanolické i v dichlormethanolu) neinhibovaly zadny z testovanych
mikroorganismi. Divodem mize byt nizky obsah ucinné latky (kofein)

v ptipravenych extraktech.

Antimikrobidlni aktivita extraktl ze stfibrnych kavovych slupek byla testovana Také ve
studii [35] pomoci méfeni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) proti grampozitivnim
1 gramnegativnim bakteriim a kvasinkam. Extrakty nevykazovaly zadnou aktivitu proti
C. albicans, P. aeruginosa. Pozitivni vysledky vSak byly sledovany v rozmezi 31,3 pg/ml
az 250 mg/ml u bakterii S. aureus, S. epidermis, E. coli, K. pneumoniae v zavislosti na
pouzitém systému rozpoustédel. Diskovou difuzni metodou, kterda byla pouzita
1 v naSem experimentu, testoval €innost extraktl ze zelenych kdvovych zrn 1 Wagemaker
[42]. Pro stanoveni byly pouzity zakladni MO (S. aureus, E. coli, S. epidermis,
P. aeruginosa, C. albicans). Na disky bylo naneseno 50 pl vzorku. Inhibi¢ni zdény
u bakterii byly vrozmezi od 9-19 mm, vSechny testované vzorky tedy v urcité mife
inhibovaly bakterie. Vysoky stupenl inhibice byl zaznamendn u kvasinky (C. albicans).
Vyse uvedené studie neodpovidaji vysledklim, kterych jsme dosahli béhem vlastniho

experimentu, kde nebyla zjisténa zadna antimikrobidlni aktivita u extraktt z KS.
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Tabulka 7 Vysledky diskové difuzni metody testovanych extrakt z KS a roztokti kofeinu

Inhibi¢ni z6ny [mm]
Testované vzorky
SA EC CA
Extrakt z KS NI NI NI NI
Macerat z KS NI NI NI NI
Nalev z KS NI NI NI NI
Extrakt v dichlormethanolu z
0,5 NI NI NI NI NI

KS
Kofein 100 % NI NI 3,5 4

5 NI NI 0,5 0,5 NI NI

1 0,5 NI NI NI NI NI
Roztok kofeinu v 0,5 NI NI NI NI NI NI
dichlormethanolu | 0,1 NI NI NI NI NI NI

0

) 0,02 NI NI NI NI NI NI

0.01 NI | NI | NI NI NI NI

0,005 NI NI NI NI NI NI
Extrakt v etanol z KS NI NI NI NI
Etanol 96 % NI NI NI NI

Poznédmka NI = non inhibition — bez inhibi¢ni zény

5.4 Charakterizace chemickych vlastnosti extraktii ze stfibrnych

kavovych slupek

U ziskanych vodnych extrakti bylo stanoveno povrchové napéti pomoci tenziometru
KRUSS-EasyDyne za pomoci Wilhelmyho desti¢ky. Vysledky méfeni jsou uvedeny
v Tabulka 8. U vSech extraktli byl pozorovan mirny vliv na snizovani povrchového napéti
vuci destilované vodé, ktera vykazovala hodnotu 71,60 £ 0,00 mN/m. U nalevu bylo
pozorovano sniZzeni povrchového napéti na hodnotu 50,90 + 0,00 mN/m. Nejméné snizoval
povrchové napéti macerat a to na hodnotu 68,70 + 0,01 mN/m. Prikaz vlivu KS extrakt

na povrchové napéti mlze byt vyuzit u KP sobsahem povrchové aktivnich latek
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k podpofeni jejich aktivity. Na zéklad¢ téchto zjisténi byly extrakty pouzity k pfiprave

Sampontl, u kterych byla teorie ovérena. Vysledky méteni jsou uvedeny v kapitole 5.6.1.

Tabulka 8 Stanoveni povrchového napéti u 1% roztokt extrakt s KS

Mérené roztoky v [mN/m] 6 [mN/m] t [°C]
Voda 71,6 0,00 24,7
58,1 0,01 25,0
Extrakt 59,5 0,01 25,0
59,9 0,02 25,2
68,7 0,01 25,4
Macerat 67,7 0,01 25,6
68,2 0,01 25,6
50,9 0,00 25,6
Nalev 52,0 0,01 25,6
52,4 0,01 25,7

Dalsim sledovanym parametrem bylo méfeni pH. Hodnoty pH byly stanoveny pomoci pH
metru ETLEC s pH sondou THETA90 HC 103. Extrakt z KS vykazoval hodnotu
pH 4,722 + 0,006, macerat m¢l podobnou hodnotu pH jako extrakt, a to 4,854 + 0,006.
Nejvyssi z naméfenych hodnot byla zjisténa u nélevu z KS, kdy bylo pH rovno
4,878 £ 0,002. Extrakty mély pH odpovidajici fyziologickému pH kize, cozZ je zddouci pro
jejich aplikaci do KP. Namétené hodnoty uvadi Tabulka 9.
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Tabulka 9 Stanoveni pH extraktt s KS

Pocet méreni Hodnota pH [1]
Extrakt KS Macerat KS Nalev KS

1 4,70 4,84 4,88

2 4,72 4,86 4,88

3 4,73 4,84 4,87

4 4,73 4,86 4,88

5 4,73 4,87 4,88
Primér 4,722 4,854 4,878
Smérodatna

odehylka priméru 0,006 0,006 0,002

5.5 Hodnoceni krémii a télovych lotioni s vyuzitim extrakti ze

stfibrnych kavovych slupek

Krémy s obsahem extraktti z KS byly pfipraveny dle kap. 4.3.5. viz vySe. Krém zéklad,

tj. krém bez obsahu extraktii z KS byl bilé barvy a bez vyrazné viné. Krémy s obsahem

extraktli z KS mély béZovou aZ hnédou barvu a vliné byla jemna kavova. Pfipravené krémy

(Obrazek 8) vykazovaly dobrou stabilitu a pfi skladovani pti nizsi teploté (4 °C), nedoslo

k zadnému rozpadu ptipravené emulze.

Obrazek 8 Vyrobené krémy bez (vlevo) a s extraktem z KS (vpravo)

Télové lotiony s obsahem extrakti z KS mély diky niz§Simu obsahu tukové slozky

vyrazné€j$i hnédou barvu. TaktéZ u nich byla pozorovana jemna kavova viné. Zakladni
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formulace t€lového lotionu byla bilé barvy a nevykazovala zadnou typickou viini. T€lové
lotiony (Obrazek 9) byly pti skladovani pii teploté 4 °C stabilni a béhem doby skladovani
(30 dni) nedoslo k jejich rozpadu.

Obrézek 9 Ptipravené télové lotiony bez (vlevo) a s extraktem z KS (vpravo)
5.5.1. Stanoveni hodnoty SPF u krémii a télovych lotionii

U vyrobenych krémt nebyla naméiena zadna hodnota SPF (Tabulka 10). Formulace krému
s obsahem extrakti z KS tedy nevykazuji ochranné vlastnosti pied sluneénim zarenim.
U formulace télového lotionu s macerdtem KS bylo zméteno SPF 1. U zbyvajicich
formulaci byla hodnota SPF nulova. U zakladni formulace télového lotionu bylo u dvou
z péti méfeni odecteno SPF 1. Chyba mohla nastat v disledku nespravné rozetfené¢ho
vzorku. Vysledky méfeni krémi a t€lovych lotiont taktéz ukazaly na to, ze obsah extraktli

KS ve formulaci nepfispél k ochrané ptred UV zafenim.

Tabulka 10 SPF krémt a télovych lotionti

Pocet méreni SPF [1]

A B C D E F G H
1 0 0 1 0 0 0 0 0
2 0 0 1 0 0 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0 0 0
4 1 0 1 0 0 0 0 0
5 1 0 1 0 0 0 0 0

A — télovy lotion zaklad, B — krém zéklad, C — télovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,
E — télovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — té€lovy lotion s nalevem z KS, H — krém
s ndlevem z KS

Ochrana proti slunecnimu zafeni byla v souvislosti s KS meéfena za pouziti latek

(kofein, kyselina chlorogenova) jez jsou ve slupkach obsazeny. Kolektiv autord [39]




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

hodnotil in vivo uCinnost 2% a 10% koncentraci kofeinu a kyseliny chlorogenové
v emulzich typu voda v oleji. Kyselina chlorogenovd v emulzi vykazovala SPF 10,1
maximalni absorp¢ni vlnové délky 324 nm. Kyselina chlorogenova izolovana z bobt
Coffea arabica byla hodnocena in vitro ve studii [38], kde vykazovala SPF 16 pii
koncentraci 40 pg/ml. Tento vysledek potvrzuje zavéry autort, ze kyselina chlorogenova je
fotostabilni UVA/UVB molekula a mé& prokazatelné fotoprotektivni vlastnosti.
Srovnatelnych vysledkti jako nas experiment dosahl také Rosado [59] ve své studii, kdy
hodnotil SPF potencidl piipravku obsahujictho 2,5 % kofeinu. Samotny kofein
neposkytoval dostatecnou ochranu. Nicméné ve spojeni s chemickymi filtry
(ethylhexylmethoxycinnamat a avobenzon) a fyzikalnimi filtry (oxid titanicity) mél na
hodnotu SPF synergicky efekt. Vzorky s chemickymi filtry bez obsahu kofeinu vykazovaly
hodnotu SPF 15,43. Obsah kofeinu ve formulaci zvysil SPF na 19,34. Studie tedy
prokazala, ze 1ze docilit vyssiho SPF pomoci pfidani kofeinu aniz by bylo potieba zvySovat

mnozstvi UV filtru ve formulaci.

5.5.2. Senzorické hodnoceni krémii a télovych lotionu

Pro wucelené¢ poznatky o pfipravenych formulacich bylo provedeno senzorického
hodnoceni, zaméfeno na jejich roztiratelnost, barvu a vini. Pfipravené vzorky byly
podrobeny potadové zkouSce i1 parové porovnavaci zkousce jednostranné. Pro lepSi
orientaci v hodnoceni byla jednotlivym vzorkiim pfidélena pismena, pod kterymi byly

vyhodnocovany.
— A - télovy lotion zéklad
— B - krém zéklad
— C - télovy lotion s maceratem z KS
— D - krém s maceratem z KS
— E - télovy lotion s extraktem z KS
— F - krém s extraktem z KS
— G - télovy lotion s nalevem z KS

— H - krém s ndlevem z KS
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5.5.2.1 Parova porovnavaci zkouSka jednostrannd

Pro hodnoceni pomoci parové porovnavaci zkousky byla na zacatku stanovena nulova
hypotéza, tzn. Ze mezi hodnocenymi vzorky nejsou statisticky vyznamné rozdily,
tj. ze vzorky jsou si rovny (A = C; B =D; C =D; E = F; G = H). Poté byla stanovena
hypotéza alternativni, tzn. ze vzorek C > A; D> B; C > D; E > F; G > H. Tedy, Ze vzorky

C, D, E, G jsou v posuzovaném znaku intenzivnéjsi (1épe roztiratelné).

Po provedeni parové porovnavaci jednostranné zkousky se podatilo prokazat, Ze na hladin¢
vyznamnosti 5 % jsou vzorky D, E a G Iépe roztiratelné nez vzorky C, F, H. U zbyvajicich
hodnocenych dvojic C—A, C-D testové kritérium nepadlo do kritického oboru, byla piijata
nulova hypotéza, ze mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil v roztiratelnosti.

Hodnoty testovych kritérii a kritickych obort zkousSek jsou uvedeny v Tabulka 11.

Tabulka 11 Hodnoty pro vyhodnoceni parové porovnavaci zkousky

Testové kritérium F [1] Kriticky obor Fy¢ [1]
C/A 1,83 2,23
D/B 2,40 2,25
C/D 1,83 2,23
E/F 2,40 2,25
G/H 4,66 2,45

A —télovy lotion zaklad, B — krém zaklad, C — télovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,
E — télovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s nalevem z KS, H — krém

s nalevem z KS

5.5.2.2 Poradova zkouska

Pro ur€eni potadi roztiratelnosti vzorkli A az D byl pouzit Friedmaniv test. Opét byla
stanovena nulova hypotéza H, Ze mezi vzorky nejsou statisticky vyznamné rozdily.
A také hypotéza alternativni A, tj. Ze mezi vzorky existuje alesponl jeden, ktery se lisi od
jiného ¢i jinych. Vysledky byly vyhodnoceny, dany do tabulky a pro kazdy vzorek byl
spocten soucet poradi (T1). Tato hodnota byla pouzita pro vypocet testového kritéria (FR).
Kritickd hodnota (FRy) pro Friedmantv test byla pro vypocet roztiratelnosti rovna 10,84
[60]. Pokud platilo, Ze FR > FRyi, pak byla nulovd hypotéza zamitnuta a piijata
alternativni hypotéza, tedy Ze mezi vzorky existuje alespont jeden, ktery se liSi ve

sledovaném znaku (roztiratelnosti). K uréeni rozdilu konkrétnich vzorki byla pouzita
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Némenyiho metoda vicendsobného parového porovnavani zavislych vybéru, tj. ze rozdily
jsou u vzorki, pokud plati ze, |Ti - Tj| > q;.4, kdy kriticky obor (q;.,) byl roven hodnoté
35,6 [60] pro hladinu vyznamnosti 1 %. Druhd skupina vzorkii C az H byla hodnocena
stejnym postupem. V tomto piipadé byla posuzovana barva a viné vzorkl. Kriticka

hodnota (FRy,i) pro Friedmantv test byla v tomto ptipadé rovna 14,48. [60]

V Tabulka 12 Ize vidét, ze podminka FR > FRyj platila pro hodnoceni barvy a viin€. Zde
hodnota testového kritéria padla do kritického oboru. Byla tedy zamitnuta nulova hypotéza
a pfijata hypotéza alternativni. Na hladin€ vyznamnosti 1 % bylo moZné tvrdit, Ze mezi
vzorky existoval alesponn jeden, ktery se liSil od jiného ¢i jinych. U hodnoceni
roztiratelnosti byla potvrzena nulova hypotéza, tedy Ze mezi vzorky nebyl statisticky
vyznamny rozdil. U hodnoceni barvy a viiné byla nésledné pouZzitd Némenyiho metoda
vicendsobného péarového porovndvani zavislych vybéra. Vysledky rozdili souctu potadi
uvadi Tabulka 13 a Tabulka 14. Kriticky obor pro Némenyiho test byl roven hodnot¢ 35,6.
[60]

Tabulka 12 Hodnoty pro vyhodnoceni potfadové zkouSky

Testové kritérium FR [1]

Kriticky obor FRy [1]

Roztiratelnost 7,28 10,84
Barva 54,32 14,48
Viné 18,25 14,48

Podminka |Ti - Tj| > qi.« je v Tabulka 13 zvyraznéna tucné. S 99% spolehlivosti se tedy
podafilo prokazat, ze rozdil v sytosti barvy existuje mezi vzorky C-E, D-E, D-F, E-G,
E-H, F-G, F-H. Lze konstatovat, Ze vzorek E (t€lovy lotion s extraktem z KS) ma syt¢jsi
barvu nez vzorky C, D, G a H a vzorek F (krém s extraktem z KS) ma syté&;si barvu nez
vzorky D, G, H. Vysledky senzorického hodnoceni barvy krému a télového lotionu

ukézaly, ze vzorky obsahujici extrakt z KS mély nejsytéjsi zbarveni.
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Tabulka 13 Rozdily souctu potadi pro Némenyiho test hodnoceni barvy

Srovnavané vzorky
C D E F G
D
19
Srovnavané | E
-39 -58
vzorky F
-30 -49 9
G
16 -3 55 46
H
10 -9 49 40 -6

C — télovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS, E — télovy lotion s extraktem z KS, F —
krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s nalevem z KS, H — krém s nalevem z KS

Viné formulaci s obsahem extrakti z KS byla lehce kdvova a pfipominala jemnou vini
kavy. Viné nebyla nijak vyrazna ani ostrd. Hodnota testového kritéria u Friedmanova
testu viné padla do kritického oboru a na hladin€ vyznamnosti 1 % bylo prokazano,
ze mezi vzorky existuje rozdil, Némenyiho metodou se vSak na stejné hladin€¢ vyznamnosti
nepodaftilo prokazat, které¢ vzorky jsou odlisné. Blizka hodnota testovému kritériu 35,6
byla mezi vzorky C—H a to 35. S 99% spolehlivosti bylo tedy u hodnoceni viiné prokézano,
Ze je mezi nimi alesponi jeden vzorek, ktery se 1i$i od jinych, nepodaftilo se vSak se stejnou

spolehlivosti prokézat, o ktery vzorek se jedna.

Tabulka 14 Rozdily souctu poradi pro Némenyiho test hodnoceni viné

Srovnavané vzorky
C D E F G
D
19
Srovnavané | E
30 11
vzorky F
30 11 0
G
6 -13 -24 -24
H
35 16 5 5 29

C — télovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS, E — té€lovy lotion s extraktem z KS, F —

krém s extraktem z KS, G — t€lovy lotion s nalevem z KS, H — krém s nalevem z KS
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5.5.3. In vivo hodnoceni krémi a télovych lotioni
Hydratace

V ramci in vivo hodnoceni vyrobenych produkt byl zméfen i jejich hydratacni potencial.
Byla tedy stanovena i hodnota hydratace klize bez odmasténi, jez byla v ¢ase 0 rovna
32,9 kj (korneometrickych jednotek). Uprava pokozky pomoci fyziologického roztoku
s SDS po dobu 4 h snizila hydrataci na 28,7 k.j. Zhodnoceni rozdili v % vaci oSetfené

pokozce pomoci fyziologického roztoku s SDS v ¢ase 0 ukazuje Tabulka 15.

Tabulka 15 Rozdily hydratace vii¢i hodnotam métenym v Case 0.

5 Rozdil hydratace [%]
Cas [h]

A B C D E F G H
1 17 49 42 60 45 26 113 58
2 40 73 64 87 72 57 108 80
3 44 80 93 91 74 74 105 76
4 70 92 106 104 62 81 113 79
24 29 57 48 62 32 46 51 50

A —télovy lotion zaklad, B — krém zaklad, C — télovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,
E — télovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s nalevem z KS, H — krém
s ndlevem z KS

Vysledky ukézaly, ze hodnota hydratace kiize se vyrazné zvysila u vSech testovanych
vzorkl, a to v ¢ase 1-4 h po jejich naneseni na odmasténd mista. Nejvyraznéjsi narist
hydratace nastal u vzorku G (té€lovy lotion s ndlevem z KS), kdy byla hodnota hydratace
oproti oSetfené kiizi v ¢ase 0 zvySenda o 113 % a C (télovy lotion s maceratem z KS),
kdy byla hydratace zvySena o 105 %. Z Obrazek 10 je zfejmé, Ze hydratace kize po
aplikaci vSech vzorkil v Case rostla a do 4 h od naneseni. Dale, po 24 h od jejich aplikace
se zvysila u vSech testovanych vzorkd, nejvice to bylo o 62 % u vzorku
D (krém s maceratem z KS) a nejméné o 29 % u vzorku A (t€lovy lotion zaklad). U vzorki
télovych lotiont, 1ze pozorovat zvysenou hydrataci u formulaci s obsahem extrakti z KS
oproti zdkladni formulaci a lze tedy tvrdit, Zze extrakty z KS mély pozitivni vliv na
celkovou miru hydratace. V ptipad¢ testovanych krému byla pokozka hydratovana nejlépe

krémem s maceratem z KS. U dalSich dvou testovanych formulaci obsahujici extrakty z KS
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(extrakt a nalev) vSak hodnoty hydratace nebyly vyrazné vyssi nez u krémového zékladu.

V tomto pfipad¢ nelze obsahu extraktl z KS pficitat vliv na hydrataci kiize.

OA EB BC ™D OE EF EG BH

60

Hydratace [k.j.]

S LSLSSS LTSS SIS

1 2 3
Cas [h]
Obrazek 10 Vliv formulaci na hydrataci kiize (kontrolni misto - - -; pfirozena pokozka —)

A — télovy lotion zaklad, B — krém zaklad, C — t€lovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,
E — télovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s nalevem z KS, H — krém
s ndlevem z KS

Horni rohova vrstva klize zabranuje odpafovani vlhkosti z pokozky, spole¢né se sebem
slozenym z TAG, voski a MK. Jejich fyziologicka funkce byva Casto narusena nékterymi
KP, naptiklad kosmetikou s vysokym obsahem PAL. Pokozku je proto dulezité chranit
pfed vysuSenim dodanim latek (humektantii a emolientl), které maji vysoky hydrata¢ni
potencial. I Rdoriguez [44] hodnotil hydratacni potencial krémové formulace s obsahem
KS pomoci korneometru (Courage & Khazaka, Némecko), kdy kiize byla prométena
v ¢ase 0 a po 28 dnech denniho nanéseni testované formulace v oblasti o¢niho okoli. Studie
prokdzala  zlepSeni  hydratace  pokozky  zhodnoty 54,74 + 6,57 k.
na 65,54 + 5,67 k.j. Vysledky hydratace naméteny Rodriguezem jsou v porovnani s nasimi
mnohem vyss§i. Pfesto oba experimenty prokazaly, Ze obsah KS nebo extrakti z nich ve

formulaci vede k zvySeni hydratace pokozky. [61, s. 159-161]
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TEWL

Osetfeni pokozky roztokem SDS/fyziologicky roztok ptfed nanesenim vlastnich vzorkl
vedlo ke zvyseni hodnoty trans epidermalni ztraty vody (TEWL) na 9,78 g-m™>h™', pfi¢emz

neoSetfend pokozka vykazovala hodnotu TEWL 8,62 g-m™>h™.

Dale, v prvni hodin¢ po aplikaci testovanych vzorkd bylo mozné pozorovat vyrazny rozdil
snizovani TEWL u jednotlivych vzorkii, coz bylo zplisobeno nedokonalym vstiebanim
nekterych vzorkl, kdy se na pokozce tvoril film, ktery ovliviioval vysledky méfeni.
Nedokonalé vstiebavani je nejvice patrné u vzorki F (krém s extraktem z KS)
a C (t€lovy lotion s maceratem z KS), u kterych je hodnota TEWL nejnizsi. Tvorba filmu
tak méla pozitivni vliv na sniZeni hodnoty TEWL a nedokonalé vstiebavani tak paradoxe

vedlo k lepSim vysledkiim.

Po dvou hodinéch jiz byly formulace dostatecné vstifebany do ktize a méfeni prokazalo,
ze testované formulace mély pozitivni vliv na hodnotu TEWL. Vyrazné snizeni nastalo
u nekolika vzorki. Formulace A (télovy lotion zédklad), snizovala po 2 h testovani TEWL
0 22 %, kdy byla méfena hodnota 8,42 g¢:m™>h" a po 24 h dokonce o 26 % s mé&fenou
hodnotou TEWL 8,03 g-m™-h™". Vzorek t&lového lotionu s maceratem z KS snizoval po 2 h
od aplikace TEWL dokonce o 38 % a naméfend hodnota byla rovna 6,51 gm™>h™.
Vyrazné snizeni TEWL po celou dobu méfeni nastalo také u vzorki D (krém s maceratem
z KS), E (télovy lotion s extraktem z KS), F (krém s extraktem z KS) a H (krém s nalevem
z KS). Nejmensi vliv na snizeni hodnot TEWL m¢la formulace G (t€lovy lotion s nalevem
z KS), kde nastalo pouze minimalni sniZeni, a to o 1 %. V zavislosti na ¢ase byl klesajici
trend hodnot pozorovén u vzorka C, E, G (t€lové lotiny s maceratem, extraktem a nalevem
z KS) a F, H (krém s extraktem a ndlevem z KS). U ostatnich formulaci nebyla klesajici

tendence jednozna¢né¢ prokdzana (viz Obrazek 11).

U formulaci krémii bylo mozné pozorovat pozitivni vliv obsahu extrakti z KS na snizovani
TEWL oproti zakladni formulaci, kdy vSechny formulace krémii obsahujici extrakty z KS
snizovaly po 24 h testovani hodnotu TEWL o 19 a vice %. Krém bez obsahu extraktti z KS
snizoval po 24 h TEWL o 14 % (hodnota 9,81 g-m=-h™"). U vzorka télovych lotionii nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi formulacemi s extrakty z KS (macerat,
extrakt) a zakladnim télovym lotionem. Z vysledka (Tabulka 16) bylo patné, ze testované
formulace mély pozitivni vliv na snizovani transepidermalni ztraty vody klze, a to i1 po

24 h od jejich aplikace.
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Tabulka 16 Rozdil TEWL vi¢i hodnotdm méfenym v case 0.

y Rozdil TEWL [%]
Cas [h]

A B C D E F G H
1 -22 -14 -29 -18 -25 -29 -7 -25
2 -22 -15 -38 -22 -23 -21 -9 -22
3 -18 -12 =27 -23 -23 -23 -7 -19
4 -18 -17 -19 -18 -15 -20 -3 -23
24 -26 -14 -19 -22 -20 -21 -1 -19

A — télovy lotion zaklad, B — krém zaklad, C — t€lovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,

E — télovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s nalevem z KS, H — krém

s nalevem z KS

10,00

OA BB mC WD OE BF B8G BH

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

TEWL [g-m2-h]

N

NN

TS TTFT TSI

CNNENENN

LTSS

Obrazek 11 Vliv formulaci na TEWL (kontrolni misto - - -; pfirozend pokozka —)

A — télovy lotion zaklad, B — krém zéklad, C — té€lovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,

E — t€lovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s ndlevem z KS, H — krém

s nalevem z KS
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Me¢teni pH ktize
Posledni méfenou veli¢inou v ramci testovani in vivo bylo méfeni pH kize. Primérna
hodnota pH ktize dobrovolnic byla 4,02 £ 0,14. U oSetienych mist pomoci SDS ve

fyziologickém roztoku byla naméfena hodnota pH 4,09 + 0,13. Pfedtiprava méienych mist

tedy nemeéla vliv na vlastni pH ktze.

Naméfené hodnoty pH kiize v ¢ase 0 neptesahovaly u zddného z oSetfenych mist hodnotu
4,04, pokozka byla tedy po predipravé mirné¢ kysela (Obrazek 12). V 1. hodiné po
naneseni testovanych kréma byl u vSech vzorkd pozorovan nartist hodnot pH nejméné
0 1 % u vzorku F (krém s extraktem z KS) a nejvice o 11 % u vzorku B (krém zéaklad). Ve
2. hoding testovani nastal u hodnot pH rostouci trend, kdy nejvyssi nariist byl zaznamenan
u vzorkll G (t€lovy lotion s nalevem z KS), kde pH vzrostlo o 28 % na hodnotu 4,38
a A (télovy lotion zaklad), kdy byla hodnota pH rovna 4,52 a narast byl vyssi o 26 %.
V case 3-24 h namétené pH klesalo u vzorki A, C, E (t€lovy lotion zaklad, macerat
a extrakt z KS) a D, F, H (krém macerat, extrakt, nalev z KS). U vzorkti B (krém zaklad)
a G (t€lovy lotion s ndlevem z KS) byl pozorovan nariist v hodnotach pH po 24 hodinach
testovani, a to predevS§im u krémového zékladu o 38 % a u télového lotionu s nalevem
z KS 0 30 %. Jediny vzorek, u kterého doslo ke sniZeni pH byl vzorek F (krém s extraktem
z KS) viz Tabulka 17.

Tabulka 17 Rozdil pH vii¢i hodnotam métfenym v ¢ase 0.

5 Rozdil pH [%]
Cas [h]

A B C D E F G H
1 4 11 9 4 4 1 10 6
2 26 24 24 16 16 11 28 23
3 11 18 11 2 2 1 16 10
4 25 18 17 14 14 5 23 15
24 15 38 17 11 11 -2 30 1

A — t€lovy lotion zaklad, B — krém zéklad, C — télovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,
E — t€lovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s ndlevem z KS, H — krém

s nalevem z KS
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Obrazek 12 Vliv formulaci na pH ktize (kontrolni misto - - -; pfirozena pokozka —)
A —télovy lotion zaklad, B — krém zaklad, C — télovy lotion s maceratem z KS, D — krém s maceratem z KS,
E — télovy lotion s extraktem z KS, F — krém s extraktem z KS, G — télovy lotion s nalevem z KS, H — krém
s ndlevem z KS
Obecné lze tedy fici, ze testované formulace vyrazné neménily pfirozené pH kiize
a namé&fené hodnoty se bliZily hodnotam kyselého plasté kozniho, tedy fyziologickému pH
ktze. Nebyl pozorovan vyrazny rozdil mezi formulacemi krému a télového lotionu ve

vztahu k pH kize.

5.6 Priprava geli a Samponi

Dalsi fadu kosmetickych pfipravki mély tvofit gely sobsahem extraktu zKS
(Obrazek 13). Béhem samotné piipravy geli bylo zjiSténo, Ze extrakty z KS ovliviiuji
viskozitu gelu a formulace musely byt pfipraveny s vy$§im mnoZzstvim carbomeru (0,8 %)
oproti zakladni formulaci, kterd obsahovala 0,4 % carbomeru, aby po zesitovani vznikl
viskozni gel. Gely s obsahem extrakti z KS mély sytou hnédou barvu. Kvili obsahu

etanolu ve formulaci nebyla u vyrobenych gelil pfitomné jemna kavova vingé.
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Obrazek 13 Vyrobené gely s obsahem extrakti z KS (z leva extrakt, macerat, nalev) a bez
(transparentni zabarveni)

Stejné jako u piipravy geld i u pripravy Sampont (Obrazek 14) byl pozorovan vliv extrakti
zKS na viskozitu formulace. Sampony s obsahem extrakti z KS mély hnédou barvu

a vonély jemn¢ po kave. Zakladni formulace Sampdont méla svétlou krémovou barvu.

Obréazek 14 Vyrobené Sampony s obsahem extrakti z KS (z leva ndlev, macerat, extrakt)

a bez (svétlé zabarveni)

5.6.1. Charakterizace chemickych vlastnosti vyrobenych geli a Samponi
M¢éteni povrchového napéti Sampont

Povrchové napéti Samponii bylo méfeno pomoci tenziometru KRUSS-EasyDyne metodou
Wilhelmyho desticky. U piipravenych Sampént bylo zjistovano, zda ma obsah extraktii
z KS vliv na jejich hodnotu povrchového napéti. Zakladni formulace Samponu vykazovala
hodnoty povrchového napéti 27,00-27,60 = 0,01 mN/m. U formulaci obsahujici extrakty
hodnota byla rovna 26,80 + 0,01 mN/m. Navzdory tomu, Ze samotné vodné extrakty
povrchové napéti snizovaly, u pfipravenych formulaci se nepodafilo prokézat, ze obsah

téchto extraktli ma vliv na vysledné povrchové napéti vysledné formulace (Tabulka 18).
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Tabulka 18 Stanoveni povrchového napéti u 1% roztoku Samponti

Vzorky v [mN/m] ¢ [mN/m] t [°C]
Voda 70,2 0,00 25,2
27,6 0,01 25,4
Sampén zaklad 27,4 0,01 25,4
27,0 0,01 25,5
27,0 0,01 25,5
Samp(')n macerat 26,8 0,00 25,5
27,0 0,01 25,5
27,1 0,00 25,6
Sampon nélev 26,8 0,01 25,5
26,9 0,01 25,5
26,9 0,00 25,5
gamp(')n extrakt 26,9 0,00 25,5
26,9 0,01 25,5

Viskozita Sampont

Viskozita je velice dileZitym parametrem pro spotiebitele. Produkt musi odpovidat
viskozit¢ idedlni pro jeho uzivani, tak aby lehce tzv. tekl zldhve, ale zaroven byl
dostate¢n¢ viskézni pro snadnou manipulaci. Jiz po namichani formulaci Samponil
s extrakty z KS bylo zfejmé, Ze vlastni pfitomnost extrakti ve formulacich ovlivituje
vyslednou viskozitu produktu. Domnénka vlivu extrakti na viskozitu byla potvrzena
méfenim na rotacnim viskozimetru Myr V2-L. Zékladni formulace Samponu bez
pfidanych extraktd méla viskozitu 39540 + 4320 mPas. U Sampdénu s obsahem maceratu
doslo ke snizeni viskozity na hodnotu 10522 + 295 mPas. Nalev sniZoval u formulace
viskozitu na 958 + 6 mPas. Daleko vyraznéj$i sniZzeni nastalo u Samponu s obsahem
extraktu, hodnota odpovidala 724 + 14 mPas. Z vysledkii uvedenych v Tabulka 19 je
ziejmé, ze obsah extraktl z KS ma tedy vyrazny vliv na vyslednou viskozitu KP,

predevsim s ohledem na zpisob ziskani vlastniho extraktu z KS.
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Tabulka 19 Stanoveni viskozity Sampont

Viskozita [mPas]

Pocet méfeni . Sampén Sampén Sampén nalev
Sampon zaklad

macerat z KS extrakt z KS z KS
1 26860 11100 750 970
2 31370 10640 720 960
3 46570 9450 690 970
4 46410 10420 700 950
5 46490 11000 760 940
Pramér 39540 10522 724 958
Smérodatna

4320 295 14 6

odchylka
Viskozita gelt

Vliv obsahu extrakti z KS na viskozitu byl prokdzan i u vyrobenych geli. Vzhledem

k jejich velmi rozdilné viskozit¢ bylo nezbytné do jejich formulace navysit pocatecni

mnozstvi carbomeru na 0,8 % oproti formulaci zékladni, kde bylo mnoZstvi carbomeru

0,4 %. Pro zédkladni gelovou formulaci byla naméfena viskozita 706345,6 £ 803,2 mPas.

Gely sobsahem extraktl vyrazné sniZzovaly viskozitu zékladni formulace. Pro gel

s obsahem maceratu byla namétena hodnota viskozity 3176,6 + 4,4 mPas. O néco vyssi

viskozitu (10247,4 + 89,6 mPas) vykazoval gel s obsahem nalevu. Nejvétsi vliv na

viskozitu gelu mé¢l, stejné jako v piipad¢ Samponu, obsah extraktu, viskozita byla rovna

217,6 £ 0,9 mPas. Jak u vyrobenych geli, tak 1 Samponti mély tedy extrakty vyrazny vliv

na snizovani jejich viskozity. Nejvice viskozitu snizoval extrakt, poté macerat, naopak

nejméné nalev. Vysledky méteni jsou uvedeny v Tabulka 20.
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Tabulka 20 Stanoveni viskozity geli

Viskozita [mPas]
Pocet méieni Gel macerat z Gel extrakt z
Gel zaklad Gel nalev z KS
KS KS

1 704542 3190 217 10389
2 704542 3168 219 10350
3 706617 3177 217 10303
4 708630 3182 220 9895
5 707397 3166 215 10300
Prumeér 706345.,6 3176,6 217,6 10247,4
Smérodatna

803,2 4.4 0,9 89,6
odchylka

5.7 Priprava peelingu

Pro pfipravu peelingu s obsahem stiibrnych kévovych slupek byla pouzita zakladni
formulace té€lového lotionu. Bohuzel do struktury ptidanych kavovych slupek vnikla volna
voda z formulace a slupky tak neptsobily abrazivné, nejsou tedy k ptipravé peelingu

vhodné. Pfipravend formulace je zndzornéna na Obrazek 15.

Obrazek 15 Peeling s obsahem stiibrnych kavovych slupek




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 77

ZAVER

Diplomova prace pojednava o slozeni zelené a prazené kavy a jejich vlastnostech.
Zamgéiuje se na stiibrné kavové slupky jako vedlejsi produkt prazeni kavovych zrn, jejich
charakterizaci, chemické slozeni a moznosti vyuziti v kosmetickych

1 nekosmetickych oborech.

Vyuziti stiibrnych kavovych slupek v kosmetice bylo ovéteno v praktické ¢asti, kdy byly
piipraveny extrakty ze stfibrnych kavovych slupek, které byly dale analyzovany.
Nasledné byla pripravena fada kosmetickych produkti (krém, télovy lotion, gel, Sampon

a peeling) s obsahem ziskanych extraktt.

Ptiprava vodnych extraktli byla rychlou a snadnou cestou, jak zpracovat stiibrné kavové
slupky, extrakci do vody 1 organickych rozpoustédel 1ze podpofit pomoci ultrazvukové
lazné. Postupem extrakce do dichlormethanolu pomoci ultrazvukové lazné¢ se podaftilo
ziskat extrakt, ktery stanovenim pomoci plynové chromatografie obsahoval kofein
v mnozstvi 0,31 mg/ml, ¢imz se podafilo prokazat, ze stfibrné¢ kédvové slupky obsahuji

kofein.

Mikrobiologické stanoveni extraktd neprokazalo, jejich aktivitu a nelze tak extraktim
ani samotnym stfibrnym kavovym slupkdm pfipisovat antimikrobidlni Uc€inky. Obsah
kofeinu i dalSich latek, jimz jsou antimikrobialni vlastnosti pfipisovany, nebyl v ndmi

pfipravenych extraktech dostatec¢ny.

Vodné extrakty, které byly pouzity pro ptipravu kosmetickych ptipravkl, zabarvovaly
formulace do béZové az hnédé barvy. U vSech formulaci byl po nahrazeni vody extrakty
pozorovan vliv na vyslednou viskozitu produktu. Pro pfipravu gel muselo byt pouzito
dvojnasobné mnozstvi gelotvorného c¢inidla. Viskozita KP je dilezitym parametrem
pfedevSim pro uzivatele a vyrazné snizeni muize mit negativni vliv béhem aplikace

ptipravku.

Ackoliv byl u samotnych vodnych extraktll prokazan vliv na sniZeni povrchového napéti,
na povrchové napéti, vysledné formulace Samponii s obsahem 12 % PAL, extrakty nemé&ly

vliv.

U formulaci krémii a télovych lotionti bylo pomoci neinvazivnich metod na dobrovolnicich
zjisténo, ze ob¢ formulace, s i1 bez extraktl z KS maji pozitivni vliv na hydrataci, TEWL

a vliv na pH pokozky maji relativné maly. Vys§i hydratace kize byla pozorovana
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u formulaci télovych lotionti s obsahem extrakti z KS. Naopak u meéfeni TEWL

se prokdzal pozitivni vliv u formulaci krémti s obsahem extraktt z KS.

Senzorické hodnoceni krémt s 95% spolehlivosti prokazalo vliv extraktu na viskozitu
produktu, kdy krém s obsahem maceratu z KS byl 1épe roztiratelny nez zékladni krémova
formulace. Formulace se na hladiné vyznamnosti 0,1 % liSily v barvé i vini. Bylo

prokazano, ze obsah extraktu z KS zptsobil nejsytéjsi zbarveni formulaci.

Vysledky experimentu prokazaly, ze extrakty z KS v pfipravenych formulacich byly
ucinnou kosmetickou ingredienci a jsou vhodné pro pouziti v kosmetickych piipravcich

urcenych k oSetfeni klize za i€elem hydratace.

Daéle je ziejmé, ze stiibrné kadvové slupky jsou levnou, snadno dostupnou a udrzitelnou
surovinou, kterou lze jednoduchym zplisobem zakomponovat do KP, jimz obsah extrakti

z KS dava pfidanou hodnotu ¢i dokonce zlepSuje jejich funkeci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA

ABTS

AMK

CCK

CRL

DDM

DPPH

DV

FRAP

HaCaT

HDPE

HPLC

KJ

KS

MHA

MIC

MK

MO

MR

MRSA

NDV

o/v

PAL

PE

Akrylamid

2,2—anizo-bis (3—ethylbenzothiazolin—6—sulfonova kyselina
Aminokyselina

Kyselina caffeoylchinova

Lipaza Candida rugosa

Diskova difuzni metoda

1,1- difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
Dietni vlaknina

Ferric reducing antioxidant power
Imortalizované lidské keratinocyty
Vysokohustotni polyetylen

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Korneometricka jednotka

Kosmeticky piipravek

Kavové slupky (stfibrné kavove slupky)
Miieller-Hinton agar

Minimal Inhibitory Concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
Mastna kyselina

Mikroorganismus

Maillardova reakce

Methicilin resistentni Staphylococcus aureus
Nerozpustna dietni vlaknina

Emulze typu olej ve vodé

Povrchové aktivni latka

Polyetylen



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

89

PMMA Polymethylmetharylat
RDV  Rozpustna dietni vlaknina
ROS Reaktivni formy kysliku
SBR Sabourauduv agar

SDS Sodium dodechl sulfat

SPF Sun Protection Factor
TAG  Triacylglycerol

TBHP  Terc—butylhydroperoxidem
TEWL Trans epidermalni ztrata vody
uv Ultrafialové zafeni

UVA  Ultrafialové zafeni alfa
UVB  Ultrafialové zéafeni beta
VIS viditelna oblast zafeni

WHO  Svétova zdravotnicka organizace
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PRILOHA P I: DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI

Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta technologicka
Datum:
Jméno a piijmeni:
DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCEN{ KREMU S EXTRAKTY
Z KAVOVYCH SLUPEK

Ukol 1: Setfad'te piedlozené vzorky podle roztiratelnosti (1 — velmi dobfe roztiratelny,
4 — Spatné roztiratelny). Jedna se o zkousku s nucenou volbou, tzn., Ze kazdy vzorek musi
mit pfidélené jedno ¢islo. (Friedmantv test)

Pomoci Spachtle si naneste vzorek na volarni pfedlokti a prstem jej rozetiete. (soucasné
feste ukol 2)

A B C D

Roztiratelnost

Ukol 2: Ktery z piedlozenych vzorkil je lépe roztiratelny? Svou volbu zakrouzkujte.
(Parova porovnévaci zkouska - jednostranna)

Pomoci Spachtle si naneste vzorek na volarni predlokti a prstem jej rozettete.
A C
B D

Ukol 3: Sefad'te piedlozené vzorky podle barvy/viné (1 — nejsvétlejsi / typickd, 6 —
nejtmavsi / netypicka). Jedna se o zkousku s nucenou volbou, tzn., Zze kazdy vzorek musi
mit pfidélené jedno €islo. Vini hodnotite pro typické aroma kévovych slupek - vedlejsi
produkt pii prazeni kavovych zrn. (Friedmantv test)

Barva Vuné

=il -1l

Ukol 4: Ktery z predlozenych vzorkt je 1épe roztiratelny? Svou volbu zakrouZkujte.
(Parova porovnavaci zkouska — jednostrannd)
Pomoci Spachtle si naneste vzorek na volarni predlokti a prstem jej rozetiete.

C D

E F

G H




PRILOHA P II A: DOTAZNIK PRO UCASTNIKA MERENI, CAST 1

Dotaznik pro ucastnika méreni
Jméno a piijmeni:
Vek:
Pohlavi:
Cislo ucastnika:

Vas soucasny zdravotni stav:

Trpite nyni onemocnénim:

ano

ne

jaké

Lupénka

Ekzém

Rakovina kuze

Jiné kozni problémy

Jizvy, znaménka, vady v mist€ testu

Zarudnuti kiize po slunéni v misté testu

Astma s dennim ptijmem l¢kii

Jiné chronické respiraéni onemocnéni

Diabetes vyZadujici 1é¢bu inzulinem

Onemocnéni imunitniho systému

Alergie na kévu ¢i kofein

Vas zdravotni stav v minulosti:

Prodélal(a) jste v minulosti: ano

ne

jaké

Transplantaci organti

Lécbu maligniho nddoru v poslednich 6 mésicich

Uzivané 1éky:

UZivate pravidelné:

ano

ne

jaké

Léky na koZni onemocnéni

Léky na predpis €i volné prodejné

Imunosupresiva

rrrrrr

Biologicka 1éciva (humira)

Jiné léky

Lécba alergie (injekce, kapky)

Byla posledni davka 1écby poddna minuly tyden

Budou vam v prtibé¢hu studie podany dalsi davky




PRILOHA P II B: DOTAZNIK PRO UCASTNIKA MERENI, CAST 2

Alergie a 1éky:

Mate alergii na:

jaké

Detergenty, Cistici prostfedky

Vin¢ a parfemace

Pletové krémy, lotiny

Antiperspiranty, deodoranty

Léky

Jiné

Dopliiujici:

Zdravotni stav:

ano | ne | jaké

Pro zeny: Jste t€hotna

Navstévujete 1ékare kvili alergii, koZznimu onemocnéni

Mate jiné zdravotni potize

Ukast na studii:

Studie:

Typ:

Datum poslednich testii:

Ucastnil(a) jste se nékdy
kozniho testu

Ugastnil(a) jste se
v soucasné dob¢ jiné studie




PRILOHA P III: INDIVIDUALNI INFORMOVANY SOUHLAS

Individualni informovany souhlas

Pro ucely experimentu v ramci diplomové prace Vam budou na pokozku aplikovany rtizné
testované vyrobky (krémy sobsahem extrakti z KS). VSechny znamé informace
o zkoumanych vyrobcich, dovoluji testovat je na dobrovolnicich.

Cil experimentu. Cilem prace je otestovat odezvu Vasi pokozky na aplikované ptipravky
pomoci méefenych veli¢in (hydratace, TEWL, pH).

Podminky ucdasti. Pfed zahdjenim testovani je potfeba vyplnit dotaznik pro ucastnika

meéfeni, kde jsou informace o VaSem zdravotnim stavu, uzivanych lécich ¢i diivéjsi ucasti
na jiné studii. O Vasi ucasti bude rozhodnuto aZ na zaklad¢é vyplnéného dotazniku.

Metodika testovani. Testy budou provadény studentem magisterského studijniho

programu pod dohledem kvalifikovanych pracovnikil Ustavu technologie tukd, kosmetiky
a detergentli. Metodika zahrnuje epikutanni testy na vnitini strané predlokti.

wewvr

dohodé¢ s vedoucim diplomové prace.

Mozna rizika. Béhem testovani mize dojit k podrazdéni pokozky (zaCervenani, svédéni,
paleni, otok). Mohou se objevit sucha mista. Nejsou o¢ekavany Zadné trvalé nasledky.

Jméno a piijmeni:
Datum:

Podpis:



