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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na vyuziti antioxidantii v dermokosmetickych aplikacich.
V teoretické Casti byla vénovana pozornost jejich roli v ochrané koznich bunék pied
oxida¢nim stresem a schopnosti zpomalovat procesy starnuti. Dale byla popsana
problematika enkapsulace aktivnich latek, v€etné soucasnych trendti v oblasti cileného

transportu a fizeného uvolnovani u¢innych latek v kosmetickych formulacich.

V praktické Casti prace byl enkapsulovan vybrany antioxidant — kvercetin, ktery byl
s dal$imi aktivnimi latkami inkorporovan do krémovych matric. U pfipravenych anti-aging
formulaci byly hodnoceny mikrobiologické, stabilitni, organoleptické ¢i antioxidacni
vlastnosti, a také in vivo U¢innost na pokozku, véetné¢ analyzy zmén kozniho reliéfu.
Vysledky potvrdily antioxida¢ni u€innost formulaci a jejich pozitivni vliv na anti-aging

vlastnosti pokozky.

Kli¢ova slova: antioxidanty, pokozka, starnuti, enkapsulace, krémové formulace,

bioinzenyrské metody, stabilita formulaci

ABSTRACT

The thesis focused on the use of antioxidants in dermocosmetic applications. The theoretical
part focused on their role in the protection of skin cells against oxidative stress and their
ability to slow down the aging process. Furthermore, the issue of encapsulation of active
substances was described, including current trends in the field of targeted transport

and controlled release of active substances in cosmetic formulations.

In the practical part of the work, a selected antioxidant — quercetin was encapsulated
and incorporated with other active ingredients into cream matrices. The prepared anti-aging
formulations were evaluated for microbiological, stability, organoleptic or antioxidant
properties and in vivo efficacy on skin, including analysis of skin relief changes. The results
confirmed the antioxidant efficacy of the formulations and their positive effect on the anti-

aging properties of the skin.

Keywords: antioxidants, skin, aging, encapsulation, cream formulations, bioengineering

methods, stability of formulations
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UVOD

Antioxidanty piredstavuji skupinu latek s rozmanitou chemickou strukturou, piirodniho
¢i syntetického ptivodu. Jejich hlavni funkci je schopnost v nizkych koncentracich omezovat
¢i zcela inhibovat oxidaéni procesy, ¢imz chrani bunky a dalsi biologické struktury pred
poskozenim volnymi radikaly. Oxida¢ni stres, zplsobeny nerovnovahou mezi tvorbou
reaktivnich forem kysliku (ROS) a schopnosti organismu tyto reaktivni slouceniny
neutralizovat, je jednim z hlavnich faktort pfispivajicich k poskozeni koznich bunck,

zanétlivym reakcim i urychlenému starnuti pokozky.

V kosmetickém primyslu jsou antioxidanty vyhleddvany ptedevsim pro své ochranné
aregeneracni UCinky. Napomdhaji k zachovani integrity kozni bariéry, pfispivaji ke
zklidnéni podrazdeni, zvysuji odolnost pokozky vii€i negativnim vnéj$im vliviim a oddaluji
projevy starnuti. Pfedevs§im antioxidanty ptirodniho ptivodu jsou spotiebiteli vnimany jako
bezpecnéjsi a biologicky pfijatelnéjsi. Jejich vyuziti je vSak casto omezeno z diivodu nizké

stability, rozpustnosti ¢i omezené schopnosti prostupovat do hlubsich vrstev pokozky.

Jednim z takovych pfirodnich antioxidantd je kvercetin, flavonoid pfirozené se
vyskytujici v ovoci, zelenin€ €1 nékterych rostlinnych extraktech. Kvercetin vykazuje silny
antioxidacni, protizanétlivy a fotoprotektivni G€inek, coZz z néj Cini perspektivni G€innou
latku pro anti-aging kosmetické formulace. Pro efektivni vyuZiti jeho vlastnosti je vSak
vhodné vyuzit pokroc€ilé technologie, jako je napiiklad enkapsulace, kterd umoziiuje uc¢inné
latky chréanit pted degradaci, zlepsit jejich transportni vlastnosti a zajistit cilené a fizené

uvolfiovani v mistech uréeni.

V poslednich letech se enkapsulace stava nedilnou soucasti moderniho pfistupu
k vyvoji kosmetickych ptipravkld. Aplikace nosiCovych systémdi, jako jsou lipozomy,
nanoemulze ¢i lipidové nanocastice, umoziuje zvysit ucinnost pripravki, zlepsit senzorické
vlastnosti findlnich formulaci a zarovein zvysit 1 bezpecnost pro uzivatele. Pravé kombinace
pfirodnich antioxidantli s moderni enkapsula¢ni technologii predstavuje atraktivni feSeni pfi

vyvoji inovativnich kosmetickych pfipravkl s anti-aging uc¢inkem.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ANTIOXIDANTY

Pojem antioxidant je z chemického hlediska téméf nemozné definovat, kromé definice
¢inidla, které zabraiuje oxidaci. Antioxidanty byly Halliwellem definovany jiz v roce 1990
jako jakékoli latka, kterd mlze vyznamné zpomalit ¢i zabranit oxidaci oxidovatelného
substratu, pokud je pfitomna v nizkych koncentracich ve srovnani s koncentracemi substratu
[1],[2]. Antioxidanty tedy mohou byt definovany jako molekuly mnoha riznych
chemickych struktur, ptirodniho ¢i syntetického ptivodu, schopny v nizkych koncentracich
snizovat ¢i zabranovat oxidaci jinych molekul. B€hem oxida¢ni reakce dochazi k ptenosu
elektrond z latky na oxidacni ¢inidlo, pficemz vznikaji volné radikaly, které spoustéji
fetézové reakce. Antioxidanty reaguji s témito volnymi radikaly prostfednictvim pienosu
svych elektronli ¢i inhibici dal$i oxida¢ni reakce svou vlastni oxidaci, ¢imz dochazi
k ukonceni fetézové reakce a vzniku stabilnich produktti. Antioxidanty jsou diky svym
vlastnostem vyuzivany pievazné v potravindiském, farmaceutickém ¢i kosmetickém

pramyslu [3], [4], [5].

1.1 Klasifikace antioxidantu

Jak jiz bylo zminéno, tak antioxidanty jsou molekuly mnoha riiznych chemickych struktur,
prekurzorem antioxidantli je zdroj piivodu, dle kterého jsou dale kategorizovany do
specifickych skupin [4], [6], jak je pfehledné prezentovano na Obrazku 1 a popsano
v subkapitolach 1.1.1-1.1.2. Dle mechanismu pusobeni oxidacniho stresu na lidsky
organismus jsou antioxidanty kategorizovany na primarni a sekundérni, viz subkapitola

1.3.2, kterd je vénovana této problematice.

Antioxidanty

Fenolické
struktury
Pirodni Syntetické
antioxidanty ] antioxidanty
Nano
antioxidanty
Exogenn{ ~——  Endogenn{
¥ L I 1
Polyfenoly Vitaminy Stopové prvky Karotenoidy Enzymatické Neenzymatické

Obrazek 1 Zakladni klasifikace antioxidanti
(zdroj:upraveno dle [6])




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1.1.1 Ptirodni antioxidanty

Ptirodni antioxidanty 1ze klasifikovat do dvou hlavnich skupin, a to na antioxidanty exogenni
a endogenni. Ty jsou dale d€leny do nékolika podskupin v zavislosti na jejich vlastnostech,
chemické struktufe ¢i mechanismu antioxidacniho tuc¢inku [7]. VétSina piirodnich
antioxidanti byva oznacovana také jako bioantioxidanty. Bioantioxidanty jsou slouceniny,
jenz mimo antioxidacni vlastnosti vykazuji také vlastnosti biologické. Pfirodni antioxidanty
bez biologické aktivity mohou vykazovat spise toxickou aktivitu [8]. Diky svym vlastnostem
jsou piirodni antioxidanty Siroce vyuzivany piedevSim v kosmetickém a potravinaiském

pramyslu, ale také v oblasti farmacie ¢i mediciny [6], [9].
Exogenni antioxidanty

Mezi exogenni antioxidanty patii molekuly béZzné se vyskytujici v pfirod€. Jejich ndzev
vystihuje dostupnost pro organismy zvenci. Nejsou tedy piirozenou soucasti organism, ale
organismy je ziskavaji z potravy ¢i v pfipadé lidského organismu také z doplikti stravy.
Mezi exogenni antioxidanty jsou fazeny polyfenoly, vitaminy, stopové prvky, flavonoidy

a karotenoidy [6], [9], [10].
Endogenni antioxidanty

Do skupiny endogennich antioxidanti jsou fazeny molekuly organismim vlastni neboli
molekuly produkovany télem organismi. Endogenni antioxidanty jsou dale déleny, dle
svych vlastnosti, do podskupin enzymatickych a neenzymatickych endogennich
antioxidantl [6]. Mezi enzymatické endogenni antioxidanty patii kataldza (CAT), superoxid
dismutdza (SOD), glutathion peroxiddza (GPx), peroxiredoxin ¢i thioredoxin. Mezi
neenzymatické endogenni antioxidanty jsou zahrnovany glutathion, kyselina mocova,

bilirubin, fenolické latky, sérovy albumin ¢i transferin [10].

1.1.2 Syntetické antioxidanty

Syntetické antioxidanty jsou déleny na antioxidanty s fenolovymi skupinami ¢i na
nanoantioxidanty [7]. Déale zde mohou byt zahrnuty také syntetické ekvivalenty ptirodnich

antioxidantl, naptiklad syntetizovand kyselina L-askorbova k vitaminu C [9].

Mezi antioxidanty s fenolovymi skupinami jsou fazeny butylhydroxyanisol (BHA),
butylhydroxytoluen (BHT) a tercidlni butylhydrochinon (TBHQ), které jsou vyuzivany

predevsim v potravinafstvi, méné poté v kosmetice ¢i farmacii [6], [9].
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V poslednich letech expanduji nanotechnologie napfi¢ vSemi v&dnimi obory, kdy
vyjimkou nezlstdvaji ani antioxidanty. Sharpe a kol. [11] formuloval definici
nanoantioxidantu (umélého antioxidantu), ktery miize byt navrzen na Grovni nanomeéfitek
v zavislosti na chemickém slozeni, povrchovém ndboji, poméru povrchu k objemu
a povrchové vrstvé nanocastic. NejvyznamnéjSimi zastupci nanoantioxidantii jsou
nanoantioxidanty na bdzi oxidd kovl, ceru, oxidu kiemic¢it¢ho, nanokompoziti,
polydiacetylenu, polysacharidli ¢i proteini. Nanoantioxidanty mohou byt potencialné

vyuzivany ve farmacii a biomedicinskych procesech [12].

1.2 Zdroje a ziskavani antioxidanti

Zdrojem piirodnich antioxidantl jsou predevsim rostliny, jedlé ovoce ¢i zelenina, koteni
a bylinky, které obsahuji vitaminy, fenolické slouceniny, karotenoidy ¢i stopové prvky.
Vysokou antioxida¢ni aktivitu vykazuji napiiklad ostruziny, jahody, borGvky, ¢erny rybiz,
vlasské ofechy, rajcata, hroznové vino, citrusové plody, jablka ¢i olivy. Esencidlni oleje
z kofeni a bylin jako napf. z oregana, tymidnu, majoranky, levandule ¢i rozmarynu
prokazatelné¢ obsahuji bohaté zdroje pfirodnich antioxidacnich molekul, avsak
Zdrojem ptirodnich antioxidanti a dalSich bioaktivnich latek mohou byt také
mikroorganismy, vetné bakterii, sinic, hub ¢i liSejnikd. Ve srovnani s rostlinnymi zdroji
maji tyto organismy rychlejsi rist, diky ¢emuz jsou vyhledavany pro primyslové vyuZiti
pfedevSim v potravinafstvi, kosmetice, 1é¢ivech €1 v zemédélskych aplikacich [7].

Co se tyce ovoce, zeleniny a konkrétn€ i lusténin, zpracovatelsky pramysl se neustale
potykd s problémy minimalizovani vzniku vedlejSich produktii s ohledem na souvisejici
ekologické problémy a socioekonomické ztraty. Napiiklad vyroba dZzust, dfené,
konzervovaného ovoce, dzemt a dalSich, vede ke vzniku velkého mnozstvi vedlejSich
produkta ve formé slupek, jader, semen, listh ¢i stonkt, které se poté stavaji biologickym
odpadem, jehoZ zna¢na ¢ast v§ak miize byt dale zpracovavana diky obsahu velkého mnozstvi
cennych biologicky aktivnich latek [15]. Ve védecké studii [16] bylo zjiSténo, ze naptiklad
vylisky z jablek, konkrétné slupky, jsou dobrym zdrojem polyfenoli. Dal§im ptikladem
ovoce extrémné bohatého na antioxidanty je granatové jablko, mango, ananas, avokado,
papéja, mucenka ¢i lic¢i [15], [17]. Dle vyzkumu [18] na kazdou tunu vyrobené Stavy
z granatového jablka vznikd aZz devét tun vedlejSich produktl, které mohou byt potencialné
dale vyuzivany. Ukazalo se, ze dokonce zhodnocovéanim nejedlych casti ovoce i zeleniny,

coby vedlejSich produktli, jsou ziskavany extrakty s bohatSim bioaktivnim obsahem nez
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u ¢asti jedlych. Gorinstein a Martin-Belloso [19] zjistili, Ze slupky nékterych citrusovych
plodl, naptiklad citronli, pomeran¢t ¢i grapefruitti, obsahuji o 15 % vice fenolickych
sloucenin nezli loupané ovoce. Freitas a Moldao-Martins [20] uvedli také vysoky obsah
karotenoida a vitaminu C ve vedlejsich produktech z ananasu. Tento trend potvrdili ve své
studii také George a Kaur [21], ktefi hodnotili obsah riznych antioxidantii v rajcatech a bylo

zjisSténo, ze slupky rajcat obsahuji vyrazné vEtsi mnozstvi antioxidantt nezli jejich duZzina.

Je vSak dtlezité zdlraznit, Ze v rostlinné vyrobé je klicové udrzovat konstantni né¢kolik
faktorii, zejména klimatické a pidni podminky, obdobi sklizné, podminky pro sklizen

a procesy extrakce, které maji vliv na standardizaci pfirodnich extraktt [15], [17].

Mnoho pfirodnich antioxidantli je obsazeno v rostlinnych matricich a pro jejich dalsi
vyuziti je nutnd jejich separace za pomoci extrakce. Antioxidanty lze separovat z riznych
¢asti rostlin (listt, kotfenti, stonkii, plodid, semen Ci slupek). Kvalita ptfirodnich extraktu,
a predevsim jejich antioxidacni sila poté zavisi predevsim na kvalité pivodniho zdroje, coz
zahrnuje geograficky ptvod, nutriéni aspekty ¢i skladovani, ale také na technologiich
pouzitych pfi jejich extrakci. Neexistuje jeden standardni extrakéni postup pro provadéni
extrakce vSech pfirodnich antioxidantd, z divodu rozdilnych chemickych ¢i fyzikéalnich
vlastnosti, a také z diivodu pfitomnosti antioxidantl ve zcela odliSnych pevnych matricich.
NejbéznéjSim technologickym postupem extrakce je pouziti organickych rozpoustédel,
nasledovano extrakci superkritickymi tekutinami, vysokym hydraulickym tlakem,
mikrovlnami nebo ultrazvukem. Po extrakci je nutno antioxidanty stabilizovat z diivodu
jejich nachylnosti k degradaci béhem skladovani ¢i pii jejich zalenéni do produkth
z divodu vysoké citlivosti na teplotu, pH, svétlo, kyslik ¢i vlhkost prostfedi. Stejné jako
u extrakce neexistuje univerzalni metoda pro stabilizaci antioxidanti. NejbéZnéjsi techniky
prvotni stabilizace 1ze rozdélit na chemické procesy, jako je koacervace a molekularni
inkluze, ¢i mechanické procesy, mezi které patii suSeni rozprasovanim, fluidnimi procesy,
chlazeni rozpraSovanim, emulgovani a suSeni vymrazovanim. NejCastéji pouzivanou
technikou je vSak suSeni rozprasovanim, vzhledem k nizkym ndkladim a snadné
pouzitelnosti antioxidanti pro dal$i stabilizacni postupy, jelikoz po tomto procesu
antioxidanty maji formu praSku s ¢asticemi o velikosti nékolika mikrometrt. Stabilizace
antioxidantl po prvotnim kroku se obvykle dosahuje vyrobou kapsli, jejichz jadro je tvoieno
antioxidantem a ochranny obal kapsle je vétSinou vyroben z polysacharidi, proteini nebo
lipidd. Zapouzdieni antioxidantl poskytuje ochranu bioaktivnich latek pied degradaci

zpusobenou vnéjSimi faktory, usnadituje manipulaci s antioxidanty, zabrafiuje odpatfovani



16 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

tékavych sloucenin, jako jsou esencidlni oleje, a maskuje negativni organoleptické vlastnosti
ptirodnich antioxidantl. Dale umoziuje také fizené uvoliovani zapouzdienych antioxidantt

[15], [17].

Syntetické antioxidanty na bazi fenolovych skupin BHA a BHT jsou ziskdvany
z vedlejsich produktii vznikajicich pti zpracovani ropy. Molekula BHA je slozena ze smési
dvou izomernich organickych sloucenin 2-terc-butyl-4-hydroxyanisolu a 3-terc-butyl-4-
hydroxyanisolu, chemicky syntetizovana z 4-methoxy fenolu a izobutylenu. Molekula BHT
je chemicky syntetizovdna z 4-methylfenolu s izobutylenem katalyzovana pomoci kyseliny
sirové [22], [23]. V ptipadé TBHQ se jednad o derivat hydrochinonu substituovany terc-
butylovou skupinou [24].

Syntetické nanoantioxidanty je mozZno pfipravit hned n¢kolika chemickymi postupy,
jako naptiklad srazenim, koprecipitaci, sonifikacnimi postupy, sol-gely, mikrovinng
¢i hydrotermalné. AvSak za ucelem snizeni expozice organisml a zivotniho prostiedi
toxickym chemikaliim, se stale vice uplatituje pfiprava nanoantioxidanti cestou ,,Green
Chemistry*. Princip spociva v ziskani biologického materidlu pro pfipravu nanoantioxidantt
z mikroorganismd, fas, rostlin ¢i zeméd¢€lského bioodpadu, nasledovano extrakci téchto
materiali. Poté jsou do biologického extraktu za optimalizovanych podminek ptidavany

kovové prekurzory, coz vede k vzniku nanoantioxidanti [12].

1.3 Vlastnosti antioxidantua

Pro spravné a uplné pochopeni vlastnosti ¢i plsobeni antioxidantti budou objasnény nize

terminy jako volné radikaly, reaktivni formy kysliku (ROS) ¢i oxidac¢ni stres [7].

1.3.1 Volné radikaly, ROS, oxidacni stres

Volny radikal byva definovén jako jakakoli molekula schopna samostatné existence, jenz
obsahuje neparovy elektron v atomovém orbitalu. Pfitomnost neparového elektronu poté
¢ini volné radikaly nestabilni, a pfedev§im vysoce aktivni. Volné radikaly maji schopnost
byt bud’ donorem elektronu nebo akceptorem elektronu z jinych molekul, coz jim umoziiuje
chovat se jako oxidanty ¢i redukéni €inidla. V biologickych systémech byvaji volné radikaly
casto odvozeny z molekul kysliku, dusiku ¢i siry. Tyto volné radikaly jsou zahrnuty do
skupin nazyvanych reaktivni formy kysliku (ROS), reaktivni formy dusiku (RNS)
¢ireaktivni formy siry (RSS). Skupina reaktivnich forem kysliku zahrnuje superoxidovy

aniont (*O2"), hydroxylovy radikal (OH"), hydroperoxylovy radikal (HO"), peroxid vodiku



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

(H,0»), singletovy kyslik ('[O2]) a kyselinu chlornou (HCIO). Reaktivni formy dusiku jsou
odvozeny od oxidu dusnatého reakcei s kyslikem za vzniku peroxynitrilu a RSS jsou tvofeny
z thiola reakci s ROS. Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou produkovany béhem bunécného
cyklu a funkénich aktivit, pfiCemz hraji klicovou roli v bunécné signalizaci, apoptdze,
genoveé expresi €i transportu iontd. Nadmérné mnozstvi ROS vSak miize mit negativni
ucinky na organismy, protoze se jedna o vysoce reaktivni molekuly schopné poskozovat
biologické struktury v jadie nebo na membranach bunék. Volné radikdly a ROS mohou
vznikat nejen pfi zakladnich metabolickych procesech v lidském téle, ale také z vnéjSich
zdrojl. Termin oxidac¢ni stres oznacuje stav oxida¢niho poskozeni, jenz nastava pti naruSeni
rovnovahy mezi tvorbou volnych radikalti a antioxida¢ni obranou organismu. Tento stav je
spojen s poskozenim Siroké Skaly makromolekularnich struktur, véetn¢ lipidd, proteint
a nukleovych kyselin. Kratkodoby oxidaéni stres muze byt vysledekm odpovédi tkani na
poranéni zplsobené traumatem, infekci, tepelnym poranénim, toxiny nebo nadmérnym
zatézovanim organismu. Naopak dlouhodoby oxidacni stres vyznamné ptispiva k rozvoji
zanétlivych onemocnéni, ischemickych poruch, neurologickych onemocnéni a dalSich

zdravotnich problému [7], [25], [26].

1.3.2 Lidska onemocnéni spojovana s oxida¢nim stresem

Reakce volnych radikdlt vedou k progresivnim nezadoucim zméndm, které jsou
s pfibyvajicim vékem bezné, avsak jejich mira mize byt ovlivnéna genetickymi faktory
nebo environmentalnimi vlivy, jeZ nasledné moduluji rozsah posSkozeni zplisobeného
volnymi radikaly [25], [27]. Rostouci pocet nemoci ¢i poruch, stejné jako samostatny proces
starnuti prokazuje souvislost s teorii starnuti oxida¢nim stresem, ktery je zaloZen na

strukturnim poskozeni makromolekul, konkrétné lipidi, nukleovych kyselin ¢i proteinti, coz

vvvvv

Rakovina a kardiovaskuldrni onemocnéni jsou hlavnimi chorobami vznikajicimi
z volnych radikalt [25]. Iniciace, podpora a progrese rakoviny, stejné jako vedlejsi ucinky
ozafovani ¢i chemoterapie, jsou spojovany s nerovnovahou mezi ROS a antioxidacnim
obrannym systémem. Iniciace rakoviny je spojovana s chromozomalnimi defekty a aktivaci
onkogenu, jelikoz endogenni reakce volnych radikalii, pfevazné ty iniciované ionizujicim
zafenim, mohou vést ke vzniku nadoru [29]. Oxidacni stres pfispiva také k rozvoji
kardiovaskularnich onemocnéni. Polynenasycené mastné kyseliny jsou hlavni soucasti
lipoproteint s nizkou hustotou (LDL) v krvi, kdy oxidace téchto lipidovych slozek hraje

zasadni roli naptiklad pii ateroskleréze. Vysokd hladina oxidovaného LDL vede
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k poskozovani krevnich cév a miize vést k tvorbé aterosklerotickych platli. Kromé této
skute¢nosti je také oxidovany LDL cytotoxicky a mize ptfimo posSkozovat buiiky obsazené
v cévnim systému [25]. Oxidacni stres také predstavuje klicovy modulacni faktor
v patogenezi fady neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Parkinsonova choroba,
Alzheimerova choroba ¢i roztrousend skleroza, stejné tak jako u nékterych metabolickych

poruch, naptiklad diabetes mellitus [25], [30].

Vyzkum [31] naznacuje skuteCnost, ze poSkozeni volnymi radikaly, l1ze kontrolovat
adekvéatni antioxida¢ni obranou, a ze optimalni ptijem antioxidacnich zivin mtze pfispét ke

zvySeni kvality zivota ¢i pozitivn€ ovlivnit délku Zivota.

Antioxidanty jsou molekuly, které redukuji volné radikély ¢i snizuji rychlost jejich
produkce, diky schopnosti zachycovat volné radikaly, kterd vSak muze byt rozdilna.
Antioxidacni aktivita ¢i kapacita mize vyznamné korelovat s poc¢tem aktivnich skupin
antioxidantu, pfedev§im hydroxylovych a aminovych, a také s pozicemi téchto funk¢nich
skupin v potfadi meta <para <ortho, od nejnizsi aktivity po nejvyssi. Antioxidanty mohou
pusobit prostfednictvim nékolika mechanismi, nejen vychytdvanim radikalt, ale také
chelataci iontd pfechodnych kovil, rozkladem peroxidu vodiku nebo hydroperoxidi,
zhasenim aktivnich prooxidantii, posilovanim endogenni antioxida¢ni obrany, ¢i napiiklad
opravou vysledného poSkozeni bun€k volnymi radikaly. Na zakladé téchto skutecnosti je
mozné klasifikaci uvedenou v kapitole 1.1. doplnit o rozdéleni antioxidantli na primarni
antioxidanty neboli antioxidanty pferuSujici fetézce ¢i na antioxidanty sekundérni,
preventivni antioxidanty. Primarni antioxidanty aktivné inhibuji oxida¢ni reakce
vychytavanim ROS ¢i1 RNS, prostfednictvim darovani vodiku a vytvareni stabilnéjSich
produktl, zatimco sekundarni antioxidanty puasobi nepfimo prostiednictvim chelatace
kovovych iontl a dalSimi specifickymi ucinky [7], [12], [13]. Antioxidanty by po ptidani do
systému, jenz je potieba stabilizovat, meély znamenat prodlouzeni induk¢éniho obdobi, to vSak
zaleZi na 1) mnoZzstvi antioxidantu pfidaného do urcité koncentrace, i) médiu, ve kterém se

antioxidant nachazi a také iii) na dobé& zabudovani antioxidantu [33].

Antioxidanty v organismu tvofi komplexni antioxida¢ni obranny systém, ktery zahrnuje
jak endogenni enzymatické a neenzymatické, tak exogenni antioxidanty. Tyto komponenty
spolecné pfispivaji k udrzeni redoxni homeostizy v téle. Prvni obrannou linii tvoii
enzymatické antioxidanty, jenZ neutralizuji primarni reaktivni formy kysliku. Druhou linii
predstavuji predevS§im neenzymatické antioxidanty, zahrnujici jak endogenni latky, tak

exogenni antioxidanty, jez U¢inné zachycuji a inhibuji volné radikaly a oxidanty. Tteti
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obrannou linii tvofi buné¢né opravné mechanismy, které zabramuji dal$imu §ifeni oxidacniho

poskozeni a podileji se na reparaci poskozenych struktur [34].

1.3.3 Vlastnosti jednotlivych skupin antioxidanti

Polyfenoly jsou rozsadhlou skupinou sekunddrnich metaboliti rostlin zahrnujicich
flavonoidy, fenolové kyseliny, lignany ¢i stilbeny. Dosud bylo identifikovano vice nez 8 000
ruznych typt polyfenolt. Polyfenolické slouceniny se nachazeji v mnoha rostlinach, véetné
¢ajovnikovych listli, semen hroznti, bortivek, granatového jablka nebo v mandlich, Spenatu
¢i tfeSnich. Mechanismy Uc¢inku polyfenolt zahrnuji protizanétlivou a imunitni stimulaci,
detoxikaci, antioxida¢ni modulaci ¢i zménu genové exprese [35]. Védecky vyzkum [36]
potvrdil, ze tyto slouceniny ptisobi vice moznymi cestami a udrzuji tak homeostazu tkani
prostfednictvim vice mechanismu. Polyfenoly se v§ak vyznacuji a jsou pouzivany predevsim
[37] provedena na mysich modelech také antimutagenni ¢i antikarcinogenni vlastnosti, pii
lokalnim ¢i perordlnim podéavani polyfenolti. Polyfenoly obsahuji benzenové kruhy
s pfipojenymi hydroxylovymi, “OH skupinami. Na poctu a poloze —OH skupin poté zavisi

antioxidac¢ni aktivita polyfenola [35].

Nejrozsitfené)si a nejvyznamnéjsi skupinou polyfenolil jsou flavonoidy. Je znamo vice
néz 5000 flavonoidd, kdy chemicky sdileji zakladni strukturu sestavajici se ze dvou
aromatickych kruht, které jsou spolu vazany tfemi atomy uhliku, coz vytvafi okysliceny
heterocyklus. V ptirod¢ se flavonoidy vyskytuji ve formé glykosidl, které jsou sloZeny
z vlastniho flavonoidu (aglykonu), napfiklad kvercetinu ¢i rutinu a uhlovodiku.
Mechanismus Uc¢inku flavonoidl vychazi ze skutecnosti, Ze vétSina flavonoidl se vyskytuje
ve formé rezonancné stabilizovanych aniontovych radikali, coz umoziuje vychytavani
témet vSech typd volnych radikélt ¢i ROS, a také maji vysokou afinitu k singletovému
kysliku. Flavonoidy jsou schopny také inhibice riznych faktort, které indukuji tvorbu ROS,
¢imz zabranuji jejich dalSi tvorb&. Antiradikalova aktivita flavonoidl je podpotfena také

schopnosti absorbovat ultrafialové (UV) zafeni. Dalsi dilezitou vlastnosti flavonoidi je

rrrrr
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reakcich. Vychytdvanim volnych radikali dochazi k inhibici oxidaénich procest

membranovych lipid, coz vede kuvolnovani kyseliny arachidonové, ktera je poté

-----

1ze na zaklad¢ poloh a poctii hydroxylovych skupin rozdélit do podttid flavonold, flavont,
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flavonant, antokyanti ¢i isoflavonll. V prumyslovych aplikacich nachazeji uplatnéni
predevsim zéstupci z podttidy flavonold, a to kvercetin, myricetin, rutin, morin ¢i kemferol

[35], [38], [39].

Fenolové kyseliny jsou polyfenolové slouceniny, které 1ze rozd€lit na dva hlavni typy
vychazejici bud’ z kyseliny benzoové, naptiklad kyselina gallova, ¢i z kyseliny skoticove,
napiiklad kyselina kavova. Fenolové kyseliny se volné vyskytuji v ovoci ¢i v zelening, avSak

v zrnech, semenech, otrubach ¢i slupkach byvaji obvykle vazany [35].

Vitaminy jsou skupiny komplexnich organickych sloucenin pfitomnych v potravinach,
nezbytné pro zdravi organismi. Nékteré vitaminy vSak mohou byt syntetizovany z jinych
zdroju, naptiklad UV zafeni je kli¢ové pro syntézu vitaminu D. Vitaminy jsou odliSovany
od ostatnich Zivin diky své vyrazné chemické povaze a funkci. Obecné jsou vitaminy déleny
do dvou hlavnich skupin, a to na vitaminy rozpustné ve vodé, zahrnujici komplex vitaminl
B a C, ¢i na vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E a K). Antioxidacni aktivita je pfipisovana
predevsim vitaminim E a C, diky jejich schopnosti reagovat s volnymi radikaly, zejména
peroxylovymi a singletovym kyslikem, a také vitaminu A. Vitamin E, neboli tokoferol, je
pokladan za nejhojnéj$i a nejicinngj$i lapac peroxylovych radikald, za vzniku
tokoferoxylovych radikali, v biologickych lipidovych strukturdch, jako jsou bunécné

membrany ¢i LDL. Vitamin C je schopen poté redukovat tokoferoxylové radikaly

podporujici antioxida¢ni i€innost vitaminu E [39], [40].

Stopovym prvkem se rozumi jakykoliv chemicky prvek, ktery je v organismu obsaZen
ve velmi malém mnoZstvi, obvykle do 0,1 % objemu. Stopové prvky lze klasifikovat jako
nutriéné esencialni, pravdépodobné esencialni ¢i potencialné toxické. Nutriéné esencialni
prvky jsou nezbytné pro spravné fyziologické a metabolické funkce. V lidském téle bylo
zinek, selen, mangan, chrom, jéd a molybden. Nedostatek ¢i nadbytek nékterého ze
stopovych prvkl mize zptlisobit rizné zdravotni problémy ¢i ovlivnit vyvoj a riist organismu.
Antioxidacni aktivita se li§i v zavislosti na rozdilnych vlastnostech stopovych prvka.
Stopové prvky jsou kritickymi slozkami pro fadu procesti a jejich nedostatek miize vést také
k naruSeni celkového antioxidacniho systému. Méd’, mangan, selen a zinek ptisobi jako
kofaktory antioxidacnich enzyma, které chrani télo pfed ROS. Pro méd’ plati urcita
rovnovaha, jelikoz se jedna o redoxni stopovy prvek. Méd’ mize iniciovat reakce volnych

radikalt, avsak také je kofaktorem SOD, enzymu pohlcujiciho volné radikaly [41], [42].
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Karotenoidy jsou pfirodni lipofilni pigmenty, jez jsou kumulovéany v lipoproteinech,
bunéénych membranach a intracelularnich lipofilnich systémech. Chemicky lze popsat
karotenoidy jako tetraterpeny primarn¢ slozené z izoprenovych jednotek a uhlikovych
skeleti bézné tvofenych zpolyenovych fetézcii. Karotenoidy lze na zakladé jejich
chemickych struktur klasifikovat do dvou hlavnich podskupin, a to na karoteny a xantofyly.
Hlavnim rozdilem podskupin je pfitomnost kysliku v chemické struktufe xantofyli.
Karotenoidy obsahuji vice nez 700 ptirozen¢ se vyskytujicich pigmentti, produkovanych
predevsim rostlinami, zvitaty ¢i mikroby. Karotenoidy zodpovidaji za barevnost ovoce ¢i
zeleniny. Jsou také nezbytnou soucasti lidské stravy a maji zasadni vliv na lidské zdravi,
predevsim pro své antioxidacni, cytoprotektivni ¢i fotoprotektivni vlastnosti [43]. Mezi
karotenoidy, jez jsou vyznamné pro lidské zdravi, patii beta a alfa karoten, kryptoxantin,
lykopen, lutein a zeaxanthin [44]. Antioxida¢ni aktivita karotenoidi je dana jejich
schopnosti zhaset volné radikaly ¢i singletovy kyslik. Pro antioxida¢ni aktivitu karotenoida
jsou klicové konjugované dvojné vazby v molekulach, které¢ urcuji Gcinnost fyzikalniho
zhéaSeni. Fyzikalni zhaSeni zahrnuje pfimy pienos energie mezi karotenoidy a radikaly, navic

karotenoidy jsou schopné u¢inné deaktivovat molekuly, které volné radikaly produkuji [43].

Syntetické antioxidanty jsou obecné antioxida¢né ucinnéjsi a z chemického hlediska
Cistéj$i nezli antioxidanty ptirodni [6].

Antioxidant BHA je bila voskovita latka nejcastéji dostupna ve formé vlocek ¢i tablet
zndma pod oznacenim E-320 a BHT je bila krystalicka pevna latka oznacovéana jako E-321.
Vzhledem ke své chemické struktufe jsou tyto antioxidanty velmi t€kavé, a proto neni
doporucovano jejich pouziti pro tepelné procesy. Mechanismus ptisobeni téchto antioxidantti
spoc¢iva v zabranovani peroxidace lipidli pomoci donoru vodiku, ¢imz dochazi k pferuseni
volné radikdlové autooxidacni fetézové reakce, vysledny oxidovany fenolovy iont je
nasledné stabilizovan vlastni rezonanci benzenového jadra. Antioxidant TBHQ je dostupny

ve formé prasku, zndmy pod oznacenim E-319 [6], [9].

Antioxidacni aktivitu nanoantioxidantl lze pficist jejich katalytickym ¢i redoxnim
vlastnostem, a také schopnosti oscilovat mezi riiznymi oxida¢nimi stavy. Nanoantioxidanty
disponuji nékolika vyhodami vii¢i béZznym antioxidantiim, pfedevs§im zvysenou biologickou
dostupnosti, fizenym uvoliiovanim, cilenym dodavadnim systémli na misto urceni,

biokompatibilitou ¢i vysokou stabilitou [12], [45].
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1.4 Aplikace antioxidanta

vewr

a potravinaiském prumyslu, ¢i ve farmacii [7]. Aplikace antioxidanti v téchto odvétvich, na
zaklad¢ jejich klasifikace dle zdroje ptivodu, jsou popsany v nasledujicich kapitolach mimo

vyuziti v kosmetickém prumyslu uvedeném v kapitole 2.

1.4.1 Aplikace pfFirodnich antioxidanti

V disledku trendu o usilovani zdravéjSich navyka ve spolecnosti a také z legislativnich
narokl tykajicich se bezpecnosti potravin, 1é¢iv ¢i kosmetiky, jsou v poslednich letech
zadangjsi a vyhledavangjsi vice antioxidanty pfirodniho pivodu. Tuto skute¢nost potvrzuje
také omezované pouziti velmi zndmych a G€innych antioxidantii syntetické¢ho ptivodu BHA
a BHT, které jsou jiz naptiklad v Japonsku zcela zakazény [4], [5]. Tyto antioxidanty
predstavuji potencialni zdravotni rizika, kterd jsou spojena s kontaminaci chemickymi
prekurzory nebo toxickymi rozpoustédly pouzivanymi pfi jejich pfipravé, stejné jako
s tvorbou nebezpecnych vedlejSich produktii, naptiklad pfi jejich rozkladu, viz studie [46].
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) dokonce zatadila antioxidant BHA

mezi podezielé karcinogeny skupiny 2B [6].

Potravinaisky pramysl se zaméiuje na vyuziti pfirodnich antioxidanti k prodlouzeni
trvanlivosti produktil, coZ zvySuje bezpecnost potravin a spotiebitelsky vybér zdravejSich
produktti, jelikoZ pfirodni antioxidanty vyuzivané v potravinach zachovavaji nutri¢ni obsah
a minimalizuji zdravotni rizika souvisejici s oxida¢nim stresem. V potravinatském prumyslu
jsou vyhledavany ptfedevSim antioxidanty, které neovliviiuji senzorické vlastnosti ¢i cenu
potravin. Prodlouzeni trvanlivosti potravin pomoci antioxidantll je spjato pfedevsim se
zabranénim oxidace nenasycenych dvojnych vazeb mastnych kyselin zaclenénim
antioxidantll do tuki ¢i olejil jako konzervacénich latek. Oxidace lipida je hlavni ptfic¢inou
zhorSeni kvality mnoha typt potravin, jelikoZ vede ke Zluknuti potravin, ¢imzZ jsou zhorSeny
senzorické vlastnosti, ¢i k produkci potencidlngé toxickych reakénich produktd.
Antioxidanty, jakoZto konzervac¢ni latky, je mozno vyuZit napiiklad v masnych ¢i mléénych

vyrobcich [47].

V posledni dobé bylo provedeno nékolik studii zamétujicich se na pouZiti pfirodnich
antioxidantl ke konzervaci a zlepSeni senzorickych vlastnosti masa a masnych vyrobku [48].
Ve védecké studii [49] byly vyuZity ke konzervaci masa hroznové vylisky, jez se ukazaly

jako ucinné konzervanty hovéziho masa a vyrobki z n¢j. Ze tii testovanych typit hroznovych
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vyliskii byla nejsiln€jsi antioxidacni aktivita pfipisovana vyliskiim z ¢erveného vina bez
pecek, pricemz vsechny byly u¢inngjsi nezli standardné pouzivany sificitan. V obdobné
studii Munekata a kol. [50] byl testovan extrakt z arasidu, ktery vykazoval vyssi antioxidacni

aktivitu v porovnani se syntetickym antioxidantem BHT.

Diky obsahu velkého mnozstvi antioxidacnich latek patii mlééné vyrobky mezi
nejzajimavejsi  a nejslibnéj$i  potraviny s ohledem na jejich antioxidacni aktivitu.
Nejvyznamnéj$imi antioxidanty v mlééném tuku jsou konjugovana kyselina linolova, beta
karoten, vitamin A, E, D i C, koenzym Q10, fosfolipidy a antioxida¢ni aktivitu mohou
vykazovat také biopeptidy, které jsou produkovany pii fermentaci ¢i zrani syri. Je vSak
nutno zminit, ze zastoupeni antioxidantl v mléce je rozlisné v zdvislosti na rtznych
faktorech. Vliv na zastoupeni antioxidantli v mléce miize mit faze laktace zvitete, tepelné
oSetfeni mléka ¢i vyziva zvifat. Behem poslednich let bylo zkoumano nékolik ptirodnich
zdrojl jako moznych antioxidacnich posilovac¢i mléka k vyrovnani rozdilného mnozstvi
obsahu antioxidantl, zvySeni kvality a nutri¢nich hodnot potravin ¢i k vyvoji novych
funkcnich potravin [48]. V tomto sméru napiiklad Alenisan a kol. [51] zkoumali vliv
extraktu z ¢erveného ZenSenu na fyzikdlné-chemické parametry, senzorické vlastnosti
a antioxidacni aktivitu mléka. Na zakladé vysledkil autofi dospéli k ndzoru, Ze rostlinnymi
extrakty lze pln¢é nahradit syntetické konzervaéni latky a zvySit antioxidacni vlastnosti
kone¢nych produkt, aniz by doslo ke zméné nutriéniho profilu. Zahrnuti sloucenin
bohatych na antioxidanty, naptiklad z potravinového odpadu, jiz do krmiv pro zvifata, by

mohlo zlepsit antioxidacni kapacitu a kvalitu potravin, a také celkovy stav zvifat [48].

Antioxidacni potravinové doplitky ¢i funkéni potraviny obsahujici antioxidanty, jako
naptiklad vitamin C, a-tokoferol, rostlinné fytochemikalie, extrakt ze zeleného Caje ¢i
hroznovych semen, zaznamenaly na soucasném trhu obrovskou poptavku. Mezi
nejvyhleddvanéjsi dopliiky stravy obsahujici komplex antioxidantl patii napiiklad spirulina,

chlorella ¢i zeleny jeCmen [52].

Mimo jiz zminéné pozitivni vlastnosti a vlivy antioxidantll na lidské zdravi jsou
antioxidanty ve farmacii vyuzivany také jako pomocné latky ve farmaceutickych
formulacich, kde zachovavaji G¢innost, bezpecnost a stabilitu bioaktivnich sloucenin ¢i
terapeutickych ¢inidel. Farmaceuticky primysl vyuzivd také mnoho antioxidant
v biomedicinskych produktech, ptfikladem mohou byt medicinské produkty k hojeni ran

s obsahem vitaminu E [7].
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Antioxidanty jsou casto pridavany také do primyslovych produktd, zejména jako
stabilizatory v palivech ¢i mazivech. Napiiklad v benzinu jsou vyuzivany k zabranéni
polymerace, kterd vede k znecisténi motoru. Dale jsou také Siroce vyuzivany k prevenci
oxida¢ni degradace polymeri, konkrétné pryzi, plastii ¢i lepidel, kde oxidace zplsobuje
ztratu pevnosti €i elasticity materiali [47]. DalSim primyslovym vyuzitim antioxidantl je
jejich zakomponovéani do obalovych materidli pro zajiSténi bezpecnosti, stability ¢i

konzervace balenych produkti [53].

1.4.2 Aplikace syntetickych antioxidanti

Jak jiz bylo zminéno, tak syntetické antioxidanty, jsou z hlediska antioxidacni aktivity
ucinnéjsi nezli antioxidanty pfirodni. Syntetické antioxidanty jsou vyuzivany také kvuli
nizké pofizovaci ceng, stabilité ¢i reprodukovatelnosti [6].

Antioxidanty BHA a BHT nachdzeji vyuziti pfedevSim v potravinafském primyslu pii
vyrobé oleji, kde oba antioxidanty vykazuji vysokou antioxida¢ni Uc¢innost pievazné
v zivocisnych tucich, méné vsak v tucich ¢i olejich rostlinnych. Déle mohou byt vyuzivany
v obalovych materidlech pro potraviny, krmivech, méné v 1é¢ivech &i kosmetice. Dle Utadu
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) je vSak maximalni mozné davkovéani do 0,02 % na
mnozstvi oleje ¢i tuku. V rostlinnych tucich a olejich je bézné uzivany TBHQ, kde vykazuje

vvvvv

stabilita [6], [9].

Rozvojem nanotechnologii vznikaji nova kreativni feSeni pro 1é€bu poruch
a onemocnéni souvisejicich s oxidacnim stresem, diky vyssi antioxida¢ni U€innosti proti
antioxidantim pfirodnim, a proti antioxidantim syntetickym nepiedstavujici zdravotni
rizika. Je vSak nutnd potieba dalSich vyzkumu predevsim v 1ékatské a farmaceutické oblasti
k ptekonani toxikologickych omezeni au nanoantioxidantd na bazi kovii pro potieby

dlouhodobé 1écby a piiblizeni technologii potiebam klinické praxe [45].
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2 ANTIOXIDANTY V KOSMETOLOGII

V dnesni dob¢ je stale vice vénovana pozornost tématiim, jako je ekologie a udrzitelnost.
Z téchto divodl, se mnoho spotiebitelti odvraci od syntetickych chemikalii vyuzivanych
v kosmetickych produktech ve prospéch piirodnich alternativ, doufajice, Ze tyto kosmetické
produkty nejsou skodlivé pro zdravi a jsou Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi. V zavislosti na
téchto trendech, v poslednich letech vzrostl zajem také o ucinky ptirodnich antioxidantt,
vzhledem k jejich bezpecnosti a pouzitelnosti v kosmetickych produktech. Antioxidanty
vyuzivané v kosmetice jsou ¢asto oznacovany jako kosmeceutika. Termin kosmeceutikum
je definovan jako kosmeticka surovina obsahujici aktivni latky s vlastnostmi podobnymi
1é¢iviim. Zakomponovani antioxidanti do kosmetickych produktii pfindsi také stabilizacni

¢1 konzervacni vyhody [39].

2.1 Ocxidac¢ni a antioxidacni systémy kiize

Kuze je nejvetsi organ lidského téla, jenz jej chrani pred vnéjSimi vlivy prostfednictvim
udrzovani homeostazy, zadrzovanim Skodlivych mikrobl ¢i chemikalii a blokovanim
slune¢niho zareni. Kiize je d€lena na tfi zakladni Casti, a to epidermis, dermis a subcutis,
z nichz kazda ma své specifické slozeni, funkce ¢i vlastnosti. Epidermis neboli pokoZka je
nejzevnéjSi vrstvou tvofenou keratinocyty, melanocyty, Langerhansovymi buikami
a mechanoreceptory v podobé Merkelovych bunék. Na ziklad¢€ sloZeni, epidermis zasadné
ovliviiuje vzhled, texturu, hydrataci ¢i zbarveni klize. Epidermis je dale déleno na stratum
corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum a stratum basale. Stratum
corneum (SC), jenz obsahuje keratinocyty bez bunécnych jader, tzv. korneocyty, je
nejsvrchnéj$i vrstvou kize. Jednd se o selektivné propustnou heterogenni epidermalni
vrstvu, kterd poskytuje ochranu proti poskozeni okolnim prostfedi a zaroven udrzuje
hydrataci pokozky. Dermis neboli Skara je stfedni vrstvou kize, tvofena vazivovymi
kolagenovymi a elastinovymi vlakny, mezi nimiZ jsou rozptyleny bunky, pletené krevnich
cév, nervové pletené, v€etné nervovych zakonceni, mazové ¢i potni Zlazy, vlasové folikuly
a vdolni ¢asti také tukové bunky. Dermis zodpovida za pevnost a pruznost kuze.
Hypodermis neboli podkozni vazivo tvoii nejvetsi cast kiize, a to z 10-15 % télesné
hmotnosti u zena z 15-20 % u muzd. Hypodermis je tvofeno tukovymi bunkami —
adipocyty, z ¢ehoz vyplyva funkce hypodermis spocivajici v tvorbé energetickych zasob

[39], [54].
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Kize je chranéna pevnym ochrannym systémem, jenz zahrnuje SC jako primarni
bariéru a komplexni antioxidacni obranny systém zajist'ujici udrzeni redoxni homeostazy
pokozky. Avsak maloktera tkan je vystavovana tak velkému oxida¢nimu stresu, jako prave
kize. Na kozni tkan pisobi endogenni i exogenni zdroje ROS, ¢imz muze dochézet

k naruseni redoxni rovnovahy [55], [56].

Endogenni ROS jsou neustdle produkovany jako vedlejsi produkty bunécného
metabolismu v mitochondriich, peroxisomech, endoplazmatickém retikulu (ER) ¢i enzymem
NADPH oxiddzou (NOX), ktery je pifitomen téméf ve vSech vrstvach kuze.
V mitochondriich dochazi k pfeméne 1-5 % spotiebovaného kysliku na <O;", jehoz
nadmérnd tvorba v disledku dysfunkce mitochondrii zvySuje riziko poskozeni DNA
a apoptozy. V peroxisomech vznikéd béhem B-oxidace mastnych kyselin peroxid vodiku,
obdobné jako pti sklddani proteini v ER. Redoxni rovnovdaha v ER je udrzovana
gluthathionem ¢i glutathiondisulfidovym cyklem, avSak pfi nadmérné zatézi dochazi
k akumulaci H2O; anaruseni rovnovahy. Mezi hlavni exogenni faktory pfispivajici

k oxida¢nimu stresu patii UV zéfeni a latky znecist'ujici ovzdusi [56].

Antioxidanty pfitomné v kiizi vykazuji gradient v lidské epidermis, konkrétné vyssi
hladiny v bazélnich vrstvach a niz$i v hornich vrstvach kize, coz mize byt vysvétleno
postupnym vycerpavanim antioxidantl z hornich vrstev kaze v dasledku neustalého
vystavovani kiize vnéjSimu okoli. Také bylo zjisténo, ze epidermis vykazuje vySsi
antioxidac¢ni aktivitu v porovndni s vrstvou dermis. Hladiny antioxidantt jsou vSak postupné

snizovany vlivem vnitinich i vnéjsich faktorti podilejicich se na starnuti ktize [39], [55], [56].

Kli¢ové antioxidacni enzymy zahrnuji SOD, CAT a GPx. Enzym SOD, pfitomen
v mitochondridlni matrix, je schopen vychytavat <O, a katalyzovat jej na H>O> a kyslik (O>).
Tento proces je zasadni, nebot’ *O>” miize v klizi vyvolat peroxidaci lipidl, degradaci
kolagenu ¢i poSkozeni DNA, coZ nésledné vede ke zméné koZnich stavi, jako je zvrasnéni
ktze ¢i pigmentace. V soucasné dob¢ byly v kiizi identifikovany tfi formy SOD s riznymi
kovalentné vazanymi latky zahrnujici méd’ (Cu), zinek (Zn) ¢i mangan (Mn), pficemz bylo
zjisténo, Ze Cu/Zn-SOD vykazuje vyssi hladiny u mizu nezli u zen. Enzym GPx obsahujici
selen je schopen katalyzovat rizné formy lipidovych hydroperoxidi a H2O2 na ukor
glutathionu, kdy kone¢nym produktem reakce je voda. Koexistence SOD a GPx v kuzi,
sniZzuje zanét a podporuje hojeni poranéné ktize. Enzym CAT, vykazujici vy$$i antioxidacni
aktivitu nezli GPx, se nachazi predevSim v epidermis a je schopen neutralizovat H>O»

vznikajici pfi rozkladné reakci SOD ¢i z okolniho prostredi [56]. Aktivita antioxidacnich
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enzymi se smérem k povrchu kiize snizuje a je ovliviiovana ptredevsim plisobenim UV
zateni. Ve studii [57] bylo zjisténo, ze UVA zafeni snizuje aktivitu CAT, zatimco aktivita
SOD ziistava zachovana, UVB zaieni tento efekt nevykazuje. Obnoveni aktivity CAT bylo

zpozorovano do ¢ty tydnli po expozici UVA zéatfenim.

Z karotenoidd byly v kazi detekovany zejména beta-karoten, lykopen, zeaxanthin
a lutein. Jejich hladina v pokozce byla prokazana jako pozitivné korelujici s pfijmem ovoce
a zeleniny. Vitamin C vykazuje v kiizi vyssi koncentrace nez v plazmé¢, coz potvrzuje jeho
aktivni akumulaci, zejména v epidermis, kde mize dosahovat az pétinasobné vyssich hladin
ve srovnani s dermis. Vitamin E pfedstavuje klicovy antioxidant prvni linie, pfi¢emz hladina

vitaminu E je v epidermis ptiblizné o 90 % vys8i nez v dermis [56].

Pfi nedostate¢né detoxikaci ROS pomoci antioxidantl pfitomnych v kiizi dochazi
k poklesu jejich hladin, ¢imz je podporovan rozvoj oxida¢niho stresu a zanétlivych procest.
Tento stav naruSuje integritu kozni bariéry, coz vede ke zvyseni transepidermalni ztraty vody
(TEWL) a snizeni hydratace pokozky. Kromé& zrychleni procest starnuti, podrobné
rozebranych v podkapitole 2.1.1., byva dlouhodobé naruSeni redoxni rovnovéahy spojovano
také s rozvojem onemocnéni kize, jako je psoridza, acme vulgaris, vitiligo ¢i atopicka

dermatitida [55], [56].

Acne vulgaris predstavuje bézné kozni onemocnéni, jehoZ vznik je spojovan s bakterii
Propionibacterium acnes (P. acnes) a zvySenou tvorbou kozniho mazu (seba), typicky
u jedincli s mastnou pleti. Toto onemocnéni postihuje muze i Zeny napfi¢ ve€kovymi
kategoriemi, nej¢astéji vSak v obdobi puberty. Vyskytuje se v riznych formach zavaznosti,
pficemz téZsi formy mohou byt provazeny bolestivymi 1ézemi a vést k nerovnomérné
struktufe pokozky. Sebum, produkované mazovymi zlazami a uvoliiované na povrch ktize
skrze vlasovy folikul, je tvofeno triacylglyceroly, skvalenem, voskovymi estery, volnymi
mastnymi kyselinami a derivaty cholesterolu. Skvalen jakoZto nenasyceny uhlovodik
podléhd snadno peroxidaci, jejimz disledkem je tvorba lipoperoxidi — prozanétlivych
molekul. Pfi nadprodukci mazu dochdzi k ucpani vlasového folikulu smési seba
a keratinocytil, ¢imz vznika ptiznivé prostiedi pro riist bakterie P. acnes. Jeji rist nasledné
stimuluje akumulaci a aktivaci neutrofilli, které prostfednictvim fagocytoézy produkuji ROS
jako soucast obranné¢ho mechanismu. Tento proces byva doprovazen poskozenim
folikularniho epitelu a zanétlivou odpovédi, ktera se projevuje otokem, zarudnutim c¢i
bolesti, viz Obrazek 2. V ptipad¢ zdravé pokozky je endogennim antioxida¢nim systémem

udrZovana rovnovaha mezi tvorbou ROS a jejich eliminaci. U pacientli s acne vulgaris vSak
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byva tato rovnovaha narusena v disledku zvysené oxidacni zatéze a zanétlivych procesu.
Byla prokézana snizend aktivita enzymu GPx ve vzorcich klize odebranych z akn6znich 1ézi
ve srovnani se zdravou pokozkou, pficemz tato hladina nepiimo koreluje se zavaznosti
onemocnéni. Také pti studiu celkové rovnovahy oxidant — antioxidant u pacientl s akné byly
zaznamenany niz$i hladiny SOD, CAT, vitaminu E a zinku. Tyto vysledky prokazaly, ze
akné je spojeno s lokdlnim i systémovym oxida¢nim stresem, pravdépodobné v disledku

zanétlivého pozadi onemocnéni [58].

Nadmeérné mnozstvi seba €i

skvalenu
02 + UV zéafeni

—

Skvalenové peroxidy Skvalenové peroxidy

Rst
Propionibacterium
acnes

A
o

Obrazek 2 Poruseni redoxni rovnovahy pokozky
u acne vulgaris
(zdroj:upraveno dle [56])

Atopicka dermatitida, znadma také jako atopicky ekzém, je chronické, zanétlivé, svédivé
onemocnéni kiize. Atopickd dermatitida se vyznacuje suchosti, zarudnutim, praskanim,
Supinaténim ¢i tvorbou krust na kiiZi, coZ je zptisobeno poruSenim kozni bariéry a projevy
v disledku senzibilizace na alergeny pochdzejici z potravy ¢i Zivotniho prostiedi nebo
v zavislosti na zivotnim stylu jedince. Reakce jsou zprostfedkovany imunoglobulinem E
(IgE) aktivovanym cytokiny. Atopickd dermatitida se obvykle projevuje jiz béhem
kojeneckého véku a détstvi, ale mliZze postihnout témet kazdou vékovou kategorii. Propojeni
mezi oxidacnim stresem a atopickou dermatitidou bylo jiz dfive navrhovano s dikazy
potvrzujici zvySenou peroxidaci lipidl, vedouci k snizené aktivite¢ SOD, CAT, GPx a také
hladinam neenzymatickych antioxidantd, jako je glutathionu, vitaminu E, C a A [56]. Byla
provedena in vitro studie [59] s vyuZitim zdravych lidskych epidermélnich keratinocyta,
které byly oSeteny prozanétlivymi cytokiny IL-4, IL-13 a IL-17. OSetfeni vedlo ke zvySeni

hladiny ROS a naslednému posSkozeni DNA. Tato skuteCnost miize Castecné objasnit



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

souvislost mezi oxida¢nim stresem a zanétlivymi procesy vedoucimi ke snizenému preziti

keratinocytli a vzniku 1ézi u pacienti s atopickou dermatitidou, viz Obrazek 3.

Potravinové Latky znecistujici Zivotni styl
alergeny Zivotni prostiedi jedince

_

Zvysena tvorba prozanétlivych cytokind
IL-4,IL-13 a IL-17
algE

ROS

Dysfunkce kozni bariéry,
poskozeni DNA

Obrazek 3 Poruseni redoxni rovnovahy
pokozky u atopické dermatitidy
(zdroj:upraveno dle [56])

2.1.1 Faktory podilejici se na starnuti kiize

Starnuti je velmi slozity pfirozeny biologicky proces zahrnujici nespocet zmén, ke kterym
dochdzi v diusledku kombinace exogennich a endogennich faktord, ovlivnény také
individudlnimi genetickymi, metabolickymi ¢i hormonalnimi vlivy. Starnuti je spojovano
také s Zivotnim stylem ¢i vyzivou, jelikoZ ke starnuti ptispiva naptiklad koufeni tabadkovych
vyrobki, konzumace alkoholu, stres, nezdrava strava ¢i nedostatecny pohyb. Tyto faktory
vedou ke kumulativnim strukturdlnim a fyziologickym zméndm v celém organismu, jenz se
projevuji zménou vzhledu ¢i funkce jednotlivych organti [60]. Zmény uskutecnujici se v kiizi
béhem starnuti jsou prezentovany na Obrazku 4.
Jivotni prostiedi

UV ay-zéfeni
Cas

Mlada ktze £ Starnouci kiize
EPIDERMIS |
‘ EPIDERMIS
e = DERMIS

HYPODERMIS
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Vrdsitost
Pigmentové skvrny a pihy
Atrofie
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Ztrata elasticity a pevnosti

Teleangiektazie

Obrazek 4 Zmény kiize béhem starnuti
(zdroj: [61])
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Zmény nastavajici v klizi béhem starnuti jsou pfipisovany piedev§sim molekularnim
a bunénym zméndm, bunéénému cyklu starnuti, volnym radikalim, ROS ¢i oxida¢nimu
stresu a v neposledni fade glykaci, viz Obrazek 5. Glykace je vékem podminéna bunécna
degenerace zahrnujici akumulaci konecnych produkt pokrocilé glykace (AGE), coz jsou
nevratné modifikované, strukturné odlisné biopolymery. Produkty AGE vedou napiiklad
k zesitovani kolagenu, abnormalitim v extracelularnim matrix ¢i k naruSeni interakce
bunka-matrix. Produkty AGE jsou schopny také vazby na specifické receptory imunitnich

bunék, coz zptisobuje uvolnéni zanétlivych medidtort a naslednou tvorbu ROS [62].

Glykace

Molekularni a

bunééné starnuti 5 Volné radikaly, ROS,

oxidaéni stres

kize

Bunéény cyklus
stamuti

Obrazek 5 Faktory ovliviiujici starnuti kiize
(zdroj: upraveno dle [62])

Obecn¢ lze starnuti kiize délit na nékolik typti. Pfirozené starnuti je charakterizovano
postupnymi zménami, jako je hladsi, bledsi, tenci a sussi kiize, sniZzené elasticita a tvorba
jemnych vrasek. Proti tomu pfedCasné zestarla kiize, kterd je vysledkem plisobeni vné&jSich
faktorti, pfedev§im UV ¢i rentgenovym zafenim, ozonem ¢i latkami znecist'ujici Zivotni
prostiedi, vykazuje zesileni epidermis, nerovnhomérnou pigmentaci, hluboké vrasky, ztratu
pruznosti, matnost a drsnost pokozky. Samostatnou kategorii je hormonalni starnuti,
spojovano ptedevsim s poklesem hladin pohlavnich hormont (zejména estrogentl), které
vedou ke sniZzené syntéze kolagenu a elastinu, sniZzeni hydratace pokozky a oslabeni
bariérové funkce kiize. Je udavano, ze syntéza kolagenu a elastinu v kiizi klesa o 1 % ro¢né,

coz vede k reorganizaci tkdn¢ a zpusobuje rozvoj koznich vrasek ve vrstvé dermis.
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Predpoklada se, ze obecné vnéjsi faktory jsou hlavni pti¢inou starnuti ktize a pouze 3 %

faktorti podporujici starnuti ktize jsou endogenniho pivodu [62].

Predcasné starnuti kiize je prevazné pfipisovano fotostarnuti, které je dusledkem
dlouhodobého vystavovani kiize slunecnimu zaieni, zejména UV sloZce. Ultrafialové zaieni,
jenz dopada na Zemi, lze rozdélit z 95 % na UV A zéfeni s vinovymi délkami 320-400 nm
az5 % na UVB zafeni s vinovymi délkami 290-320 nm. Zafeni typu UVA je schopno
pronikat do vrstev epidermis a dermis a vytvafet nepiimé poSkozeni pokozky
prostfednictvim tvorby ROS, aktivace transkripce, peroxidace lipidi ¢i zlomG v DNA.
Zateni typu UVB pronika piedevsim do vrstvy epidermis, kde zptisobuje piimé poskozeni
DNA, erytém ¢i pigmentaci klize, a rovnéz prispiva k tvorbé ROS. Ultrafialové zateni
interaguje s endogennimi chromofory pfitomnymi v kiizi, které pfi excitaci vedou k tvorbé
volnych radikalii nebo vyvolavaji ptimé fotochemické zmény v biomolekulédch. Mezi tyto
chromofory patfi melanin, nukleové kyseliny, kyselina urokanova, riboflavin, vitaminy,
steroidy ¢i n¢které aminokyseliny. Negativni vliv na zdravi pokozky maji i latky znecistujici
ovzdusi. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) mezi nejproblematictéjsi slozky
zne€iSténého ovzdusi patii pevné castice, ozon, oxid dusi€ity a oxid sifi¢ity. Tyto latky
mohou zvySovat oxidacni stres prostiednictvim peroxidace lipidl, snizovat antioxidacni
kapacitu kGze a naruSovat jeji bariérovou funkci. Ozon navic pfispivd ke vzniku

proteinovych karbonylt, jenz se podili na zvySené tvorbé vrasek [56].

2.2 Systémy s antioxidacni aktivitou

Emulze patii mezi nej€astéji vyuzivané systémy v péci o pokozku diky své univerzalnosti,
jelikoZ umoziuji soucasné dodani hydrofilnich 1 hydrofobnich latek do kiize. Z chemického
hlediska se jedna o nestabilni heterogenni systém, v némz jsou dvé nebo vice nemisitelnych
kapalin ¢i polotuhych materiali dispergovany v jiné kapaliné ve forme kapicek.
Dispergovana slozka tvofi vnitini fazi, zatimco okolni prostiedi tvofi spojitou fazi vnéjsi.
Existuje nékolik typli emulzi, mezi néz patii olej ve vodé (o/v), voda v oleji (v/o), dale
vicefazové emulze (o/v/o ¢i v/o/v), nanoemulze, mikroemulze ¢i Pickeringovy emulze
stabilizované pevnymi castice. Emulze obvykle vznikdji disperznimi ¢i kondenzaénimi
metodami. Disperzni metody zahrnuji mechanické michani napfiklad pomoci
homogenizatori,, za pfitomnosti emulgatoru. Vysledkem je vytvofeni hrubé disperze.
Emulgator je molekula amfipatické struktury, jenz se nachdzi na rozhrani dvou

nemisitelnych fazi (o/v), ¢imz snizuje povrchové mezifazové napéti a umoznuje rozptylit
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kapicky oleje ve vodé. Kondenzacni metody se uplatiuji ptedevsim pii ptipravé emulzi typu

v/0. Mezi dalsi techniky pro pfipravu emulzi patii fazova inverze ¢i elektrické metody [63].

Emulze o/v vykazuji niz$i pocit mastnoty po aplikaci na pokozku a pfispivaji ke
zvySené hydrataci, coz je ¢ini vhodnymi pro pouziti v hydrata¢nich kosmetickych
ptipravcich. Naopak emulze typu v/o zanechavaji mastnéjsi film a byvaji vyuzivany
zejména ve vyzivovych ¢i ochrannych pfipravcich, napiiklad proti slunéni. Alternativou
k nestabilnim makroemulznim systémim o/v jsou Ciré stabilni mikroemulze s velikosti
¢astic 5-50 nm. Stabilita systému je zajiSt€na pevnymi ¢asticemi pfitomnymi na rozhrani
fazi, ¢imz je snizovana povrchova energie. Vicefazové emulze piedstavuji specidlni typ
emulzniho systému, tvofeny lamelarni gelovou fazi vytvarejici komplexni sit’ ve fazi vodné,
zajiStujici udrzeni kapicek olejové faze. Uspotadani vicefdzovych emulzi brani koalescenci,

zvySuje viskozitu a stabilitu emulzniho systému [63].

Ptiprava systémi s antioxidanty nese nckolik uskali, jako jsou chemickd stabilita,
biokompatibilita, funkcnost ¢i transdermalni absorpce antioxidantii. Stabilitu antioxidantt
v systémech ovliviiuyji fyzikalni vlastnosti, jako velikost ¢astic a homogenita, obsah vlhkosti
a hygroskopicita, tepelné vlastnosti ¢i reologické vlastnosti, jez jsou pii piipravé systémui
hodnoceny béznymi méticimi technikami. Dalsi Gskali takovych systémt predstavuje také
formulacni a skladovaci stabilita. Ve vétSin¢ ptipadi mize byt stabilita hodnocena
monitorovanim zadrzovani antioxidantli systémem pifi vystaveni systému raznym
podminkam prostiedi, jako napfiklad svétlu ¢i zvySené teploté. Stabilita je poté vyhodnocena
napiiklad pomérem antioxidantli, jenz v systému zistaly po skladovani a pocatecnim
obsahem antioxidantli v systému. Obsah antioxidacnich latek v systému je méfen pomoci
vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC) ¢1 UV-VIS spektroskopie. Biokompatibilita
systémi s antioxidanty je hodnocena pomoci méfeni toxicity in vitro ¢i in vivo. Hodnoceni
toxicity zahrnuje méfeni cytotoxicity, fototoxicity, miry podrazdéni a klinické tolerance
systému s antioxidanty. Funk¢nost systémil s antioxidanty je métfena predevSim in vivo

testovanim, pomoci exaktné¢ métrenych velicin ktize [64].

Existuje urc¢ité nedorozuméni ohledné termint, které jsou pouZzivany k popisu systému
s antioxida¢ni aktivitou. Termin antioxida¢ni aktivita se tyka kinetickych testl, jenz méfi
rychlostni konstantu reakce mezi reaktanty ¢i procenta vychytdvani volnych radikalt za
jednotku casu. Termin je tedy specificky pro jednotlivy antioxidant a oxidant, vyjadieny
jako hodnota reak¢ni rychlosti. Naopak antioxida¢ni kapacitu 1ze definovat jako uc¢innost

antioxidantli inhibovat oxidacni degradaci riiznych bioslouc¢enin. Méfeni jsou zaloZena na
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reakci mezi jednotlivymi antioxidanty a volnymi radikdly. Antioxida¢ni kapacita je
vyjadfovana v mnozstvi (molech) daného volného radikdlu, kterym je vzorkem zachycen

[65].

Pro stanoveni antioxidacni aktivity je k dispozici velké mnozstvi testil pro ptimé méieni
pfenosu atomu vodiku ¢i elektronu z antioxidanti na volné radikaly, jako napiiklad
spektrometrické, elektrochemické, véetné voltametrie ¢i amperometrie a chromatografické
metody, zahrnujici HPLC ¢i plynovou chromatografii. Nevyhoda pfimého méfeni je vSak,
ze neni odraZena situace napiiklad v potraving, kosmetickém produktu ¢i in vivo. Testy
bézné obsahuji oxidant (volné radikaly ¢i jiné ROS), oxidaéni substrat a jednotlivé
antioxidanty. Antioxida¢ni aktivita mtze byt stanovena také pomoci riiznych chemickych
testll. Dle chemickych reakci jsou testy ke stanoveni antioxidacni aktivity déleny na metody
zalozené na pfenosu atomu vodiku (HAT) a na metody zaloZzené na pifenosu jednoho
elektronu (SET), ¢imz dochazi k odstranéni volnych radikald. Chemické testy meéfici
antioxidaéni aktivitu jsou dostupné, rychlé, typicky automatizované a vyuzivaji se
pfedev§im pii screeningu a prvotnim hodnoceni antioxidacnich slouc¢enin ¢i findlnich

realnych produkti [65].

2.3 Vybrané antioxidanty pro kosmetologické aplikace

Bioaktivni slouceniny rostlinného plivodu jsou v soucasné dob& velmi vyhleddvanymi
aktivnimi slozkami v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu, zejména diky jejich
bohatému terapeutickému potencidlu, Setrnosti k Zivotnimu prostiedi ¢i vhodnosti pro
vSechny typy pleti. V nésledujici kapitole budou popsany vybrané antioxidanty, které jsou

nejCasteji vyuzivany v kosmetologickych aplikacich.

2.3.1 Kbvercetin
INCI: Quercetin
CAS: 117-39-5

Kvercetin patfi mezi polyfenolické flavonoidy, konkrétné do ttfidy flavonola
s hydroxylovou (OH) skupinou v polohéch 3, 5, 7, 3" a 4". Aglykonova forma kvercetinu
vykazuje Spatnou rozpustnost ve vodé, avSak ptiznivou rozpustnost v alkoholech ¢i lipidech.
Mezitim derivaty kvercetinu, naptiklad glykosidy, které maji navdzany cukr jako nahradu
jedné z OH skupin, nejCastéji v poloze 3, vykazuji rozpustnost ve vod¢€. Hlavnimi zdroji

kvercetinu jsou zeleny Caj, brusinky, jablka, bortivky, cibule, chiest, pohanka, brokolice ¢i
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koriandr. Kvercetin vykazuje antioxidacni, protizanétlivé, cytoprotektivni, kardio-
protektivni, antivirové ¢i antibakteridlni ucinky. Podobné jako u jinych polyfenolickych
slouc¢enin pochazejicich z rostlin, protizanétlivy tcinek kvercetinu je pfipisovan inhibici
produkce cytokint, jako je tumor nekrotizujici faktor (TNF-a) a prozanétlivych interleukint
(IL). V preklinickych a klinickych vyzkumech byly prokazany ptiznivé ptfinosy kvercetinu
na kardiovaskularni onemocnéni, rakovinu, cukrovku, neurodegenerativni onemocnéni,
alergickd astmata, osteoporézu ¢i poruchy zraku. Z téchto divodi je kvercetin ve

farmakologii vyuzivan také jako nutraceutikum [66], [67].

Kvercetin je v kosmetice vyuzivan pfedevSim v anti-aging kosmetickych pfipravcich
pro svou plet’ zklidiwjici a protizdnétlivou aktivitu s regeneracnim ucinkem, ktery stimuluje
obnovu poskozené ¢i podrazdéné pokozky. Na bunéénych modelech, viz studie [68], bylo
zjisténo, ze kvercetin inhibuje lipopolysacharidem indukovanou expresi TNF-a a IL-8
a produkci zanétlivych enzymt cyklooxygenazy a lipooxygenazy. Dale byla zkoumana také
jeho uc¢innost vaci P. acnes zpusobujici zanét, jenz byl méfen zvySenim prozanétlivych
cytokinti IL-6 a IL-8. Bylo zjiSténo, Ze kvercetin je schopen vyrazné snizit zanét i v relativné
nizkych koncentracich. Byla provedena také studie [69], jenZ prokazala, Ze lokalni aplikace
1% kvercetinu v krémové matrici podporuje obnovu kozni bariéry a normalni hydrataci
pokozky po poskozeni UV zatfenim ¢i chemikaliemi. Konkrétné za 10—120 minut po lokalni
1é€beé 1% kvercetinem bylo pozorovdno vyznamné zlepSeni chemicky indukovaného
erytému a zanétu na koznich modelech. U posSkozeni koznich modelt zplisobeného
peroxidem kvercetin byl schopen snizovat akumulaci ROS, zvySovat pfeziti bunék
a podporovat omlazujici buné¢nou morfologii. Zatim nejsou znamy zadné nezadouci ucinky
pouziti topického kvercetinu, jelikoZ se jedna o pomérné noveé pouzivanou aktivni latku.
Dale nebyla zjisténa zadna zktizena reaktivita mezi kvercetinem a jinymi aktivnimi latkami,
které jsou bézné vyuzivany v kosmetickych ptipravcich a kvercetin je pokladan za ti¢inn&;si
antioxidant nezli vitamin E. Klinické vyuziti kvercetinu ve farmakologii ¢i v kosmetice je
vSak omezeno zdGvodu jeho Spatné rozpustnosti ve vodé¢, intenzivni zluté barve,
podstatnému metabolismu pfi prichodu jatry, ndsledné nizké biologické dostupnosti ¢i
propustnosti pokozkou, coz by mohlo byt vyfeseno naptiklad zakomponovanim kvercetinu

do nanoformulaci, viz Obrazek 6 [70].
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Obrazek 6 Zabudovani kvercetinu do nanoformulaci
(zdroj:upraveno dle [70])

2.3.2 Betakaroten
INCI: Beta-karotene
CAS: 7235-40-7

Betakaroten je pigment fadici se mezi karotenoidy, typicky svou oranzovou az
¢ervenozlutou barvou. Pro lidsky organismus je betakaroten esencialni latkou, a tak je nutny
jeho pfijem v potravé. Betakaroten je obsazen piedevsim v ovoci ¢i zelening, jako naptiklad
v mrkvi, meruiikach, mangu, broskvich ¢i brokolici, ale je zndm jeho obsah také v masle,
vajeCnych Zloutcich ¢i v lososu. Betakaroten tvofi vyznamnou ¢ast neenzymatickych
ochrannych mechanismi organismu, jelikoz vykazuje vysokou antiradikalovou aktivitu
a schopnost neutralizovat singletovy kyslik. Betakaroten je po konzumaci ¢i lokalni aplikaci
pfeménén na vitamin A, kdy z jedné molekuly betakarotenu vznikaji dvé molekuly vitaminu
A. Pfeménény vitamin A poté pisobi jako pfirozeny ochranny faktor (SPF), ktery je schopen
chranit imunitni systém pted Skodlivou aktivitou UVA zéfeni a snizovat tak riziko vzniku
rakoviny kiiZze, a navic stimulovat proces melanogeneze. V kosmetickych aplikacich je
betakaroten vyuzivan pfedev§im pro své antioxidacni, fotoprotektivni, anti-agingové,
rozjasiiujici a barvici schopnosti, s uplatnénim v make-upech, pudrovych produktech,
Samponech, samoopalovacich pfipravcich a zejména v pfipravcich urCenych k ochrané

pokozky béhem vystavovani slunci ¢i k nasledné péci [71], [72].
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Byl proveden vyzkum [73], na bunkach produkujici pigment u lidi, kdy bylo zjisténo,
ze v piipad¢ poruch pigmentace, jako jsou zmény barvy ktize naptiklad po akné, vitiligu ¢i
melasmé, je betakaroten schopen branit vzniku téchto 1ézi ¢i urychlit proces jejich hojeni.
Vyzkum prokazal, ze betakaroten je schopen inhibovat syntézu melaninu prostfednictvim
mechanismu blokovani aktivity tyrosynazy, enzymu zodpovédného za biosyntézu melaninu.
Tato zjisténi potvrdila, Ze betakaroten vykazuje také bélici vlastnosti, coz se mize zdat
pon¢kud kontroverzni, jelikoz je vyuzivan spise jako latka urychlujici opaleni. Zjisténi také

potvrzuje vysokou biologickou dostupnost betakarotenu a jeho vys$si kumulaci v epidermis.

2.3.3 Koenzym Q10
INCI: Ubiquinone
CAS: 303-98-0

Koenzym Q10 znam také jako ubichinon, je chinon ZlutooranZzové barvy rozpustny
v tucich. Ubichinon v chemické struktufe obsahuje izoprenové jednotky. Jejich pocet je
ménén v zavislosti na zivo¢isném druhu, naptiklad u lidského organismu se jednd o 10
izoprenovych jednotek, odkud pochazi ¢iselné oznaceni koenzymu Q10. Jedna se o dilezity
neesencialni koenzym, ktery je pfitomen ve vSech lidskych bunikach, avSak nejvyssi
zastoupeni je v mozku, jatrech, srdci €i plicich. Je udavano, zZe ptiblizn€ od 20. roku Zivota
je obsah koenzymu Q10 v lidském organismu snizovan. V lidském téle je koenzym Q10
nenahraditelnou slou€eninou, jenz se podili na fungovani mitochondrialniho fetézce, kde
pomahd pii tvorbé energie za pomoci kysliku, je spoustéem enzymu a také vykazuje
vyznamnou antioxida¢ni ucinnost v lidském téle. Zdravy clovek si dostatecné mnoZstvi
koenzymu Q10 je schopen produkovat z potravy. Vyss§i obsah koenzymu Q10 vykazuje
hové€zi maso, sardinky, makrely, s6jovy olej ¢i arasidy. V ptipadé nedostatecné produkce
koenzymu Q10 vlastnim organismem, je mozno jej suplementovat v doplicich stravy [71],

[74].

V kosmetickém priimyslu je koenzym Q10 vyuzivan pfedev§im v anti-aging kosmetice
pro své antioxidacni schopnosti, podporu spravné funkce pokozky, schopnosti urychlovat
hojeni ekzémi Ci zanétl, a také napomahani buikdm pii tvorbé kolagenu ¢i elastinu [74].
Provedend studie [75] na poranénych modelech kiize potvrdila, Ze lokélni aplikace
kosmetického produktu s obsahem koenzymu Q10, je pfinosna s ohledem na efektivni
doplnéni koenzymu Q10 do pokozky. Aplikace vyznamné zvysila obsah koenzymu Q10

v hornich vrstvach epidermis, avSak koenzym Q10 byl kumulovan spiSe ve vrstvach
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hlubsich, ¢imz byla potvrzena ucinna suplementace koenzymu Q10 do pokozky. Poranéna
ktize po lokalni aplikaci kosmetického produktu s obsahem koenzymu Q10 vykazovala také
niz$i obsah volnych radikala a zvySeni antioxidacni kapacity pokozky, ¢imz byly prokazany

také antioxidac¢ni vlastnosti koenzymu Q10.

2.3.4 Vitamin E
INCI: Tocopherol
CAS: 7616220

Vitamin E neboli tokoferol je Zluta aZ hnédocervena viskozni olejovita latka, sloZzena
ze Ctyt forem tokoferoll a tokotrienold. Tyto formy poté tvoii osm pfirozené se
vyskytujicich forem vitaminu E, kdy v pfirodnich zdrojich jsou nej€astéji pfitomny formy
alfa-, beta-, gama- ¢i delta-. Mezi zdroje vitaminu E patii naptiklad slunecnicovy ¢i sdjovy
olej, maso, vejce, mlé¢né produkty, ofechy ¢i ovoce a zelenina, jako naptiklad Spenat, chiest,
fepa, hofcice, olivy, brusinky, kiwi, maliny, mrkev a dal§i. V kosmetickém primyslu je
vitamin E vyuzivan pfedevSim pro své silné antioxidacni, cytoprotektivni, hydratacni ¢i
fotoprotektivni vlastnosti. V kosmetickych ptipravcich, nezli samotny tokoferol jsou
vyuzivany spiSe jeho estery, jako naptiklad tokoferyl acetat, tokoferyl linoleat ¢i tokoferyl

sukcinat s vyuzitim v dekorativni, ¢istici ¢i pecujici kosmetice [39], [40], [71].

Tsoureli-Nikita a kolektiv provedli placebem kontrolovanou studii [76], v niZ bylo
96 pacientu s atopickou dermatitidou 1éceno peroralnim vitaminem E ¢i placebem po dobu
8 mesicl. Bylo zjisténo, Ze u pacientli, jimz byl podavan vitamin E doslo ke zlepSeni a témé&r
k remisi atopické dermatitidy a 62% poklesu sérovych hladin imonuglobinu E. Ve studii [77]
byla hodnocena hydratacni kapacita SC pouzitim vitaminu E v koncentraci 5 % v emulzich
voda v oleji (v/0) a olej ve vode (o/v). Studie prokazala hydrata¢ni aktivitu vitaminu E a také
lokalni aplikaci kosmetického produktu s obsahem vitaminu E po dobu 2—4 tydna byla
zlepsena schopnost zadrzovani vody v pokoZzce. Ve studii [78] byla také potvrzena ucinnost
vitaminu E na sniZeni pigmentace u lézi melasmatu a pigmentové kontaktni dermatitidy.
Dale bylo zjisténo, ze vitamin E je schopen snizovat zanétlivé reakce ktize, tlumit produkcei
prostaglandint ¢i protizanétlivych cytokinli a také je schopen vyrazné potlacit degradaci

kolagenu inhibici metaloproteinu 1, jenz se G€astni pocatecni hydrolyzy kolagenu.
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2.3.5 Vitamin C
INCI: Ascorbic acid
CAS: 50-81-7

Vitamin C neboli kyselina askorbovéa je ve vod¢ rozpustnd, bilad organicka latka,
nestabilni napiiklad pod UV zaifenim. Vitamin C neni fazen mezi alergeny, avsak ve vyssich
koncentracich muze zpisobovat podrazdéni. Vitamin C je v lidském téle pfitomen
v redukované form¢ jako kyselina L-askorbova a voxidované formé jako
L-dehydroaskorbova kyselina. Kromé antioxidacni aktivity plni vtéle také mnoho
biologickych funkci, jako je naptiklad pfeména Zeleza na formu snadno vstiebatelnou do
stiev, syntéza nékterych neurotransmiterti zapojenych do signalizace pocitovych myslenek
a prikazli v celém mozku a nervovém systému ¢i je nezbytnou soucasti syntézy kolagenu
a serotoninu. Vitamin C je také schopen hojit svétlé strie ¢i narusené tkané€. Potravinovym
zdrojem vitaminu C jsou brokolice, jahody, ananas, citrusy, rajc¢ata a dal$i. Vitamin C neboli

kyselina askorbova patii k nej¢astéji pouzivanym doplikiim stravy [39], [40], [71].

V kosmetickém primyslu je vitamin C hojné vyhleddvanou kosmetickou surovinou,
pfedevsim pro své silné antioxidacni, fotoprotektivni, zjemnujici, regeneracni, sjednocujici,
prozanétlivé ¢i lehce exfolia¢ni Gi€inky. Do kosmetickych ptipravkt miiZze byt pridavan také
za Ucelem stabilizace pH produkti. Prikopnikem zabyvajicim se studiem vitaminu C
a patologii spojenych s jeho nedostatkem byl Dr. James Lind ve svém ,,Pojednavani
o kurdgjich* v roce 1753. Od této doby se pocet vyzkumi zamefenych na tuto problematiku
vyrazné zvysil a bylo prokazano, Ze nedostatek vitaminu C muze byt pfi¢inou riznych

koznich poruch ¢i abnormalit [39], [71].

Peroralni suplementace vitaminu C pro zvySeni jeho koncentrace v pokozce je témér
neucinnd z divodu omezeni stfevnimi transportnimi mechanismy. Lokalni aplikace vSak
pfinasi také problémy spojené s nestabilitou a hydrofilni povahou aktivni formy kyseliny
L-askorbové viici hydrofobni povaze SC. Pro dobrou penetraci vitaminu C do epidermis by
optimalni pH pfipravku meélo vykazovat hodnotu niz§i nez 3,5; ¢ehoz miize byt
dosazeno pfidanim kyseliny ferulové, kterd zaroven pulsobi jako stabilizator kyseliny
L-askorbové. Resenim penetrace vitaminu C do pokozky by mohlo byt zapouzdieni
vitaminu C, formulace snizkym pH, pfidani elektrolyti ¢i dalSich antioxidantl c¢i
zakomponovani vitaminu C do nanocastic. Optimalni koncentrace vitaminu C

v kosmetickych produktech by méla byt vyssi nez 8 % a niz8i nez 20 %, jelikoZ vyssi
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koncentrace mohou vykazovat drazdivé u¢inky na pokozku. V kosmetickém primyslu jsou
v dnesni dobé také hojné vyuzivany derivaty vitaminu C, jako naptiklad L-askorbyl-6-
palmitat, askorbyl fosfat hotecnaty, akskorbyl fosfat sodny, z divodu jejich snadné€jsiho

zakomponovani do kosmetickych formulaci a vyssi stability [79].

2.3.6 Vitamin A
INCI: Retinol
CAS: 11103-574

Vitamin A znadmy také jako retinol, hraje dulezitou roli pfi ristu a vyvoji bunék a je
nezbytny pro spravné fungovani zraku. Provitamin A je obsazen v batatech, mrkvi, Spenatu,
bazalce, melounu a dalSich. Zatimco takzvany piedpfipraveny vitamin A obsahuji pfedevs§im
zivocisné vyrobky, napiiklad vejce, jogurty, syry, poté krevety, losos, sardinky a kufeci,
kriti, hovézi ¢i jehnéci maso [38], [39], [40]. Vitamin A neni zahrnovdn mezi popularni
antioxidanty, avSak né&které studie naznacuji, Ze muze byt uziteCny pii ochrané téla pred
poskozenim oxida¢nim stresem [80]. Naptiklad studie [81] uvadi, Ze retinol by mohl

zvySovat aktivitu enzymatickych antioxidantt v lidském téle.

Dle natizeni komise (EU) 2024/996 ze dne 3. dubna 2024, kterym se méni nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009, pokud jde o pouZzivani latek vitaminu A,
Alpha-Arbutin a Arbutin a nékterych latek s vlastnostmi, které potencialn€ narusuji ¢innost
zlaz z vnitini sekreci, v kosmetickych ptipravcich [82], bylo oznameno, Ze latky, jimZ dle
Mezindrodni nomenklatury kosmetickych ptisad (INCI) byly ptid€leny nazvy Retinol,
Retinyl Acetate a Retinyl Palmitate, a které jsou spolecné znamy jako vitamin A, nejsou
natizenim (ES) ¢. 1223/2009 upraveny. Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele (VVBS)
dospél ve stanovisku z roku 2016 k zavéru, ze vitamin A je bezpecny pro pouZivani, ale
uznal, Ze celkova expozice obyvatelstva vitaminu A by mohla piekrocit horni hranici pfijmu
stanovenou Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin. V roce 2022 piijal VVBS
revidované stanovisko k vitaminu A, v némZ dospél k zavéru, Ze vitamin A je bezpecny
v kosmetickych ptipraveich do koncentraci 0,05 % ekvivalentu retinolu v télovém mléce
a0,3 % retinolu v jinych oplachovych ¢i bezoplachovych piipraveich. Vzhledem ke
stanovisku VVBS bylo usneseno, Ze pouZzivani vitaminu A v kosmetickych piipravcich
sebou nese urcité riziko pro lidské zdravi, pokud by jeho koncentrace ptekrocila dané

urovné. Také by mélo byt piipojeno upozornéni, jimz budou spotiebitelé, kteii jsou jiz
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vystaveni vitaminu A z potravin ¢i dopliiki stravy, informovani o mozné nadmérné expozici

pfi pouzivani kosmetickych ptipravkl obsahujicich vitamin A.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V soucasné dob¢ je na trhu dostupna Siroka skala kosmetickych ptipravkl pro zralou plet
s inkorporovanymi inovativnimi aktivnimi latkami podporujicimi uc¢inek nejen proti
chronologickému starnuti, ale i proti vnéjSim vlivim jako je pfedevSim ochrana pted
environmentalnim stresem. Rostouci globalni podil star$i populace spolu s technologickym
pokrokem v kosmetickém primyslu sehréavaji pro vyvoj tohoto kosmetického portfolia

kli¢ovou tlohu [83].

Z uvedenych divodlu bylo béhem posledniho desetileti vyvinuto znacné mnozstvi
technik pro pfipravu systému s antioxidac¢ni aktivitou. Bohuzel problémem ptirodnich
antioxidantl je jejich hydrofobni povaha, kterd zapfiCifiuje jejich Spatnou rozpustnost ve
vod¢. Diky pokrokiim v technologiich, nejvétSi rozmach mozZnosti piipravy systémil
s antioxidanty zaznamenala enkapsulace. Enkapsulace neboli zapouzdieni vyrazné ptispiva
k lepsi rozpustnosti, chemické a fyzikdlni stabilité, biokompatibilité, absorpci kizi
a dermokosmetické ti¢innosti pfi lokalni topické aplikaci systémi obsahujicich antioxidanty.
V komerc¢nich produktech s enkapsulovanymi antioxidanty uvedenymi na trh jsou
vyuzivany predevsim Ctyfi typy nosic¢i pro dermokosmetické dodavani rostlinnych slozek,

a to vezikularni, ¢asticové, emulzni a vlaknité systémy [64].

Kroky vedouci ke zlepSeni rozpustnosti antioxidantli a moznostmi dodavani u¢innych
latek se zabyva tada studii [64], [70]. Mezi nejcastéji zkoumané latky patii jiz zmiflovany
kvercetin. Bylo prokazano, ze kvercetin, podobné jako ostatni flavonoidy, ma tadu
pfiznivych u€inkl na lidskou pokoZku, které mohou inhibovat oxidacni stres a zanétlivé
procesy, predchazet rakovin€ a zpomalovat starnuti kize [84], [85]. Zaclenénim kvercetinu
do formulaci jsou uvedené dysfunkce potlacovany a nabizi se hned n€kolik moZnosti pro
vyuziti kvercetinu v kosmetickych produktech. Bylo zjiSténo, ze naptiklad nosny systém
tvofen nanokrystaly se zakomponovanym kvercetinem vykazoval povrchovou depozici
kvercetinu na kiizi, coZ muze byt idealni pro pfipravky na ochranu proti slune¢nimu zareni.
Systémy obsahujici fosfolipidy, jako jsou lipozomy, SLN ¢i NLC byly popséany jako G¢inné
zesilovace prostupu kvercetinu kiazi prostiednictvim mechanismu hydratace ¢i okluze
pokozky. U kosmetickych ptipravkil je dilezité, aby acinné latky zistaly v pokoZce,
dostate¢né penetrovaly [64], [83], [86]. Penetracni studie [87], [88], [89], [90] provadéné
s 1é¢ivy ve farmaceutickych dermalnich ptipravcich odhalily, ze stupen penetrace zavisi na
slozeni formulace. Dalsi faktory ovliviiujici stupen penetrace jsou filmotvorné vlastnosti

ovlivitujici miru hydratace klize, ale také interakce systému lipida a povrchové aktivnich
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latek s koznimi lipidy. Zakomponovanim kvercetinu do systémt obsahujici fosfolipidy
dochazelo ke zvySeni antioxidacni aktivity, také bylo uvedeno, ze ptfitomnost ethanolu,
v systému na bazi fosfolipidi, pfispivd ke zvysSeni transdermalniho dodavani kvercetinu
[64], [83], [86]. Ve studii [87] bylo naopak zjisténo, ze pouziti lipozomu obsahujiciho
glycerol umoznuje uklddani kvercetinu do hlubSich vrstev klize, z divodu vyvolani
konformacni zmény struktury kutikuly glycerolem. Rychly vyvoj rezistence
mikroorganismil, také zintenzivnil zdjem o nové antimikrobidlni latky. Ve studii [88]
Milanezi a kol. byly syntetizovany zlaté nanocastice s kvercetinem a byla vyhodnocena
jejich antimikrobidlni aktivita. Zlaté nanocastice s kvercetinem vykazovaly vyrazné vyssi
antioxidacni aktivitu ve srovnani s volnym kvercetinem, coz potvrzuje potencidlni vyuziti
nanocastic také jako antimikrobidlnich latek. Amer a kol. [89] ve své studii vyvinuli
kvercetinem nabité nanovezikuly (aspasomy) a analyzovali jejich Gi¢inek na akné. Pfipravené
aspasomy s kvercetinem mély vhodnou velikost v ramci nanoméfitek (125-184 nm),
negativni naboj s dobrou stabilitou pii skladovani a také vykazovaly vysokou miru ukladani
v ktizi. Navic byla zachovana antioxidac¢ni aktivita kvercetinu a u¢inek proti P. acnes byl
mnohonasobné vyss§i nezli v ptipad¢ volného kvercetinu. Choudhary a kol. [90] vyvinuli
kvercetinem naplnéné chitosanové nanocastice pro aplikace na hojeni ran. Nanocdastice
s 0,03% obsahem kvercetinu byly aplikovany na chirurgicky pfipravenou ranu, pfi¢emz bylo
prokazéano, Ze oSetfend tkan nanocasticemi s kvercetinem vykazovala vice krevnich cév,

mén¢ zanétlivych bunék, lepsi hustotu kolagennich vldken a novou epitelizaci tkané.

Nékolik studii [91], [92], [93] publikovalo zajimavé vysledky o zakomponovani
vitamind do rdznych nosic¢t pro jejich lokalni aplikaci, zlepSeni jejich stability pfi
skladovani, biologické dostupnosti, dodavani do vrstev kiize a kosmetické uc¢innosti.
Naptiklad kosmetické vyuziti vitaminu C je omezeno z divodu jeho nizké rozpustnosti
v tucich, spojené s nizkou dermalni vstiebatelnosti. Lipozomy, mikrokapsle a chitosanem
naroubované celulézové nanokrystaly se jevi jako slibné dodavaci systémy ke stabilizaci
vitaminu C pro kosmetické dermalni aplikace. Jako Gc¢inné dodavaci systémy s fizenym
uvolnovanim do klize byly popsany také lipidové nosice jako lipozomy, nanocastice ¢i
nanoemulze. Z uvedenych nosicl prokézaly lipidové nanocastice SLN a NLC vyhody pro
transdermalni podavani diky své vysoké kompatibilité s koZznimi lipidy a G¢inkam, které
zvysily dermélni biologickou dostupnost. Ve spojitosti s vitaminy se stala v soucasné dob¢
populdrni také ptiprava nanonosicti s pouzitim rostlinnych oleji. Byl popsdn NLC nasyceny

vitaminem A ¢i E, v pfitomnosti oleje ze semen kaktusu. Pfitomnost oleje zamezila
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krystalizaci lipidl, coz zvySilo ucinnost enkapsulace, uvoliiovani in vitro a ukladani
vitaminu v kiizi. Nanoemulze s vyuzitim vitaminu E jako olejové faze by mohla poskytnout

také moznost vyvoje vodnych formulaci pfirodnich lipofilnich latek pro topickou aplikaci.

Zatimco védecké zpravy o inovativnich nosi¢ich a enkapsulacnich technikach pro
vylepSené dermokosmetické doddvani antioxida¢nich rostlinnych latek jsou slibné a rostou,
pro jejich komercializaci a klinické vyuziti je potieba jesté vyiesit nékolik uskali. Pfedev§im
mechanismy téchto zlepSenych kosmetickych vlastnosti a perkutdnni absorpce nejsou stale
zcela jasné. Dale jsou znama také technickd omezeni jako je slozitd ¢i draha primyslova
vyroba ve velkém méfitku ¢i nedostate¢né studie o biologické dostupnosti in vivo a neuplné
toxikologické informace o enkapsulovanych latkach, zejména s odkazem na systémy
obsahujici nanocastice ¢i povrchové aktivni latky. Z téchto divodi jsou nutné dalsi
vyzkumy, aby bylo mozno ziskat ucelené informace o tom, jak nosice interaguji s lidskym
organismem a kuazi, dale rozvijet technologie vyroby a zpracovani a zkoumat metody, jez

jsou schopny ptedpovidat klinickou bezpecnost a i¢innost nosict [64].
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4 CILE PRACE
Primarni cil:

e Zjistit vliv latek s antioxidacni aktivitou na uc¢innost modelovych antia-ging

kosmetickych formulaci na zralou plet.

Sekundarni cil:

Ptipravit nosi¢ pro enkapsulaci a enkapsulovat vybrany antioxidant.

Charakterizovat fyzikalné-chemické a antioxidacni vlastnosti enkapsulovaného

antioxidantu.

Navrhnout a pripravit anti-aging kosmetické matrice s inkorporovanym

vybranym antioxidantem a smési dalSich ucinnych latek.

Charakterizovat mikrobiologické, stabilitni, antioxida¢ni a organoleptické

vlastnosti formulaci.

Ov¢tit biofyzikalni parametry a anti-aging efekt formulaci in vivo pomoci
neinvazivnich bioinZenyrskych diagnostickych metod doplnénych sniméanim

replik koZniho reliéfu.

Provést test uvoliiovani vybraného antioxidantu z kosmetické matrice.

Hypotézy
e Inkorporace vybranych antioxidantdl do kosmetické matrice vyznamné

ovliviiuje stabilitni a organoleptické vlastnosti formulace.

e Aplikace kosmetické matrice s antioxidacnimi ingrediencemi ovliviluje
fyziologické parametry pokozky (hydratace, TEWL, pH, elasticitu) a koZni

mikroreliéf.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA PRACE

5.1 Pouzité chemikalie, pristroje a pomiicky

Chemikalie pro enkapsulaci vybraného antioxidantu do nosice:

Pluronic 407 (Sigma, USA)

Fosfatidylcholin (Millipore, Indie)

Quercetin (Roth, Némecko)

Ethanol 96 % (VWR International s.r.o., Francie)

Destilovana voda (Fakulta technologickd UTB, Ceska republika, vlastni vyroba)

Ptistroje a pomucky pro enkapsulaci vybraného antioxidantu do nosice:

Analytické vahy Nimbus (Adam Equipment, Velka Britanie)

Laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce, kovové 1zicky)

Magnetické michadlo Heidolph Instruments MR 1000

Vakuova odparka Hei-VAP Advantage s membranovou vyvévou bezolejovou PC20

Ultrazvukova lazen KAITEK K-10LE

Chemikalie pro pfipravu krémovych formulaci:

Aqua (Fakulta technologickd UTB, Ceska republika, vlastni vyroba)
Glycerin (Kosuro, Ceska republika)

Panthenol (FICEHEMA s.r.0., Ceska republika)

Carbomer (M+H, Mi¢a a Harasta s.r.0, Ceska republika)

Fructose (Lachema a.s., Ceska republika)

Dermosoft® 1388 ECO (Ekokoza, Ceska republika)

Isopropyl Myristate (Sigma-Aldrich s.r.o., USA)

Mangifera Indica Seed Butter (BEWIT, Ceska republika)

Olivoil Avenate Emulsifier® (Kosuro, Ceska republika)

Cera Alba (BEWIT, Cesk4 republika)
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e  Simmondsia Chinensis Qil (BEWIT, Ceska republika)

e Prunus dulcis Oil (BEWIT, Ceska republika)

e Cocos nucifera (BEWIT, Ceska republika)

e Oryza Sativa Bran Cera (BEWIT, Ceska republika)

e Ubigquinone (FICEHEMA s.r.0., Ceska republika)

o Tocopherol (Sigma-Aldrich s.r.0., USA)

e  Quercetin (Roth, Némecko)

e Cucumis Sativus Fruit extract (Ekokoza, Ceska republika)

e Aloe barbadensis Leaf extract (Ekokoza, Ceska republika)
Ptistroje a pomucky pro ptipravu krémovych formulaci:

e Analytické vdhy Nimbus (Adam Equipment, Velka Britanie)

e Laboratorni sklo a pomicky (kadinky, odmérné vélce, Petriho misky, Pasteurovy

pipety, hrnec, kovové 1Zi¢ky, misky a metlicky)
e Indukéni vatic PHCP 1620 (Philco, USA)
e pH metr PH60S-Z (Apera Instruments, USA)
e Sklenény teplomér
Chemikalie pro mikrobiologické testy:
e Agarové pudy — PCA, ChYGA, PA, TYA (HiMedia Laboratories, Indie)
e Fyziologicky roztok, 0,9% NaCl (Lachner s.r.0., Ceska republika)
e Ethanol 96 % (VWR International s. r. 0., Francie)
Ptistroje a pomtcky pro mikrobiologickeé testy:

e Laboratorni sklo a pomucky (mikrozkumavky Eppendorf, sterilni kalisky, kovové

1zicky, sklenéné hokejky, Spi¢ky pro automatické pipety, kovové klicky)
e Analytické vahy SBC 32 (Scaltec, Némecko)
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

e Biohazard box Euroflow (Schoeller Instrumental s.r.0., Ceska republika)



48

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Inkubator INE 600 (Memmert GmbH & Co. KG, Némecko)
Vortex-Genie 2 (Scientific Indrustries Inc., USA)

Spiral plater Eddy Jet 2W (IUL SA, Spanélsko)
Automatické pocitadlo SphereFlash (IUL SA, Spanélsko)

Laboratorni opticky mikroskop (NINGBO HAISHU HONYU, Cina)

Ptistroje a pomucky pro stabilitni testy:

Laboratorni pomtcky (kovové 1zicky, dievéné ¢i plastové Spachtle)

Inkubétory INE 600 (Memmert GmbH & Co. KG, Némecko)

Rotaéni viskozimetr Brookfield DV-III ultra (Helago-CZ s.r.0., Ceska republika)
pH metr PH60S-Z (Apera Instruments, USA)

Texturometr TA1 (AMETEK Inc., USA)

Pocitacovy software NEXYGENPIlus 4.0 (AMETEK Inc., USA)

Kolorimetr UltraScan VIS a pfislusny pocitacovy software (HunterLab, USA)

Chemikalie, pfistroje a pomicky pro testovani €innosti in vivo:

Destilovana voda (Fakulta technologickd UTB, Ceska republika, vlastni vyroba)
Micelarni voda (Ellie, Ceské republika)

Dvouslozkovy silikon (Courage & Khazaka electronic GmbH, Némecko)
Laboratorni sklo a pomticky (kédinky, bunicina)

Material pro piipravu replik (transparentni kryci folie, papirové ramecky, plastové

kalisky a tycinky)

Stanice MPA 10 se sondami: Korneometr® CM 825, Tewametr® TM 300, pH
metr® 905, Reviskometr® RVM 600

Visioskop® PC 35 (Courage & Khazaka electronic GmbH, Némecko)

Pocitacovy software Complete Skin Investigation (Courage & Khazaka electronic
GmbH, Némecko)

Visiometr® SV 700 s vakuovou pumpou VP 45 s ru¢nim michacim zafizenim a
mechanickym pedalem (Courage & Khazaka, Némecko)


https://www.mikroskopy-optika.cz/dodavatel/ningbo-haishu-honyu

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

Korneofix CF 20 (Courage & Khazaka electronic GmbH, Némecko)

Chemikalie, piistroje a pomucky pro stanoveni antioxida¢ni aktivity formulaci:

DPPH (Aldrich, Némecko)
Ethanol 96 % (VWR International s.r.0., Francie)

Laboratorni pomicky (kovové 1zicky, injekéni plastové stiikacky, kaddinky, odmérné

banky, sklenéné vialky)
Filtr CA 1,2 a2 0,45 um, Millex®GS (Sigma-Aldrich s.r.o0., USA)

UV-VIS spektrofotometr V-750 (JASCO, Japonsko)

Chemikalie, pfistroje a pomtcky pro test uvoliiovani aktivnich latek:

PBS pufr (Fakulta technologickd UTB, Ceska republika, vlastni vyroba)

Laboratorni pomiicky (kovové l1zicky, injekéni plastové stiikacky, sklenéné

uzaviratelné ldhve, mikrozkumavky Eppendorf)

Dialyzaéni membrana MWCO: 12-14 kD, Specta Por (P-LAB, Ceska republika)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Inkubator INE 600 (Memmert GmbH & Co. KG, Némecko)

Ttrepacka Digital orbital shaker (Sigma-Aldrich s.r.o., USA)

UV-VIS spektrofotometr V-750 (JASCO, Japonsko)

5.2 Enkapsulace kvercetinu do nosice

Dle metodiky prace Matoskové [94] byl nejprve pfipraven nosny systém navazenim 100 mg

fosfatidylcholinu (PC) a 10 mg Pluronicu 407 (P407). Do navazky nosného systému byl na

objem ptidavaného ethanolu, jenz ¢inil 20 ml, pfidan kvercetin v mnozstvi 0,1 hmotnostnich

%. Smés kvercetinu s nosnym systémem a pfidanym ethanolem byla homogenizovdna na

magnetickém michadle po dobu 20 minut, poté byla baiika vloZena do kadinky s vodou

a ddle homogenizovana v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut pii 35 °C do kompletniho

rozpusténi, z divodu horsi rozpustnosti PC na magnetickém michadle.
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Z homogenizované smési bylo nasledné odpatreno rozpoustédlo na vakuové odparce
Heidolph se zpétnym chladi¢em pii 40 °C a 50 rpm, viz Obréazek 7. Po odpateni rozpoustédla
byl na spodni ¢asti baiiky vytvoren tenky film, viz Obrazek 8. Batika s vytvofenym tenkym
filmem byla vlozena na 24 hodin do tmy, zdivodu odpafeni moZzného zbytkového

rozpoustédla.

Obrazek 7 Vakuova odparka Obrazek 8 Vytvoteny tenky
se vzorkem film
(zdroj: vlastni) (zdroj: vlastni)

Po 24 hodinach bylo do banky pfidano 10 ml destilované vody, banka byla vlozena do
kadinky s vodou a sm¢s byla dispergovana v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut pii 35 °C.
Po uplné dispergaci smési byly vzorky prevedeny do vialek, viz Obrazek 9, a uchovavany
v lednici. Tento pracovni postup byl obdobné opakovan pro zajisténi dostatecného mnozstvi

enkapsulovaného kvercetinu pro dalsi vyuziti.

Obrézek 9 Pfiprévené vzorky enkapsulovanéhb
kvercetinu
(zdroj: vlastni)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

5.2.1 Charakterizace nosice s enkapsulovanym kvercetinem

Dle metodiky prace Matoskové [94], byl enkapsulovany antioxidant charakterizovan zeta

potencialem, velikosti ¢astic a antioxidacni aktivitou.

Meéfeni zeta potencidlu a velikosti ¢astic probihalo pfi teploté 25 + 2 °C na pfistroji
Zetasizer Nano series. K méfeni zeta potencialu bylo do kyvety napipetovano 6 pl vzorku
0,1 % enkapsulovaného kvercetinu a 3 ml dvakrat filtrované destilované vody, pfipravené
pomoci stiikackového filtru VWR s velikosti pora 0,2 pl. Velikosti ¢astic byla méfena
napipetovanim 0,5 ml 0,1 % vzorku enkapsulovaného kvercetinu do kyvety spolecné se 3 ml
dvakrat filtrované vody, pfipravované obdobnym postupem. Vysledné hodnoty byly

stanoveny prumérem ze tii méfent.

Antioxidac¢ni aktivita 0,1% enkapsulovaného kvercetinu byla stanovena s pouZzitim 2,2-
difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH). Do sklenénych vialek bylo napipetovano 200 pul 0,1 %
vzorku kvercetinu spolecné s 2 ml 0,1 mM roztoku DPPH, pfipravovanym v 96% ethanolu.
Ptipraveny vzorek ve vialce byl nasledné ponechan po dobu 30 minut ve tmé, pii 25 °C. Po
uplynuti doby inkubace byla stanovena absorbance pomoci UV-VIS spektrofotometru pti
vlnové délce 517 nm. Jako reference byl pouZzit 96% ethanol, vyuzity pfi ptipravé 0,1 mM
roztoku DPPH. Antioxida¢ni aktivita byla néasledné stanovena, viz vztah pro vypocet (1),
jako ubytek absorbance v %. M¢éteni bylo provadéno dvakrat vedle sebe, vysledna hodnota

byla vypoctena primérem.

AA = ApppH—Avzorek % 100 [%] (1)

ApppPH
Kde:
AA — antioxidacni aktivita [%],
Apppu— absorbance 0,1 mM DPPH,

Ayorek — absorbance vzorku.

5.3 Priprava formulaci

V ramci diplomové prace byly pfipravovany zakladni formulace bez zakomponovaného
kvercetinu (ZF), formulace s enkapsulovanym kvercetinem (EF) a formulace s neekapsulo-
vanym kvercetinem (NF), dle slozeni uvedeného v Tabulce 1. Do formulace EF byl
zakomponovan nosi¢ s enkapsulovanym 0,1 % kvercetinem v obsahu 5 %. MnoZstvi

kvercetinu pfi obsahu pfipraven¢ho 5% nosi¢e ve odpovidalo 0,005 % kvercetinu ve
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formulaci. Do formulace NF bylo zakomponovano obdobné 0,005 % kvercetinu, piidanim

0,0025 g volného praskového kvercetinu. Celkove pro nasledovné testovani bylo ptipraveno

téméi 2500 g krémovych formulaci.

Tabulka 1 Slozeni krémovych formulaci

. . [%o]

Faze Ingredience Funkce 7F EF NF
Aqua vodnd baze do 100 [do 100 [do 100
Glycerin hydrataéni, zmékcujici latka 3 3 3
Panthenol hydratac¢ni latka 2 2 2
Carbomer modifikator viskozity 0,15 0,15 0,15

A | Fructose hydratac¢ni, exfoliaCni latka 0,50 0,50 0,50
Dermosoft®1388 ECO

Glycerin, Aqua,

goc;;um Levuqlinate, konzervant 3 3 3
Sodium Anisate)
Isopropyl Myristate hydratac¢ni latka 2,5 2,5 2,5
Olivoil Avenate
emulsifier®
(Potassium Olivoyl
Hydrolysed Avena
Protein, Cetearyl emulgator 7 7 7
Alcohol, Glyceryl
Oleate, Glyceryl
Stearate, Potassium

B | Hydroxide)
Cera Alba hydratacni latka 2 2 2
Oryza Sativa Bran
Cera zmékcujici latka 0.1 0.1 0.1
g;’;m"”d‘”“ Chinensis |y dratatni, vyhlazujici, SPF latka | 4 4 4
Prunus Dulcis Oil antioxidacni, zjemnujici latka 4 4 4
Cocos Nucifera Oil antioxidacni, zjemnujici latka 2,5 2,5 2,5
Mangifera Indica Seed | o 4. tagni latka 25 |25 |25
Butter
Cucumis Sativus Fruit | ) 12 4\ itci. hydrataéni latka 3 3 3
Extract
Aloe Barbadensis Leaf ) ) )
Extract hydrata¢ni, antioxidacni latka

C Ubiquinone antioxidacni latka 0,2 0,2 0,2
Tocopherol antioxidac¢ni latka 0,5 0,5 0,5
Nosi€ s Quercetinem | antioxidacni latka — 5 —
Quercetin antioxidacni latka — — 0,005
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Krémové formulace byly pfipravovany postupem uvedenym na Obrazku 10. Pied
ptipravou formulaci byla potieba, po dobu 24 hodin, hydratovat Carbomer ve 2/3 mnozstvi
destilované vody. Nasledujici den byl nabobtnaly Carbomer smisen s dal§imi slozkami
vodné faze A, kterd byla poté zahiivana na 70—75 °C. Soucasné byly homogenizovany
slozky tukové fdze B, jenz byla zahfivdna na 65—70 °C. Vzhledem k vyuzivanému
emulgétoru byla nasledné do zahtaté tukové faze B pomalu ptidavana vodna faze A. Po
ochlazeni smisenych fazi A a B na cca 50 °C byla do smési piidana faze bez ohtevu C
anasledovala emulzifikace pomoci kovové metlicky. Po emulzifikaci bylo kontrolné

provedeno méteni pH, jenz se u vSech formulaci pohybovalo nad hodnotou 5.

Piiprava faze A Pfiprava faze B

24 hodin pfed pfipravou formulace

hydratace Carbomeru v demi vodé Smiseni sloZek faze B

Y Y

SloZky faze A smiseny s Carbomerem Faze B zahfana na 65 —70 °C

Y Y

Faze A zahfana na 70 =75 °C - Faze B zakomponovana do faze A

Y

QOchlazeni faze na 50 °C a pfidani
slozek faze C

Y

Emulzifikace pomoci metlicky

Obrazek 10 Schéma piipravy krémovych formulaci
(zdroj: vlastni)

5.4 Mikrobiologické testy

Z diavodu testovani krémovych formulaci in vivo bylo nejdiive potieba otestovat krémové
formulace na mikrobiologickou ¢istotu. Soucasné byla hodnocena také dlouhodoba ucinnost
pouzitého konzervantu v krémovych formulacich, z divodu mozné mikrobialni kontaminace

behem testovani Ci pii bézném pouzivani spotiebitelem.
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5.4.1 Stanoveni celkového poctu mikroorganismii, kvasinek a plisni

Pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi v krémovych formulacich byl pfipraven
0,9% roztok NaCl (fyziologicky roztok) a agarové pidy Plate Count Agar (PCA)
a Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (ChYGA), dle navodu vyrobce Himedia

Laboratories (Indie).

Ihned po vyrobé krémovych formulaci bylo do sterilni plastové mikrozkumavky
Eppendorf odvazeno 0,1 g krémové formulace, ke které bylo ptidano 900 ul sterilniho
fyziologického roztoku. Nasledné bylo provedeno protfepani obsahu mikrozkumavky po
dobu 4 minut na tiepacce Vortex pii 3000 rpm, viz Obrazek 11. Ze vzniklé suspenze bylo
100 pl a 200 pl naockovano pomoci sklenéné sterilni hokejky na Petriho misku s pfislusnou
agarovou pudou. Suspenze byla déile v desitkovém fedéni pomoci Spiral Plateru
(Obrazek 12) naockovana na Petriho misku s pfisluSnou agarovou pldou. Postup byl
obdobné proveden pro vSechny piipravené krémové formulace. Kazd4d formulace byla
pomoci hokejky ¢i Spiral Plateru naockovana na PCA agar pro stanoveni celkového poctu
mikroorganismi a ChYGA agar pro stanoveni kvasinek a plisni. Kultivace PCA agart
probihala po dobu 48 hodin pfi 30 °C a ChYGA agary byly kultivovany po dobu 5 dnti pfi
25 °C. Po uplynuti inkubace byly kolonie na agarovych pudach spocitany pomoci
automatického pocitadla, viz Obrazek 13, a vyjadieny v jednotkach CFU/g.

Obrazek 11 Vortex
(zdroj: viastni) (zdroj: vlastni) pocitadlo kolonii
(zdroj: vlastni)

5.4.2 Stanoveni Pseudomonas aeruginosa

Pro stanoveni pfitomnosti P. aeruginosa a testovani jeho prezivani byly nejprve ptipraveny
agarové pudy Pseudomonas Agar (PA) a Tryptone Yeast Extract Agar (TYA), obdobné dle

navodu vyrobce Himedia Laboratories (Indie).

Na Petriho misky s PA agarem bylo pomoci pfistroje Spiral Plater naockovano 50 pl

suspenze v fedéni 1072, viz pfiprava uvedena v kapitole 5.4.1. Postup byl opétovné proveden
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pro vSechny pfipravené vzorky krémi. Kultivaéni podminky pro PA misky byly 24 hodin
pti 37 °C. Po uplynuti kultivacni doby byly agarové pidy vyhodnoceny.

5.4.3 Test prezivani Pseudomonas aeruginosa

Pro test ptezivani dle normy ISO 11930:2019 [95] bylo pfipraveno inokulum P. aeruginosa
ATCC 27853 o koncentraci 6,60x10” CFU/ml. Inokulum bylo nasledné v objemu 50 ul
pfidano k5 g krémovych formulaci ve sklenénych zkumavkach a dikladné asepticky
promichano. Thned po inokulaci bylo odebrano 0,1 g krémové formulace, které bylo
pfeneseno do plastové mikrozkumavky Eppendorf. Nasledné¢ bylo piiddno 900 pl
fyziologického roztoku a smés byla homogenizovéana na tiepacce Vortex po dobu 4 minut
pti 3000 rpm (fedéni 107"). Z ptipravené suspenze bylo 100 pl nao¢kovano pomoci sterilni
hokejky na TYA agary. Nasledné byla suspenze déale fedéna desitkovym fedénim a v objemu
50 pl naockovana pomoci Spiral Plateru na Petriho misky s TY A agarem. Stejny postup byl
proveden pro vSechny ptipravené krémové formulace. Kultivace TYA agarti probihala
pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti kultiva¢ni doby byly agarové piidy hodnoceny
abylo provedeno pocitani kolonii pomoci automatického pocitadla. Zkumavky
s krémovymi formulacemi byly dale uchovavany pii pokojové teploté pro potieby

opakovaného méteni. Méfeni bylo analogickym zptisobem provadéno po 7, 14 a 28 dnech.

5.5 Stabilitni testy

Krémové formulace byly testovany také v ramci své tepelné stability, z divodu jejich
dlouhodobé skladovatelnosti ¢i dalSiho testovani. Stabilitni testy byly provadény pii
teplotach 4, 25, 37,47 a 55 °C po dobu 28 dnti, méteny ve tfech Casovych intervalech (v Case
0, po 14 a 28 dnech). V ramci stabilitnich testl byla sledovana zména organoleptickych
vlastnosti, pH, viskozity ¢i textury jednotlivych formulaci. Formulace uchovavany
v termostatu pii vysSich teplotach byly pfed hodnocenim a méfenim uvedenych vlastnosti

a zmén temperovany na pokojovou teplotu 25 °C.

5.5.1 Posuzovani organoleptickych vlastnosti

Posuzovani zmény organoleptickych vlastnosti jednotlivych formulaci zahrnovalo vizuélni
hodnoceni vzhledu krémii, predev§im separaci vodné a olejové faze a zmeénu barvy méfenou
pomoci kolorimetru UltraScan VIS s pfisluSnym pocitacovym softwarem, v trojrozmérném
prostoru CIE L* a* b*. Formulace byly ddvkovany po okraj neprihlednych formi¢ek pomoci

kovové 1zi¢ky. Pied samotnym méfenim byla provedena kalibrace pfistroje na erné a bilé
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pozadi. Vysledné hodnoty soufadnic byly ziskdny na zdkladé zmény intenzity

prochazejiciho paprsku jednotlivymi formulacemi, vypoctem priméru ze 3 méfent.

5.5.2 Méreni pH

Diilezity faktor pro nasledné hodnoceni formulaci in vivo — pH bylo méfeno vpichovym pH
metrem PH60S-Z. Méteni pH probihalo, pii pokojové teplote, vlozenim méftici Spicky pH
metru do jednotlivych formulaci a néslednym odeétenim hodnoty po ustaleni. Mezi
jednotlivym métenim byla Spicka pH metru vzdy ocisténa pomoci papirového ubrousku
a demineralizované vody. Pro kazdy vzorek formulace bylo naméfeno 5 hodnot za uvedeny

Casovy interval; vysledna hodnota byla nasledné vypoctena primérem.

5.5.3 Mérieni viskozity

Zmeéna viskozity jednotlivych formulaci byla hodnocena metodou dle Brookfielda, rotacnim
viskozimetrem Brookfield DV-III ultra. Pro méfeni viskozity formulaci bylo dilezité
zvoleni spravného spindlu a otacek, jenz se odvijelo od vysledného to¢ivého momentu.
Hodnoty byly odecitany pti dosazeni toc¢ivého momentu v okoli 85 %. Byl pouzit spindl 4,
vhodny pro méteni viskozity vzorki do 20 000 mPa/s, a otdcky o velikosti 50 rpm. Méteni
viskozity formulaci probihalo pifi pokojové teploté vlozenim spindlu do formulace po
vyznacenou rysku a ndslednym spusténim méteni na ovladacim panelu viskozimetru. Mezi
méfenim formulaci byl spindl vzdy ocistén papirovym ubrouskem a bylo méfeno 5 hodnot;

vysledna hodnota za jednotliva méteni byla vypoctena prumérem.

5.5.4 Instrumentalni méfeni texturnich vlastnosti

Zmény v textufe jednotlivych formulaci byly méfeny pomoci texturometru typu TAI
penetrometrickou metodou pro polotuhé matrice, v rezimu méfeni komprese v jednom
meéficim cyklu. Texturometr typu TAl simuluje plsobeni lidského prstu pii roztirdni
krémové formulace, soucasné¢ s meéfenim texturnich vlastnosti. Méfeni probihalo
ve sklenéné konické nddobee upevnéné ve stolku, s kompatibilni kénickou sondou s uhlem
kuzele 90°, upevnéné k analyzatoru texturometru. K vyhodnoceni namétenych hodnot byl

vyuzit pocitacovy software NEXYGEN Plus.

Jednotlivé formulace byly davkovany do sklenéné nadobky pomoci kovové 1zicky, po
povrch naddobky, jenz byl zarovnan pomoci difevéné Spachtle. Takto pfipravend nadobka byla
upevnéna do kovového upinaciho stolku a méficim ramenem texturometru byla nastavena

vzdalenost mezi sondou a nadobkou asi na 5 mm. Nasledné¢ bylo spusténo méieni sondy
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rychlosti 50 mm/min a silou 10 N k priniku do formulace. K méfeni nasledujici formulace
byla konickd nadobka i méfici sonda vzdy ociSténa papirovym ubrouskem a lihem.
Texturometrem byla zjistovana adhezivita, kohezivita, konzistence a tuhost jednotlivych
krémii v Case. Méfeni probihalo v 5 opakovanich u kazdé formulace, vysledné hodnoty byly

vypocteny primérem.

5.6 Senzorické posuzovani organoleptickych vlastnosti krémovych

formulaci

Krémové formulace byly hodnoceny také senzorickym posuzovanim organoleptickych
vlastnosti. Formulace byly hodnoceny 22 zaskolenymi posuzovateli v laboratofi senzorické
analyzy Univerzity Tomase Bati ve Zlin€, v obdobi listopad—prosinec 2024 dle podminek
uvedenych v [96]. Hodnotitelim byly zakdédované krémové formulace predkladany ve
stejnych davkéach v nddobéch za totoznych teplotnich podminek dle [97], [98]. Posuzované
formulace byly kodované klicem: 333 — ZF, 555 — EF, 777 — NF. Krémov¢ formulace byly

hodnoceny 5 poradovymi a 3 parovymi porovnavacimi zkouskami (Ptiloha PI).

5.6.1 Poradové zkousky

Potadové zkousky slouZi k posouzeni vzorkl naptiklad dle intenzity znaku ¢i preference
jednotlivych hodnotiteli. Pofadové zkousky jsou typem zkousSek s nucenou volbou, kazdy
vzorek musi mit své jednotlivé pofadi. Pofadovymi zkouskami dle intenzity znaku byly
hodnoceny viing, barva, roztiratelnost ¢i vstiebatelnost krémovych formulaci, a také osobni
preference hodnotitel. Viné krémovych formulaci byla hodnocena stupnici 1-nejvice
pfijemnd, 3-nejméné pifjemna. Barva formulaci byla obdobn& hodnocena stupnici
1-nejsvétlejsi, 3—nejtmavsi. Pofadovéa zkouska na zékladn€ intenzity znaku roztiratelnosti
jednotlivych formulaci probihala nanesenim stejného mnozstvi hodnoceného vzorku krému
Spachtli na volarni stranu ptfedlokti. Nasledné byly hodnocené formulace prstem rozetieny
do plochy o velikosti 2x4 cm. Vyhodnoceni zkousky probihalo dle stupnice 1-nejlépe
roztiratelna, 3-nejhife roztiratelnd. Po uplynuti 3—-5 minut od rozetfeni jednotlivych
formulaci byla vyhodnocena vstfebatelnost formulaci, dle stupnice 1-nejlépe vsttebatelna,
3—nejhure vstiebatelna. V neposledni fad¢ byla hodnotiteli pofadovou zkouskou hodnocena
také osobni preference u jednotlivych formulaci, dle stupnice 1-nejvice preferovana, 3—

nejméné preferovana.



58 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

5.6.2 Parové porovnavaci zkousky

Péarové porovnavaci zkousky slouzi k posouzeni senzorickych znakii dvou posuzovanych
vzorkl, na zdkladné osobni preference jednotlivych posuzovatelt ¢i k urceni rozdilu mezi
jednotlivymi vzorky. Péarovou porovnavaci zkouskou byla hodnocena roztiratelnost,

vstiebatelnost a osobni preference hodnotitelt vii€i posuzovanym krémovym formulacim.

r r

5.7 Ovérovani ucinnosti formulaci in vive diagnostickymi metodami

Testovani in vivo bylo do diplomové prace zafazeno piedevs§im za ti€elem ovéfeni anti-aging
ucinnosti pfipravenych krémovych formulaci. V ramci klinického testovani byly
u dobrovolnic monitorovany biofyzikalni parametry pokozky, konkrétné hydratace, TEWL
a pH kiiZe, ve tfech Casech — na zacatku aplikace (tyden 0), po 4 tydnech a po 8 tydnech
pravidelného pouzivani. Déle byly v ¢asech 0 a 8 tydnl hodnoceny i parametry elasticity
kize, snimany povrchové otisky (repliky) a potfizovany fotografie kozniho reliéfu, slouzici
ke kvantitativnimu a vizudlnimu posouzeni zmén v mikrostruktufe pokozky v disledku

aplikace testovanych formulaci.

5.7.1 Soubor dobrovolnic

Dobrovolnice byly vybirdny na zékladé pfedem stanovenych kritérii, jejichZ piehled je
uveden v Priloze PII, a také na zaklad€ splnéni podminek zaméfenych na predesly ¢i aktualni
zdravotni stav, viz dotaznik uveden v Pfiiloze PIII. In vivo testovani probihalo na
15 dobrovolnicich, ve vékové rozmezi 50 + 2,7 let, pficemz kazda z formulaci byla testovana
u péti ucastnic. Vékové rozmezi dobrovolnic odpovidalo pfedpokladané cilové skupiné

spotiebitelek se zralou pleti.

5.7.2 Organizace méreni

In vivo testovani probihalo v laboratofi Univerzity TomaSe Bati ve Zlin€ pfi teploté
24,9 £ 2 °C arelativni vlhkosti 40,2 £ 2,1 %. Testovani bylo provadéno v mésicich inor az

duben v Case 0 a ndsledné vzdy po uplynuti 4 tydnti aplikace jednotlivych formulaci.

Dobrovolnicim pied testovanim bylo poskytnuto obeznameni s metodikou testovani,
viz Ptiloha PIV. Také byl pozadovan podpis informovaného souhlasu a prohlaseni souhlasu
s dobrovolnou ucasti v testovani, Pfiloha PV. Dobrovolnice byly instruovany k aplikaci
jednotlivych krémt 2krat denn€, pfedevsim v oblasti o¢i a ¢ela po dobu 8 tydnii. Také bylo

pozadovano, aby v Ucastnice v pribéhu testovani nepouzivaly jiné krémové formulace.
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Dobrovolnice pted méfenim byly ponechany po dobu 20 minut v laboratornich
podminkédch v klidovém rezimu za ucelem aklimatizace a zajiSténi standardizovanych
podminek méfeni. Po uplynuti této doby bylo v pravé i levé periorbitalni oblasti a ve stfedni
¢asti ¢ela provadéno méfeni biofyzikalnich parametrii pokozky, konkrétné hydratace, TEWL
a pH, s vyuzitim meéfici stanice MPA (Courage + Khazaka) s pfislusnymi sondami.
Periorbitalni oblast je anatomicka oblast obklopujici o¢nici (orbita), ktera zahrnuje mékké
tkané véetné o¢nich vicek, podkozi, kiize a svalové-cévnich struktur [99]. Ziskana data byla
zpracovana prostfednictvim softwaru CK-Multi Probe Adapter, propojen¢ho s méfici
stanici. V Casech 0 a 8 tydnt bylo navic provadéno hodnoceni elasticity pokozky pomoci
ptislusné sondy MPA systému, ddle snimani mikrorelié¢fu ktize pomoci silikonovych replik
a vizualni analyza koZniho povrchu se zaméfenim na vyskyt pord, pigmentovych skvrn

a vrasek za pomoci visioskopu. Prehled pouZitych pfistrojl je znazornén na Obrazku 14.

Obrazek 14 Stanice MPA s pfislusnymi sondami a Visioskop® PC 35
(zdroj: vlastni)

5.7.3 Korneometrie

Hydratace pokozky byla méfena za pomoci Korneometr® CM 825. Na testovanych mistech
bylo vZzdy naméfeno 5 hodnot hydratace pokozky, pfitlakem korneometrické sondy.
Interpretace vysledkl byla zaloZena na b&zn€ pouzivané klasifikaci. Hodnoty niZ$i nez
30 k. j. byly povazovany za indikator extrémné suché pokozky, rozmezi 3045 k. j. bylo
hodnoceno jako sucha pokozka, zatimco hodnoty nad 45 k. j. svéd¢ily o normalné

hydratované kazi, odpovidajici stavu zdravé epidermalni bariéry [100].
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5.7.4 Tewametrie

Transepidermalni ztrata vody byla hodnocena pomoci métici sondy Tewameter® TM 300,
ktera umoziuje neinvazivni mefeni intenzity difuze vodnich par pies epidermalni bariéru.
Méifeni bylo provadéno na vybranych mistech pokozky, pfi¢emz bylo zaznamenano
15 hodnot. Pro zajisténi pfesnosti méfeni a eliminaci vlivii vnéjsich podminek (zejména
rozdild v teploté a vlhkosti mezi pokozkou dobrovolnice a okolnim prostiedim) bylo prvnich
pét hodnot vylouceno z vyhodnocovani. Hodnoty TEWL v rozmezi 0-10 g/m?h byly
povazovany za velmi dobré, odpovidajici optimalni funkci epidermalni bariéry. Rozmezi
10-15 g/m?*h bylo hodnoceno jako dobrad bariérova funkce, zatimco hodnoty mezi 15—
25 g/m?/h jako fyziologicky normalni. Zvysené hodnoty TEWL v intervalu 25-30 g/m?/h jiz
naznacuji mirné narusSeni bariérové funkce pokozky, které miize byt spojeno naptiklad
s podrdzdénim, dehydrataci ¢i plsobenim nepfiznivych zevnich faktori. Hodnoty
ptresahujici 30 g/m?/h jsou klasifikovany jako kritické, indikujici vyznamné poskozeni kozni

bariéry a zvysSenou ztratu vody z povrchu pokozky [100].

5.7.5 pH-metrie

Meéteni pH bylo provedeno pomoci métici sondy pH metr® 905. Pro kazdou sledovanou
oblast v jednotlivych ¢asech byla naméfena vzdy jedna hodnota pH. Optimalni pH pokoZky
by mélo vykazovat hodnoty v rozmezi od 4,5-5,5 [63].

5.7.6 Reviskometrie

Elasticita pokozky byla hodnocena pomoci sondy Reviscometer® RVM 600. M¢teni
probihalo ve 360° rozsahu, kdy byla reviskometrickd sonda s jemnou méfici jehlickou
aplikovana do krouzku s uhlovou stupnici, pfipevnéného ke kiizi pomoci oboustranné
lepiciho kruhu. Na kazdém sledovaném misté¢ bylo provedeno 13 méfeni, a to v 30°
intervalech. Tento pfistup umoznuje identifikovat nejen celkovy stupei elasticity, ale také
anizotropii kozni tkang, ktera odrézi orientaci kolagennich a elastinovych vlaken ve struktuie

dermis.

5.7.7 Visioskopie

V ramci visioskopie byly za pomoci Visioskop® PC 35 snimany pory, pigmentové skvrny
¢i vrasky, pfiloZzenim pfistroje na sledované oblasti, zmrazenim obrazu a nasledného

vyhodnoceni snimku programem CSI-Complete Skin Investigation.
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5.7.8 Visiometrie

V casech 0 a po 8 tydnech aplikace jednotlivych krémovych formulaci byla provedena také
visiometrie, zaméfena na hodnoceni mikroreliéfu pokozky pomoci silikonovych replik.
Snimani bylo provaddéno na predem odmasténych mistech pokozky (micelarni vodou),
ptfi¢emz byl pouzit oboustranné lepici ramecek, ktery slouzil jako ohrani¢eni pro naneseni
silikonové smési. Replikaéni smés byla pfipravena smisenim silikonu a katalyzatoru
vpoméru 2:1 v plastovém kelimku. Smés byla nasledné¢ odplynéna pomoci vakuové
odsavaci pumpy, ¢imz doslo k eliminaci vzduchovych bublin, které by mohly ovlivnit
presnost a kvalitu vysledné repliky. Nésledn¢ byla smés rovnomérné nanesena do ramecku
a prekryta adhezivni kryci folii Corneofix, kterd zajistila optimalni kontakt se strukturou
ktze. Po pfiblizn€ 15 minutach byla vytvotfena silikonova replika opatrné sejmuta, pienesena
na papirovou karti¢ku a analyzovana pomoci predem zkalibrovaného visiometru, ktery
umoznuje hodnoceni parametrii povrchového reliéfu pokozky, vcetné hloubky a hustoty

vrasek ¢i hrubosti pokozky.

5.8 Antioxidacni aktivita formulaci

M¢éfteni antioxidacni aktivity vSech pfipravenych krémovych formulaci bylo obdobné
provedeno metodou DPPH, jako v pfipad¢ nosi¢e s enkapsulovanym kvercetinem, viz

kapitola 5.2.1.

Do sklenénych vialek byl za pomoci injekéni stiikacky navazen 1 g pfislusné krémové
formulace, doplnén 3 ml 0,1 mM roztoku DPPH. Nasledn¢ byly vialky uchovavany ve tmé
po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci byl supernatant odebran pomoci injekéni
stiikacky s jehlou, aby bylo zamezeno vtaZeni krémové formulace. Odebirany roztok byl
nasledné piefiltrovan pies dva filtry, nejprve s velikosti porti 1,2 um, poté s velikosti port
0,45 pum, za uCelem odstranéni vSech zbytkovych ¢astic, které by mohly ovlivnit métfeni
absorbance. Pfipraveny roztok byl pfeveden do méficich kyvet a analyzovan pomoci UV-
VIS spektrofotometru pii vinové délce 517 nm. Naméiené hodnoty byly zpracovany dle
vztahu (1), kterym byla vypoctena antioxidacni aktivita krémovych formulaci ve formé

procentualni inhibice radikadlu DPPH.
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5.9 Test uvolniovani aktivni latky z formulaci

Test uvolnovani aktivni latky z formulaci byl proveden u pfipravenych formulaci obsahujici
kvercetin (EF a NF). Pro kazdé stanoveni byly odebrany 3 g ptislusné formulace a pfeneseny
do dialyza¢ni membrany s molekulovou propustnosti 12—14 kDa. Membrany byly umistény
do uzaviratelnych sklenénych lahvi doplnénych 20 ml PBS pufru o pH 7,3. Tyto lahve byly
uchovavany ve tm¢ a tfepany na laboratorni tiepacce pii 150 rpm a teploté 32 °C. Nasledné
byly odebirany 2 ml pufru s uvolnénou aktivni latkou v ¢asovych intervalech 0,5; 1; 2; 4; §;
24; 48; 72; 96; 120,5; 168 a 216 hodin od zacatku experimentu. Po kazdém odbéru byly
odebrané objemy nahrazeny stejnym mnozstvim cerstvého PBS pufru. Vzorky byly
uchovavany v lednici pro naslednou analyzu. Vyhodnoceni probihalo méfenim absorbance
pomoci UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 378 nm, jenz odpovida absorpénimu
maximu kvercetinu. Na zdklad¢ absorbance byla pomoci kalibra¢ni rovnice stanovena
koncentrace aktivni latky, kterd byla piepoctena na kumulativni koncentraci uvolnéného

kvercetinu. Tyto hodnoty byly nasledné vyneseny jako zéavislost koncentrace na Case.

Test uvolnovani byl pro kazdou formulaci proveden dvakrat vedle sebe. Kinetika
uvolnovani byla dale vyhodnocena podle modelu kinetiky prvniho fadu (viz Rovnice 2)
pomoci regresni analyzy metodou nejmensich ¢tvercli v programu Microsoft Excel 365 za
vyuziti doplitku Resitel.

CreL = Cmax X (1 — e ()
Kde:
creL — koncentrace uvolnéné aktivni latky v Case t,

cmax — maximalni teoretickd koncentrace aktivni latky,

k — rychlostni konstanta.

5.10 Statistické zpracovani ziskanych dat

Nameétfend data ze stabilitnich test (pH, viskozita, textura), senzorického hodnoceni
formulaci a in vivo méfeni diagnostickymi metodami (hydratace, TEWL, pH, elasticita,
mikroreliéef klZe) byla zpracovana programem Microsoft Office Excel (Microsoft
Corporation, USA). U naméfenych dat byly s vyuzitim programu vyhodnoceny aritmetické
priméry a smérodatné odchylky. Staticky vyznamné zmény méfenych veli¢in v pribc¢hu

experimentt (signifikantni hodnoty byly oznaceny symbolem hvézdicky) byly vyhodnoceny
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pomoci funkce Analyza dat v programu Microsoft Office Excel, dvouvybérovym parovym

t-test na stfedni hodnotu s hladinou vyznamnosti o = 0,05.

Poradové zkousky v ramci senzorického hodnoceni byly statisticky vyhodnocovany
pomoci Friedmanova testu na 95% hladiné vyznamnosti (a = 0,05). K vyhodnoceni
ziskanych dat byla stanovena nulova Ho a alternativni hypotéza A; Ho: mezi formulacemi
neexistuji staticky vyznamné rozdily pfi hodnoceni jednotlivych senzorickych znaku
a hypotéza A: existuje alespoi jedna formulace, jenz se ve sledovanych znacich lisi. Zjisténé
vzajemné diference mezi formulacemi ve sledovanych znacich, byly ddle hodnoceny
Neményiho metodou na 95% hladiné vyznamnosti (a = 0,05), jenz urcila, které konkrétni

dvojice formulaci se vzajemné lisi ve sledovanych znacich.

K vyhodnoceni parovych porovnavacich zkousSek senzorického hodnoceni krémovych
formulaci byla vyuzita Fisherova statistika na 95% hladiné¢ vyznamnosti (a = 0,05).
Opétovné byly stanoveny nulova Ho a alternativni hypotéza A; Ho nepfedpoklada existenci
rozdilu ve sledovaném senzorickém znaku, tudiz nemoznost odliSeni formulaci

a A predpoklada existenci rozdilu v intenzité a sméru sledovaného znaku.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

V praktické c¢asti diplomové prace byla nejprve provedena piiprava enkapsulovaného
vybraného antioxidantu, kvercetinu. Nasledn¢ byly piipraveny krémové formulace, jez byly
podrobeny nékolika testim, zahrnujici mikrobiologickou distotu a Uc¢innost pouzitého
konzervantu, ovéfeni stability, senzorické hodnoceni organoleptickych vlastnosti, testovani
ucinnosti in vivo a v neposledni fad¢ také stanoveni antioxidacni aktivity a uvolnéni aktivni
latky z formulaci. V kapitolach 6.1-6.7 jsou prezentovany a diskutovany ziskané vysledky

jednotlivych testt.

6.1 Zhodnoceni pripravy enkapsulovaného kvercetinu

V kosmetickych piipravcich obsahujicich enkapsulované antioxidanty jsou casto
k enkapsulaci vyuzivany polyfenolické slouc¢eniny [70], [101], [102]. Na zaklad¢ uvedenych
poznatkil a zkuSenosti z pfipravy jeho enkapsulované formy z prace [94], byl vybranym
antioxidantem kvercetin. V kosmetickém primyslu se jednd o pomérné malo zndmou ¢i
a antioxidacni vlastnosti [67]. Vyuziti volného kvercetinu v kosmetickych formulacich je
pomérné¢ omezeno, z divodu jeho Spatné rozpustnosti, nizké biologické dostupnosti
a propustnosti pokoZkou. Kvercetin zabudovany v nosi¢i by mél vykazovat vyssi fyzikalni
a chemickou stabilitu, lepsi rozpustnost ¢i miru penetrace pokozkou [67]. Byly pfipraveny
a testovany krémové formulace obsahujici enkapsulovany i1 volny neenkapsulovany

kvercetin.

Kvercetin byl enkapsulovan do nosného systému slozeného ze 100 mg PC a 10 mg
neionického surfaktantu P407, metodou hydratace tenkého filmu. Vzhledem k vys$Simu
obsahu PC ve slozeni se jednalo konkrétné o lipozomalni enkapsulaci. Lipozomy jsou
kulovité vezikuly tvofeny dvojvrstvou membranou, umoZznujici zapouzdieni ucinnych latek.
Vzhledem k podobnosti struktury s lipidovou membranou kiiZze jsou schopny ménit fluiditu
bunécné membrany, a dodédvat tak cilené G¢inné latky [103]. Pro anti-aging krémy je
uvadéno mnozstvi kvercetinu ve slozeni formulaci v rozmezi od 0,0001-2 % [104].
Enkapsulovand forma kvercetinu byla limitovdna kapacitou pfipraveného nosice
a neenkapsulovand forma omezenou rozpustnosti praSkového kvercetinu, proto byl

kvercetin do formulaci pfidavan v obsahu 0,005 %.

Ve studii [105] byly porovnavany lipozomalni systémy tvofené PC s inkorporovanym

P407 a systém PC s polyethylenglykolem (PEG). Bylo zjisténo, ze zaclenéni P407 do
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systému vedlo ke zmenSeni velikosti systému a zvySeni skladovaci teploty ze 4 °C na 25 °C.
Zavérem studie byl P407 navrzen jako slibnad alternativa k PEG pfi vyvoji lipozomt
s optimalizovanou biologickou dostupnosti a skladovatelnosti systému. Ve studii [106] byly
piipravovany lipozomy, slozeny z PC, cholesterolu, Tweenu 80 a kvercetinu, pomoci
techniky injekce ethanolu. Lipozomy vykazovaly vysokou Gi¢innost zapouzdieni kvercetinu,
malou velikost Castic, negativni naboj a jeho dlouhodobé uvoliiovani ze systému (az 48
hodin). Pti testovani in vitro piipravené lipozomy zvysily penetraci a ukladani kvercetinu do
ktze. Dale byl sledovan také ucinek lipozomt na edém a zadnét indukovany UVB zéienim in
vivo. Vysledky potvrdily zmirnéni edému ¢i zanétu po aplikaci lipozomt se zabudovanym
kvercetinem. Liu a kol. [107] pfipravili injekéni metodou lipozomy s inkorporovanym
0,23% kvercetinem, které byly dispergovany do hydrogeli sodné soli karboxy-
methylceluldzy. Studie ukézala, Ze lipozomy v takovém gelu vykazuji dobrou stabilitu
v ktzi a pfilnavost k pokozce. Test DPPH prokazal silnou antioxidacni aktivitu hydrogelu.
Hydrogel byl testovan také na modelu kozniho ekzému u mysi, kde vyznamné zlepsil stav

epidermalniho ekzému.

6.1.1 Charakterizace nosice s enkapsulovanym kvercetinem

Ptipraveny nosi¢ byl charakterizovan méfenim zeta potencidlu, velikosti Castic, indexu

polydisperzity a antioxidac¢ni aktivity, viz Tabulka 2.

Tabulka 2 Charakterizace nosice

Zeta potencial Velikost ¢astic Il.ldex . Antloy.m.iacm
[mV] [nm] polydisperzity aktivita
[ [%o]
-31,4+1,3 948,2 + 66,9 0,45-0,55 80,32

Zeta potencial byl méfen kvili vlivu elektrostatickych sil na stabilitu nosice. pH
ptipraveného nosice bylo v rozmezi 4,5-5,5. Hodnoty zeta potencidlu pohybujici se nad
hodnotou +30 mV ¢i pod hodnotou -30 mV, znac¢i elektrostabilni systémy. Hodnoty
pohybujici se mezi 0 + 10 mV naopak vykazuji vyznamny pokles stability systéml, z diivodu
vy$si tendence k agregaci ¢astic [108]. U ptipraveného nosice byla primérna hodnota zeta
potencialu stanovena na —31,4 mV, i ptfes pouziti neionického tenzidu k ptipravé nosice.
Tudiz 1ze nosi¢ pokladat za elektrostabilni bez ptedpokladu agregace jednotlivych lipozom1,

diky vlivu odpudivych interakei.
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U chemické struktury PC a lipozomalni povaze nosi¢e byla predpokladana veétsi
velikost ¢astic. Hodnota velikosti ¢astic u pfipraveného nosice byla stanovena primérem ze
tff méfeni na 948,2 + 66,9 nm. V ramci méteni velikosti ¢astic byl vyhodnocen také index
polydisperzity (PDI), jenz udava miru heterogenity vzorkl na zéklad¢ velikosti castic. Vyssi
hodnoty znaci vétsi distribuci ¢astic. V ptipadé lipozomalniho nosice s kvercetinem, byl PDI

zaznamenan mezi hodnotami 0,45-0,55.

Antioxidac¢ni aktivita nosice s kvercetinem byla stanovena z divodu zabudovani nosice
do krémové formulace a pozdéjSiho stanoveni Uc€innosti formulaci in vivo méfenim
biofyzikalnich vlastnosti kiize a anti-aging efektu. Antioxidacni aktivita nosi¢e 80,32 %
stanovend metodou zhaseni stabilnich radikdlt DPPH, byla vyjadfena jako ubytek

absorbance oproti referenci 0,1 mM roztoku DPPH v 96% ethanolu.

6.2 Zhodnoceni sloZeni a pripravy formulaci

Krémové formulace patii mezi nejcastéji vyhledavané emulzni systémy v péci o pokozku,
jak z divodu umoznéni dodavani G€innych latek do pokozky ¢i vlastnosti preferovanych
spotiebiteli. Krémové formulace byly pfipravovany jako emulzni systém typu o/v, ktery by
zajiStoval hydrataci zralé pleti, nezanechaval mastny pocit na pokoZce po aplikaci
a disponoval antioxidac¢ni G€innosti. Ve sloZeni pfipravovanych krémovych formulaci byla
zahrnuta rozpoustédla, hydratac¢ni, okluzivni, zklidiujici, zmékcujici, vyhlazujici
a zjemnujici latky, modifikator viskozity, konzervant, emulgitor a bohaté zastoupeni
antioxidacnich latek. Jednotlivé ingredience byly voleny dle jejich dostupnosti a splnéni

zadani diplomové prace, s ohledem na zamér studie.

Krémové formulace obsahovaly mnozstvi hydratacnich latek Glycerin, Panthenol,
Fructose, Isopropyl Miristate, Cera Alba, Oryza Sativa Bran Cera, Simmondsia Chinensis
Oil, Mangifera Indica Seed Butter, Cucumis Sativus Fruit Extract ¢i Aloe barbadensis Leaf
Extract, z divodu podpory a udrzeni hydratace pleti. Hydrata¢ni latky maji obecnou
schopnost bréanit ztratdm vody z pokozky ¢i diky své chemické struktufe molekuly vody na
sebe vazat, a tim ji dlouhodobé v pokozce zadrzovat. Panthenol vykazuje snadnou absorpci
pokozkou, kde je preménovan na télu ptirozenou kyselinu pantothenovou. V kosmetickych
formulacich mimo hydrataéni UCinky vykazuje také antistatické, protizanétlivé,
antibakterialni, regeneracni ¢i zklidilujici ucinky. Isopropyl Miristate je latka niz8i mastnoty
s dobrou kozni penetraci. Fructose disponuje mirnym exfoliaénim ucinkem, coz muze

napomahat pronikani u¢innych latek do pokozky. Cera Alba a Oryza Sativa Bran Cera svij
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hydrata¢ni efekt podporuji tvorbou okluzivni vrstvy na pokozce, ¢imz napomahaji obnovit
ptirozeny lipidovy film pokozky a brani TEWL. Cera Alba navic disponuje také
kosmetickych receptur ptidavan také jako zahustovadlo, vykazujici zaroven zjemnujici ¢i
antioxidaéni vlastnosti. Simmondsia Chinensis Oil snizuje pocit mastnosti po aplikaci
s fadou dalSich benefitd. Pro své hydratacni ¢i regeneracni vlastnosti je schopen také
snizovat viditelnost jizev. U Cisté rostlinnych voskl ¢i oleji nebyl prozatim prokazan UV
filtr, navzdory tomu je Simmondsia Chinensis Oil oznacovan jako SPF 3—4. Mangifera
Indica Seed Butter mimo své hydrata¢ni Gcinky, diky vysokému zastoupeni mastnych
kyselin, vykazuje také antioxidacni vlastnosti. Zakomponovanim Cucumis Sativus Fruit
Extract ¢i Aloe Barbadensis Leaf Extract do kosmetickych formulaci, mimo hydratacni
ucinky, je dosazeno také zklidnujicich, regeneracnich ¢i zmékcujicich uc€inkid. Extrakty
vykazuji také antioxidacni vlastnosti diky zastoupeni vitaminti A, C, E ¢i stopovych prvki

[711, [109], [110], [111].

Ve slozeni tukové faze byly pro své zjemnujici, hydrata¢ni, zklidiujici, regeneracni,
zme&kcujici €1 antioxidacni vlastnosti zahrnuty Prunus Dulcis Oil a Cocos Nucifera Oil. Jako
regulator viskozity byl pouzit Carbomer. Emulgatorem krémovych formulaci byl Olivoil
Avenate emulsifier® slozeny z Potassium Olivoyl Hydrolyzed Avena Protein, Cetearyl
Alcohol, Glyceryl Oleate, Glyceryl Stearate, Potassium Hydroxide. Jednd se
o samoemulgujici rostlinny vosk, jenz vytvaii velmi snadné jemné emulze, vhodné pro
vSechny typy pleti, bez nutnosti pfidani jiného emulgatoru ¢i stabilizatoru. Optimalni pH
kosmetického produktu pro zakomponovani Olivooil Avenate emulsifier® je 5-8. Jako
konzervant formulaci byl vyuzit Dermosoft® 1388 ECO, schvalen Ecocertem jako Setrny
konzervant pro ptirodni kosmetiku, se slozenim Glycerin, Aqua, Sodium Levulinate, Sodium
Anisate. Dermosoft® 1388 ECO je antimikrobidlni smés piirodniho piivodu, u¢inny proti
bakteriim, kvasinkdm ¢i plisnim, vhodny pro vSechny druhy kosmetickych ptipravki.
Aplikaéni pH je doporuc¢ovano mezi 5-5,5 z divodu nerozpustnosti ¢i oddéleni emulzi pti
pH<5. Jako stéZejni antioxidant byl zvolen Quercetin a dal$i antioxidanty Ubiquinone
a Tocopherol, jejichZ vlastnosti a benefity pro pokozku byly prezentovany v kapitole 2.3.
[71], [112], [113].

Vyvoj modelovych formulaci sestaval z pilotni ptipravy, béhem které bylo na zakladé¢

pribézne provadéného senzorického posuzovani, pristupovano ke zménam v kvalitativnim
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a kvantitativnim slozeni receptury. Slozeni receptury bylo modifikovano, dokud nebylo
dosazeno uspokojivych organoleptickych vlastnosti, odpovidajicich formulacim pro zralou
plet. Upravovany byly piedevsim podily ingredienci jako Cocos Nucifera Qil, Cera Alba,
Prunus Dulcis Oil, Mangifera Indica Seed Butter, Simmondsia Chinensis Oil, Aloe

barbadensis Leaf Extract a emulgatoru Olivooil Avenate®.

Po emulzifikaci jednotlivych formulaci bylo vzdy provedeno kontrolni méteni hodnot
pH. Kosmetické krémové formulace urcené pro styk s pokozkou by mély vykazovat hodnoty
pH v rozmezi 4,5-5,5 [63]. Vzhledem k pouZzitému emulgatoru Olivooil Avenate®, u nehoz
bylo pro pouziti deklarovano aplikacni pH 5-8 a konzervantu Dermosoft® 1388 ECO
s aplikacnim pH 5-5,5; bylo pro krémové formulace vyzadovano pH nad hodnotu 5.

Ptipravend formulace ZF vykazovala pH 5,41; EF 5,44 a NF 5,39.

6.3 Mikrobiologické testovani formulaci

Pfirodni slozky jsou néchylnéj$i k mikrobiadlni kontaminaci nezli slozky chemického
puvodu. Kosmetické produkty obsahujici slozky jako jsou polysacharidy, proteiny,
glykosidy, vitaminy, lipidy, aminokyseliny ¢i voda, podporuji pfeziti a rist mnoha
mikroorganismt. Mikrobidlni kontaminace v kosmetickych produktech mutze pochazet
z ruznych faktord, véetné vyrobniho procesu, baleni ¢i skladovani produktii, kontaminaci
uzivateli ¢i nedostatecné u€innosti pouZzitych konzervacnich latek. Mikrobialni kontaminace
nepiiznivé ovliviiuje kvalitu a bezpecnost kosmetickych ptipravki, z téchto divoda jsou
v kosmetickém primyslu pro kazdou vyrobenou $arzi povinné provadény mikrobiologické

testy [114], [115].

Mezi nejcastéj$i ukazatele mikrobiologické kontaminace kosmetickych ptipravkd,
patii Ctyfi patogenni mikroorganismy, jeZ mohou zplsobovat zdravotni problémy:
1) Pseudomonas aeruginosa, coz je gramnegativni, aerobni bakterie, zpusobujici infekce,
zejména u lidi s oslabenou imunitou; ii) Staphylococcus aureus, coz je grampozitivni
bakterie, zptsobujici pfedevsim kozni infekce a dal$i zdravotni problémy; iii) Escherichia
coli, coz je gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterie, jez je indikatorem fekalni
kontaminace kosmetickych ptipravka; iiii) Candida albicans, coz je kvasinka zplusobujici

mykotické infekce.
Dal8imi mikroorganismy zptisobujici mikrobialni kontaminaci kosmetickych produktt
jsou naptiklad rody Micrococcus ¢i Propionibacterium [114]. Pro zajisténi bezpecnosti

spottebiteli kosmetickych produktti byly normou EN ISO 1716:2014 [116] stanoveny
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pozadavky na mikrobiologickou kvalitu kosmetickych produktii mikrobiologickymi limity.
Norma vyzaduje nulovou pfitomnost ¢ty zminovanych patogennich mikroorganismu
(P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, C. albicans) v1 g (ml) kosmetickych ptipravki.
Pfitomnost ostatnich mikroorganismii norma upravuje délenim kosmetickych piipravkl do
kategorii: 1) produkty pro déti do 3 let a produkty aplikovany v okoli oc¢i a sliznic a ii) ostatni
kosmetické produkty. Mikrobiologické mezni limity pro kategorii i) jsou stanoveny
hodnotou <1x10*> CFU/g (ml) a pro kategorii ii) je nutno dodrzet hodnotu <1x 10° CFU/g
(ml).

Hlavnim ucelem konzervacnich latek je inhibovat rist mikroorganismi v kosmetickych
pripravcich, ¢imz prodluzuji trvanlivost pripravkl, zajistuji bezpecnost pro spotiebitele

a zachovavaji kvalitu piipravki [114].

6.3.1 Stanoveni celkového po¢tu mikroorganismui

Ihned po piipravé krémovych formulacich bylo provedeno stanoveni celkového poctu
mikroorganismtl. Testovani jednotlivych formulaci bylo provedeno na agarech PCA
a ChYGA. Po inkuba¢ni dobé byly jednotlivé Petriho misky s pfisluSnymi agary
vyhodnoceny. Na agarech ChYGA nebyl detekovan zadny nartist mikroorganisma, ¢imz
byla prokdzana neptitomnost kvasinek a plisni v krémovych formulacich. Pfi vyhodnoceni
PCA agarii byl zjistén nartst kolonii na agarech u formulaci ZF a NF, viz Obrazek 15. Na

agary bylo o¢kovano 200 pl pfipravené suspenze pomoci sklenéné sterilni hokejky.

Obrazek 15 PCA agary s narostlymi koloniemi
oznacenymi 3a, 3b, la, 1b
(zdroj: vlastni)
Celkovy pocet mikroorganismil ve formulacich ZF 1 NF ¢inil 10 CFU/g, coz splituje
mezni mikrobiologické limity stanovené normou EN ISO 1716:2014 [116] pro kategorii
kosmetickych produkti aplikovanych v okoli oc¢i a sliznic. Kolonie 1a, 1b, 3a, 3b byly

pomoci kiizového roztéru naockovany na agarové piidy PCA. Z divodu podezieni kolonii
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1b a 3b na mozné kvasinky byly kolonie kiizovym roztérem naockovany také na agarovou
pudu ChYGA. Kultiva¢ni podminky byly 30 °C po dobu 48 hodin pro agary PCA a 25 °C
po dobu 5 dnti pro agary ChYGA. Po uplynuti kultivacni doby byl detekovan nartist pouze
na PCA agarech, tudiz byla opakované potvrzena nepfitomnost kvasinek a plisni

v krémovych formulacich.

Pro urceni jednotlivych narostlych kolonii na agarech PCA v ptfipad¢ formulace ZF
a NF bylo provedeno Gramovo barveni ziskanych izolati a nasledné vyhodnoceni pomoci
mikroskopu, viz Obrazek 16. Na zakladé provedeného Gramova barveni byly ve vzorku
detekovany grampozitivni koky. Mikroskopickd morfologie bun¢k naznacuje, ze by se
mohlo jednat o zastupce rodu Micrococcus, jelikoz se mikroorganismy v preparatu jevily
jako jednotlivé koky ¢i koky uspotadané v tetradach (zejména 1a, 3a), nikoliv v hroznovitych
shlucich typickych pro rod Staphylococcus. Morfologické znaky byly déle podpofeny
1 makroskopickym vzhledem kolonii po inkubaci, kolonie izolatl vykazovaly vyrazné zluté
zbarveni, coz je typické prave pro rod Micrococcus, zatimco kolonie Staphylococcus byvaji
spiSe oranzové. Ackoliv tyto znaky slouzi jako dilezité orientacni ukazatele pro predbézné
uré¢eni mikroorganismu, je nutné zdiraznit, Ze spolehlivé rozliSeni mezi rody Micrococcus
a Staphylococcus vyzaduje provedeni dalSich biochemickych testl, jako je naptiklad
oxidazovy test, kde Micrococcus vykazuje pozitivni reakci, zatimco Staphylococcus je

oxiddzové negativni [117].

1a 1b 3a 3b

Obrazek 16 Mikroskopické vyhodnoceni narostlych kolonii na agarech PCA
(zdroj: viastni)

Kontaminace bakteriemi rodu Micrococcus mohla nastat pii vyrobé krémovych
formulaci ¢i pfi samotném mikrobiologickém testovani kosmetickych formulaci, jelikoZ
bakterie rodu Micrococcus se vyskytuji v rizném prostiedi véetné vody, prachu ve vzduchu

¢i na lidské pokozce [114], [115].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

6.3.2 Stanoveni bakterie Pseudomonas aeruginosa

V kosmetice jsou z hlediska mikrobiologické Cistoty sledovany predevsim Ctyfi patogenni
mikroorganismy zpusobujici mikrobialni kontaminaci kosmetickych piipravka, z nichz
nejbeéznéji se vyskytujici je P. aeruginosa [114]. Stanoveni P. aeruginosa probihalo na TYA
agarech. V zadném ztestovanych vzorkli nebyla detekovana pfitomnost bakterie

P. aeruginosa.

6.3.3 Test prezivani Pseudomonas aeruginosa ve formulacich

Testem ptezivani P. aeruginosa byla testovana dlouhodoba ucinnost konzervantu pouzitého
v kosmetickych formulacich. Jednalo se o uméle vytvorenou kontaminaci kosmetickych
formulaci a nasledné sledovanou zménu ve snizeni obsahu Zzivotaschopnych bakterii P.
aeruginosa. Test byl provadén v case 0 a nasledné po 7, 14 a 28 dnech. Vyhodnoceni

zivotaschopnosti P. aeruginosa v krémovych formulacich je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3 Test pfezivani bakterie Pseudomonas aeruginosa ve formulacich

Cas 0 dnti 7 dnii 14 dnt 28 dni
Formulace CFU/g

ZF 7,92x10° <2x10? <2x10? <2x10?

EF 1,21x10° <2x10? <2x10? <2x10?

NF 9,13x10° <2x10? <2x10? <2x10?

V case 0, ihned po zaockovani bakterie P. aeruginosa, doslo k nartistu kolonii ve vSech
testovanych formulacich (Obrazek 17). Nejvétsi nartst bakterie P. aeruginosa byl detekovan
u formulace EF, avSak pocet kolonii v jednotlivych formulacich nebyl pfilis rozdilny. JiZ po
7 dnech skladovani krémovych formulaci do$lo k inhibici rstu bakterie P. aeruginosa
vlivem plsobeni konzervantu (Obrazek 18). Obdobné vysledky byly zaznamenany také po

14 a 28 dnech.
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Dle normy ISO 11930:2019 [95] je pro mikrobiologickou stabilitu produktu klicové
sledovat pocet mikroorganismti v ¢asovém pribéhu. Pokud je v testovanych pfipravcich
zaznamenan pokles po¢tu mikroorganismi alesponi o 1 logaritmickou jednotku (90 %), je
ptipravek povazovan za mikrobiologicky stabilni. Ve vSech testovanych formulacich byl
zaznamenan pokles zhruba o 3,6 logaritmickych jednotek, coz odpovida poklesu poctu
bakterie P. aeruginosa o vice nez 99,9 %. Vysledek testu potvrzuje, ze krémové formulace
vykazuji vybornou mikrobiologickou stabilitu a spliuji poZadavky normy ISO 11930:2019.
Na zaklad¢ ziskanych vysledkl jsou krémové formulace hodnoceny jako bezpecné pro

pouziti a neohrozujici zdravi spotiebitelti z hlediska mikrobialni kontaminace.

Obrazek 17 Vyhodnoceni testu prezivani Obrazek 18 Vyhodnoceni testu prezivani
bakterie P. aeruginosa v ¢ase 0 bakterie P. aeruginosa po 7 dnech
(1-ZF, 2 — EF, 3 - NF) (1—ZF, 2 —EF, 3 - NF)
(zdroj: vlastni) (zdroj: vlastni)

V ramci mikrobiologického testovani krémovych formulaci nebyl shledan rozdil mezi

jednotlivymi formulacemi v antimikrobialni i¢innosti.

6.4 Stabilitni testy

Cilem provedeni stabilitnich testi krémovych formulaci bylo ovéfeni jejich odolnosti vici
teplotnim zméndm v case, jelikoz kosmetické emulze vykazuji termodynamickou
nestabilitu. V ramci diplomové prace byly stabilitni testy provadény pii teplotich a Case
s ohledem na doporuceni uvedena v normé¢ ISO TR 18811 [118]. Dle normy je stabilita
kosmetickych formulaci definovéana jako schopnost vyrobku odolavat vnitinim ¢i vnéj$im
zméndm v Case za definovanych ¢i predvidatelnych podminek pfti skladovani ¢i pouzivani.

Krémové formulace ZF, EF, NF byly po dobu 28 dnl vystavovany teplotam 4, 25, 37, 47
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a 55 °C. M¢feni jednotlivych vlastnosti probihalo v ¢ase 0 a nasledné obdobnym zpiisobem

po 14 a 28 dnech.

6.4.1 Posuzovani organoleptickych vlastnosti

Zmény organoleptickych vlastnosti formulaci byly hodnoceny vizualné a pomoci

kolorimetru.
Vizualni pozorovani

U sad formulaci uchovavanych pii teplotach 4, 25 a 37 °C nebyly detekovany zmény
v separaci fazi po dobu stabilitniho testovani (28 dnli). Zmény v separaci fazi vSak nastaly
po 14 dnech u celé sady krémovych formulaci uchovavanych v 55 °C (viz Obrazek 19),
au formulaci EF a NF obsahujici enkapsulovany ¢i neenkapsulovany kvercetin,
uchovavanych piti 47 °C, viz Obrazek 20. Testovani a pozorovani formulaci bylo z divodu

separace fazi pti obou vystavenych teplotach po 14 dnech ukonceno.

Obrazek 19 Rozpad formulaci pii1 55 °C Obrazek 20 Rozpad formulaci pii 47 °C
po 14 dnech po 14 dnech
(zdroj: vlastni) (zdroj: vlastni)

Rozpad sady formulaci uchovavanych pii 55 °C miiZe byt pfipisovan vlivu emulgéatoru
Olivoil Avenate emulsifier®, u n€hoz je deklarovana stabilita piipravku pro rozmezi teplot
54-68 °C [112]. Rozpad formulaci EF a NF pfi 47 °C s vizualné€ patrnou separaci fazi byl
nejspise zpisoben inkorporaci kvercetinu, jelikoz zmény tohoto typu nebyly pozorovatelné
u ZF po celou dobu testovani. Studie [119] hodnotila funkéni stabilitu kvercetinu v krému
obsahujici neionicky surfaktant a v krémovém gelu obsahujici anionicky surfaktant. Studie
rovnéz zjistila, ze pfi teploté skladovani 45 °C, dochazelo ke zménam studovanych vlastnosti
v disledku zakomponovaného kvercetinu. Vysledky studie také naznaclily, ze stabilita
kvercetinu v krémech je ovlivnéna nejen teplotou skladovani, ale také typem formulace. Ve
studii [120] byla zkoumana také stabilita mikroemulze v/o obsahujici kvercetin. Formulace

vykazovala pozoruhodnou fyzikalni stabilitu po dobu 12 mésict pii teplotach skladovani 4,
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20, 30 a 40 °C. Béhem testovani byly zjiStény zmény v chemické struktufe obsazeného
kvercetinu, které se projevily v jeho antioxidacnich vlastnostech. Zavérem studie byly
naznaceny nezbytné specialni podminky skladovani pti 4 + 2 °C pro zachovani funkcnosti
mikroemulze obsahujici kvercetin. Z uvedenych divodi v prezentovanych studiich je

podobny rozpad mozny i u ptipravenych formulaci EF a NF skladovanych pti 47 °C.

V ramci posuzovani vzhledu formulaci na zaklad€ separace fazi nebyl shleddn rozdil
mezi zakomponovanim enkapsulované ¢i neenkapsulované formy kvercetinu do formulaci,
tudiz nelze prokazat zlepSeni fyzikalni ¢i chemické stability kvercetinu jeho zabudovanim

do nosice.

Instrumentalni hodnoceni barvy formulaci

wrwe

kvercetinu a koenzymu Q10 do formulaci. Béhem vystaveni formulaci jednotlivym
teplotnim rezimiim mohlo dojit ke zméné barvy. Zména barvy byla métfena na kolorimetru
pomoci parametri L*, a*, b*. Parametrem L* byl hodnocen jas barvy; parametr a* uroval
pfechod mezi zelenou a Cervenou barvou a parametrem b* byl sniméan piechod mezi barvou
modrou a Zlutou. Hodnoty parametrii L*, a*, b*jednotlivych formulaci pfedstavuji Obrazky

21-23.
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Obrazek 21 Casova zavislost hodnot parametru L* na typu formulace a
teplotach skladovani (*p<0,05)

cvwr

jasu byly zaznamenany u formulace NF pfi vSech testovanych teplotach. Z grafického
znazornéni je patrné, ze formulace skladovany ve 4 °C nevykazuji zménu v jasu barvy
béhem 28denniho testovani. Pouze formulace EF vykazuje mirny pokles jasu, avSak nejedna

se o zdsadni zménu. Z grafu je také ziejmé, ze se zvySujici se teplotou a dobou skladovani
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se hodnoty jasu barvy u formulaci EF a NF snizuji. Formulace ZF vykazuje vyrazné&jsi
zmény barvy az pii teplotach skladovani 37 °C, coz by mohlo byt ovlivnéno také absenci

kvercetinu ve formulacich.
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Obrazek 22 Casova zavislost parametru a* na typu formulace a teplotach skladovéni
(*p=<0,05)

Parametrem a* je hodnocen pfechod zelené a Cervené barvy. Zaporné hodnoty
parametru a* vykazuji silnéjsi zeleny odstin, naopak kladné hodnoty znaci silné;jsi Cerveny
odstin. Z grafického znazornéni je ziejmé, Zze formulace NF vykazuje silny zeleny odstin,
jenz je vsak zvySujici se teplotou a dobou skladovani snizovan. Formulace EF vykazuje
siln€jsi zeleny odstin v po¢ateCnim testovani a pfti teploté skladovani 4 °C, avsak pii vyssich
teplotach 25 a 37 °C predevsim po delsi dob¢ skladovani (28 dntt) dochéazi ke zméné smérem

k Cervenému odstinu. Tudiz lze konstatovat, ze zabudovani kvercetinu do formulaci

zpisobuje zeleny odstin, avSak se zvySujici se teplotou skladovani je ménén.
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Obrazek 23 Casova zavislost parametru b* na typu formulace a teplotach
skladovani (*p<0,05)

wevr

hodnoty siln¢j$i modry odstin vzork. Vzhledem ke Zluté barvé formulaci pii méfeni
parametru b* nebyly zaznamenany vyrazné zmény v barvé formulaci béhem stabilitniho

testovani.

6.4.2 Meéieni pH

Vysledky méteni pH béhem stabilitnich testli jsou graficky znazornény na Obrazku 24. Pro

viditelnost rozdilti mezi jednotlivymi formulacemi je uvedeno pH v rozmezi od 5-5,6.
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Obrazek 24 Casova zavislost pH na formulacich a teplotach skladovani
(*p=0,05)
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Sady formulaci uchovavané ve 4 a 25 °C nevykazovaly vyrazné zmény v hodnotach
pH. Signifikantni zména pH byla detekovana u formulaci uchovavanych pti 37 °C, kdy
k nejvétSimu narlstu doslo po 14 dnech skladovani. Z vysledkl je patrné, Ze s rostouci
teplotou pii uchovavani krémovych formulaci dochazi k nartstu hodnot pH. Hodnota pH
v rozmezi od 4,5-5,5 byla ptekrocena pouze v pripadé formulace ZF skladované pii 37 °C

po 14 dnech, konkrétné o 1,1 %.

6.4.3 Méreni viskozity

K hodnoceni fyzikalni stability krémovych formulaci vystavenych jednotlivym teplotam

skladovani byla sledovana viskozita, viz Obrazek 25.
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Obrazek 25 Casova zavislost viskozity na typu formulace a teplotach
skladovani (*p<0,05)

Nejvyssi viskozitu vykazovala formulace ZF, nasledovana formulacemi EF a NF.
V ptipadé sad formulaci uchovavanych pfi teplotdch 4 a 25 °C nedoslo béhem 28denniho
testovani k vyraznym zménam ve viskozité formulaci. Patrnéj$i zmény jsou zaznamenany
u teploty skladovani 37 °C. Obecné plati, ze viskozita klesa s rostouci teplotou, coz bylo
potvrzeno i v tomto testovani. Presto vSak vysledné hodnoty jsou lehce zarazejici, predevs§im
u formulace ZF, pii niz viskozita velmi rapidné klesla, a to 0 40,5 % proti ptivodni hodnoté,
méfené v Case 0. Je mozné, Ze kvercetin diky své teplotni odolnosti, pfispiva k fyzikalni
stabilit¢ formulaci. Viskozita formulaci mohla byt také ovlivnéna naptiklad vzajemnou

nekompatibilitou n¢kterych pouzitych ingredienci.
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6.4.4 Méreni texturnich vlastnosti formulaci

Textura je obecné definovana jako vnitini struktura ¢i uspofadani materidlli, je vnimana
piredevsim prostfednictvim hmatovych ¢i zrakovych podnétl. V kontextu kosmetickych
piipravkl predstavuji texturni vlastnosti jeden z kliCovych parametri ovliviiujici prvni
dojem spotiebitele [121], [122]. Texturni vlastnosti pfipravenych krémovych formulaci
ovliviluji zejména zakomponovany hydrokoloidni modifikator viskozity (karbomer) ¢i

lipofilni zahustovadla (v¢eli a ryZzovy vosk).

Testované formulace byly vystaveny jednomu cyklu deformace, ze kterého byla

stanovena adhezivita, kohezivita, konzistence a tuhost formulaci, viz Obrazek 26.
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Konzistence Tuhost
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F[N]
o

1 Kohezivita Adhezivita

T

t[s]

Obrazek 26 Modelova kiivka jednoho cyklu deformace
(zdroj: vlastni)

Adhezivita, znama také jako pfilnavost, je sila potfebnd k prekondni vzijemnych
pfitazlivych sil mezi dvéma povrchy [121], [122]. Adhezivita je graficky zndzornéna na

Obrazku 27.
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Obrazek 27 Casova zavislost adhezivity na typu formulace a teplotach
skladovéni (*p<0,05)

Z namétenych hodnot je ziejmé, Zze ZF bez zakomponovaného kvercetinu vykazovala
vy$si adhezi pii vSech testovanych teplotach. Na hladiné vyznamnosti p<0,05 byl staticky
vyznamny narist v adhezivité zaznamenan u formulace EF pfi teploté skladovani 25 °C po
14 dnech a pfi teploté skladovani 37 °C. U formulace NF byl staticky vyznamny rozdil

zaznamenan pii teplot€ 25 °C po 14 dnech skladovani.

Kohezivita neboli soudrZznost definuje sily drZici v§echny atomy ¢i molekuly téZe latky
¢i télesa pohromad¢. Zaporné hodnoty kohezivity znac¢i vétsi odpor kladen vzorkem
k vytlaceni méfici sondy cili vétsi soudrznost formulace [121], [122]. Ziskané naméfené

hodnoty kohezivity pro jednotlivé formulace jsou graficky zndzornény na Obrazku 28.
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Obréazek 28 Casova zavislost kohezivity na typu formulace a teplotach
skladovani (*p<0,05)
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Z vysledkt grafického zndzornéni je patrny trend postupného snizovani hodnot
kohezivity u jednotlivych formulaci se zvysujici se skladovaci teplotou. Formulace ZF
skladovana pii 4 °C vykazovala nejnizsi hodnoty kohezivity, coz naznacuje nejvyssi miru
vnitini soudrznosti v porovnani s ostatnimi formulacemi. Nejvyraznéjsi zmény v koheziviteé
byly zaznamenany u formulace EF. Po 14 dnech skladovani pti 25 °C doslo u této formulace
k narastu kohezivity o 70 % ve srovnani s formulaci uchovavanou pii 4 °C. Pti skladovani
v 37°C byla zaznamenédna dalSi zvySena hodnota kohezivity o 27 % oproti hodnotdm

dosazenym pii 25 °C.

DalSim hodnocenym parametrem v rdmeci méfeni texturnich vlastnosti formulaci byla

konzistence, viz Obrazek 29.
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Obrazek 29 Casové zavislost konzistence na typu formulace a teplotach
skladovani (*p<0,05)

Nejvyssi hodnoty konzistence byly opakované zaznamenany u formulace ZF, coz miize
poukazovat na jeji kompaktni a homogenni strukturu. Z vysledki je rovnéZ patrny trend, ze
s rostouci skladovaci teplotou dochazi ke zvySovani hodnot konzistence, coz mlize odrazet
teplotn¢ indukované zmeény v uspofadani vnitini struktury formulaci. Jako statisticky
signifikantni byly vyhodnoceny hodnoty konzistence u formulace EF po 14 dnech
skladovani a u formulaci ZF a NF napfi¢ celym sledovanym obdobim pii teploté 4 °C.
Podobny trend byl pozorovan pfi skladovani v 25 °C a 37 °C, kde byly signifikantni zmény

identifikovany u formulace EF a opét u formulace NF béhem celého méteni.

V neposledni fad¢ byla texturnim méfenim hodnocena také tuhost, Obrazek 30. Tuhost

formulaci definuje maximalni kladnou silu potiebnou k deformaci formulace. Vyssi hodnoty

vvvvvv
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Obrazek 30 Casova zavislost tuhosti na typu formulace a teplotach
skladovani (*p<0,05)

Pti hodnoceni parametru tuhosti krémovych formulaci byly nejvys$si naméfené hodnoty
opakované zaznamenany u formulace ZF. VSechny testované formulace vykazovaly po
28 dnech skladovani nartst tuhosti, coz indikuje Casové zavislé zmény ve strukturnim
usporadani systému, vedouci k jeho postupnému zpevnéni. Ptekvapivé k mirnému naristu
tuhosti dochézelo jiz pfi nizSich skladovacich teplotach, konkrétné pii 4 °C a 25 °C. Pti
teploté¢ 4 °C byl tento trend pozorovan u formulaci ZF a NF po celou dobu testovani
a u formulace EF po 14 dnech. Obdobny vyvoj byl zaznamenan také u formulaci EF a ZF
skladovanych pti 25 °C. Pii skladovani v teploté 37 °C byl nartst tuhosti zaznamenan
u formulaci EF a NF v prubéhu celého méfeného obdobi. U formulace ZF nebyly
zaznamenany vyrazné rozdily mezi hodnotami pii 25 °C a 37 °C, coZ mlZe poukazovat na

jeji vyssi teplotni stabilitu z hlediska mechanickych vlastnosti.

Formulace, s vyjimkou ZF skladované pii 25 °C, vykazovaly charakteristicky trend
zmen texturnich vlastnosti pro emulzi systémy v pribehu sledovaného obdobi. V Case 0 byly
zaznamenany nejniz$i hodnoty, po 14 dnech doslo ke zvySeni a po 28 dnech nésledoval
opctovny pokles. Tento nelinedrni trend je béZné popisovan u emulznich systémd, ktery je
interpretovan jako pocate¢ni stabilizace vnitini struktury nasledovand jeji postupnou
degradaci. Nizké pocatetni hodnoty mohou byt diasledkem neuplného ustaleni
mikrostruktury systému, zejména pifi zakomponovani slozek, jako jsou hydrokoloidy
(karbomer) ¢i lipofilni zahuStovadla (vosky). V prvnich dnech po pfipravé mohou navic

formulace podléhat mezifazovému napéti, které miize byt projevovano nerovnomérnym
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rozlozenim dispergované faze. Nartst hodnot po 14 dnech mulze byt interpretovan jako
vysledek zmény struktury a stability formulaci. Naproti tomu pokles hodnot po 28 dnech Ize
piisuzovat zahajeni degradacnich procesii, mezi néz lze zaradit koalescenci dispergovanych
kapek, oxidaci lipidovych slozek ¢i ztratu vody, coz v konecném dusledku mize ovliviiovat

texturni vlastnosti formulaci [123], [124].

Na zaklad¢ vysledkii méfeni texturnich vlastnosti krémovych formulaci l1ze konstatovat,
ze zakomponovani kvercetinu do systému vedlo ke snizeni hodnot ve srovnani s formulaci
ZF, ktera kvercetin neobsahovala. Pfi srovnani vlivu forem kvercetinu na texturni vlastnosti
krémovych formulaci nebyly pti skladovacich teplotach 4 °C a 25°C zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily mezi volnou ¢i enkapsulovanou formou. Pti skladovaci teploté
37 °C v8ak formulace EF vykazovala vyss§i hodnoty konzistence a tuhosti a zaroven nizsi
hodnoty adhezivity a kohezivity ve srovnani s formulaci NF. Diky této skute¢nosti byla
potvrzena vyssi chemicka a fyzikalni stabilita kvercetinu enkapsulovaného v nosi¢i pfi

vyssich teplotnich podminkach skladovani.

6.5 Senzorické testy

K hodnoceni organoleptickych vlastnosti modelovych formulaci byly zvoleny potadové

a paroveé porovnavaci zkousky.
Potadové zkousky

U zakdédovanych vzorkli krémovych formulaci byly pofadovymi intenzitnimi
zkouskami hodnoceny znaky jako viing, barva, roztiratelnost a vstiebatelnost. Tyto zkousky
doplioval test osobni preference jednotlivych hodnotitelti. Vysledky potfadovych zkousek

jsou uvedeny na Obrazku 31 jako soucty potradi pro jednotlivé hodnocené parametry.

ZF EF NF

Preference 50 Barva

Vstrebatelnost Roztiratelnost

Obrazek 31 Vyhodnoceni potadovych zkousek
senzorického hodnoceni formulaci
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Mezi hodnocenymi formulacemi na =zaklad¢ intenzity znaku viné, barvy,
roztiratelnosti, vstfebatelnosti ¢i osobni preference hodnotiteld byly nalezeny staticky
vyznamné rozdily na hladin€ vyznamnosti p<0,05 pomoci Neméniyho metody. Ve vSech

sledovanych znacich byl nejvétsi rozdil zaznamenan mezi formulacemi ZF:NF a EF:NF.
Parové porovnavaci zkousky

Parovymi porovnavacimi zkouSkami byly hodnoceny rozdily mezi jednotlivymi
formulacemi v roztiratelnosti, vstiebatelnosti ¢i osobni preferenci testovanych krémovych
formulaci. Mezi sebou byly porovnavéany dvojice formulaci EF:ZF, ZF:NF, EF:NF. Parové
porovnavaci zkouSky byly hodnoceny na hladiné vyznamnosti p<0,05 jednostrannym
testem. Rozdily byly shledany v roztiratelnosti, vstiebatelnosti ¢i osobni preferenci
hodnotitelit mezi formulacemi ZF:NF a EF:NF, rozdily mezi formulacemi EF:ZF, prokdzany
nebyly. Vysledky parovych porovnavacich zkouSek viz Tabulka 4 koreluji s vysledky

ziskanymi potfadovymi zkouskami.

Tabulka 4 Soucty poradi parovych porovnavacich zkousek pro senzorické hodnoceni

formulaci
Roztiratelnost Vstiebatelnost Preference
Formulace
Soucet poradi
ZF:NF 17:5 16:6 20:2
EF:ZF 13:9 14:8 14:8
EF:NF 20:2 17:5 20:2

6.6 In vivo testovani formulaci

In vivo testovani bylo provedeno za ucelem ovétfeni uinku ptipravenych krémovych
formulaci. Testovani bylo provedeno na 15 dobrovolnicich, ve tfech Casovych intervalech,
v ¢ase 0 a nasledné po 4 a 8 tydnech pravidelného pouzivani ptidélenych formulaci. Uéinky
byly pozorovany na zakladé méteni hydratace, TEWL a pH pokoZky, v ¢ase 0 a po 8 tydnech
doplnénymi také o méteni elasticity, mnoZstvi port, pigmentovych skvrn a vrasek ¢i snimani

replik reliefu pokoZzky.
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6.6.1 Vyhodnoceni korneometrie a tewametrie

Korneometr pracuje na principu detekce zmén v dielektrickych vlastnostech SC, které piimo
souviseji s jejim obsahem vody. Vzhledem k tomu, Ze voda disponuje vyrazné vyssi
dielektrickou konstantou (pfiblizn€ 81) ve srovnani s ostatnimi slozkami pokozky (typicky
<7), ma i malé zvySeni hydratace zdsadni vliv na vyslednou kapacitni odezvu métenou

ptistrojem [125]. Vysledné hodnoty jsou vyobrazeny na Obrazku 32.
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Obrazek 32 Casova zavislost hydratace na typu formulace (*p<0,05)

Na zékladé¢ vychozich hodnot métfeni l1ze pokozku dobrovolnic, s vyjimkou pravé
perorbitalni oblasti u skupiny testujici formulaci ZF, klasifikovat jako suchou, v rozmezi 30—
45 k. j. Po osmitydennim pravidelném pouzivani testovanych formulaci byly ve vétsing
sledovanych oblasti zaznamenany hodnoty odpovidajici normaln€ hydratované pokozce
(>45 jednotek) [100]. Vyjimku tvofila oblast sttedu ¢ela u skupiny vyuzivajici formulaci ZF,
kde hodnoty i nadale odpovidaly suchému typu pokozky.

Ve vSech sledovanych oblastech byl vlivem pravidelného pouZivani ptipravenych
formulaci zaznamenan nartist hydratace. Vysledné hodnoty koreluji s pfedpokladanym
ucinkem, jelikoz formulace obsahovaly bohaté zastoupeni hydratacnich latek. Nejvétsi
nartst hydratace byl zaznamenan v perorbitalnich oblastech u dobrovolnic pouZzivajicich
formulace EF a NF. Signifikantni zména v hydrataci byla zpozorovéna také u stfedu cela pfi
vyuzivani formulace EF, kde doslo ke zvySeni hydratace po 8 tydnech testovani o 35 % ve
srovnani s pivodné métenou hodnotou. Je vSak nutné zohlednit, Ze hydratace pokozky mtize
byt ovlivnéna celou fadou faktorli, véetné Zivotniho stylu, pitného rezimu, psychického

stresu €1 hormonalnich zmén. Déle je tieba zohlednit klimatické podminky, nebot’ pocatecni
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meéfeni bylo provadéno v tnoru a zdvére¢né v dubnu, kdy dochazi ke zvySovani teploty

a vlhkosti vzduchu, coz miize prispivat ke zvySené hydrataci pokozky [126].

Tewametrie slouzi k neinvazivnimu stanoveni TEWL, kterd ptedstavuje mnozstvi
vodnich par difundujicich z pokozky do okolniho prostfedi. Tewametr pracuje na principu
difuzni oteviené komory. Pfistroj je vybaven dvéma senzory, jenz snimaji relativni vlhkost
a teplotu vodni pary ve dvou vyskdch nad povrchem pokozky. Z rozdilu hodnot je
vyhodnocen gradient parcialniho tlaku vodni pary, ¢imZ je urCena rychlost difuze [127].

Ziskané hodnoty pro TEWL jsou uvedeny na Obrazku 33.
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Obrazek 33 Casova zavislost TEWL na typu formulace (*p<0,05)

Na zakladé ziskanych vychozich hodnot byl stav bariérové funkce u dobrovolnic
klasifikovan jako dobry ¢i fyziologicky normalni. V ramci osmi tydenni aplikace
ptipravenych formulaci byla zpozorovana zadouci schopnost snizeni hodnot TEWL ve v§ech
sledovanych mistech. U skupiny dobrovolnic testujicich NF, doslo po osmi tydenni aplikaci
ke snizeni hodnot TEWL pod 10 g/m?/h, coz odpovida optimalné fungujici epidermélni
bariéfe [100]. Z téchto divodu je mozné NF vyhodnotit jako nejucinnéj$i formulaci
s ohledem na bariérovou ucinnost. U skupiny dobrovolnic testujici formulaci EF byl

obdobny trend zaznamenan v pravé periorbitalni oblasti.

Piimé studie monitorujici hydrataci ¢i bariérovou funkeci po aplikaci topickych
formulaci s kvercetinem jsou omezené. Dostupné vyzkumy [128], [129] vSak naznacuji, Ze
kvercetin je schopen ovlivitovat kozni bariéru, coz by mohlo vést ke zvySeni hydratace

pokozky, snizeni TEWL a celkovému zlepseni stavu pokozky.
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6.6.2 Vyhodnoceni pH-metrie

Mg¢fici sonda pH metr® 905 je tvofena sklenénou elektrodou, kterd reaguje na aktivitu H*
ionta a referencni elektrodou, jez zajistuje stabilni srovnavaci potencial. Zatizeni umoznuje
meéifeni na desetiny pH jednotek [130]. Za normélnich podminek odpovida pH pokozky
mirné kyselému rozmezi, pfiblizné¢ mezi 4,5 a 5,5. Toto rozmezi je zasadni pro udrzeni
homeostazy pokozky, spravného fungovani kozni bariéry, rovnovahy mikrobiomu a ochrany
proti patogenium. Kyselé pH piispiva také k optimalni aktivit€¢ enzyml zodpovédnych za
diferenciaci keratinocytii a obnovu kozni bariéry. Zmény pH mohou byt spojeny s narusenim
kozni bariéry a jsou Casto pozorovany u dermatologickych onemocnéni, jako je atopicka
dermatitida, akné ¢i rizné formy ekzému [131]. Ziskané hodnoty pH v ramci testovani in

vivo jsou uvedeny na Obrazku 34.
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Obrazek 34 Casova zavislost pH na typu formulace (¥p<0,05)

Z vyslednych hodnot je ztejmy klesajici trend hodnot pH u skupin dobrovolnic testujici
formulace EF a NF. Vyznamny pokles byl zaznamenan u skupiny dobrovolnic po osmi
tydenni aplikaci formulace EF v pravé periorbitalni oblasti a ve sttedu ¢ela a po ¢ty tydenni
aplikaci formulace NF v levé periorbitalni oblasti. Ziskané hodnoty pH naznacuji mozny

biologicky ucinek kvercetinu.

Kvercetin nevykazuje kyselé hodnoty pH, avSak jeho zakomponovani do formulaci
a jejich nasledné aplikovani mohlo pH pokoZzky ovlivnit nepiimo. Kvercetin podporuje
regeneraci koznich bun€k a tlumi zanét, coz miize zlepsit funkci pokozky. Funkéni kozni
bariéra je poté schopna lépe udrZet ptfirozené kyselé¢ prostfedi pokozky. Také diky jeho

antimikrobialnim u¢inkiim napomahé k obnoveni zdravého mikrobiomu kiize [132].
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6.6.3 Vyhodnoceni reviskometrie

Princip reviskometrie spociva v aplikaci kratkého mechanického impulsu na povrch kize,

4

jenZ je nasledné schopen vyvolat razovou vinu v epidermis a dermis. Reviscometer® RVM

Vv

600, sleduje rychlost a amplitudu $ifeni této viny mezi dvéma senzory vzdalenymi 2 mm.
Vlny jsou kiizi Sifeny v rezonan¢nim case, jenZ je zavisly na stavu pokozky, konkrétné na
stavu elastickych vldken a hydrataci. Krat$i hodnoty rezonan¢niho ¢asu vykazuji vyssi
elasticitu kize [133]. Pro tcely grafického vyhodnoceni byla vybrana oblast stfedu cela,
z dlivodu nejvyrazngjSich zaznamenanych zmén v elasticité kiize pied aplikaci testovanych

formulaci a po jejim ukonceni. Rezonanc¢ni ¢asy pro sledovanou oblast jsou znazornény na

Obrazcich 35-37.
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Obrazek 35 Casova zavislost elasticity pokozky po aplikaci formulace ZF
(*p<0,05)
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Obrazek 37 Casova zavislost elasticity pokozky na formulaci NF
(*p=<0,05)

Ze ziskanych dat je mozné pozorovat pozitivni anti-aging ucinky testovanych
formulaci. U vSech testovanych krémt doslo vlivem osmitydenniho testovani k poklesu
rezonancnich Cast, coz odrazi zvySeni elasticity a snizeni anizotropie mechanickych
vlastnosti pokozky. Vyjimkou byl mirny narist rezonan¢nich ¢ast u formulace ZF pti 180°
a u formulace NF pii 150° a 330°, avSak tyto zmény nebyly statisticky vyznamné. Nejvice
signifikantnich rozdili vykazovala pokozka dobrovolnic aplikujicich formulaci EF. Na
zaklad¢ ziskanych dat 1ze formulaci EF vyhodnotit jako nejucinnéjsi z hlediska pozitivniho

vlivu na elasticitu pokozky.

V klinické studii [134] byl zkouman vliv krému obsahujiciho kvercetin ziskany z dubu
s SPF 15. Studie zahrnovala 32 Zen ve v€ku 45-60 let, jez aplikovaly krém 2krat denné€ po
dobu 60 dnt. Vysledky studie naznacily vyrazné zlepseni elasticity pokozky, snizeni vrasek
a zvySeni hladkosti pokozky jiZ po 30 dnech testovani. Vice nez 90 % Ucastnic zaznamenalo
také subjektivni zlepSeni pruznosti a textury pleti po 60 dnech. Ziskan4 data jsou v souladu

s vysledky provedené studie.

6.6.4 Vyhodnoceni visioskopie

Visioskopie je v zasad¢ fotografickd metoda pouzivand k hodnoceni stavu pokoZzky.
Visioscope® PC 35 je ruéni digitalni mikroskop umoziujici analyzu povrchu pokozky pfi
tficetindsobném zvétSeni, s moznosti volby paralelniho ¢i kiizového polarizovaného
osvétleni. Jednd se o neinvazivni metodu slouzici k rychlému a detailnimu zobrazeni

struktury ktze [135]. Bylo hodnoceno mnozstvi porti, pigmentovych skvrn a vrasek
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jednotlivych dobrovolnic. Vyhodnoceni vlivu jednotlivych formulaci na sledované

parametry je uvedeno na Obrazcich 38—46.

4,5

S
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2,5
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ZF EF NF ZF EF NF ZF EF NF

Prava periorbitalni oblast Stred Cela Leva periorbitdlni oblast

w

Mnozstvi pérd [%]
N

[

M0 (baseline) M8 tydnl
Obrazek 38 Casova zavislost mnoZstvi pérd na typu formulace (*p<0,05)

Z grafu je patrné, ze ptipravené formulace mély pozitivni vliv na redukci pora pokozky.
Nejvyraznéjsi klesajici trend byl zaznamenan u skupiny dobrovolnic testujicich formulaci
ZF (viz Obrazek 39), a rovnéz u skupiny dobrovolnic pouZivajicich formulaci EF ve

sledované oblasti stiedu cela. Namé&fené hodnoty vSak nevykazuji statisticky vyznamné

Obrazek 39 Mnozstvi port pied a po 8 tydnech aplikace formulace
ZF ve sttedové ¢asti cela
(zdroj: vlastni)

rozdily.

DalSim visioskopicky sledovanym parametrem bylo mnoZstvi pigmentovych skvrn.
Z grafu je patrny vyrazny pokles jejich mnozstvi, pticemz formulace EF v testované oblasti

sttedu Cela redukovala pigmentové skvrny zcela, viz Obrazek 40—42.
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Obrazek 40 Casové zavislost mnoZstvi pigmentovych skvrn na typu
formulace (*p<0,05)

Obrazek 41 Mnozstvi pigmentovych skvrn pted a po 8 tydnech aplikace
formulace EF ve stiedové Casti Cela
(zdroj: viastni)

Obrazek 42 Mnozstvi pigmentovych skvrn pied a po 8 tydnech aplikace
formulace EF ve stiedové Casti Cela
(zdroj: vlastni)

Do slozeni piipravenych formulaci bylo zaclenéno zna¢né mnozstvi latek
s prokdzanymi depigmentacnimi ucinky, konkrétné koenzym Q10, vitamin E, extrakt z aloe

vera a ve formulacich EF a NF také kvercetin. Vyrazna redukce pigmentovych skvrn
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pozorovana v prubéhu studie naznacuje moznost synergického ucinku téchto aktivnich latek

pfi inhibici tvorby melaninu.

Potencial koenzymu Q10 jako depigmentac¢niho ¢inidla byl prokazan naptiklad ve
studii [136], kde testovanim in vivo bylo zjiSténo, Ze prostfednictvim inhibice aktivity
tyrozindzy a snizeni produkce melaninu v koznich bunikach dochdzi k redukci pigmentace.
Uginnost vitaminu E pfi sniZovani pigmentace byla zminéna ve vy3e uvedené studii [78]. Ve
studii [137] byl identifikovan aloesin, uc¢inna slozka extraktu z aloe vera, jako inhibitor
tyrozinazy, pfi¢emz vysledky studie potvrdily jeho potencial jako G¢inné latky vedouci ke
snizeni pigmentace pokozky. Formulace obsahujici kvercetin mohou vykazovat vyrazngjsi
ucinek na redukci pigmentovych skvrn, jelikoz ve studii [138] byla prokazana jeho
schopnost vyznamné inhibovat aktivitu tyrozinazy — klicového enzymu melanogeneze.
Inhibice vedla ke statisticky vyznamnému sniZzeni obsahu melaninu, coZz potvrzuje
potencialni vyuziti kvercetinu jako ucinné latky pro zesvétleni pokozky a redukci

pigmentovych skvrn.

V neposledni fad¢ bylo za pomoci visioskopie hodnoceno také mnozstvi vrasek ve

sledovanych oblastech v zavislosti na pouZivani jednotlivych formulaci, uvedeno na

Obrazku 43.
ZF EF NF ZF EF NF ZF EF NF

Prava periorbitalni oblast Stred cela Leva periorbitdIni oblast

[ = S S Y
o N B~ O

Mnozstvi vrasek [%]

o N B O ©

0 (baseline) m8tydnd

Obréazek 43 Casova zavislost mnozstvi vrasek na typu formulace
(*p=<0,05)
Pozitivni vliv formulace ZF na mnozstvi vrasek byl prokdzadn pouze v pravé
periorbitalni oblasti. Z grafu je patrny klesajici trend u souboru dobrovolnic testujicich
formulace s obsahem kvercetinu, EF a NF. Z vysledkl rovnéz vyplyva, ze formulace EF ve

srovnani s formulaci NF vykazuje vyrazngj$i redukci mnozstvi vrasek b&hem osmi
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tydenniho obdobi testovani, a to ve sledovanych oblastech pravé periorbitalni oblasti

a stfedni ¢asti ¢ela.

Obrazek 44 Mnozstvi vrasek pfed a po 8 tydnech aplikace
formulace NF v pravé periorbitalni oblasti
(zdroj: vlastni)

Obrazek 45 Mnozstvi vrasek pted a po 8 tydnech aplikace
formulace NF ve stfedu cela
(zdroj: vlastni)

Obrézek 46 Mnozstvi vrasek pted a po 8 tydnech aplikace
formulace EF v levé periorbitalni oblasti
(zdroj: vlastni)
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Do pripravovanych formulaci bylo zaclenéno Siroké spektrum latek vykazujicich
antioxidacéni vlastnosti, viz Tabulka 1 Slozeni krémovych formulaci. Podobné jako v piipadé
redukce pigmentovych skvrn Ize predpokladat synergicky ucinek jednotlivych aktivnich
latek. V ramci testovani jednotlivych formulaci byl v této praci potvrzen anti-aging ucinek,

projevujici se predev§im ve zpomaleni projevi starnuti pleti.

6.6.5 Vyhodnoceni visiometrie

Skin Visiometr® SV 700 je pfistroj, jenz pouzivd optické profilometrické méfeni pro
analyzu mikrostruktury pokozky. Na testovanou oblast pokozky je nanesena silikonova
replika, kterd kopiruje jeji povrch. Tato replika je poté osvétlena LED svétlem, obvykle
bilym ¢i modrym, pod riznymi uhly v ¢ernobilé CCD kamefte, ktera snima odrazené svétlo
a vytvaii vysoce detailni 2D nebo 3D obraz pokoZky. Software pak analyzuje tento obraz
a generuje data, kterd popisuji texturu pokozky. V diplomové préci byl pro tvorbu replik
pouzit dvouslozkovy silikon s modrym pigmentem, ktery rychle absorbuje svétlo. Mnozstvi
absorbovaného svétla zavisi na tloustce silikonové repliky [139]. V ramci visometrického
meéteni byly testovany parametry drsnosti pokozky R1 definujici vzdalenost mezi nejvyssim
R4 definujici hladkost prohlubni reliéfu a RS udévajici aritmeticky primér drsnosti, viz
Tabulka 5, ¢i hustota a anizotropie pokozky, viz Tabulka 6. Fotografick¢ zaznamy
z visioskopu hodnotici G€innost testovanych formulaci na sledované vlastnosti pokozky,

jsou uvedeny na Obrézcich 47-52.

Tabulka 5 Vyhodnoceni zmén parametrti drsnosti (*p<0,05)

Zména parametru drsnosti [%]

Meérena oblast Formulace R1 R2 R3 R4 RS
Prava periorbitalni ZE 97 (=292 |-347 | +I88 0,0
P Lot EF 31,1 | -372 | 236 9.1 | —46,7
NF 298 | -412 |-378 2,6 | -154
ZF 64 | +12,1 | 4220 | 86 0,0

Stred &ela EF —35,0% | —42,0% | -31.9% | -158 | —46,2*
NF 281 | 222 |-196 |—214 |-400
L ZF +234 | +55 +2,7 | +355 | +355
hevapertoitaint " gg T 500% | 347 | -28.3% | 140 | 20,0
ovias NF ¥77 | +218 | +19.8 | +194 | +20.8
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Statisticky vyznamné zmény byly identifikovany na pokoZzce oSetfované formulaci EF,
a to ve stfedu Cela (parametry R1, R2, R3 a R5) a v levé periorbitalni oblasti u parametr R1
a R3. Nejvyraznéjsi pozitivni €inek byl zaznamenan ve stfedu Cela, kde po jeji osmitydenni
aplikaci doslo ke snizeni maximalni drsnosti pokozky (R2) 0 42 % a k poklesu aritmetického

praméru drsnosti (R5) 0 46,2 %.

Ziskana data u skupiny dobrovolnic testujicich formulace ZF a NF pfinesla piekvapivé
vysledky. Negativni vliv byl pozorovéan u formulace ZF na parametr R4 v pravé periorbitalni
oblasti, dale na parametry R1-R3 ve stfedu ¢ela. Pro Gi¢inek formulace NF vyjimkou nartistu
hodnoty parametru R4 v pravé periorbitalni oblasti, byly v této oblasti a ve stfedu cela
zaznamenany vyrazné poklesy sledovanych parametrii drsnosti pokozky. Naproti tomu
v levé periorbitalni oblasti doslo ke zvySeni vSech sledovanych parametrti drsnosti pokozky.
Vzhledem k tomu, Ze na obé& strany obliceje byla aplikovana stejnd formulace, 1ze tento
rozdil nejspise pricitat vlivu spankové polohy dobrovolnic. Jelikoz dlouhodoby mechanicky
tlak a tfeni pokozky pfi spani na jedné stran¢ obli¢eje muze vést ke strukturdlnim zménam
v kozni tkani, jako je zvySena drsnost ¢i tvorba jemnych vrasek. Tento jev je oznacovan jako
"sleep wrinkles", tedy vrasky zplisobené mechanickym napétim a deformaci pokozky béhem
spanku. Tyto vysledky naznacuji, ze spankové navyky mohou vyznamné ovlivnit vysledky
hodnoceni parametrii pokozky [140].

Hustota pokoZky popisuje koncentraci kolagennich a elastinovych vlaken v dermis.
s pribyvajicim vékem hustota dermis klesa, coz vede ke ztenc¢eni pokozky, snizeni elasticity
a zvySené tvorbé vrasek [141]. Naopak anizotropie pokoZky oznacuje jev, kdy mechanické
vlastnosti klize nejsou ve vSech smérech stejné. Anizotropie zavisi predevsim na usporadani

kolagennich a elastinovych vldken v dermis [142].

Dale byly shledany pozitivni u€inky jednotlivych formulaci na anizotropii a hustotu
pokozky, viz Tabulka 6. K nevyrazné€j$im zménam v narastu hustoty pokozky doSlo v pravé
periorbitalni oblasti u vSech testovanych formulaci a v levé periobritalni oblasti po osmi
tydenni aplikaci formulace EF. Nejvyraznéj$i Uc¢inek na snizeni anizotropie pokozky
vykazovala formulace NF ve vSech sledovanych oblastech, zmény vSak nebyly shledany

jako staticky vyznamné.
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Tabulka 6 Vyhodnoceni zmén hustoty a anizotropie pokozky (*p<0,05)

Méiena oblast Formulace Zmen[z:) /il]u stoty Zména ?01/1: ]Z otropie
ZF 25,6 —8,3
Prava periorbitélni oblast EF 19,6 —8,7
NF 33,9 —13,0
ZF 16,3 —8,0
Stied Cela EF 10,9 —18,2
NF 12,5 —19,8
ZF 13,2 -7,8
Leva periorbitalni oblast EF 29,1 —10,7
NF 7,8 —16,7

Obrazek 47 Snimky replik a 3D povrchu pokozky pied aplikaci formulace ZF

(zdroj: vlastni)

: Xy [’:““ ; ]
Obrazek 48 Snimky replik a 3D povrchu pokoZky po 8 tydnech aplikaci formulace ZF
(zdroj: vlastni)

Obrazek 49 Snfmky replik a 3D povrchu pokozky pted aplikaci formulace EF
(zdroj: vlastni)

Obrazek 50 Snimky replik a 3D povrchu pokozky po 8 tydnech aplikace formulace EF
(zdroj: vlastni)
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Obrazek 51 Obrazek 51 Snimky replik a 3D povrchu pokozky pied aplikaci formulace NF
(zdroj: viastni)

PR T
o "'-'.‘I!

Obrazek 52 Snimky replik a 3D povrchu pokozky po 8 tydnech aplikace formulace NF
(zdroj: vlastni)

6.7 Antioxidacni aktivita formulaci

Metoda méfeni antioxidacni aktivity pomoci DPPH je Siroce vyuZivana k hodnoceni
schopnosti latek neutralizovat volné radikaly. Na zaklad¢ barevné zmény DPPH z fialové na
bezbarvou ¢i zlutou barvu po interakci s antioxidanty dochazi ke zméné absorbance, jenz je
nasledné vyhodnocovéana spektrofotometricky pii vinové délce 517 nm. Antioxidacni
aktivita latek (AA%) je urena na zéklad¢ zmény absorbance v % dle matematického vztahu
(1), jako ubytek absorbance proti referenci, jenz ptedstavoval 0,1 mM roztok DPPH v 96%

ethanolu.

Meéfeni antioxidacni aktivity jednotlivych pfipravovanych formulaci bylo obdobnym
zpisobem provedeno 3krat vedle sebe. Vysledné hodnoty meéfeni byly vyjadieny

aritmetickym primeérem, viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Antioxidacni aktivita formulaci

Formulace AA %
ZF 77,6 £2.3
EF 94,3+ 1,6
NF 90,3 +0,7

Na zéklad¢ ziskanych dat je zfejma nejnizSi antioxidacni aktivita pfipravované
formulace ZF. Vysledky jsou v souladu s piedpoklddanou antioxidacni aktivitou této
formulace, jelikoz se jednd o formulaci obsahujici smés aktivitnich latek s antioxida¢nimi
vlastnostmi, avSak ve formulaci neni zakomponovan kvercetin. Dala by se ptfedpokladat

vys$si antioxidaéni aktivita formulace NF, jelikoz volny kvercetin mize snadnéji reagovat
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s volnymi radikdly. Avsak v ptfipadé¢ enkapsulovanych forem je tfeba brat v uvahu
predev§im schopnost enkapsulace chranit kvercetin pfed degradaci zplisobenou oxidaci,

svétlem Ci teplem.

Ve studii [143] byla antioxidacni aktivita lipozomalné enkapsulovaného 1 volného
kvercetinu hodnocena obdobné pomoci DPPH metody. Test spoc¢ival v reakci 1 ml 0,1 mM
roztoku DPPH s 0,5 ml roztoku kvercetinu. Stanoveni bylo provedeno pfi nékolika raznych
koncentracich kvercetinu, konkrétné 1, 5, 10 a 50 uM, k porovnani Gc¢innosti antioxida¢ni
aktivity obou forem v zavislosti na davce. Studie neshledala vyrazny rozdil v antioxida¢ni
aktivit¢ jednotlivych forem kvercetinu. Naopak studie [144] uvedla vys$i antioxidaéni
aktivitu lipozomalniho kvercetinu ve srovnani s volnou formou. Kvercetin byl zapouzdien
v polyoxyethylen lauryletherovych micelach (Brij35®); 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
fofocholinovych liposomech (DMPC) a v Brij35®DMPC smésnych micelach.
Vsechny enkapsulované¢ formy kvercetinu byly hodnoceny na antioxidaéni aktivitu
v potravinovém emulznim systému o/v a porovnavany s potravinovym emulznim systémem
o/v obsahujici volny kvercetin. V kratkodobych testech vysledky studie prokazaly vyssi
antioxidacni aktivitu lipozomalniho kvercetinu v porovnani s ostatnimi formy. Ve studii
byly vysledky pfipsany lepSimu synergetickému ucinku lipozomalni formy kvercetinu

s vitaminem E pfitomnym v olejové fazi emulze.

Ziskané vysledky antioxidacni aktivity formulace EF a NF koreluji s vysledky
uvadénymi ve studiich, jelikoZ formulace EF vykazovala vys$si antioxida¢ni aktivitu, avSak
rozdil nebyl zasadni. Vyssi antioxidacni aktivita formulace EF mize byt ¢aste¢né zplisobena
synergickym ptsobenim lipozomalni formy a vitaminu E pfitomnym v olejové fazi krémové

formulace, podobné¢ jako bylo popsano ve studii [144].

6.8 Test uvolniovani aktivni latky z formulaci

Test uvoliiovani neboli release test je experimentdlni metoda pouzivana k hodnoceni
uvolnovani aktivnich latek z rGznych formulaci. Test je zaloZen na méfeni koncentrace
uvolnéné latky v cCasovych intervalech, coz umoznuje sledovat kinetiku uvoliovani

a vyhodnotit u¢innost formulace z hlediska jeji stability a doby pisobeni [145].
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Test uvolnovani aktivni latky z formulaci byl provadén v casovych intervalech 0,5; 1;
2; 4; 8; 24; 48; 72; 96; 120,5; 168 a 216 hodin od zacatku experimentu pro formulace EF
a NF, z divodu zakomponovani kvercetinu ve formulacich. Na Obrazku 53 je znazornéna
zéavislost mnozstvi uvolnéného kvercetinu z formulaci v mg/g na case.
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Obrazek 53 Casova zavislost mnozstvi uvolnéného kvercetinu

Pribéh uvoliiovani aktivni latky z pfipravenych krémovych formulaci byl hodnocen
pomoci rovnice popisujici kinetiku prvniho fadu, viz Rovnice 2. Detekované mnozstvi
uvolnéného kvercetinu v jednotlivych formulacich v zavislosti na Case, je uvedeno na
Obrazcich 54-55. Konstanty ziskané pomoci matematického modelu jsou uvedeny

v Tabulce 8.
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Obrazek 54 Casova zavislost kumulativni koncentrace uvolnéného kvercetinu
z formulace EF proloZena fitovanym modelem dle Rovnice 2
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Obrazek 55 Casova zavislost kumulativni koncentrace uvolnéného
kvercetinu z formulace NF proloZena fitovanym modelem dle Rovnice 2

Tabulka 8 Konstanty ziskané pomoci matematického modelu pro testované formulace

Formulace Cmax [mg/g] r? —kx10-3 [h1]
EF 1,37 0,99 1,1
NF 1,31 0,99 0,8

Z grafického znazornéni je patrné, ze ob& formulace (EF 1 NF) vykazuji velmi
podobnou rychlost uvolnovani, bez vyrazngjSich rozdili ve tvaru ¢i sklonu kiivky.
Kumulativni koncentrace uvolnéného kvercetinu kontinudlné naristala po celou dobu testu
a ani po 216 hodinach nedoslo k dosazeni ustalené¢ho stavu, ktery by odpovidal rovnovaze

mezi uvolilovanim a difuzi ptes membranu.

Ptredpokladalo se, ze enkapsulovana formulace (EF) bude vykazovat pomale;jsi
a postupné uvolnovani ucinné latky, ptredevSim diky ochranné kvercetinu smésnym
lipozomalnim nosic¢em, jak bylo popsano naptiklad ve studii [70]. Pfekvapivé vSak byly
vysledky u obou formulaci témét identické a neprokazaly vyrazné rozdily v rychlosti
uvoliiovani. Tato skuteCnost mize byt vysvétlena n€kolika faktory, jednou z moznosti je
nestabilita lipozomt béhem dlouhodobého testovani. Vzhledem k délce testu (az 216 hodin)
mohlo dojit k rozkladu lipozomalnich struktur, coz vedlo k nahlému uvolnéni G€inné latky.
Také pH 7,3 u PBS pufru mohlo pfispét k naruSeni lipozomalnich stén a k destabilizaci

formulace [146]. Studie [144] rovnéZz zaznamenala chemickou degradaci kvercetinu
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enkapsulovaného v lipozomech béhem dlouhodobého skladovani v potravinové emulzi typu

o/v, coz podporuje moznou omezenou stabilitu lipozomalni formy kvercetinu.

Zaroven je tfeba zohlednit i chemickou stabilitu samotného kvercetinu. Je znamo, ze
kvercetin je stabilni v kyselém prostiedi o pH 1-6, zatimco pii pH 7 a vyssim dochazi
k autooxidaci, ktera vede ke zméné¢ barvy a degradaci molekuly [147]. Tato degradace mohla

ovlivnit jak vysledek méfteni, tak i celkové chovani ucinné latky ve formulaci.

Vzhledem k témto poznatkim lze diskutovat i o vhodnosti metody dialyzacnich
membran pro hodnoceni krémovych formulaci. Viskdzni charakter krémt mlize zpomalit ¢i
narusit pfirozeny difuzni proces. Dale muze dochazet k interakcim slozek krému
s membranou. Pro budouci studie se jevi jako vhodnéjsi vyzkouset jinou metodu. Rovnéz by
bylo vhodné ovéfit stabilitu samotného enkapsulovaného kvercetinu za rGznych pH

a podminek skladovéni, aby bylo mozné vysledky 1épe interpretovat.
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ZAVER

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo poskytnout uceleny piehled o antioxidantech,
jejich vlastnostech, biologické dostupnosti, charakterizaci ¢i moznostech aplikace. Zvlastni
pozornost byla vénovana antioxidantim bézné vyuzivanym v kosmetickém primyslu
ajejich u¢inkim na pokozku. Piehled rovnéz zahrnoval faktory pfispivajici ke starnuti
pokozky a mechanismy, jimiz antioxidanty na pokozku plsobi. Teoreticka ¢ast byla dale
rozSifena o kapitolu zaméfenou na enkapsulaci, a to s ohledem na zvySeni stability,

rozpustnosti, t€innosti ¢i fizeného uvoliovani antioxidanti.

V praktické ¢asti byl jako klicova tc¢inna latka zvolen antioxidant kvercetin, znamy
svymi vyraznymi protizanétlivymi a anti-aging U¢inky. Pro zvySeni jeho stability, zlepSeni
rozpustnosti a efektivniho pronikdni do pokozky byl enkapsulovéan do lipozomalniho nosice.
Nasledné byly navrzeny krémové formulace typu emulze o/v, obohacené o dalsi aktivni latky
vykazujici pozitivni u€inky na pokozku. Zamérem bylo vytvorit formulace uréené pro péci
o zralou plet, které by zajiStovaly dostatecnou hydrataci, usnadnily vstiebavani uc¢innych
latek, nezanechdvaly na pokozZce mastny film a vykazovaly anti-aging ucinky. Formulace
byly hodnoceny z hlediska mikrobiologické Cistoty a Uc€innosti konzervaéniho systému,
tepelné stability, senzorickych vlastnosti, antioxidacni aktivity a schopnosti uvoliiovat
aktivni latku. Uginnost navrzenych formulaci byla ovéfena predevsim in vivo méfenim

vybranych biofyzikalnich parametrii pokoZky pomoci neinvazivnich metod.

V réamci mikrobiologického hodnoceni byl proveden test pifezivani bakterie P.
aeruginosa v krémovych formulacich. Vysledky testovani potvrdily schopnost pouZzitého

konzervantu inhibovat rast bakterii.

Testovani tepelné stability formulaci uk4zalo negativni vliv teplotnich podminek nad
47 °C, kdy doslo k uplnému rozpadu formulaci, pravdépodobné v dusledku nestability
pouzit¢ho emulgatoru. Vyssi teploty vedly ke zméndm barvy, zvySeni pH a poklesu
viskozity u vSech formulaci. Texturni vlastnosti jednotlivych formulaci, s vyjimkou
formulace ZF skladované pii pokojové teploté, vykazovaly charakteristicky trend
zmeén texturnich vlastnosti emulzi béhem sledovan¢ho obdobi. Celkové se formulace
s enkapsulovanym kvercetinem jevila jako stabiln€jsi pii vysSich teplotach, v porovnani

s formulaci obsahujici volny kvercetin.

Senzorické posuzovani organoleptickych vlastnosti prokdzalo v pofadovych i parovych

porovnavacich zkouskach odlisnost formulace NF od formulaci EF a ZF.
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In vivo testovani potvrdilo hydratacni G¢inek vSech formulaci i jejich schopnost
snizovat TEWL. Ob¢ formulace s kvercetinem navic vedly ke snizeni pH pokozky.
Nejvyraznéjsi zlepSeni elasticity pokozky bylo zaznamenano u formulace EF. Zakladni
formulace se ukazala jako nejucinnéjsi v poklesu poctu péra. Diky obsahu depigmentacnich
slozek mély formulace pozitivni vliv na sniZeni pigmentovych skvrn pfitomnych na
pokozce, pticemz diky aplikaci EF bylo dosazeno u nékterych dobrovolnic jejich uplné
redukce. Rozdily mezi formulacemi se nejvice projevily pii sledovani vrasek, kdy pokozka
dobrovolnic oSetfovana krémem EF vykazovala nejvyraznéjsi ubytek béhem osmitydenni
aplikace. Zaroven byla tato formulace také nejefektivnéjsi pti zlepSeni parametrti drsnosti
pokozky. VSechny testované formulace pozitivn€ plsobily na hustotu a anizotropii pokozky.

Ziskané vysledky jednoznacné potvrdily pozitivni ptinos enkapsulovaného kvercetinu na

ucinnost kosmetickych formulaci.

Nejnizs$i antioxidacni aktivitu vykazovala zakladni formulace bez kvercetinu, zatimco
nejvyss$i aktivita byla zaznamenana u formulace s enkapsulovanym kvercetinem.
Zapouzdieni kvercetinu synergicky podpofené jeho lipozomdlni formou a vitaminem E

pfitomnym v olejové fazi podpofilo ochranu formulace pfed oxidaci.

Testem uvolnovani aktivnich latek se nepodatilo prokazat rozdil mezi formulacemi EF
a NF. Ackoliv se ocekavalo pomalejsi a fizené uvoliiovani z formulace EF diky enkapsulaci,
vysledky tomu neodpovidaly. Tento vysledek muze souviset s nestabilitou lipozomi,
nevhodnym pH prostiedi, nizkou stabilitou samotného kvercetinu ¢i nevhodnou pouZitou

metodou.

Na zavér lze shrnout, Ze se podafilo vyvinout mikrobiologicky C¢isté, tepelné stabilni
a antioxidacné aktivni krémové formulace s pfiznivym uCinkem na vSechny sledované
biofyzikalni parametry pokozky. Enkapsulace kvercetinu se projevila jako ucinna
technologie, ktera ovlivnila jak vlastnosti pfipravenych kosmetickych formulaci, tak jejich
ucinky na pokozku. Byly splnény stanovené cile prace a ziskané vysledky prace byly ve
prospéch formulovanych hypotéz.

Ze ziskanych poznatkl a feSenych tskali spojenych s vlastnostmi kvercetinu a jeho

inkorporaci do kosmetickych matric by bylo do budoucna piinosné zaméfit se na jeho

stabilitni vlastnosti a monitorovani antioxidacni aktivity za riznych podminek skladovani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

'[02]
AA
AGE
BHA
BHT
Brij35®
CAT
CFU
ChYGA
cm

Cu
DNA
DMPC
DPPH
EF

ES

EU
FDA
GPx
GR
g/m?/h
H202
HPLC
HO2-
IL

IgE
INCI

kDA
LDL
mg

mPa/s

Singletovy kyslik

Antioxidac¢ni aktivita

Konec¢né produkty pokrocilé glykace
Butylhydroxyanisol
Butylhydroxytoluen

Polyoxyethylen lauryletherové micely
Katalaza

Colony Forming Units
Chloramphenicol Yeast Glucose Agar
Centimetr

Meéd

Deoxyribonukleova kyselina
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fofocholinové lipozomy
Difenyl-1-pikrylhydrazyl
Enkapsulovana formulace

Evropska spolecenstvi

Evropska unie

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
Glutathion peroxidaza
Glutathionreduktaza

Jednotky TEWL

Peroxid vodiku

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hydroperoxylovy radikal
Prozéanétlivé interleukiny
Imunoglobulin E

International Nomenclature of Cosmetic Ingredients
Korneometrické jednotky

Kilodalton

Low density lipoprotein

Miligram

Milipascal za sekundu
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Mn
mm
mV

N
NADPH (NOX)
NaCl
NF
NLC
o/v
OH-
P. acnes
P. aeruginosa
P407
PBS
PCA
PC
PEG
RNS
ROS
rpm
RSS
RRT
SC
SOD
SLN
SPF
TBHQ
TEWL
TNF-a
UVA
UVB
Uuv

v/0

Mangan
Milimetr
Milivolt

Newton

Nikotinamid adenin dinukleotid fostat oxidaza

Chlorid sodny

Neenkapsulovana formulace

Nanostrukturované lipidové nosice

Emulze olej ve vodé
Hydroxylovy radikal
Propionibacterium acnes
Pseudomonas aeruginosa
Pluronic 407

Fosfatovy pufr

Plate Count Agar
Fosfatidylcholin
Polyethylenglykol
Reaktivni formy dusiku
Reaktivni formy kysliku
Otacky za minutu
Reaktivni formy siry
Rezonan¢ni ¢as

Stratum corneum

Superoxid dismutaza

Pevné lipidové nanocastice

Sun protection factor

Terciélni butylhyrochinon
Transepidermalni ztrata vody
Tumor nekrotizujici faktor
Ultrafialové zafeni typu A

Ultrafialové zateni typu B

Ultrafialové zafeni

Emulze voda v oleji



132 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

VVBS Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele
WHO Svétova zdravotnicka organizace

Zn Zinek

ZF Zékladni formulace

° Stupent

°C Stupen Celsia

02— Superoxidovy aniont

ul Mikrolitr
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PRILOHA PI: DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI
KREMOVYCH FORMULACI

DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI KREMOVYCH FORMULACT

Univerzita Tomade Bati ve Zling
Fakulia technologicki
Ustav wechnologie uki, tenzidd a kosmetiky

Jendr a péijmeni Hahina

Podms TR

Poradowvv test dle intenzity znalku:

Ukol &. 1: Sei-ad’te piedlozené vzorky krémii dle viné (1 — nejvice piijemna, 3 — nejméné
piijemna)
Jednz =2 o mucencu volbu, dva vzorky nesméji mit stejné pofadi.

Kod vzorkun 333
Poiadi

35

LA

Ukol &. 2: Seiad'te predlozené vzorky krémi dle barvy (1 — nejsvétlejii, 3 — nejtmavsi)
Jednz =2 o mucencu volbu, dva vzorky nesméji mit stejné pofadi.

Kod vzorkn 333
Poradi

33

(=]

Ukol . 3: Seiad’te predlozené vzorky krémi dle roztiratelnosti (1 — nejlépe roztiratelny,
3 - nejhite roztiratelny)

Jedna ze o nucenou volbu, dva vzorky nesméji mit stejné pofadi.

Provedeni: Spachtli nanaSejte vZdy stejné mnoZstvi hodnoceného vzorku krému na volémi
stramu levého (&1 pravého) predlokti a prstem roztivejte do plochy o velikosti 2=4 cm.
Prst zz kazdym vzorkem ofistéte piloZenou papiroveu utérkon

Hodnocena mista po aplikact rozetfenim vzerku krému, po uplynoti 35 minut, vizudlng
vyvhodnotte na vetfebatelnost uvedenou viikolu €. 4.

Kid vzorkn 333 553
Poiadi

Ukol &. 4: Sefad'te predlozené vzorky krémi dle vstiebatelnosti (1 — nejlépe vstiehatelny,
3 - nejhife vstfebatelny)
Jadnz =2 o mucencn velbu, dva vzorky nesméji mit stejné pofadi.

Kod vzorkn 333
Poradi

33

(=]




Pofadoww test dle preference

Ukol & 5: Sefad'te predlozené vzorky krémi dle viastni preference (1 — nejvice preferovamy,

3 — nejméné preferovany)
Jednz =& o nucencu volbu, dva vzorky nesméji mit stejné pofadi.

Kod vzorkuo

333

35

LA

e |
|
|

Poiadi

Parova porovnavaci zkouska

Ukol ¢. 6: Ktery z piedlozenych vzorki krémi je 1épe roztiratelny?

Kod vzorkn Odpoved’ Kad vzorkn Odpoved’
335 T 333 717

Kod vzorkn Odpoved’
333 333

Ukol &. 7: Ktery z piedlozenych vzorki krémi je lépe vstiebatelny?

Kdd vzorkn Odpoved’ Kdd vzorkn Odpoved’
555 777 333 117

Kdd vzorkn Odpoved’
333 355

Ukol ¢. 8: Ktery z predlozenych vzorki krémi vice preferujete?

Kod vzorkn Odpoved’ Kad vzorkn Odpoved’
535 T 333 717

Kod vzorkn Odpoved’

333 3533




PRILOHA PII: KRITERIA PRO ZARAZENI DO SOUBORU
UCASTNIKU STUDIE

Kritéria pro zai'azeni do souboru aéastniki studie
Piedpokladem pro zafazeni do souboru pokusnych osob pro epikutanni testy {sou nasledujici
kritéria:

nepiitomnost jakéhokoliv onemocnéni (i nachlazeni) minimalné 1 tyden pied zahdjenim
testu

nepfitomnost jakéhokoliv kozniho onemocnéni (napt. psoriasis, ekzém, rakovina kize, jiné
dermatitidy)

nepiitomnost koznich abnormalit v misté testu (napf. jizvy, mateiska znaménka zarudnuti
kiize po slunéni)

osoba nesmi mit astma, ani jine chronickeé respiracni choroby

osoba nesmi mit diabetes, ktery je 1é¢eny inzulinem

osoba nesmi byt 1ééena pro imunodeficienci nebo autoimunitni onemocnéni a neuziva léky
& vlivem na imunitni svstém

osoba nesmi mit v anamnéze transplantaci organt a lé¢bu zhoubnych onemocnéni

aspirin, ibuprofen, kortikoidy)

osoba musi byt bez alergologické anamnézy

vylouéeny jsou Zeny téhotné nebo v laktaci

vyloucena je osoba, kterd se soufasné zufastiiuje jakékoli jiné klinické studie nebo tato
studie byla ukoncéena v dobé kratii nez 14 dni pred zahajenim testu

Kritéria pro vyrazeni ze souboru ucastniki studie

Ze souboru pokusnych osob pro testovani je vyfazena osoba, pokud:

nedodrzuje podminky price

na vlastni zadost ukonéi svou Udast v testu

zméni se jeji zdravotni stav natolik, Ze by tim mohl byt ovlivnén vysledek testu

dojde v ni knavozeni takové situace a podminek, které mohou ovliviut vysledek
experimentu
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Dotaznik ucastnika in vivo studie

Vek:
Pohlavi:

Soutasny zdravoini stav:
Vyskytuje se u Vs nyni: ano |me | jaké

wpénlw ] e—
ghkzém

rekovina ke

jiné koini problémy a enemocnéni
jizvv, matefska rnaminka, jiné vady ke vmistétestn [ | |
zarudnuti kiize po shméni nebo z jiného ditvodu v misté testu
astma vyzaduiici denni pijem 1éki
jiné chronicke respiratni onemocnént
diabetes vyZadujici 1étbu inzulinem
cnemocnéni imunitniho svstému

Zdravoetni stav v minulosti
Prodélal{a) jste: ano ne
transplantac: organn
1é¢bu maligniho nddoru v poslednich § mésicich

Uzivani léka
Berete ci pouzivate pravidelné: ano |ne | jaké
protizanétlive leky (napf. aspirin, ibuprofen, hydrokortizon,
nebo jiné steroidy)
immmosupresival 1éky (napf. evldosporin A)
jiné léky

Alergologicki létha
Probiha u vds v soucasné dobé: ano |ne |jaki
alerpologiclks 16tha (kaploy, mjekce apod.)
dostali jete posledni déviu béhem mimuléhotydne | | [———
ofekavite dalfi davky v pribghustude [ | [
Pouze pro Zeny
Jste: ano ne
téhotma nebo kojici

Alergie
Projevila se u vis nékdy alergie na: specifikujte:
detergenty a fistici prosivedloy

kosmetické pfipravicy a viing parfémi

piipravioy do koupele a na mvti (Fampdn, mydle)
pletove krémy a mléka_lotiony

antiperspiranty a deodoranty

leky

jiné materialy

Dopliiujici udaje

Zdravotni stav: specifikujte:
pouZivate pravideln jalofkoliv pfipravek
pro 1é8bu kize
pouzivite pravideln# jakékoliv légivo
(na predpis, & volné prodejné)
navitévujete v soufamné dobé lékafe kniilic

alergiim

ko¥nim problémim

z jiného divedu
mite néjakeé jiné zdravomi potize

Utast v daldich studiich
Studie: Typ studie: Datum posledni studie:
Gtastmil{a) jste ze nékdy kofniho testy. [
Aastnite se v soutasné dobé jing studie
jakéhokoliv druhn

Datum:

Pouze pro ucely organizatora mereni
Na zaklad# zjifténych udajl je dfastnik a) piijat
b) nepiijat

Zdivodnéni:

Datum: Podpis organizatora studie:



PRILOHA PIV: PODROBNA METODIKA STUDIE

Podrobna metodika studie

Zkusebni zafizeni:

Pomicky:

Pocet aplikaci:

Misto aplikace

Mnozstvi aplikované emulze:
Trvani testu:

Odstranéni testovane latky:
Intervaly odeétu:

Typ reakce:

Stupeii reakce:

Vyhodnoceni:

stanice MPA 5/10 se sondami korneometr, tewametr,
reviskometr, pH metr, visiometr a visioskop (vyrobce
zkudebnich zafizeni fa Courage & Khazaka electronic,
Némecko)

laboratorni sklo, bunié¢ina, pinzeta

opakovana

periorbitalni oblast a ¢elo nebo volarni strana piedlokti
0,1 ml nebo 0,1 g, plocha 8 cm?

dlouhodobe (tydny)

neni relevantni

po piedupravé micelarni vodou po 4 a 8 tydnech

zména biofyzikalnich hodnot povrchu kize

vyjadieni hodnotou méfené veli¢iny

¢asova zména hodnot méfenych veli¢in

Systém klasifikace koZni reakce

KoZni reakce bude hodnocena zménou ¢iselnych hodnot naméfenych pomoci zafizeni stanice
MPA 5/10 se sondami korneometr (hydratace), tewametr (transepidermalni ztrata vody) a pH
metr (pH pokoZzky), reviskometr (elasticita), visiometr a visiosken (snimani koZniho reliéfu).



PRILOHA PV: PROHLASENI UCASTNIKA STUDIE

Prohlaseni ucastnika studie
Ja, niZze podepsany/a souhlasim se svou ucasti ve vyse specifikované studii, kterd m
byla popsana a dostatecné vysvétlena, a kterd bude vedena kvalifikovanymi pracovniky
Ustavu technologie tukdl, tenzidfi a kosmetiky UTB. Beru na védomi, ¥e experiment mbZe
zahrnovat riziko neZadoucich 0¢ink(i na kbZi. Toto riziko mi bylo detailné objasnéno
a mohl(a) jsem se informovat o viech podrobnostech experimentu.

Vim, Zze mohu kdvkoliv odvolat svil) souhlas s i¢asti v experimentu a mohu kdykoliv
odstoupit od své O¢asti v dané studii.

Mohu s1 vyZadat dalii informace o experimentu a oznamit neZadouci uéinky
u hlavniho feditele studie, a to kdvkoliv na uréeném telefonnim ¢isle.

Souhlasim, Ze data ziskana béhem studie mohou byt statisticky zpracovana. Veskeré
udaje o pribéhu a vysledeich studie, které mne mohou identifikovat, zistanou piisné divémeé.

Prohlaguji, Ze toto pouceni plné chiapu a podepisuji ho pii plném védomi.

Jméno a piijmeni: podpis Géastnika studie

Tel. kontakt uéastnika studie:

Ve Zliné dne
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