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ABSTRAKT

Kosmetické ptipravky s antimikrobialnimi u¢inky pfirodniho ptivodu ziskéavaji stale vice na
popularité. Diplomova prace se zabyva antimikrobialni aktivitou vybranych esencialnich
oleji a kyseliny mandlové v emulzich. V teoretické Casti je charakterizovan mikrobiom
zdravé a patogenni kiize oblieje se zaméfenim na moznosti 1éCby akné. V praktické Casti
byla vyrobena emulze a do jednotlivych vzorkl byly zakomponovany vybrané esencialni
oleje a kyselina mandlova. Jejich inhibicni ucinky byly ovéfeny v testu pieziti
mikroorganismu. Dale byl na kiizi dobrovolnikd posuzovan vliv emulzi na zmény hydratace,
transepidermalni ztratu vody a pH v pribéhu ¢asu. Na zavér probéhla senzorickd analyza

emulzi vyhodnocend statistickymi metodami.

Kli¢ova slova: esencialni olej, kyselina mandlova, mikroorganismy

ABSTRACT

Cosmetics with antimicrobial effects of natural origin are gaining more and more popularity.
The diploma thesis deals with the antimicrobial activity of selected essential oils and
mandelic acid in emulsions. The theoretical part characterizes the microbiome of healthy
and pathogenic facial skin with a focus on acne treatment options. In the practical part, an
emulsion was made and selected essential oils and mandelic acid were incorporated into
individual samples. Their inhibitory effects were verified in a microorganism survival test.
Furthermore, the effect of the emulsions on hydration changes, transepidermal water loss
and pH over time was assessed on the skin of the volunteers. Finally, sensory analysis of

emulsions evaluated by statistical methods was performed.

Keywords: essential oil, mandelic acid, microorganisms
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UvVOD

Kosmeticky pramysl je jedno z nejrychleji se rozvijejicich odvétvi a kazdy rok se na trhu
objevuji nové vyrobky. Spotiebitelé se v poslednich letech stale vice zamétuji
na enviromentalni problematiku a reaguji na nové trendy pfirodni, tzv. zelené kosmetiky.
Mezi uzivateli se zaroven zvySuji pfipady alergickych reakci na suroviny syntetického
puvodu pouzité v kosmetickych ptipravcich. Rozporuplnymi prostiedky jsou zejména
konzervacni latky, které jsou na jedné strané¢ nezbytnymi pro antimikrobialni ochranu
kosmetickych vyrobkl, na druhé strané jsou velkym zdrojem alergii a nckteré jsou i
v podezieni z karcinogennich ucinku. Existuje fada studii, které naznacuji, ze za zdravotnimi
problémy mohou stat Skodlivé ucinky konzervantd, pfestoze jsou v kosmetice mezi
povolenymi latkami a to i pfesto, Ze jsou pouzivany v nizkych koncentracich. I z tohoto
diavodu se vyvojova oddeleni kosmetickych firem snazi hledat feseni, ktera by byla ¢inna
a zaroven co nejmén¢ skodliva jak pro spotiebitele, tak pro zivotni prostiedi.

V piirod¢ existuje obrovské mnozstvi latek, u kterych se na zékladé provadénych studii
odhaluji nové rozmanité Gc¢inky, jak antimikrobialni, tak antioxida¢ni, antivirové a dalsi.
Vétsina téchto ucinkid je pfipisovana sekundarnim metabolitim, produkovanych rostlinami.
Jedna se zejména o fenolické latky, které slouZzi jako obrana proti byloZravym predatorim,
ale také k prilakdni hmyzu za ucelem opyleni. U mnohych téchto latek byla zjiSténa silna
antimikrobidlni aktivita. Mezi nejzndméjsi sekundarni metabolity rostlin patii esencialni
oleje.

Esencidlni oleje byly pro své terapeutické u€inky pouZzivany po staleti. Dne$ni véda dokaze
identifikovat stovky sloZzek obsaZenych v té€chto olejich. Nicméné mnohé z téchto sloucenin
se v ptirodnich produktech nachazi pouze ve stopovém mnozstvi a jejich synergicky ucinek
nelze nahradit priimyslovou vyrobou jednotlivych slozek.

Tato diplomova prace se zaméfuje na zhodnoceni antimikrobidlnich ucinkd vybranych
esencidlnich oleji na rGst mikroorganisml, jak v jejich nefedéné formé, tak
zakomponovanych do emulze. Jako dal§i antimikrobidlni latka byla pouZzita kyselina
mandlova, ktera se fadi mezi hydroxykyseliny a diky svému slozeni je schopna potlacovat
projevy akné. Ve vzorcich emulzi byly pouzity kombinace esencidlnich oleji a kyseliny
mandlové a jejich vliv na stav pokozky z hlediska hydratace, transepidermalni ztraty vody a
zmény pH byl hodnocen pomoci koznich testil, provedenych na dobrovolnicich. Poté byly
vzorky vyhodnocovany posuzovateli z hlediska jejich senzorického vnimani. Nejptinosnéjsi

¢asti bylo méfeni prezivani Zivotaschopnych mikroorganismi v emulzich.
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Diplomova prace se svym zaméfenim snazi ziskat empiricka data inhibice rlstu
mikroorganismi v emulzich pfirodnimi produkty rostlin a pfispét tak ke studiu téchto latek

vyuzitelnych v kosmetickych formulacich.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KUZE JAKO BIOLOGICKA STRUKTURA

KiZe je jednim z nejvétsich organii lidského téla. Pokryva cely jeho povrch a vykonava
pfedevsim funkci hranicni bariéry mezi vnitinim prostfedim organismu a vnéj$im okolim.
Zaujima plochu 1,5 — 2 m? v zavislosti na vysce a konstituci jedince. Je nositelem celé fady
dal$ich funkci. Kromé zminované fyzikalni bariérové funkce je to i bariéra chemicka a
biologickd, chranici organismus pted nepfiznivymi vlivy latek a patogennich
mikroorganismli. Neméné dulezitd je jeji funkce metabolickd, regulacni, sekrecni,
imunologicka, senzorickd, depotni a v neposledni fadé i funkce psychosocialni [1, s. 15, 23-
25, 27]. Tloustka ktize je dle anatomické lokalizace rozdilna, od 0,5 mm na oénich vickach
az po cca 4 mm v dlanoploskovych oblastech. Kiize (integumentum commune) se sklada
ze tf1 zdkladnich vrstev (Obrazek 1) — pokozky (epidermis), Skéary (coria, dermis) a podkozi
(tela subcutanea, hypodermis). Soucasti kiize jsou kozni adnexa, mezi néz patii vlasy, nehty,

mazoveé a potni zlazy [2, s. 200, 201].

Epidermis

(pokozka) <[

Dermis
(&kara)

Hypodermis - 4 3% = <. DD :
G LW e Potn
(podkozi) LT -

Obrazek 1 Struktura kiize [3, upraveno].
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Struktura epidermis je charakterizovéana jako vicevrstevny dlazdicovy epitel ektodermalniho
puvodu rizné diferencovanych keratinocytll. Proces keratinizace bunék zacind ve stratum
basale, kde trvale mitoticky aktivni vrstva bazalnich bun¢k produkuje dcefiné bunky, které
podléhaji epidermalni diferenciaci. Ve stratum spinosum se nachazi polyedrické
keratinocyty obsahujici cytokeratinova filamenta, ktera jsou pevné svazana a zakotvena
v desmozomech [4, s. 14]. Ve stratum granulosum dochazi ke vzniku keratohyalinovych
granuli, tvofenych profilagrinem a k dokonceni keratinizatniho procesu [4, s. 15].
V nejsvrchnéj$i vrstvé zvané stratum corneum se keratinocyty méni na korneocyty,
odumfelé bunky sestavajici z keratinu a bunéénych stén bez jader. Kromé keratinocytl se
v epidermis nachdzeji také melanocyty, syntetizujici melanin, antigen prezentujici

Langerhansovy buiiky a Merkelovy buniky, které funguji jako mechanoreceptory [5, s. 4].

Hlavni strukturdlni soucasti kize je dermis, skladajici se z papilarni a retikularni vrstvy.
Prevladajicimi bunkami jsou fibroblasty, které jsou zodpovédné za syntézu kolagenu a
elastinu. Zakladni substanci dermis je amorfni hmota, kterd vyplituje mezibunécné prostory.
Je sloZena z glykosaminoglykant a kyselych mukopolysacharidl, které poskytuji kizi
viskozitu a hydrataci [5, s. 8]. Nachézi se zde nervova vldkna, vlasové folikuly, mazové a

potni Zlazy a bohaté cévni zasobeni [1, s. 18].

Hypodermis je nejhloub&ji uloZenou koZni vrstvou, tvofi ji vazivova a tukova tkan.
Zékladnimi stavebnimi bunkami podkozniho tuku jsou adipocyty. Tloustka podkozniho
tuku je variabilni, ovliviiuje ji pfedevSim vyziva, hmotnost jedince a anatomicka lokalizace.
Nejvice se podkozni tuk uklada na biiSe, hyzdich a stehnech, kde plni jednak ochrannou

funkci hloubé&ji ulozenych organti, jednak funkci energetického rezervoaru [1, s. 19].

1.1 KuZe obliceje

Oblicej a jeho klize odrazi nejen nase emoce, ale i celkovy stav té€lesného a dusevniho zdravi.
Je zde umisténo sidlo vSech smysli — zrak, sluch, Cich, chut’ i hmat. Kiize obli¢eje véetné
mazovych 714z je osidlena symbiotickou i fakultativné patogenni florou [6, s. 13].

Kuze obliceje a krku ma oproti ostatnim télesnym oblastem relativné rychly ¢as obratu
epidermis. V ptipad¢ zdravé tkadné se jedna jen o piiblizn€ sedm dni oproti obecné€ udavanym
28-30 dniim na ostatnim télesném povrchu, z cehoz vyplyva skutecnost, Ze rohova vrstva je
zde vyrazné€ tenci a bariérova funkce je prokazatelné¢ omezend. Svédci pro to 1 vysoké

hodnoty transepidermalni ztraty vody (TEWL — Transepidermal Water Lose), které jsou

srovnatelné s hodnotami u deskvamujicich chronickych dermatéz [4, s. 24].
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Kuze obliceje u ¢loveka, bez ochranné srsti jako u ostatnich savcl a nekryta odévem jako
ostatni mista, je denné vystavovana vlivim zevniho prostiedi, coz sebou nese zvysenou
citlivost. Pokud se v obliceji vyskytuje jakékoliv chronickd dermatdza, piisobi Casto tyto

vlivy jako spoustéce [6, s. 13-14].

1.2 Mikroflora kaze

Trvalé osidleni ¢lovéka mikrobidlni florou je nezbytnou podminkou jeho vyvoje a zdravi.
Nejvetsi cast bakterii osidluje zazivaci trakt, zejména stievo, mens$i ¢ast pak kizi, Gstni
dutinu, horni cesty dychaci, vaginu a oko. Slozeni fyziologické bakterialni flory se v riznych
lokalitach téla zasadné 1isi a je zavislé na véku, dieté, irovni hygieny, geografické lokalité a

fad¢ dalSich faktori [7, s. 123].

Lidské ktize je domovem velkych a rozmanitych populaci bakterii, virt a hub, které spole¢né
tvoii kozni mikrofloru. Neddvné studie zabyvajici se zkoumanim funkci kozniho
mikrobiomu odhalily silny symbioticky vztah mezi mikroflérou kiize a organismem jedince.
Dysbiéza mikrobiomu a dalsi faktory ovliviiuji povrchovou mikrofloru a mohou ovlivnit

homeostazu a funkci keratinocyt [8].

Bakterialni bunka je od okoli ohrani¢ena cytoplazmatickou membranou a bunécnou sténou
s peptidoglykanem, jejiz stavba umoziuje rozd€leni bakterii na grampozitivni a
gramnegativni [7, s. 15]. RozliSeni G" a G™ bakterii je provadéno pomoci diagnostického
Gramova barveni, kdy u G™ bakterii zlstava krystalova violet' v komplexu s jodem vazana

v bunice a diky silné stén¢ neni vyplavena pii odbarvovani acetonem.

Peptidoglykan tvoii u G bakterii asi 20 nm silnou vrstvu, kterou kolmo probihaji Fetézce
kyseliny teikoové a lipoteikoové spojené s cytoplazmatickou membranou [7, s. 23, 25].
Teikoova kyselina je kovalentné navazana na kyselinu muramovou, tj. glukosamin spojeny

etherovou vazbou s kyselinou mlécnou.

Na rozdil od grampozitivnich bakterii je buné€na sténa gramnegativnich bakterii podstatné
tenc¢i, ale slozitéji uspotadana. Skladd se z vnéj§i membranové vrstvy a vnitini tenké
peptidoglykanové vrstvy [9, s. 32]. Vngjsi tfivrstevnd membrdna obsahuje proteiny,
lipopolysacharidy a lipoproteiny [11, s. 15]. Mezi vnéj$i membranou a peptidoglykanovou
vrstvou je periplazmaticky prostor, ktery je tvofen hydrolytickymi enzymy a metabolity.

Obsah lipidii v bunécné sténé¢ umoznuje bakteridlni buiice zvysenou odolnost vici

aniontovym povrchové aktivnim latkam. Termostabilni lipopolysacharidové komplexy
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funguji jako endotoxiny, které ptisobi jako velmi silny antigen a pii masivnim uvolnéni

mohou zpiisobit systémovou zanétlivou odpoveéd’ organismu az toxicky Sok [9, s. 32, 33].

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotické organismy, které jsou fazeny mezi houby (Fungi),
netvoii vSak jednotnou taxonomickou skupinu [9, s. 45].

Kvasinkové mikromycety jsou jednobunécné organismy, které maji prevazné tvar kulatych,
ovalnych, ptipadn¢ protahlych bunék o velikosti cca 3-15 um. Mezi 1¢kaisky vyznamné patii
zejména rody Candida, Cryptococcus, Saccharomyces, Trichosporon a Malassezia [10,

s. 301].

1.2.1 Zdrava mikroflora kaze

Pokozka poskytuje rozmanité mikroprostiedi, které se lisi kyselosti, teplotou, vlhkosti a
obsahem kozniho mazu. Na kizi se nachazi primérné kolem 2 000 aerobnich bakterii
na 1 cm?, ve vlhkych nebo zapatenych koznich zahybech je ale na 1 cm? i vice nez 80 000
bakterii. Bakterie se nachazeji jak na povrchu, tak i v hlubsich vrstvach pokozky, zejména
ve vlasovych folikulech, v mazovych a potnich zlazach, kde umoznuji pfezivani anaerobnich
bakterii [7, s. 129-130]. Naptiklad druhy Cutibacterium jsou dominantni v mazovych
oblastech, zatimco Staphylococcus a Corynebacterium jsou nejhojn&jsimi druhy
kolonizujicimi vlhké oblasti. Suchd mista jsou domovem smiSené populace
mikroorganismi, kterym dominuji gramnegativni bakterie [8]. Hlavni sloZzkou normalni
mikroflory na zdravé lidské kGzi je Staphylococcus epidermidis [12].

Na kbzi a vétSin€ sliznic brani fyziologickd bakterialni flora usidleni patogeni.
Mechanismem této ochrany je jednak kompetice o Ziviny, jednak zabrana usidleni patogent
z divodu obsazeni povrchu fyziologickou flérou. Bakterie rezidentni komenzalni mikroflory
produkuji antimikrobidlni peptidy, které jsou hlavnimi pfispévateli k imunitni obrané.
Kromé koznich zlaz produkuji 1 nékteré bakterie kyselé substance, coz vede k nizkému pH
pokozky, pohybujici se v rozmezi 4,2 az 5,5, které pak tvoii chemickou ochrannou bariéru
[7,s. 78,79, 130]. Také lysozym produkovany mimo keratinocytl téz stafylokoky plsobi

neptiznivé hlavné na gramnegativni bakterie [12].

1.2.2 Patogenni mikroflora kize

Naruseni normalni koZzni mikrobidlni flory, at’ uz topickymi €isticimi prosttedky, poranénim

nebo systémovou expozici antibiotikim, mtize naru$it imunitni obranu ktize. Nerovnovaha
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mikroorganismu, zvana dysbioza, provazi fadu neinfekénich koznich onemocnéni, jako je

akné vulgaris, atopicka dermatitida, psoriaza a rosacea [12].

Z mnoha koznich onemocnéni je bakterialni pivod vyznamny hlavné u téch, ktera se
projevuji hnisanim nebo viedy. Jejich puvodci byva nejcastéji Staphylococcus aureus,
zpisobujici kozni abscesy [7, s. 178]. Také v suchych Castech kiize pacientl s atopickou

dermatitidou je S. aureus Castéji detekovan [13].

Streptococcus pyogenes je samostatné nebo v kombinaci s bakterii S. aureus ptivodcem
impetiga, vysoce nakazlivé bakterialni kozni infekce, kterd se nejcastéji vyskytuje u malych

dati [14].

Velmi nebezpecna je infekce popalenin vyvoland Pseudomonas aeruginosa. Benigni, ale
nepiijemna, je infekce mazovych zlaz, akné, zpiisobena zvysenou kolonizaci Cutibacterium

acnes [7,s. 178].

1.3 Akné

Dle soucasnych studii je akné vysledkem nékolika patogenetickych faktorli. Jedna se
0 hormondlné¢ podminénou zvysSenou tvorbu mazu (seborea), folikularni reten¢ni
hyperkeratdézu, zvySenou kolonizaci Cutibacterium acnes a imunopatologicky zanct.
Seborea a zvySend keratinizace folikularniho epitelu vytvafeji pfiznivé prostiedi
pro ptemnozeni kutibakterii, které patifi k rezidentni kozni mikrofléfe a za normadlnich
okolnosti nejsou patogenni. Akné se projevuje komedony, papulami, pustulami, noduly,
zménou pigmentace a jizvami. Lokalizaci je oblast kiize se zvySenym vyskytem mazovych
zl4az. Nejcastéji byva postizen oblicej, méné Casto zada, hrudnik a oblast ramen. Dle véku
postizenych se akné déli na novorozeneckou akné, détskou akné, ptedpubertalni akné, akné
dospivajicich a akné dospélych. Nejcastéji se ovSem vyskytuje v pubertalnim obdobi a

mlad$im dospélém véku [6, s. 22, 24, 31].

1.3.1 Lécba akné

Pted rozhodnutim o tom, jaké prostfedky budou k 1é€b¢ akné zvoleny, je nutno vzit v uvahu
zavaznost koznich projevil, vék pacienta a jeho kvalitu Zivota. Hlavnimi cili 1é¢by akné jsou
zhojeni existujicich 1ézi, prevence jizveni a potlaceni tvorby novych klinickych 1ézi.
Vzhledem k chronické povaze onemocnéni se jedna o kombinaci 1€cby lokalni, systémoveé i

fyzikalni. [6, s. 44-46].
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Diky své multifaktorialni patogenité se k potlaceni progrese akné pouzivaji riizna 1éciva,
od regulatort produkce kozniho mazu, keratolytik, nesteroidnich protizanétlivych 1éki az
po antibiotika [15]. K nejvice osvédCenym lokdlnim 1ékim se fadi retinoidy, kyselina

azelaova, antibiotika a benzoylperoxid [6, s. 47].

Retinoidy

Jedné se o derivaty vitaminu A v dnesni dobé existuji jiZ tii generace 1ékii. U¢innymi latkami
jsou naptiklad tretinoin, izotretinoin, acitretin, adapalen aj. [16]. Maji ucinky piedevs§im
také v kombinaci s fadou lokalnich i celkovych 1é¢iv. Nevyhodou jsou jejich nezadouci
vedlejsi ucinky jako zarudnuti, svédéni, paleni [6, s. 47]. Také je nesmi uzivat t€hotné zeny,
nebot’ je zde velmi vysokeé riziko vzniku vrozenych vad. Déle se diskutuje o jejich mozném

riziku rozvoje neuropsychiatrickych poruch [17].

Kyselina azelaova

Je to organicka dikarboxylova kyselina, ktera je pfirozené produkovéana nékterymi druhy
kvasinek (Pityrosporum ovale) Zijicimi na normalni, zdravé k0zi. Kyselina azelaova je
zndma svymi protizanétlivymi a antibakteridlnimi u¢inky vic¢i bakteriim Cutibacterium
acnes infikujicim kozni pory. Klinicky vyzkum ukdzal, Ze je dobfe sndSena vétSinou

pacientil, nevykazuje toxicitu a neni teratogenni ani mutagenni [18].

Benzoylperoxid

Poprvé byl syntetizovan v poloving 19. stoleti, ale jako 1€k proti akné si naSel cestu
do farmakoterapie az v poloviné 20. stoleti. Je k dispozici ve form& gelli, masti a mycich
prostiedki. Casto se pouziva v kombinaci s retinoidy nebo antibiotiky. Zejména kombinace
s antibiotiky je klicovym prvkem topické 1é€by akné, nebot’ baktericidni uc¢inek
benzoylperoxidu mize synergicky zabranit bakterialni rezistenci vuci antibiotikiim. Jeho

terapeutickou hodnotu sniZzuje moznost vyskytu erytému a fototoxické reakce [19].

Esencialni oleje

Vétsina rostlin produkuje sekundarni metabolity, které slouzi bud’ jako ochrana proti
byloZzravelim nebo naopak pro pfildkani opylujiciho hmyzu. Jedné se o t¢kavé terpenické
slouceniny, které mohou mit celou fadu terapeutickych uc¢inkt pro ¢loveka.

K dopliikové 1écbeé akné je mozné vyuzit esencialni olej ziskavany ze stromu Melaleuca
alternifolia, zndmy jako tea tree olej. Ma Sirokospektralni antimikrobidlni aktivitu

prostfednictvim nespecifického poSkozeni bunéné membrany bakterii. Dle jednordzové
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srovnavaci studie I. B. Bassett et al. (1990) byl 124 ucastnikiim s mirnym az stfedné
zavaznym akné aplikovan bud’ 5% cajovnikovy olej nebo 5% benzoylperoxid. Pii obou
1écbach doslo k vyznamnému snizeni zanétlivych a komedonnich 1ézi. Tea tree olej mél
pomalejsi nastup ucinku, ale lepsi snasenlivost nez benzoylperoxid. Nicméné¢ je kviili slabym

klinickym vysledkiim potfeba provést dalsi studie [20].

Kyselina mandlova
Akné a jeho projevy mohou byt korigovany latkami s keratolytickym efektem. Ovocné
kyseliny se vyznacuji exfolianim plsobenim v oblasti epidermis. Nej€astéji pouzivanymi
ovocnymi kyselinami v dermatologii a kosmetologii je kyselina glykolova, kyselina mlé¢na
a kyselina mandlova. Jedna se o aromatickou a-hydroxykarboxylovou kyselinu (kyselina
fenylglykolovd). Pivodné byla ziskavdna kyselou hydrolyzou z amygdalinu, ktery se
nachdzi v extraktu hotkych mandli. V soucasné dobé¢ je kyselina mandlova syntetizovana
chemickou cestou z benzaldehydu a kyanovodiku. Je znamo, ze kyselina mandlova je u¢inna
proti nékolika druhtim bakterii a byla pouzivana k 1é¢bé mocového ustroji a koznich infekei.
Inhibi¢ni G¢inky pii 1% koncentraci byly zjiStény u gramnegativnich bakterii Klebsiella
pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa. V jesté nizsi koncentraci (0,25 %) ti¢inkovala proti
grampozitivnim bakteriim Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus [21].
Jedna molekula kyseliny mandlové (Obrazek 2) obsahuje osm atomut uhliku (CgHsO3) na
rozdil od kyseliny glykolové, kterd m4 jen dva atomy uhliku. To dava kyseliné mandlové
specifické terapeutické vlastnosti. Diky velké molekule se kyselina mandlovéa vstfebava do
pokozky velmi pomalu a tim je méné drazdiva neZ kyselina glykolova. Existuje ve dvou
optickych enantiomerech, které¢ ur€uji jeji farmakologické vlastnosti. Jeji vlastnosti ji
predurcuji k pouziti jako soucasti chemickych peelingi. Je schopna regulovat tvorbu
kozniho mazu, a proto byva doplitkovou 1écbou akné. Také se vyuziva pro své velmi dobré
vysledky pfi 1écbé nadmérné keratdzy, hyperpigmentace a k potlaceni drobnych vrasek,
zpusobenych starnutim pokozky slune¢nim zafenim [22].

O

H
. OH

Obrazek 2 Kyselina mandlova [23].
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2 LATKY S ANTIMIKROBIALNIM UCINKEM POUZITELNE
V KOSMETICE

Zakladni vlastnosti antimikrobidlnich latek je selektivni toxicita. Selektivné toxicka latka je
takova latka, ktera zabiji nebo inhibuje mikroorganismus v davkach, které jesté neposkozuji

makroorganismus. RozliSuji se dva druhy ucinku:
e baktericidni — ireverzibilni proces, ktery vede k usmrceni mikroorganismu,
e bakteriostaticky — reverzibilni proces, ktery zastavuje rist a mnozeni mikrob.

Antimikrobidlni latky, jako jsou antibiotika, cili na n€kolik zésadnich procesii a struktur
v buiice mikroorganismu. Jedna se zejména o inhibitory syntézy bunécéné stény, inhibitory
syntézy nukleovych kyselin, inhibitory funkci bunééné membrany, inhibitory proteosyntézy
a inhibitory syntézy kyseliny listové. Uginnost antimikrobidlnich latek se uréuje v in vitro

podminkach laboratornimi testy. Je ur¢ena dvéma hodnotami:

e minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), tj. urenim nejniz§i koncentrace
antimikrobidlni latky tlumici viditelny riist bakterii,

cv v

e minimalni baktericidni koncentraci (MBC), coZ znamend urceni nejniZsi
koncentrace, kterd béhem 24 hodin usmrti 99,9 % pivodni populace bakterii [10, s.

426-428].

2.1 Mechanismus piisobeni antimikrobialnich latek

Antimikrobidlni u¢innost a fyzikalné-chemickou stabilitu antimikrobialnich latek ovliviiuje
fada faktort, jako je rozpustnost, typ emulze olej ve vodé (O/V) nebo voda v oleji (V/O),
pH formulace, teplota béhem pouZiti a t€kavost konzervantu. Idealni konzervaéni prostredek
by mél byt stabilni, kompatibilni s ostatnimi sloZkami, ¢inny pii nizkych koncentracich,

netoxicky a cenové pfijatelny.

Na rozdil od antibiotik, ktera plisobi na specifickd mista biosyntetickych procest
mikroorganismi, piisobi konzervanty na vice cilti.

Synteticke antimikrobialni latky

Organické kyseliny snizuji pH kosmetického ptipravku, které je pak neptiznivé pro rist
mikroorganismil. Mechanismus ucinku alkoholii a fenoli souvisi s denaturaci proteini a ma

tak baktericidni uc¢inek. Je ale nutné pouzit vysokou koncentraci. V nizkych koncentracich
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mohou benzylalkohol a fenoxyethanol vyvolavat Iyzu cytoplazmatické membrany u bakterii.
unik cytoplazmatického obsahu buniky do okolniho prostiedi. Latky uvoliujici formaldehyd
maji biocidni ucinek diky sitovani a agregaci proteinti, které vede k inhibici metabolismu a
bunééného déleni. Isothiazolinony jsou oxidac¢ni Cinidla a maji za nésledek inhibici
metabolismu enzym a také dysfunkeci strukturalnich proteint v bunécné sténé a membrané.
Kvartérni amoniové slouceniny uplatituji svou antimikrobialni aktivitu destabilizaci lipidové
dvojvrstvy plazmatickych membran bakterii nebo kvasinek a vné&j§i membrany
gramnegativnich bakterii prostfednictvim asociace pozitivniho naboje kvartérniho dusiku
s hlavnimi polérnimi skupinami zdporné nabitych fosfolipida [24].

Prirodni antimikrobiadlni latky

Kosmeticky a farmaceuticky primysl maji rostouci zajem o nahrazeni syntetickych
antimikrobidlnich latek v topickych produktech. Kromé rostouciho zajmu spotiebitelii
o prirodni latky roste mikrobialni rezistence vii¢i konvencnim konzervantiim. Jako obranny
mechanismus pfed byloZravymi predatory syntetizuji rostliny fenolové slouceniny. Tyto
slou¢eniny mohou interagovat s bunéénou sténou nebo membranou mikroorganismu, coz
vede ke zméné permeability a nasledné destrukci bunék. Fenolické latky také mohou
pronikat do bakterialnich bunék a podporovat koagulaci jejich obsahu [25].

Ve studii (Anna Hermanova ef al. 2012) bylo zjisténo, Ze vSechny testované esencialni oleje
(Lavandulla officinallis, Melaleuca alternifolia a Cinnamomum zeylanicum) o koncentraci
2,5 % vykazovaly silnéj$i antimikrobidlni aktivitu neZ methylparaben v 0,4% koncentraci.
Testovanymi mikroorganismy byly Pseudomonas aeruginosa, E. Coli, Staphylococcus
aureus a Candida albicans. Skoticovy olej se ukazal jako nejucinngjsi inhibitor rastu
mikroorganismu. U vSech testovanych emulzi s esencialnimi oleji i s methylparabenem byla
prokdzana nejslabs§i antimikrobidlni aktivita proti Pseudomonas  aeruginosa.
Antimikrobidlni ptisobeni esencidlnich olejii v kosmetickych formulacich bylo niZsi nez
v podminkdach in vitro. Je znamo, Ze antimikrobialni aktivita esencialnich oleji je mnohem
slabsi nez syntetickych konzervacnich latek, a proto je nutné je do kosmetiky piidavat
ve vétSim mnozstvi. PouZiti vysokych koncentraci esencidlnich oleji muze zplsobit
podrazdéni pokozky a alergie uzivatelli. Navic je takové slozeni vylouceno z dtivodu piilis
intenzivni viin€ produktu. AvSak doplnéni smési esencialnich oleji v nizkych koncentracich
syntetickym konzervantem zamezuje ristu i téch nejodolnéjSich mikroorganismu a zaroven

snizuje davku syntetického konzervantu 8,5 x nez je doporucené vyrobcem [26].
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3 ESENCIALNI OLEJE

Esencidlni oleje jsou komplexni smési tékavych slouc¢enin produkované rostlinami. Existuje
nespocetné mnozstvi jednotlivych latek a rozsahlé variace ve slozeni esencialnich oleji.
Mnohé z téchto t€kavych latek zastdvaji riznorodé funkce. Mohou pusobit jako obranné
latky proti bylozravctm, ale také k prilakani opylujiciho hmyzu.

Vsechny rostliny maji v zasad¢ schopnost produkovat tékavé slouceniny, pomérné casto
vsak pouze ve stopovém mnozstvi. Esencialni oleje jsou tvofeny predevsim v sekreCnich
idioblastech, dutinach nebo Zzlaznatych trichomech. Silice mohou mit v riznych Castech
rostliny odlisné slozeni. Tento fytochemicky polymorfismus je mozné také nalézt
pfi srovnavani sloZeni silic jednotlivych chemotypi rostlinnych druhiit na zékladé
genetického pozadi [27, s. 43, 44].

Esencialni oleje se staly nedilnou soucasti kazdodenniho Zivota. Pouzivaji se v kosmetickém
pramyslu, jsou nedilnou slozkou parfému, ale také tfeba jako dochucovadla potravin.
Uplatnéni nachazeji v aromaterapii, farmacii, pii masazich. V neddvnych letech probihaly
vyzkumy uplatnéni esencidlnich oleji jako biocidi a repelentd s dlirazem na jejich

antimikrobialni potencial [27, s. 127].

3.1 Ziskavani esencialnich oleju

Prof. Gerhard Buchbauer z Institutu farmaceutické chemie videniské univerzity stanovil
definici esencialnich oleji jako vice ¢1 méné t€kavé latky s vice €1 mén€ vonnym uc¢inkem,
vyrabéné bud’ parni nebo suchou destilaci nebo mechanicky lisovanim. Produkty ziskané
jinymi extrakénimi metodami, jako je extrakce pomoci rozpoustédel nebo superkritického
oxidu uhli¢itého, absolue, stejné€ jako pryskytice nebo oleorosiny nemohou byt povazovany

za esencialni oleje, nebot’ nesplituji vyse uvedenou definici [27, s. 130].

3.1.1 Lisovani

Lisovani za studena bylo praktikovano dlouho ptedtim, nez lidé objevili proces destilace.
Tato metoda se pouziva vyhradné pro vyrobu olejl z citrusové kiry. Mezi oleje s nejveétsi
produkeci patii pomeranc, citron, grapefruit a mandarinka.

Dlvodem pro extrakei citrusovych olejii mechanickymi metodami ze slupek je relativni
tepelna nestabilita aldehydii v nich obsazenych. Alifatické aldehydy jako naptiklad heptanal,
oktanal, nonanal jsou snadno oxidovany vzdusnym kyslikem, coz vede ke vzniku senzoricky

nepiijemnych karboxylovych kyselin. Existuje pouze jedna vyjimka. Limetkovy olej miize
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byt lisovany za studena nebo ziskavan parni destilaci. Chemické slozeni téchto dvou druhii
oleju, ale i jejich viing, se vyrazné 1isi od sebe navzajem.

Olejové bunky citrusovych plodii se nachazeji tésn¢ pod povrchem v oplodi. Pfi lisovani
jsou bunky naruseny a strojn¢ vymackany olej se odsaje proudem vody. Olej se pii stani
snadno oddé¢luje od kapaliny a sbird se dekantaci. Oplodi muze obsahovat organické
kyseliny, pfedevsim kyselinu citronovou, jable¢nou a Stavelovou. K jejich neutralizaci se
kira mac¢i ve vapenném roztoku. V nékterych piipadech je provadéna také winterizace

k odstranéni vosku [27, s. 139-141].

3.1.2 Parni destilace

Nejcastéji pouzivanou metodou pro extrakci esencialnich olejii z rostlin je parni destilace
(Obrazek 3). Dolozené historické zadznamy hovoii o primitivnich nadobach slouZzicich
k destilaci. To také sv&€dci o ddvném z4jmu lidstva ziskavat vonné a biologicky hodnotné
tékavé latky z rostlin.

Destilace je definovana jako odpafovani a néaslednd kondenzace kapaliny. Odpafovani je
zpusobeno tepelné indukovanymi molekuldrnimi pohyby v kapalin€, coZ mé za nésledek
uvolnéni nékterych molekul do okolniho prostfedi. Dodani tepla zplisobi vyssi tlak na stény
bunék obsahujicich silice, tim dojde k jejich prasknuti a néasledné jsou tyto t€kaveé latky
strhavany parou. Nejjednodussi zpisob extrakce silice je pomoci hydrodestilace, naptiklad
pomoci ponoieni biomateridlu do vrouci vody. Rostlinny materidl béhem varu nasakne
vodou a olej obsazeny v olejovych bunkach difunduje pfes bunééné stény pomoci osmozy.
Nasledné se odpaii a jsou odnesen vodnimi parami. Vodni pary jsou vedeny spiralou, ktera
je ochlazovana studenou vodou a tim dochézi ke zkondenzovani pary na kapalinu, ktera ma
dv¢ slozky — hydrolat a esencidlni olej. K odd€leni vodni a olejové slozky dochazi
v tzv. florentské batice. VétSina esencidlnich oleji je lehéich nez voda, a proto plavou
na povrchu. Nekteré silice jsou t€Z8i nez voda a shromazd’uji se na dné¢ sbérné nadoby.
Nekteré esencidlni oleje vyzaduji specialni upravené postupy destilace, napiiklad

z okvétnich platkt rizi ¢i kvéth ylang-ylang [27, s. 143, 144, 147, 149].
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zdroj tepla
voda

vodni para

aromatické rostliny

vodni para
obohacena o EO

studensd voda

tepla voda
voda + EO

esencialni olgj

hydrosol nebo hydrolat

Obrazek 3 Destila¢ni ptistroj [28].

3.1.3 Frakcionace

Frakcionace esencialnich olejii v komer¢nim méfitku se provadi za ucelem snizeni obsahu
nebo odstranéni urcité frakce esencialniho oleje, ptipadné izolace jednotlivé slozky v ¢istém
stavu. K dosazeni poZadované separace se provadi frakcionace za snizeného tlaku za pouZziti
ucinnych frakcionac¢nich kolon tak, aby se zabranilo tepelnému rozkladu olejovych sloZek.
Izolace nékterych slozek esencialniho oleje se také provadi vymrazovanim s naslednou
centrifugaci pfi teploté pod bodem mrazu poZadovaného produktu [27, s. 157].

VétSina esencialnich olejii jsou komplexni smési terpenickych a seskviterpenickych
uhlovodiki a jejich derivati (alkoholy, aldehydy, ketony, estery, karboxylové kyseliny) a
dale aromatickych sloucenin, jako jsou fenoly, ethery a aromatické estery. Mnoho terpenti
ma hotkou chut’ a vzhledem k tomu, Ze mnohdy nepfispivaji n€cim dileZitym, provadi se
jejich odstranovani. Jednou zmetod je tzv. myci proces, ktery se pouziva predevSim
k oSetfeni citrusovych oleji. Do esencidlniho oleje se piida vybrané rozpoustédlo (nejcastéji
voda-ethanol), michanim se odd¢li polarnéjsi slozky s afinitou k rozpoustédlu, a to se
uhlovodiki, je chromatograficka separace za pouziti kolon plnénych oxidem kiemicitym

nebo hlinitym [27, s. 157-158].

3.2 Antimikrobialni aktivita esencialnich oleji

Nékteré¢ esencidlni oleje se vyznacuji antimikrobialni aktivitou vyvolanou pfitomnosti
aktivnich monoterpenovych slozek. Mnoho esencialnich oleji jiz bylo otestovano.

Naptiklad Cymbopogon citratus (lemongrass, citrébnova trava) ma znatelnou aktivitu proti
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n&kterym grampozitivnim bakteriim (G") a Cymbopogon nardus (citronela) ma
Sirokospektralni fungicidni aktivitu. Ve studii (Mangalagiri et al., 2021) bylo pfi testovani
zjisténo, ze esencialni oleje z Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii, Eucalyptus
citridora, Cymbopogon winterianus a Pelargonium sp. vykazovaly vysokou antibakterialni
aktivitu. Zajimavosti bylo zjisténi, Zze pii testovani proti mikroorganismim E. coli,
Staphylococcus aureus a Xanthomonas oryzae 7adna z bakteridlnich kultur nevyvijela

rezistenci ani po dlouhodobé expozici vii€i testovanym esencialnim olejum [29].

3.3 Charakteristika vybranych esencialnich olejii

Esencialni oleje se skladaji nejcastéji z piiblizné 100 slozek, ale mohou obsahovat az 500
slozek. Ty dohromady vytvari jedinecnou synergii. Dnes jsou obvykle védecky zkoumany
jednotlivé slozky, jejich chemické sloZeni, jsou ovéfovany jejich G€inky na lidské zdravi a
samoziejme jejich toxicita.

V této kapitole jsou strucné popsany jednotlivé esencialni oleje, které byly pouzity

v experimentalni ¢asti diplomové prace.

Tymianovy olej je ziskavan zrostlin druhu Thymus vulgaris. Existuje mnoho druhli a
chemotyptl, nejcastéji se pouzivaji tymidn thymol a linalol. M4 antibakterialni, protiplisiové
a mukolytické ucinky. Posiluje funkce celého organismu a ptlisobi zejména proti infekcim
v dychacim, mocopohlavnim a zazivacim systému. Chemické sloZeni nejcastéji obsahuje

thymol, para-cymen, y-terpinen, myrcen, linalool ¢i karvakrol [30].

Oreganovy olej existuje v n€kolika druzich, jejichz sloZeni je dosti podobné. VSechny jsou
vyrazné€ protiinfek¢éni, ale také drazdivé na sliznice a pokozku diky obsahu karvakrolu a

thymolu [30].

Majorankovy olej je ziskdvan z rliznych chemotypt, které jsou bohaté na linalool nebo
na karvakrol. Mén¢ drazdivy je typ linalool. Je vhodny pii dychacich obtizich, ma
antiseptické Ucinky, snizuje krevni tlak. Pomaha uvolnit napéti a kiece, tlumi bolest hlavy a
¢isti vzduch a vhodna je kombinace s levandulovym olejem.

Nejcast¢jSimi chemickymi slozkami jsouterpinen-4-ol, sabinenhydrat, y-terpinen, o-

terpineol, linalool [30].

Saturejkovy olej vyrazné posiluje dychaci, mocovy, zazivaci, obéhovy a nervovy systém.

Obsahuje y-terpinen, karvakrol, para-cymen [30].
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Koriandrovy olej se ziskava destilaci semen. Ulevuje pii bolestech zejména revmatického
puvodu. Je také vhodny pii zalude¢nich potizich, sttevnich a mocovych zanétech. Uvoliuje
ztuhlé svaly, klouby, kiece. Ma antibakteriadlni, protizanétlivé a analgetické ucinky.

Nejcastéjsimi slozkami jsoulinalool, y-terpinen, a-pinen [30].

Kmin je jeden z nejlepSich esencidlnich olejii na zazivaci obtize, podporuje chut’ k jidlu,
pomaha pfi nevolnosti a nadymani, posiluje ¢innost jater. K destilaci se pouzivaji semena.
Obsahuje predevsim karvon a limonen [30].

Olej z ¢erného pepie ma zklidnujici a protizanétlivé ucinky, pisobi pii potizich v zaZzivacim
a dychacim ustroji, pomaha pii nachlazeni, inavé, otocich a revmatismu.

Obsahuje tadu slozek, z nichz nejvice zastoupeny jsouf-karyofylen, sabinen, limonen, [-

pinen a a-pinen [30].

Rozmarynovy olej je ziskavan z rostlin druhu Rosmarinus officinalis a existuje nékolik
chemotypt, nejcastéji se 1ze setkat s chemotypem cineol, verbenon a borneon. Pokud neni
uveden zadny chemotyp, znamena to, ze tento druh rozmarynu nemd vyraznou ptevahu
zadné ze zminovanych chemickych slozek. Obecné se rozmaryn pouZzivé na pravu nizkého
krevniho tlaku, podporuje zaZivani, mozkovou ¢innost a pamét’.

Jeho chemické slozeni se sklada ze slozek jako jel,8-cineol, kaft, a-pinen, B-karyofylen, a-

terpineol, para-cymen [30].

Mata je bylina, kterd je Siroce vyuzivana. Hodi se jak na ptipravu Caje, tak jako osvézujici
ptisada do sladkosti, k ochuceni Zvykacek, zubnich past a tstnich vod. M4 ptiznivé Gcinky
na zaZzivaci trakt, podporuje traveni, Zlucnik, slinivku a na potize hornich cest dychacich.
NejcCastéji je vyuzivana mata peprnd (Mentha piperita) a mata kadetava (Mentha spicata).

Nejvyraznéjsi slozkou je menthol [30].

Olej z citronové travy byva Casto prodavan pod anglickym nazvem lemongrass. Vyznacuje
se silnymi antibakteridlnimi a protiplisnovymi U€inky, dokéze distit zaludek a stfeva.
Osvézuje, proCistuje a dokaze eliminovat cigaretovy zapach. Ve slozeni prevlada geranial a

neral [30].

Cajovnikovy olej (tea tree) je silné ptirodni antibiotikum, ma Siroké pouziti pti bakteridlnich,
plisnovych a virovych infekcich. Jako jeden z mala esencidlnich olejii se mize pouZivat
nefedény lokalné€ na drobna poranéni. Ma povést vSestranné pouzitelného oleje na rizné typy

infekci, avSak zdavodu jeho rozSifeného pouzivani v nejriznéjSich kosmetickych
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ptipravcich vedlo k tomu, Ze mnohé bakterie a viry si vi¢i nému vytvorily rezistenci.

Nejvyraznéjsimi slozkami jsou terpinen-4-ol, y-terpinen a a-terpinen [30].

Etericky olej z citronely snizuje horeCku a ma protikifecové ucinky zejména v zaludku a
ve sttevech. Také se da uspé€sné pouzivat na odpuzovani komart a klistat. Nejvice

zastoupenymi chemickymi slozkami je citronellal a geraniol [30].

Citronovy olej je ziskavan lisovanim citrusové kiiry. Pro své osvézujici ucinky je velmi
vhodny pii duSevni namaze. Je také ucinny pii bolestech hlavy a infekci dychacich cest. Dale
snizuje krevni tlak, povzbuzuje traveni, stimuluje tok lymfy a celkové ¢isti organismus. Je
vhodnym doplikem pti 1é¢bé akné, nebot’ snizuje tvorbu mazu. Nejcasteji zastoupenymi

slozkami jsou limonen, B-pinen a y-terpinen [30].

Matetidouskovy olej patii do rodiny tymianii a ma tudiz podobné ucinky. Pasobi
na nachlazeni, kasel, podporuje traveni a zahtiva svaly a klouby. Pomdha sniZzovat svédéni
a napomahd tak pii 1é€bé ekzému. Vzhledem k obsahu karvakrolu a thymolu se

nedoporucuje pouzivat u malych déti [30].

Olej Litsea cubeba (Eesky vaviin kubébovy) je vyhledavan pro svou svézZi vini. Pouziva se
ke koupelim unavenych a oteklych nohou. Pfijemné osvézuje, plisobi proti inave, sklicenosti
a je vhodny k udrZeni pozornosti pii fizeni motorovych vozidel a pii studiu. Nejvice

zastoupenou slozkou je geranial, ndsledovany neralem, limonenem a a-pinenem [30].

Esencidlni olej palmarosa (Cymbopogon martini) je destilovan z travy, ktera ma cesky nazev
vousatka Martinova. Pro svou viini podobnou rizi se Casto piidavd do kosmetickych
ptipravkil, ale obcas se jim riZovy olej pfimo pancuje. Ma antibakteridlni, antivirové a
protiplisiové ucinky. Vyuziva se pti 1écbé mocovych infekci, zdnétu dutin 1 na kozni potiZe.
Obsahuje geraniol, geranylacetat, linalol a farnesol [30].

Helichrysovy olej je ziskavan destilaci kveth rostliny smil italsky. Patfi do stejné celedi jako
hetfmanky a febticek. Jedna se o méné zndmy olej, ktery ma ale zajimavé vyuziti. Regeneruje
pokozku, pomahd pii 1é€bé ran, popalenin, akné. Snizuje napéti a bolesti hlavy, je

antidepresivni. Nejvice zastoupenou chemickou slozkou je nerylacetat a y- kurkumen [30].
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4 KOSMETICKE PRIPRAVKY

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 v ¢lanku 2 definuje kosmeticky
piripravek jako jakoukoli latku nebo smés urcenou pro styk s vnéjSimi ¢astmi lidského téla
(pokozkou, vlasovym systémem, nehty, rty, vnéjsimi pohlavnimi organy) nebo se zuby a
sliznicemi ustni dutiny, vyhradné nebo pievazné za ti€elem jejich ¢isténi, parfemace, zmény
jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich udrzovani v dobrém stavu nebo upravy télesnych
pachii.

V ptilohach II — VI tohoto Natizeni jsou uvedeny zakazané latky, latky povolené
s omezenim, seznam povolenych barviv, konzervacnich ptisad a UV filtrt [31].
Kosmetické ptripravky nemaji jednotné déleni, ale dle organizace COLIPA je doporucené
rozdeleni do sedmi kategorii — dekorativni kosmetika, parfémy, péce o télo, péce o vlasy,

péce o plet, opalovaci pripravky a péce o tstni dutinu [32].

4.1 Formy kosmetickych pripravki

Kosmetické piipravky mohou byt aplikovany v tekuté, polotuhé nebo tuhé formé. Zalezi

na ucelu pouziti. Déleni neni jednoznacné klasifikovano.

4.1.1 Roztoky

Jednd se o homogenni kapalné systémy s nizkou viskozitou. Nejvyssi procentudlni
zastoupeni maji rozpoustédla ve formé€ vody nebo alkoholu, ptipadné jejich smési. Dale jsou
jejich soucasti rizné aktivni slozky, naptiklad rostlinné extrakty nebo latky lipidové povahy.
Pletova nebo vlasova tonika obsahuji adstringentni ¢i prokrvujici ingredience. V dnesni
dobé& velmi populdrni micelarni vody jsou ureny k €iSténi pleti a k odstranovani zbytka
dekorativni kosmetiky. Micely tenzidii na sebe vaZou necistoty a dal§i zklidiujici a

hydrata¢ni latky poméhaji vyrovnévat tonus pokozky [33].

4.1.2 Lotiony

Li3i se od roztokii vyssi viskozitou s vyS$§im zastoupenim latek nepoléarni lipidové povahy.
V podstaté se jedna o velmi ziedéné emulze typu olej ve vodé¢ (O/V). Nekdy byvaji

oznacovany jako télova nebo pletova mléka [33].
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4.1.3 Emulze

Jedna se o nejrozsitenéjsi formu kosmetickych ptipravki, které byvaji v komercni kosmetice
Casto oznaCovany jako krémy. Emulze jsou klasifikovany jako disperzni systém dvou
nemisitelnych kapalin — polarni vodné faze a nepolarni olejové faze. Dle jejich pomérového
zastoupeni jsou déleny na systém olej ve vodé (O/V) nebo voda v oleji (V/O). Jelikoz se
jedné o systémy termodynamicky nestabilni, je nutné faze spojit vhodnym emulgéatorem.
Zvlastnim typem jsou mikroemulze, které byvaji vzhledem ke svym vlastnostem fazeny
Casto mezi lotiony. Na rozdil od emulzi jsou transparentni a termodynamicky stabilni a
velikost Céstic se pohybuje vrozmezi 10-100 nm. Vyznacuji se vysokou koncentraci

surfaktantu [33].

4.1.4 Gely

Jedna se o koloidni systém, ve kterém je nosnd latka makromolekuldrniho charakteru
zesitovana a tim je schopna pohltit nékolikandsobné mnozstvi kapaliny. Dispergované
¢astice jsou koloidnich rozméri a vytvaii s vnéjsi fazi kontinudlni systém. V praxi se
uplatiuji jak hydrogely s vodnou vngjsi fazi a vodorozpustnymi polymery, které jsou
schopny jiZ v nizkych koncentracich vytvaret spojité gelové struktury. Jedna se pfedevsim
o karboxyvinylové slouceniny (karbomery) a polymery na bazi celulozy (napft.
methylceluldza). Pozdé&ji se na trhu objevily 1 olejové gely s olejovou vnéjsi fazi, jez jsou
pouzivany pro své vlastnosti pfedevsim jako emoliacni prostfedky, ptipadné jako ptipravky
k odstraniovani vodéodolného make-upu. Jako gelacni ¢inidlo je vyuzivan vhodny polymer

rozpustny v olejich nebo mirné, predevsim neionické tenzidy [33].

4.1.5 Pény

Kosmetické pény jsou vytvareny vytldCenim obsahu zuzaviené nadoby aerosolovou
technikou za pomoci hnaciho plynu. Péna je koloidni disperzni systém, kde disperznim
prostiedkem je plyn a disperzni fazi kapalina. Plyn je v péné ohranicen tenkym kapalnym
filmem, voda tvofii Casto az 90 % obsahu. Dulezity je peclivy vybér emulgatoru, ktery zajisti

stabilitu pény. ZvySeni koncentrace tenzidu zajisti vytvareni stabiln€jsi a jemné&jsi peny [33].
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5 CILE PRACE

Cilem prace bylo vytvofit kosmeticky piipravek s pfidavkem kyseliny mandlové a
esencialnich oleji s mikrobialnim u¢inkem. Vysledny produkt byl testovan koznimi testy

na dobrovolnicich a byla provedena senzoricka a mikrobiologicka analyza.
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6 MATERIAL, ZARIZENIi, VZORKY

6.1 Pouzité materialy

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity bylo pouzito 18 esencialnich olejii:

tymian (Thymus vulgaris) — Nobilis Tilia, zemé& ptivodu Spanélsko

oregano (Origanum vulgare) — Nobilis Tilia, zemé piivodu Rumunsko
majoranka (Origanum majorana) — Nobilis Tilia, zemé ptivodu Egypt
saturejka (Satureja Montana) — Nobilis Tilia, ptivod Balkan

koriandr (Coriandrum sativum) — Nobilis Tilia, zemé ptivodu Rusko

kmin (Carum carvi) — Nobilis Tilia, zemé pavodu Ceska republika

pept (Piper nigrum) — Nobilis Tilia, zemé pivodu Sri Lanka

rozmaryn (Rosmarinus officinalis) — Nobilis Tilia, zem¢& ptivodu Tunis

mata peprna (Mentha piperita) — Nobilis Tilia, zemé piivodu USA

lemongrass (Cymbopogon citratus, C. flexuosus), Nobilis Tilia, zem¢ ptivodu Indie
tea tree extra (Melaleuca alternifolia) — Nobilis Tilia, zemé pivodu Australie
tea tree (Melaleuca alternifolia) — Salus, zem¢ plivodu Australie

citronela (Cymbopogon winterianus) — Nobilis Tilia, zemé piivodu Indonésie
citron (Citrus limonum) — Aroma-Zone, Francie, zem¢ ptivodu Italie
matetidouska (Thymus Serpyllum) — ATOK, zemé ptivodu Francie

Litsea cubeba (Litsea cubeba) — Salus, zemé ptvodu Cina

palmarosa (Cymbopogon martinii) — Aroma-Zone, Francie, zem¢ ptivodu Indie

helichrysum (Helichrysum italicum) — Aroma-Zone, Francie, zem¢ piivodu Korsika

Na vyrobu zékladni emulze byly pouZity nésledujici ingredience:

destilovana voda — Ustav technologie tukii, tenzidi a kosmetiky UTB Zlin, vlastni

vyroba
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extrakt z aloe vera 10:1 — dodavatel Kosmetické suroviny s.r.o., Praha
glycerol — dodavatel Kosmetické suroviny s.r.o., Praha

bio slune¢nicovy panensky olej — vyrobce Libor Baranek, Bojkovice
bambucké maslo — dodavatel Kosmetické suroviny s.r.o., Praha

vceli vosk — dodavatel Kosmetické suroviny s.r.o., Praha

kakaové maslo — vyrobce Kerfoot Group, UK

ricinovy olej — vyrobce Mica a Harasta s.r.o., Blansko

emulgator olivoil — dodavatel Kosmetické suroviny s.r.0., Praha

Do jedné experimentalni fady byla pfidana kyselina mandlova, vyrobce Sigma-Aldrich.

Z dtvodu zvyseni pH byl roztok upraven pomoci NaOH o koncentraci 30 %.

6.2 Pristroje a pomucky

laminarni box — Clean Air, Nizozemsko

laboratorni inkubator — Memmert, Némecko

parni sterilizator Varioklav 75S — Labortechnik AG, Némecko
dezilametr Densi — La — Meter — Erba Lachema, Ceska republika
laboratorni tfepacka Vortex — Heidolph, Némecko

spiral plater Eddy Jet 2W — TUL, Spanélsko

automatické poéitadlo kolonii Sphere Flash — IUL, Spanélsko

MPA stanice se sondami (korneometr CM825, pH metr PH905, tewametr TM300) —
Courage & Khazaka, Némecko

anaerostat Anaerocult® A — Merck Milipore, Némecko

automatické pipety — Eppendorf, Némecko

laboratorni piedvazky, analytické vahy Sartorius Basic — Sartorius AG, Némecko
Petriho misky plastové sterilni a sklenéné

plastové laboratorni pomiticky (ockovaci klicky, zkumavky, Spicky pro automatické

pipety, mikrotitra¢ni desticka, Pasteurovy plastové pipety, plastova stérka)
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e dalsi bézné laboratorni pomucky — papirové disky, kovové misky na ptipravu emulzi,

Sleha¢ mléka, kovova metlicka, digitalni teplomér

6.3 Kultiva¢ni média a roztoky

V této diplomové praci byla pouzita kultivacni média, za ucelem vyockovani, uchovani a

testovani antimikrobidlnich vlastnosti mikroorganismti.

6.3.1 Fyziologicky roztok

Pro ptipravu kalibrovanych suspenzi mikroorganismti odebranych z kultivaéniho média byl
vyuzit fyziologicky roztok. Sklada se z destilované vody a 0,9% chloridu sodného, ktery byl

pro rozpusténi sterilizovan autoklavovanim.

6.3.2 Nutrient agar

Tato a ostatni piidy byly dodény od firmy Himedia, Indie. Kultivacni médium bylo pouzito
pro analyzu pteZiti mikroorganismi v emulzich. Obsahuje agar, pepton, ekvivalent hovéziho
vytazku HM pepton B, chlorid sodny a kvasni¢ny extrakt. Polotovar v mnoZstvi 28 g se
rozpusti v jednom litru destilované vody, nechd se pfejit varem a poté je sterilizovan
v autokldvu na 121 °C po dobu 15 minut. Neché se vychladit na pfiblizn€ 50 °C a nalije se

do pfipravenych Petriho misek k Giplnému zatuhnuti.

6.3.3 Mueller Hinton agar

Tato diagnosticka ptiida (Himedia, Indie) je specialné navrzena pro testovani citlivosti
antibiotik vii¢i mikroorganismiim pomoci diskové difizni metody. Sklada se z agaru, hovézi
infuze v suSeném stavu, hydrolyzatu kaseinu a skrobu. Piiprava spoc¢iva v rozpusténi 38 g
susSiny v jednom litru destilované vody, dale se tento roztok pfivede k varu a nésledn¢ se
sterilizuje autoklavovanim pii teploté 121 °C po dobu 15 minut. Po ¢asteném ochlazeni je

rozlit do Petriho misek.

6.3.4 RCA agar

Jedna se o neselektivni médium (Himedia, Indie) obohacené o kvasnicovy extrakt, ktery je
zdrojem uhliku, dusiku, vitamini a minerali pro vyzivu mikroorganismii. Dextrdza se
piidava jako zdroj sacharidii. Déle obsahuje hovézi extrakt, kasein, Skrob a L-cystein.
Podporuje rast ptredevsim klostridii a dalSich anaerobnich a fakultativné anaerobnich

bakterii. Z tohoto polotovaru se agarova puda pfipravuje rozpusténim 51 g v 1 litru
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destilované vody, necha se pfejit varem a poté se sterilizuje v autoklavu pfi teploté 115 °C
po dobu 15 minut. Nasledné se také rozlije do pripravenych Petriho misek a nechd se

vychladnout.

6.3.5 Sabouraud agar

Tento agar (Himedia, Indie) se primarné pouziva kizolaci, kultivaci a skladovani
nepatogennich i patogennich hub a kvasinek. Zakladnimi ingrediencemi jsou agar, pepton a
dextr6za. Mohou byt pfidany Sirokospektra antimikrobialni ¢inidla k inhibici ristu Siroké
Skaly grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Piiprava spocivd v rozmichani vSech
slozek v ptiblizné 900 ml deionizované vody, upravi se pH kyselinou chlorovodikovou na
hodnotu 5,6 a doplni se na kone¢ny objem jednoho litru. Zahtiva se k varu, aby se smés zcela
rozpustila. Poté se sterilizuje autoklavovanim po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Po

¢aste¢ném ochlazeni se nalije do Petriho misek.

6.4 Pouzité mikroorganismy

Pro testovani antimikrobidlni aktivity esencidlnich oleji byly vyuzity grampozitivni
bakterie, gramnegativni bakterie a kvasinka z Ceské sbirky mikroorganismii v Brng.
V laboratofi byly z mrazaku vyockovany a uchovavany na RCA agaru (Cutibacterium
acnes), Nutrient agaru (ostatni bakterie) a Sabouraud agaru (kvasinka).

6.4.1 Grampozitivni bakterie

Staphylococcus aureus (CCM 3953)

Cutibacterium acnes (CCM 7417)

6.4.2 Gramnegativni bakterie
Escherichia coli (CCM 3954)
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955)
Klebsiella oxytoca (CCM 2934)

Klebsiella aerogenes (CCM 2531)

6.4.3 Kvasinky

Candida albicans (CCM 8276)
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7 METODY

Prakticka cast diplomové prace se sklada z n€kolika dil¢ich experimentii. V prvni fazi byla
testovana antimikrobialni aktivita osmnacti esencidlnich olejii na rGst mikroorganismu
pomoci diskové difuzni metody. Do dalSiho experimentu byly vybrany 3 esencidlni oleje,
které byly zakomponovany do vyrobené emulze. Zaroven byla do jedné tfady piidana
kyselina mandlova. U vSech vzorkl bylo provedeno méifeni v ¢ase na zmeénu pH, hydratace
a TEWLu pokozky na kGzi probandi. Dale probéhlo dotaznikové Setfeni na senzorické
hodnoceni vzorkl. Na zavér byly emulze testovany na pteziti mikroorganismti po dobu 28

dni.

7.1 Priprava suspenzi mikroorganismi

Z mrazaku, nastaveném na -80 °C, byly mikroorganismy vyoc¢kovany na pevnou agarovou
pudu v Petriho miskach dle typu mikroorganismu. Bakterie byly poté kultivovany pfi teploté
37 °C po dobu 24 hodin. V ptipad€ Cutibacterium acnes byla kultivace provedena anaerobné
po dobu péti dni. Kvasinka Candida albicans byla po zao¢kovani kultivovéana za laboratorni

teploty 24 °C po dobu péti dni.

Z narostenych kultur bylo odebrano pfiméfené mnozstvi jednorazovou sterilni plastovou
klickou do fyziologického roztoku ve zkumavce. Po peclivém rozmichani inokula byl
zmé&fen zékal na dezilametru a pifipadné byla koncentrace upravena tak, aby odpovidala

hodnot¢ 0,5 McFarlandovy stupnice.

7.2 Diskova difuzni metoda

Ke zjisténi citlivosti mikroorganismu k aplikované latce slouzi specialni mikrobiologické
metody. NejcCasteji se provadi test citlivosti nebo rezistence mikroorganismu na antibiotika.

Stejnymi zplisoby lze testovat antibakterialni uc¢innost esencialnich olejt.

Pro testovani citlivosti k vybranému inhibitoru ristu mikroorganismu je vyuZzivan Mueller-
Hinton agar, ktery je bohaty na ziviny, ma niz§i obsah ztuzovadla a standardni difazni
schopnost. Tloustka agaru ovliviiuje difuzi a tim 1 vysledek testu a je tedy standardné

stanovena na 4 mm [10, s. 379].

Z ptipravené bakteridlni suspenze byl na agarovou pidu na Petriho miskach inokulovéan
piiblizné 1 ml pomoci automatické pipety. Pro inokulaci Cutibacterium acnes byla pouzita

puda RCA. Inokulum bylo rovnomérné rozlito na celé plose Petriho misky a po zaschnuti
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na jeho povrch byly aplikovany sterilni jehlou papirové disky napusténé jednotlivymi
esencialnimi oleji. Na kazdou agarovou plotnu byly umistény dva disky s rozdilnymi oleji
(Obrazek 4). Pouze v ptipadé tymidnového a oreganového oleje byl aplikovan jen jeden disk

na misku z divodu jejich vysoké antimikrobialni aktivity.

Béhem kultivace difunduje latka z disku horizontaln€é do okolniho agaru v koncentracnim
gradientu. Misky jsou ihned umistény do inkubatoru, kde jsou podminky pro optimalni rist
daného mikroorganismu. Nej€ast&jsi teplota je 36-37 °C a doba kultivace 18-24 hodin.
Utinna latka se projevi vytvofenim kruhové inhibiéni zény kolem disku. O citlivosti
mikroorganismu rozhoduje hodnoceni pruméru zény, které je pfimo imerné antimikrobialni
aktivit¢ testované latky. Vysledky se vyhodnocuji jen kvalitativné, tj. zda je
mikroorganismus na antibiotikum nebo esencialni latky citlivy nebo zda je rezistentni [10,

s. 379; 34].

Obrazek 4 RCA agar s disky napusténymi
esencialnimi oleji [vlastni zdroj].
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7.3 Priprava emulzi

Pro dalsi experimentéalni ¢ast diplomové prace byla vyrobena emulze, jejiz slozeni je
uvedeno v Tabulce €. 1. Tato zakladni emulze byla rozdélena na 8 stejnych ¢asti. Byly
vytvoteny dvé fady po ¢tyfech vzorcich, pfi¢emz do jedné fady byla navic pfidana kyselina

mandlova. Slozeni jednotlivych vzorkt je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 1 Slozeni zékladni emulze — rozpis na 100 g.

Vodna faze g Olejova faze g
destilovana voda 60 | bio slunecnicovy olej 10
extrakt z aloe vera 2 | bambucké maslo 4
glycerol 4 | veeli vosk 4

kakaové maslo 2
ricinovy olej 2
emulgator 12

Kazda faze byla zvlast’ odvazena do kovové misky a obé byly zahfivany ve vodni lazni
na teplotu piblizné 65 °C. Po vyjmuti z 14zné€ byla okamZité vodna faze vlita do olejové faze
a nasledné¢ michana ru¢nim bateriovym Sleha¢em na mléko. Pro urychleni emulgace byla
miska vlozena do nadoby se studenou vodou. Po vytvofeni emulze byla smés domichana
manualné kovovou metlickou do dosazeni laboratorni teploty.
Do druhé fady byl zakomponovan roztok kyseliny mandlové, ktery tvofil 5 % celkové
hmotnosti. Vzhledem k tomu, Ze tento roztok mél velmi nizké pH (pKa 3,37), bylo nutné ho
zvysit ptidanim cca 100 kapek 30% roztoku NaOH. Pokud by pH nebylo upraveno, emulze
by se rozpadla.
Pro tuto experimentalni ¢ast byly vybrany nasledujici 3 esencialni oleje, které tvotily 0,2 %
celkového objemu:

e saturejkovy olej

e lemongrass

e Litsea cubeba



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Tabulka 2 Slozeni vzorkd emulzi.

Vzorek SloZeni
1 zaklad
2 zaklad + saturejkovy olej
3 zaklad + lemongrassovy olej
4 zaklad + olej Litsea cubeba
5 zaklad + kyselina mandlova
6 zaklad + saturejkovy olej + kyselina mandlova
7 zaklad + lemongrassovy olej + kyselina mandlova
8 zaklad + olej Litsea cubeba + kyselina mandlova

7.4 Test prezivani bakterii v emulzi

Pro zjisténi antimikrobidlnich u¢inkl vzorkd emulzi byl proveden test ptezivani bakterii.
Pro tento test bylo pouzito inokulum Staphylococcus aureus v koncentraci
3,47 x 10’ CFU/ml a Pseudomonas aeruginosa v mnozstvi 1,63 x 10® CFU/ml. Z inokula
bylo odebrano 10 pl a steriln€ rozmichdno v 1 ml vzorku emulze. Takto byly zaockovany
vSechny pfipravené vzorky emulzi kazdym inokulem zvlast’ a byly uchovévany v laboratorni
teploté ve sklenénych vialkach. Mikrobiologicka analyza pro stanoveni poctu bakterii byla
provadeéna po 7, 14 a 28 dnech skladovéani.

Pro stanoveni poCtu bakterii byl kazdy vzorek zfedén ve fyziologickém roztoku a byla
pfipravena fada desitkového fedéni. K inokulaci na Nutrient agar byl pouZit automaticky
davkovac (Obrazek 5), ktery zaoCkuje rotujici agarovou plotnu kapalnym vzorkem. Takto
inokulované misky byly inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Kolonie byly spocitany pomoci automatického pocitadla Sphere Flash (Obrazek 6). Kamera
s vysokym rozliSenim dokéze detekovat a spocitat kolonie. Osvétlovaci zafizeni umoziiuje
zpracovani jakéhokoli typu média, vCetné prahledného i neprtihledného agaru. Detekcni

limit po&tu bakterii je 2 x 10> CFU/g.
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Obrazek 6 Automatické pocitadlo Sphere
Flash [vlastni zdroj].
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7.5 KozZni testy

Emulze ovliviiuji v Case stav pokozky, jeji hydrataci, zménu pH a transepidermalni ztratu

vody (TEWL). Tato méteni byla provedena na skupiné osmi probandek.

Nejdiive bylo provedeno odmasténi pokozky volarniho ptedlokti 0,5% roztokem tenzidu
SDS (dodecylsiran sodny). Po ¢tyfech hodinach pasobeni SDS byly na pfesné vymezena
mista naneseny vzorky emulzi (Obrazek 7). Prvni misto bylo ponechano bez jakéhokoliv
oSetfeni jako kontrolni misto. Dal§i misto bylo pouze odmasténo, ale nebyla nanesena
emulze. Na kontrolnim misté a misté pouze oSetieném roztokem SDS probéhlo méfeni jiz

v nulté hodin€. VSechna mista byla poté prométovana po 1, 2, 3, 4 a 24 hodinach.

Obrazek 7 Nanesené vzorky na volarnim ptedlokti [vlastni
zdroj].
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7.5.1 Corneometrické méreni

Obsah vlhkosti ve Stratum corneum ovliviuje fadu charakteristik kize. Hydratace byla
méiena korneometrem CM825 (Obrazek 8). K méfeni dielektrické konstanty pokozky jsou
vyuzivany kapacitni senzory. Dielektrickd konstanta se méni s obsahem vody. Na hlavé
sondy je méfici plocha, kterou se vyviji na pokozku mirny tlak. Hloubka méfeni je 10-20 pm,
coz zajistuje, ze hlubsi vrstvy klize neovliviiuji méfeni [35]. Sonda je propojena s MPA
stanici a data se ukladaji do softwaru v pocitaci.

Volarni predlokti probandek bylo nejdiive zbaveno mastnoty tak, Ze na piesné vyznacena
mista byly aplikovany prouzky filtracniho papiru o rozmérech 4 x 2 cm napusténé roztokem
SDS o koncentraci 0,5 %. Tyto pasky byly pfelepeny naplasti a ponechany na kiizi po dobu
4 hodin. Jedno misto bylo ponechano bez oSetfeni pro kontrolu pifipadné iritace pokozky
v disledku pouzitych vzorkii emulze. Po uplynuti ¢tyi hodin na tato mista byly naneseny
jednotlivé vzorky krémt s tim, Ze prvni misto bylo bez jakéhokoliv osetfeni a druhé misto
bylo pouze odmasténo. Na dalsi mista bylo postupné naneseno osm vzork.

Hydratace byla méfena korneometrem na péti mistech kazdého vyznaceného mista z diivodu

stanoveni priimérné hodnoty.

Obrazek 8 Korneometr CM825 [vlastni zdroj].
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7.5.2 Méreni TEWL

Transepidermalni ztrata vody je mnozstvi vody, které se pfirozen¢ odpaiuje z pokozky.
Uvadi se v g/m?/h a slouzi zejména ke zhodnoceni bariérové funkce kiize. Jedna se o méici
piistroj TM300 s otevienou komorou (Obrazek 9). Sonda se sklada z dutého vélce se dvéma
pary senzori méficich teplotu a vlhkost [36]. Aktivuje se stisknutim tlacitka. K ustaleni
hodnoty TEWL je nutné po ptilozeni sondy nechat piistroj nékolik sekund vyrovnat teplotu

na pokoZzce.

Obrazek 9 Tewametr TM300 [vlastni zdroj].

7.5.3 Meéreni pH

Meéteni hladiny pH povrchu kize je dulezité pro hodnoceni kvality hydrolipidického filmu
na pokozce. Méfeni je zalozeno na vysoce kvalitni kombinované elektrod¢, kde jak sklenéna
elektroda citliva na H" ionty, tak ptidavna referen¢ni elektroda jsou umistény v jednom
pouzdie [37]. Sonda (Obrazek 10) je mezi méfenimi ponoiena do kadinky s destilovanou

vodou a pied méfenim kazdého probanda je oplachnuta a otfena bunicinou.
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Obrazek 10 pH metr PH905 [vlastni zdroj].

7.6 Senzorické testy

Senzorického hodnoceni vzorktl se v mésici bieznu zucastnilo 13 probandd, z toho 12 Zen.
Vzorky byly zasifrovany a kli¢ je uveden v Tabulce 3. Senzorické hodnoceni obsahovalo

dvé poradové zkousky a jednu parovou zkousku.

7.6.1 Poradové zkousky

Poradova zkouska je ur¢ena k roztfidéni skupiny vyrobkt a k jejich sefazeni podle intenzity
sledovaného senzorického znaku, a to dle preferenci spotiebitelti. Uziva se pfedevsim tam,
kde rozdily mezi jednotlivymi vyrobky jsou malé. Zkouska spoc¢iva v tom, Ze posuzovatel
obdrzi ndhodné sefazenou skupinu vzorkl a jeho ukolem je setadit vzorky podle vlastni
preference nebo intenzity n¢jakého senzorického znaku. Zpravidla jde o tzv. nucenou volbu,

coz znamena, ze kazdému vzorku je ptitazeno jiné ¢islo poradi [38, s. 34].
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Prvni poradova zkouska spocivala v sefazeni vzorkii emulzi dle roztiratelnosti, s tim, ze
nejlépe roztiratelnému vzorku bylo pfifazeno ¢islo 1 a nejhtie roztiratelnému ¢islo 8.
Druhé poradova zkouska se tykala zhodnoceni celkového vjemu emulze z pohledu vlastni
preference.

Potfadovou zkousku 1lze vyhodnocovat rGznymi statistickymi metodami. Mezi
nejpouzivanéj$i patii Friedmantv test. Posuzovatel podle rozpoznané intenzity nebo
preference vzorky sefadi a kazdému vzorku pfifadi jedno z Cisel od 1 do R. Vysledky se
sefadi do tabulky. Je stanovena nulova hypotéza (mezi vyrobky nejsou statisticky vyznamné
rozdily) a porovnava se s alternativni hypotézou (mezi vyrobky existuje alespon jeden, ktery
se 1i8i od jinych) [38, s. 34, 35].

Testové kritérium:

FR=—2 _«YR T2 —3xnx(R+1) (1)

T nxRx(R+1)

kde:
n — pocet posuzovatell
R —pocet vzorkl

Ti — soucet poradi

7.6.2 Parova zkouska

Péarova porovnavaci zkouska slouzi ke srovnani senzorickych vlastnosti dvou vyrobkl a
stanoveni rozdilu mezi nimi v intenzité sledovaného znaku nebo v preferenci jednoho
vyrobku pted druhym. Tato statistickd metoda existuje ve dvou typech. Oboustranného testu
se vyuziva k ovéfeni, zda existuje rozdil mezi dvéma vyrobky v intenzité sledované¢ho
znaku. Jednostranné testy se vyuzivaji k ovéteni, zda jeden z vyrobki je preferovanéjsi nebo
vykazuje vétsi intenzitu sledovaného znaku oproti druhému vyrobku. Pokud posuzovatelé
neshledaji mezi vyrobky rozdil, zvoli s ohledem na nucenou volbu jeden z obou vyrobkl
nahodné. V diplomové praci byl pouzit jednostranny test parové porovnavaci zkousky. Stav,
kdy mezi vzorky v intenzité znaku nebo v preferencich neexistuje rozdil, je formulovan jako
nulova hypotéza. Proti nulové hypotéze je postavena alternativni hypotéza, kdy jeden vzorek

je preferovanéjsi nebo v posuzovaném znaku intenzivnéjsi [38, s. 20, 21].
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Testové kritérium:

kde:

n — pocet posuzovatell

T n-n,+1

Tabulka 3 Emulze a jejich kody v senzorickém dotazniku.

Kaéd vzorku SloZeni emulze
A zaklad
B zaklad + saturejkovy olej
C zaklad + lemongrassovy olej
D zaklad + olej Litsea cubeba
E zaklad + kyselina mandlova
F zaklad + saturejkovy olej + kyselina mandlova
G zaklad + lemongrassovy olej + kyselina mandlova
H zaklad + olej Litsea cubeba + kyselina mandlova

(2)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

8 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo zhodnotit antimikrobidlni aktivitu esencidlnich oleji vuci
mikroorganismim, Do vyrobenych emulzi byly zakomponovany vybrané esencialni oleje a

kyselina mandlova. Jejich ptisobeni na pokozku bylo ovéfeno koznimi a senzorickymi testy.
8.1 Antimikrobiilni u¢inky esencidlnich oleji

Antimikrobidlni aktivita osmndcti esencidlnich olejii byla testovana vic€i grampozitivnim
bakteriim (Staphylococcus aureus, Cutibacterium acnes), gramnegativnim bakteriim
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes) a
kvasince Candida albicans. K prokazani inhibi¢nich G¢inkil nefedénych esencialnich oleji
byla pouzita diskova difizni metoda. Kazdy mikroorganismus byl otestovan tfikrat. VétSina

esencidlnich oleji prokazala n¢jaké antimikrobidlni vlastnosti. Vysledky s primérnymi

hodnotami velikosti inhibi¢nich zon jsou uvedeny v Tabulkach 4 a 5.

Tabulka 4 Inhibi¢ni u¢inky esencialnich oleji na G bakterie a kvasinku.

G* bakterie | kvasinka
Druh MO S. aureus | Cutibacterium acnes | Candida albicans
EO Velikost inhibi¢nich z6n (mm) v¢. smérodatné odchylky
Tymian 35,3+5,0 71,3£11,0 30,7+1,2
Oregano 31,7+4,0 64,0+15.9 35,0+3,0
Majorénka 14,3+£2,5 6,7£1,2 10,7+1,2
Saturejka 27,740 15,7+16,7 20,0£2,0
Koriandr 16,7£3,1 14,7+1,2 13,0+1,0
Kmin 14,0+£2,0 10,7+3,1 14,0+1,0
Pept 8,7+3,1 8,0+3.5 6,0+0,0
Rozmaryn 12,7+8,1 7,3£2.3 7,0£1,0
Mata 19,3+6,1 8,3+4,0 12,7+1,2
Lemongrass 42,0+12,2 15,0+£15,6 22,0+4,0
Tea tree Nob. 17,0£7,0 15,0+5,6 9,7£3,2
Tea tree Salus 14,7+1,2 19,0+6,6 9,743,2
Citronela 23,7124 17,3£16,3 10,0+3,6
Citron 6,7+1,2 7,3+1,2 10,3+0,6
Matetidouska 24,7+1,2 20,7£16,2 6,0+0,0
Litsea cubeba 33,748,6 14,0+£10,6 6,0+0,0
Palmarosa 16,0+£3,5 9,045,2 14,7+4,2
Helichrysum 10,0£5,3 6,040,0 6,0+0,0
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Tabulka 5 Inhibi¢ni G¢inky esencialnich olejti na G~ bakterie.

G bakterie
Druh MO E coli Pseudomonas Klebsiella Klebsiella
aeruginosa oxytoca aerogenes
EO Velikost inhibi¢nich zén (mm) v¢. smérodatné odchylky
Tymian 27,7425 10,7+6,4 38,0+6,9 26,0+£2,0
Oregano 28,7+1,2 14,7+11,5 33,3+6,1 27,321
Majoranka 19,7+£3,5 8,7+4.,6 15,7+1,5 8,7+4.,6
Saturejka 25,3142 10,0+6,9 24,7425 25,0+6,1
Koriandr 15,3£2.3 6,0+0,0 16,7+1,2 11,3+£7,6
Kmin 13,723 6,0+0,0 16,7+4,2 8,7+4.6
Pept 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0
Rozmaryn 10,04+2,0 7,323 10,0+0,0 8,0+2.0
Mata 10,0+0,0 6,0+0,0 13,3+3,1 8,3+2,5
Lemongrass 17,34£3,1 6,0£0,0 29,0+8,5 16,7+£3,1
Tea tree Nob. 27,0+£16,5 6,0+0,0 15,0+1,0 12,7+4.6
Tea tree Salus 19,0+6,1 6,0+0,0 16,3+0,6 9,7+4,7
Citronela 10,04+2,0 6,0+0,0 15,0+4.4 12,3+4,9
Citron 6,0+0,0 6,0+0,0 7,3+1,2 9,7+3,2
Matetidouska 24,7+4.6 6,0+0,0 23,7+3,1 21,0+£3,6
Litsea cubeba 18,0+0,0 6,0+0,0 34,7442 18,0+3,5
Palmarosa 13,7+2,1 6,0+0,0 13,7+2,1 11,3+5,1
Helichrysum 6,7+1,2 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0

Nejvyssi antimikrobidlni aktivitu vykazoval tymianovy a oreganovy olej. Obé rostliny patfi
do celedi Lamiaceae (hluchavkovité) a jejich chemické sloZeni je velmi podobné. Nejvice
zastoupenou slozkou je thymol. Wang et al. (2017) zjistili, Ze thymol naruSuje integritu
membrany S. aureus a tim dochdzi k Uniku cytoplazmy. Daéle je schopen se inkorporovat
do intracelularniho prostoru, navazat se na bakteridlni DNA a destabilizovat ji. Inhibi¢ni
ucinky thymolu byly také zkoumany u Pseudomonas aeruginosa. Rovnéz se zde projevil
zpomalovaci u¢inek rastu biofilmu. Ve studii Liu Ting ef al. (2021) byl naméfen primér
inhibicni zény tymianového esencidlniho oleje proti Pseudomonas aeruginosa
21,67+1,53 mm [39].

V této diplomové praci tymianovy olej nemél tak vyrazné inhibicni ucinky na Pseudomonas
aeruginosa jako ve vySe zminéné studii. Inhibi¢ni zdéna Cinila pouze 10,7+£6,4 mm. Vysoka
hodnota smérodatné odchylky znaci velké rozdily v jednotlivych méfenich inhibi¢nich zon.
Avsak proti dal$im mikroorganismim se antimikrobidlni aktivita projevila jako velmi

vyrazna, zejména na grampozitivni bakterie.
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Do dalsi experimentalni ¢asti byl vybran saturejkovy esencidlni olej, olej lemongrass a Litsea

cubeba.

Satureja montana patii do celedi Lamiaceae (hluchavkovité¢) a roste na suchych,
kamenitych, nejcastéji vapencovych svazich v evropské a asijské c¢asti Stfedomoii,
od Pyrenejského poloostrova az po Syrii. Stejné€ jako jednoleta péstovana saturejka zahradni
je pouzivana hlavné jako kotfeni. Vyuziti nachéazi také v lidovém léCitelstvi pii zalude¢nich
a sttevnich potizich [40].

Hlavni slozkou je karvakrol, p-cymen a y-terpinen. Karvakrol ma dobrou antimikrobiélni a
antioxidaéni aktivitu. Wang et al. (2016) zjistili, ze nizka koncentrace karvakrolu by mohla
vyznamné¢ zvysit hladinu mastnych kyselin v membrané S. aureus a posléze tak narusit
integritu a morfologii bunééné membrany [41]. Karvakrol naruSuje integritu membrany,
zvySuje jeji propustnost a zptusobuje unik drasliku a protonil, coz nakonec vede ke ztraté
membranového potencialu. Pozorovani ve studii Vitanza Luca et al. (2019) jsou ve shodé
s dal§imi vyzkumy, které uvadéji, ze mozné mechanismy puasobeni esencialnich oleji a
jejich derivatl zahrnuji nejen poskozeni vnéj§i membrany, ale také degradaci bunécné stény,
poskozeni cytoplazmatické membrany, poSkozeni membranovych proteinli, Unik

intracelularniho obsahu a koagulaci cytoplazmy [42].

Cymbopogon citratus, C. flexuosus, Ceskym ndzvem vonatka citronova, téz nazyvana
citronova trava, je z €eledi Poaceae (lipnicovité) a je tudiz travou. Plivodni domovinou je
Sri Lanka a Indie, ale postupem casu se rozsifila i do dalSich tropickych oblasti na celém
svété. Jeji esencidlni olej ma intenzivni a piijemnou vini a plisobi riznymi bioaktivitami,
jako jsou fungicidni, antihelmetické, insekticidni a antimikrobialni. PouZity esenciélni olej
obsahoval geranial, neral a geraniol. Ve studii Bonferoni et al. (2017) se ukazalo, ze
esencidlni olej z lemongrassu je u¢inny proti vétSiné grampozitivnich 1 gramnegativnich
bakterii a hub. Negativni vysledky byly ziskdny pouze u jednoho kmene Aspergillus a tii
kmeni Pseudomonas aeruginosa [43]. To odpovida méfeni pomoci diskové difuzni metody
v této praci, nebot’ antimikrobialni aktivita vii€i P. aeruginosa nebyla zaznamenana. Naproti
tomu vici S. aureus €inila inhibi¢ni zéna 42,0+12,2 mm, coZ bylo vice neZ u nejsilnéji

pusobiciho esencialniho oleje z tymianu, kde inhibi¢ni zéna byla v §ifi 35,3+5,0 mm.

Rod Litsea zahrnuje v sou¢asném taxonomickém pojeti asi 400 druhi, jedna se o kete nebo
stromy. Nejvice druhii roste v tropické Asii. Litsea cubeba je zceledi Lauraceae

(vaviinovité) s Ceskym nazvem vaviin kubébovy. Je dilezitym ptirodnim zdrojem dieva,
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Siroce distribuovanym v jizni Cing. Esencialni olej je vysoce cenény sekundarni produkt,
ktery se ziskava hlavné z Cerstvych plodi. Je pouzivan v potravinaiském a kosmetickém
pramyslu diky své piirozené citronové chuti a vini. Esencidlni olej vykazuje jedinecné
antibakterialni, antioxidacni, antiseptické a antifungicidni G¢inky [44].

Ve studii Hu Wei et al. (2019) byl prokazan destruktivni u¢inek esencidlniho oleje Litsea
cubeba na cytoplazmatickou membranu Methicillin resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) a déle byl kvalitativni i kvantitativni analyzou ovéfen unik makromolekul a
intracelularnich enzymii z bakteridlni buniky [45]. Studie Dai er al. (2021) se zaméfila
na komplexni pochopeni antibakterialni aktivity proti gramnegativnim bakteriim. Jako
modelovy kmen byla vybrana E. Coli. Pomoci metody SEM a TEM byla pozorovéana
destrukce bunécné stény a cytoplazmatické membrany. To by mohlo byt pficitano hlavné
riznym terpeniim, jako je limonen, a-pinen a dalSim. Po pouziti esencialniho oleje byla také

inhibovana syntéza bakterialni DNA [46].
8.2 KozZni testy

Z ingredienci uvedenych v Tabulce 2 byla vyrobena emulze spojenim vodni a olejové faze
zahraté piiblizné na teplotu 65 °C za stalého michadni. Byly vytvoreny dvé fady, pfi¢emZz
jedna z nich obsahovala ptidavek kyseliny mandlové. Kazda fada byla rozdélena na Ctyfi
¢asti o stejné hmotnosti. Jednu ¢ast tvofila zdkladni emulze a do dalSich tfech casti byl
zaClenén po jednom druhu vybrany esencidlni olej o objemu 0,2 % celkové hmotnosti

vzorku.

Na volarnim ptedlokti osmi probandd — Zen byla testovana u¢innost vyrobenych vzorki
emulzi pomoci pfistrojii tewametr, pH metr a korneometr. VSechna méfeni byla provadéna

v laboratofi za teploty cca 24 °C a relativni vlhkosti 20 %.

8.2.1 Hydratace pokozky

Stav hydratace pokoZky je charakterizovan v Tabulce 6. Hydrata¢ni ptisobeni jednotlivych
vzorkli emulzi v ¢ase je vyhodnoceno v Tabulce 7. Na volarnim ptedlokti probandi bylo
ponechano jedno misto bez oSetfeni pro kontrolu piipadné iritace jak emulzi, tak
odmastovaciho roztoku SDS. Dalsi misto bylo oSetfeno pouze roztokem SDS. Na zbylych
osm mist byly naneseny jednotlivé vzorky.

Kontrolni misto v ¢ase pfili§ neménilo hodnoty hydratace a pohybovalo se v priméru tésné

pod hranici hodnoty pro suchou pokozku. Na misté¢ odmasténi, neoSetiené zadnym krémem,
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hydratace nejprve klesala, na nejnizs$i hodnotu se dostala po jedné hodin¢ od odstranéni
filtra¢nich paskti napusténych roztokem SDS, které byly piedtim na pokozce po dobu ¢étyt
hodin. V nasledujicich hodinach se hydratace pomalu zvySovala, ale i po 24 hodinéach zlstala
na urovni velmi suché pokozky.

Mista oSetfena vzorky emulzi obsahujici kyselinu mandlovou méla vyznamné nizsi uroven
hydratace nez bez kyseliny mandlové. Dale u vSech vzorkt, bez ohledu na slozeni, dochazelo
v Case ke zvySovani hodnot hydratace a pokles nastal az pii méfeni po 24 hodinach
od naneseni emulzi.

Nejvyssi hodnoty téméf ve vSech casech vykazovala zdkladni emulze. Také emulze
s esencialnim olejem zrostliny Litsea cubeba vykazovala vys$i urovné hydratace,
v 1. a3. hodin¢ méfeni ptedCila i zdkladni emulzi. Mezi vzorky s pfidavkem kyseliny
mandlové nebyl v jednotlivych Casech vyznamny rozdil.

Po 24 hodinach od naneseni emulzi se hydratace u vSech vzorkl témét srovnala na stejné
urovni. Hodnoty hydratace kolisaly mezi 36,25 c.j. a 40,18 c.j. Nicmén¢ stav pokozKy jiz
vykazoval zndmky velmi suché kiize, s vyjimkou zékladni emulze, kterd se dostala lehce
nad hranici této kategorie.

Nejvyssich hodnot hydratace dosédhly vSechny vzorky po ¢tyfech hodinidch po naneseni.
Takeé 1ze konstatovat, Ze méteni po 3. a 4. hodin¢ ukazalo ve vSech ptipadech vzorkl hodnotu
hydratace pokozky nad 40 c.j., ale i to bylo na urovni stavu suché kiize. Zadny ze vzorka
nem¢l hodnotu vyssi nez 70 c.j. a tudiZ stav pokozky nebylo mozné hodnotit jako normalni.
Zaroven je nutné konstatovat, Ze méteni u jednotlivych probandek vykazovalo velké rozdily,
u nékteré osoby byly hodnoty hydratace pomérné vysoké, napt. 67 c.j. a u jiné€ jen 42 c.j.
ve stejném case a u stejného vzorku. Obecné Ize konstatovat, Ze nékteré probandky mayji
dobrou uroveil hydratace pokozky a jiné velmi nizkou.

Rozdily mezi vzorky s riznymi esencialnimi oleji nebyly vyznamné a nejvétsi roli v tirovni
hydratace hréla pfitomnost nebo nepfitomnost kyseliny mandlové.

Zvysovani hydratace v Case lze tak pficist pravdépodobné humektantim mezi zakladnimi
slozkami emulze, jako je glycerol a extrakt z aloe vera. Hydratacni ucinky glycerolu
na pokozku zkoumala a potvrdila napt. studie Levi et al. (2011), kdy pomoci infracervené
spektroskopie byl prokézan vztah mezi zvySujici se koncentraci glycerolu a snizenim napéti
ktze v disledku hydratace [47].

Aloe vera se vyuziva pro ruzné 1é¢ebné a terapeutické ucely a v kosmetickém primyslu je

vyhleddvanou slozkou. VétSina terapeutickych uCinki listi aloe je pfipisovana
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polysacharidovym slozkam. Pfedpokladd se, ze biologicka aktivita gelu aloe vera je
zpusobena synergickym u€inkem chemickych slozek, které jsou v ném piitomny.

vvvvvv

Antrachinony jsou nejdualezitéjsi sekundarni metabolity, které jsou zodpovédné

-----

vera je Uspés$né pouzivan pii lé€b¢ popalenin a hojeni pokozky. Studie Dal Belo et al. (2006)
prokazala zlepSeni zadrzovani vody ve stratum corneum v disledku pfitomnosti

aminokyselin histidinu, argininu, threoninu, serinu, glycinu a alaninu [48].

Tabulka 6 Hydratace pokozky.

Podminky pokozky Korneometrické jednotky (c.j.)

velmi sucha 0-40

sucha 40 -70

normalni 70 - 99
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Tabulka 7 Primérné hodnoty hydratace pokoZzky po naneseni jednotlivych vzorki v ¢ase.

Hydratace (c.j.)

vzorky

Cas (h)

%

kontrola
odmasténi

38,32 | 29,41
+9,26 | £4,31

nemeéfeno
nemeéfeno
nemeéfeno
neméfeno
nemeéfeno
nemereno
neméfeno
neméfeno

29,74 25,57
36,55 | 27,48 | 41,42 | 39,37 | 35,44 | 42,79 | 28,62 29,87
1 +12,4 +12,2
+7,36 | £6,95 | £7,33 | £7,00 | £9,62 | £8,15 | £8,48 +7,84

32,00
5 37,73 | 30,81 | 44,08 | 40,87 | 40,38 | 42,95 | 34,70 17 30,63 | 30,16

:i: b
+8,82 | £9,83 | £9,60 | £6,43 | £8,99 | £6,16 | £8,56 +6,69 | £9,78

42,14
X 40,51 | 33,76 | 50,83 | 49,67 | 48,31 | 51,65 | 45,63 s 42,67 | 41,56

:i: b
+8,13 | £6,50 | +5,83 | £6,58 | 7,43 | £7,29 | £9,54 +9.11 | +8,99

43,12 | 33,99 | 54,93 | 52,98 | 53,36 | 53,91 | 49,55 | 46,38 | 47,97 | 46,89
+6,93 | £7,59 | £5,67 | £3,60 | £6,01 | £6,52 | £8,40 | £8,76 | £5,55 | +£8,23

35,92 | 32,23 | 40,18 | 39,16 | 38,64 | 36,67 | 38,24 | 37,89 | 36,25 | 37,12
+6,55 | £3,73 | £3,31 | £3,21 | £6,41 | £3,90 | £7,33 | £8,46 | £9,15 | £7,13

24

Vzorky: 1(zéklad), 2(zaklad + EO saturejka), 3(zdklad + EO lemongrass), 4(zéklad + litsea
cubeba), 5(zédklad + kyselina mandlovd), 6(zédklad + kys. mandlovd + EO saturejka),
7(zéklad + kys. mandlova + EO lemongrass), 8(zaklad + kys. mandlova + EO Litsea cubeba)
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Obrazek 11 Vyhodnoceni hydratace pokozky v ¢ase.

8.2.2 Transepidermalni ztrata vody (TEWL)

Ve stejnych casech a na stejnych mistech pokozky byla pfistrojem tewametr méfena
transepidermalni ztrata vody u jednotlivych probandek. Stav pokozky z hlediska
transepidermalni ztraty vody je charakterizovan v Tabulce 8 a vyhodnoceni méteni TEWL
jednotlivych vzorkl emulzi v ¢ase je uvedeno v Tabulce 9.

Primérné hodnoty TEWL u vSech vzorkdi az na vyjimky vykazovaly stav pokozky
hodnoceny jako dobry. Nedochdzelo k vyznamné ztrat€¢ vody zpokozky u vétSiny
probandek. Vyjimku tvofila osoba s atopickym ekzémem, pro jejiz pokozku je typicka vyssi
ztrata vody ze Stratum corneum v disledku poskozeni ktize. Proto byla néktera méteni
na zakladé¢ vypoctu dle Dean-Dixonova testu vylouCena jako odlehlé¢ hodnoty, aby
neznehodnotily vypocet praméru.

Pti porovnani mista kontroly bez oSetfeni s misty oSetfenymi emulzemi lze konstatovat, Ze
emulze ptispély ke snizeni ztraty vody. U kontrolniho mista TEWL kolisal v ¢ase od hodnoty
12,76+5,60 do hodnoty 16,14+9,16, zatimco mista oSetfena emulzemi méla hodnoty kolem

10-11 g/m*h evaporované vlhkosti. Vyjimku tvofila emulze s esencialnim olejem Litsea
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cubeba, kdy po dvou hodinach od naneseni se TEWL zvysil na hodnotu 17,2749,80. Dale
jeho hodnota kolisala, ale obecné byl TEWL u této formulace vyssi nez u ostatnich.
Nebyly prokézany ani vyznamné rozdily mezi vzorky obsahujici kyselinu mandlovou a
vzorky bez kyseliny.

Je mozné konstatovat, ze pravdépodobn¢ maji vliv na snizeni hodnot transepidermalni ztraty

vody z pokozky hydrata¢ni slozky emulzi.

Tabulka 8 Transepidermalni ztrata vody z pokozky.

Stav pokozky TEWL (g/m?h)
velmi dobry 0-9
dobry 10— 14
normalni 15-25
napjaty 26 —-29
kriticky > 30
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Tabulka 9 Priimérné hodnoty TEWL pokozky po naneseni vzorkl v Case.

Cas (h)

%

TEWL (g/m?h)

kontrola

odmasténi

vzorky

13,03
+5,28

13,39
+6,34

nemeéreno

nemeéreno

o

nemereno

neméfeno

nemeéreno

nemeéreno

neméfeno

neméreno

15,03
+9,03

11,11
+2,08

14,06
+8,66

13,10
+5,00

12,36
+2,85

14,25
+5,12

11,18
+2,09

10,70
+2,60

10,29
+1,89

10,86
+2,62

12,98
+2,94

11,73
+3,97

11,03
+2,71

10,49
+2,27

11,41
+3,25

17,24
+9.80

12,94
+4,98

12,35
+4,66

10,61
+3,28

11,85
+4,21

16,14
19,16

14,29
+7.47

14,01
+6,84

11,78
+3,58

11,80
14,49

11,94
+3,13

11,33
+3,72

10,09
+2,85

10,34
+2.32

10,75
+2.,94

14,46
+5,07

12,91
+4,50

11,84
+3,77

10,93
+3,34

11,01
+3,57

13,63
+3,83

10,68
+3,04

10,30
+2.43

10,33
+2,56

10,41
4296

24

12,76
+5,60

10,86
+4,40

9,84+
3,33

10,57
+4,19

10,51
+4,12

10,27
+3,56

12,64
+6,98

10,94
+3,31

10,71
+4,61

11,87
+5,35
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Obrazek 12 Vyhodnoceni TEWL pokozky v Case.

8.2.3 pH pokozky

Poslednim koznim testem bylo méfeni pH pokozky v ¢ase na oznacenych mistech. Hodnoty
pH pokozky se lisi podle pohlavi. Pro Zeny jsou specifikovany v Tabulce 10, nebot’ testl se
ucastnily pouze probandky. Vyhodnoceni méfeni pH jednotlivych vzorkl emulzi v Case je
uvedeno v Tabulce 11.

Prvni méteni po ¢tyfech hodinach ptisobeni roztoku SDS bylo provedeno pouze na misté
kontroly, které nebylo nijak oSetfeno a na misté odmasténi. Ob€ hodnoty byly témét shodné
a pH téchto mist bylo kyselé, nebot’ nedosahovalo ani pH 4. Za hodinu se na téchto dvou
mistech pH zvysilo na hodnotu 5. V nasledujicich hodinach oscilovalo kolem ¢isla 4,5, coz
je spodni hranice intervalu pro normalni stav pokozky.

Vsechna mista oSetfend emulzemi po jedné hodiné od naneseni vykazala pH piesahujici
hodnotu pét. Vzorky neobsahujici kyselinu mandlovou, kromé emulze s esencialnim olejem
Litsea cubeba, mély v Case klesajici pH, ale udrZely se v intervalu nad pH 4,5. Hodnota pH
u vzorkt s kyselinou mandlovou nejprve klesla, ale po tfech hodinach se opét zvysila, a to
v pruméru o 2 desetiny. Po dvaceti ¢tyfech hodinach od naneseni vzorkli se u zdkladni
emulze obsahujici kyselinu mandlovou a u vzorku, ktery jesté navic obsahoval saturejkovy

esencialni olej, prakticky nezménila. Pouze u poslednich dvou vzork, které mély ve slozeni
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kyselinu mandlovou a EO lemongrass ¢i Litsea cubeba, hodnota pH jesté dale klesala az
na uroven charakterizujici pokozku jako kyselou.

Tenzid SDS je iontoveé povrchové aktivni latka zdsaditého charakteru s pH 9,1. Tento Cistici
prostiedek miiZe negativné ovlivnit strukturdlni a funkéni integritu pokozky. Skodlivé
ucinky na pokozku jsou disledkem alkalizace povrchu, nadmérného odstranovani lipidi a
proteind a vysledkem je poskozeni funkci Stratum corneum. OSetfeni pokozky roztokem
tenzidu ma tendenci zvysit pH z normalniho rozmezi 5-5,5 na 7,5. B€hem n¢kolika hodin
poumyti se pH povrchu kize diky pufraéni kapacit€¢ pokozky postupné snizuje
k normalnimu rozmezi. Trvani kratkodobého zvySeni pH zavisi na stavu pokozky, frekvenci
myti a slozeni Cisticiho produktu [49].

Ackoli vyse uvedené studie hovoti o kratkodobém zvySeni pH pokozky po pouZiti tenzidd,
v tomto experimentu byly v mist¢ odmasténi roztokem SDS bezprostiedné po odstranéni
filtra¢nich paskid napusténych timto roztokem naméteny nizké hodnoty pH odpovidajici
kyselému povrchu kiize. Svou roli mize hrat vék probandek (31-53 let), pouzivani osobnich
kosmetickych prostfedki, uzivanych 1¢ékti, mikrobiom pokozky a koZni onemocnéni.
V Gvahu pii interakci povrchové aktivni latky s pokoZkou je nutné také brat strukturu a
adsorpci pouzitého tenzidu.

Po aplikaci emulzi se pH pohybovalo v priméru kolem hodnoty 5, v ¢ase se postupné mirné
snizovalo a v nékterych ptipadech se poté opét lehce zvysilo. Po celou dobu méteni se
neodchylilo od intervalu klasifikovaném jako neutralni pH pokoZky.

Buraczewska a Loden (2005) provedli studii na lidskych dobrovolnicich na kiizi poSkozené
povrchové aktivnimi latkami, aby prozkoumali pfedchozi poznatky o obnové kozni bariéry
po aplikaci neutralniho a kyselého roztoku. Na zakladé méteni jejich studie neprokézala
rozdily tykajici se obnovy kozni bariéry mezi krémy s pH 4 a 7,5. Existuje mnohem vice
studii, které srovnavaji G€innost riznych vehikul a ucinnych latek spiSe nez piipravky
s ruznym pH. Napfiklad ve studii Pavlackova et al. (2019) hodnotici razné krémy s obsahem
panthenolu bylo potvrzeno, Ze aplikace krému zvysila hydrataci pokozky, snizila TEWL a
posunula pH pokozky smérem k neutralnim hodnotam. Byl u€inén zavér, ze vysledky byly
ovlivnény typem vehikula a koncentraci panthenolu, ale nebyly odhaleny Z4dné informace

tykajici se pH formulace [49].
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Tabulka 10 Hodnoty pH pokoZzky.

pH Zeny Stav pokozky
3,5-45 kysely
4,5-5,5 normalni
nad 5,5 zasadity




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

59

Tabulka 11 Primérné hodnoty pH pokozky po naneseni vzorki v Case.

pH
—_ vzorky
) —
2 = 5
@) g ;%
g =) 1 2 3 4 5 6 7 8
M~ )
o
3,94+ | 3,97+ | 2 2 2 S 2 2 2 =
0 2 N > 2 o o 2 2
0,52 0’43 )dé) )dé) )% )GE) )g )g )GE) )GE)
(] (] Q Q O (D] O O
& & & & & & & &
| 4,98+ | 4,91+ | 5,09+ | 5,11+ | 5,11+ | 5,00+ | 4,90+ | 5,19+ | 5,31+ | 5,27+
1,10 | 0,57 | 0,62 | 0,31 | 0,39 | 0,48 | 0,47 | 0,52 | 0,45 | 0,48
5 4,56+ | 4,83+ | 4,88+ | 4,96+ | 4,93+ | 4,63+ | 4,67+ | 4,83+ | 4,83+ | 5,14+
0,38 | 046 | 040 | 046 | 0,41 0,77 | 0,52 | 0,45 | 0,39 | 0,50
; 4,724 | 4,77+ | 4,58+ | 4,70+ | 4,82+ | 4,71+ | 4,89+ | 4,94+ | 5,07+ | 5,18+
048 | 055 | 048 | 049 | 0,25 | 0,36 | 0,38 | 0,31 | 0,41 | 0,37
A 4,37+ | 4,50+ | 4,77+ | 4,62+ | 4,84+ | 4,47+ | 4,58+ | 4,76+ | 4,75+ | 5,11+
0,54 | 0,66 | 0,48 | 0,55 | 0,57 | 0,55 | 0,49 | 0,31 | 0,43 | 0,51
04 4,68+ | 4,63+ | 4,52+ | 4,55+ | 4,95+ | 4,42+ | 4,52+ | 4,77+ | 4,39+ | 4,42+
1,11 | 0,77 | 1,00 | 1,18 | 0,59 | 1,04 | 0,47 | 0,40 | 0,74 | 0,68
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Obrazek 13 Vyhodnoceni pH pokozky v ¢ase.

8.3 Test prezivani bakterii v emulzi

Jednotlivé vzorky emulzi byly inokulovany bakteriemi Staphylococcus aureus a
Pseudomonas aeruginosa a skladovany v laboratorni teploté. Vyhodnoceni Zivotaschopnych

kolonii bakterii prob¢hlo po 7, 14 a 28 dnech.

Bakterie Pseudomonas aeruginosa byla odolngjsi vii¢i esencidlnim olejiim a dal$im slozkam

obsazenym v emulzich nez Staphylococcus aureus.

Po sedmi dnech skladovani pouze zakladni emulze bez esencialnich oleji vykazala métitelné
mnozstvi kolonii S. aureus v objemu 6,6 x 10° CFU/g. Na hranici meze detekce byly pocty
kolonii S. aureus jeSt€¢ zméfeny u emulze s esencidlnim olejem lemongrass a u emulze
s kyselinou mandlovou a esencidlnim olejem Litsea cubeba. Ostatni emulze viceméné

inhibovaly rust bakterie S. aureus (Obrazek 13).

U Pseudomonas aeruginosa naopak doslo v zakladni emulzi k nékolikandsobnému nardstu
poctu kolonii az k mnozstvi 10’ CFU/g a v emulzi s kyselinou mandlovou a saturejkovym
EO > 10° CFU/g. Ve vzorku s esencidlnim olejem Litsea cubeba (Obrazek 12) a ve vzorku
obsahujicim kyselinu mandlovou a EO lemongrass byly kolonie detekovany v tadu

10° CFU/g.
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Tabulka 12 Vyhodnoceni zivotaschopnych kolonii bakterii v emulzich v ¢ase.
(%rvly ) 14. 28.

méfeni

inokula SA PA SA PA SA PA

vzorky | (CFU/g) (CFU/g) (CFU/g) (CFU/g) (CFU/g) (CFU/g)
1 6,6 x 10° ~107 | <2x10%| 2,52x107| <2x10*| 5,41 x10°
2 <2x10%] <2x10%| <2x10*| <2x10° 4x10%| <2x10°
3 2x10% | <2x10%| <2x10*| <3x10*°| <2x10*| <2x10?
4 <2x10*| 94x10°| <2x10? >10° 2x10%| 3,08 x 10°
5 <2x10%| <2x10%| <2x10*| <2x10?| <2x10*| <2x10?
6 <2 % 10? >10°| <2x10*| 1,07 x10°| <2x10*| 4,84 x10°
7 <2 x10? 2x103| <2x10%| <2x10*]| <2x10?| <2x10?
8 2x10%] <2x10%| <2x10*| <2x10?| <2x10%| <2x10?

Pozn. SA (Staphylococcus aureus), PA (Pseudomonas aeruginosa), CFU = colony forming
units (pocet kolonii), oznaceni vzorki viz Tabulka 2

Po ctrnacti dnech skladovani byl S. aureus zcela inhibovan a odecet kolonii byl

pod detekénim limitem 2 x 10> CFU/g.

Naopak P. aeruginosa prokazala velkou Zivotaschopnost a v zdkladni emulzi narostl pocet
kolonii na hodnotu 2,52 x 107 CFU/g. A také opét emulze s EO Litsea cubeba a s kyselinou
mandlovou a saturejkou mély pocet Zivotaschopnych kolonii v ¥adu 105 CFU/g. V ostatnich

vzorcich byly kolonie pod méfitelnym limitem.

Po 28 dnech na agarové plotn& S. aureus narostly kolonie v poétu 4 x 10% ve vzorku se
saturejkovym esencialnim olejem a v objemu 2 x 10? v emulzi s EO Litsea cubeba. Ostatni

vzorky zlstaly bez méfitelné detekce.

V suspenzich obsahujicich P. aeruginosa zlstavaji vysoké pocty Zivotaschopnych bunék
pouze v zakladni emulzi a také ve vzorku s EO Litsea cubeba a ve vzorku s kyselinou

mandlovou a saturejkou. Ostatni emulze byly pod detek¢nim limitem.
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Nejniz$i inhibi¢ni U¢inky viici gramnegativni Pseudomonas aeruginosa m¢l saturejkovy

esencialni olej a Litsea cubeba, ale pouze ve spojeni s kyselinou mandlovou.

Obecné se uvadi, Ze grampozitivni bakterie jsou citliv§j$i na vliv esencidlnich olejii nez
gramnegativni bakterie z divodu jednodu$s$iho uspofaddni bunécéné stény. To potvrzuji
1 mnohé studie, napt. Bajpai & Baek (2016), Helander et al. (1998), Nazzaro et al. (2013),
kdyz hovoti o vyssi citlivosti k esencidlnim olejim kvili rozdilim ve slozeni bunécné stény.
Podle studie Nazzaro et al. (2013) je antibakterialni ti¢inek esencialnich olejl a jejich slozek
spojen s jejich lipofilni povahou, kterd jim umoziuje hromadit se v membranach a piisobit
tak na jejich destrukci. Nékteré studie (Alderees et al., 2018; Prakash et al., 2012) naznacuji,
ze antimikrobidlni uCinnost nékterych esencidlnich oleji nahrazuje konvenéni

antimikrobidalni latky [50].

Obrazek 14 Kolonie Pseudomonas aeruginosa v emulzi s EO Litsea cubeba

po 7 dnech kultivace [vlastni zdroj].
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Obrazek 15 Kolonie S. aureus v emulzi s kyselinou mandlovou a EO saturejka

po 7 dnech kultivace [vlastni zdroj].

8.4 Vyhodnoceni senzorického méreni

Hodnoceni senzorickych znakii probéhlo dotaznikovou metodou (Ptiloha P I). Experimentu

se zucastnilo 13 osob, z toho 12 Zzen a 1 muz.

8.4.1 Poradova zkouska na roztiratelnost
Hodnotitelé méli setadit anonymizované vzorky od nejlépe roztiratelného po nejhtre

roztiratelny dle osobniho posouzeni.

Nulové (testovand) hypotéza je postavena na skutecnosti, ze mezi jednotlivymi vzorky
nejsou statisticky vyznamné rozdily.

Alternativni hypotéza naproti tomu piedpokladd, ze existuje alespon jeden vzorek, ktery se
li$1 od druhych vzorkti. Vypocet testového kritéria byl proveden dle rovnice 1 a kriticky obor
dle rovnice 2.

Hodnota testového kritéria padla do kritického oboru. Nulovou hypotézu je nutno zamitnout
a ptijmout alternativni hypotézu. Na hladin€ vyznamnosti 0,05 se podafilo prokdzat s 95%

spolehlivosti, ze mezi vzorky existuje alespon jeden, ktery se 1iSi od ostatnich.
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Obrazek 16 Vysledky potadové zkousky na roztiratelnost.

Kédovani vzorki je uvedeno v Tabulce 3.

Na zéklad¢ souctu potadi (Ptiloha P II) bylo ur¢eno, vzorek byl posuzovateli hodnocen jako
nejlépe roztiratelny a ktery nejhtlife roztiratelny. Nejlepsi roztiratelnost byla pfifazena vzorku
E (zdkladni emulze s pfidavkem kyseliny mandlové) a vzorek H (zakladni emulze
s kyselinou mandlovou a esencidlni olejem Litsea cubeba. Nejhor$i roztiratelnost byla
stanovena u vzorku A (zékladni emulze), ztejmé z diivodu vysoké viskozity. Obecné emulze
s ptidavkem kyseliny mandlové byly hodnoceny jako senzoricky pfijemnéjsi s lepsi
roztiratelnosti. Tyto vzorky mély diky ptidavky kyseliny mandlové niz§i viskozitu nez

vzorky bez kyseliny mandlové.

8.4.2 Poradova zkouska preference konkrétniho vzorku

Hodnotitel¢ méli nucenou volbou zvolit vzorek, ktery nejvice preferuji s posouzenim vSech
senzorickych hledisek, jako je barva, viing, konzistence, roztiratelnost. Opét byla stanovena
nulova a alternativni hypotéza a proveden vypocet testového kritéria a kritického oboru.
Hodnota testového kritéria nepadla do kritického oboru. Nulova hypotéza tedy neni
zamitnuta. S 95% spolehlivosti se nepodatil prokazat rozdil mezi preferencemi vzorki

jednotlivych hodnotiteld.
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Vypocty a poradi preferenci jsou uvedeny v Ptiloze P III.

8.4.3 Parova zkouSka vstiebatelnosti

Byly vytvoieny zakodované dvojice vzorki. Hodnotitelé méli dle své preference
zakrouzkovat Iépe vstiebatelny vzorek z dané dvojice. Jednalo se o jednostranny parovy test
s nucenou volbou.

Pro kazdou dvojici vzorkll byla stanovena nulova hypotéza, kterd spociva v tom, ze mezi
vzorky nejsou statisticky vyznamné rozdily a alternativni hypotéza, ktera hovofi o tom, Ze
vzorek A je vstiebateln¢jsi nez vzorek B. Na zaklad¢ vypoctu testového kritéria a kritického
oboru byl stanoven vysledek. Vypocet je uveden v Priloze P IV.

Hodnota testového kritéria nepadla do kritického oboru, a tudiz nulova hypotéza nebyla
zamitnuta. S 95% spolehlivosti se nepodafil prokazat rozdil vstfebatelnosti ani u jedné

dvojice vzorkd.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo posoudit moznosti vyuziti ptirodnich latek coby inhibitorti rastu

mikroorganismil. Posuzovanymi latkami byly vybrané esencialni oleje a kyselina mandlova.

Esencidlni oleje diky svym chemickym slozkam, zejména monoterpenické povahy, se
vyznacuji antimikrobidlni aktivitou. Kyselina mandlova se fadi mezi hydroxykyseliny, ktera
ma diky své molekulové struktuie nizsi iritatni vliv na pokozku, na rozdil od castéji
pouzivané kyseliny glykolové.

Pomoci diskové difizni metody byla métena inhibi¢ni aktivita osmnacti esencialnich oleja
na rast mikroorganismu. Nejvyssi aktivita byla zaznamenéana u tymidnového a oreganového
oleje z divodu vysokého obsahu thymolu a karvakrolu, ktery 0¢inn€ inhibuje rlst
mikroorganismli. Do dalSich ¢asti experimentu byly vybrany oleje, které vykazovaly
zvySeny antimikrobialni uc¢inek a zaroven nejsou piili§ prostudovanymi oleji. Jednalo se o

saturejkovy esencialni olej, lemongrassovy olej a olej Litsea cubeba.

Na zéklad¢ vlastni receptury byla vyrobena emulze z pfirodnich ingredienci. Celkovy objem
emulze byl rozdélen na osm ¢asti a byly vytvofeny dvé fady po Etyfech vzorcich. Do prvni
fady byly zakomponovany esencialni oleje a jeden vzorek byl ponechan pouze v zakladnim
sloZzeni. Druhd tfada byla kromé esencialnich oleji jeSté obohacena roztokem kyseliny

mandlové.

Vzorky emulzi byly testovany pfistroji pomoci otevienych koznich testi na volarnim
predlokti probandi. Hodnoty hydratace méfené v korneometrickych jednotkach se i¢inkem
kréml zvySovaly v Case bez ohledu na sloZeni, ale zaroven bylo mozZzné vysledovat, Ze
ptidavek kyseliny mandlové zpusobil niz$i hodnoty hydratace. Také se projevil vliv rizného
zdravotniho stavu pokozky jednotlivych probandek, nebot u nékterych byly hodnoty
hydratace vyS$$i nebo naopak vyznamné niz$i oproti ostatnim. Dal§im meéfenim bylo
hodnoceno mnozstvi transepidermalni ztraty vody a zmény v pH pokozky. Zde se vyrazny
rozdil mezi jednotlivymi vzorky pfilis§ neprojevil. Pouze bylo opét mozné vysledovat rozdily
mezi jednotlivymi ucastnicemi, zvlasté vysoké hodnoty TEWLu vykazovala osoba
s atopickym ekzémem.

Dotaznikového Setfeni na preferenci konkrétniho vzorku a na posouzeni roztiratelnosti se
zOCastnilo tfindct posuzovatelt. Vysledky hodnoceni byly zna¢né rozdilné. Potadovou
zkouskou na vstfebatelnost bylo zjiSténo, Ze mezi vzorky jsou rozdily, ale zaroven

v preferenci vzorkd nebylo mozné urcit, ktery vzorek je nejvice preferovany, protoze se
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odpovédi hodnotitelti vyrazné liSily. Ani u parové zkousky, kterd posuzovala rozdil mezi
dvojicemi vzorkl obsahujicimi stejny esencialni olej s tim, ze jeden ze dvojice mél ve slozeni
navic kyselinu mandlovou, nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil.

Nejzajimavéjsi vysledky pfinesl test prezivani bakterii v emulzi. Posuzovan byl
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Zatimco S. aureus byl v ristu inhibovan
ve vSech vzorcich obsahujicich esencialni oleje jiz po sedmi dnech skladovani, tak
gramnegativni Pseudomonas aeruginosa prokazala zvysenou odolnost. V zdkladni emulzi a
ve vzorku obsahujici esencialni olej Litsea cubeba doslo k vysokému nartstu bakterii az
k fadu 107. Dal$i emulzi, ktera neméla antimikrobialni vliv na P. aeruginosa byla kombinace
saturejkového esencialniho oleje a kyseliny mandlové.

Poznatky zjisténé v diplomové praci mohou byt vychodiskem k dalSimu zkouméni
netradi¢nich esencidlnich olejt a jinych ptirodnich latek ovlivitujici mikrobidlni riist a jejich
vyuziti jako néhrady nebo snizeni mnozstvi syntetickych konzervantii v kosmetickych

piipravcich.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CCM
CFU
c.j.
EO
MBC
MIC

MRSA

o/v
PA
pKa
RCA
SA
SDS
SEM
TEM
TEWL

V/O

Czech Collection of Microorganisms (Ceska sbirka mikroorganismi)

colony forming units (pocet kolonii)
korneometricka jednotka

esencialni olej

minimalni baktericidni koncentrace
minimalni inhibi¢ni koncentrace

Methicillin  resistant  Staphylococcus  aureus

Staphylococcus aureus)
typ emulze olej ve vodé
Pseudomonas aeruginosa

zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty

Reinforced Clostridial Agar (klostrididlni zesileny agar)

Staphylococcus aureus
dodecylsiran sodny
skenovaci (fadkovaci) elektronovy mikroskop

transmisni elektronovy mikroskop

(Meticilin-rezistentni

Transepidermal Water Lose (transepidermalni ztrata vody)

typ emulze voda v oleji
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PRILOHA P I: SENZORICKY DOTAZNIK

DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI EMULZI

Univerzita Tomase Bati ve Zling, fakulta technologicka

Jméno: ...,
Datum: .....ooveei

Hodnoceni €. 1 — potfadova zkouSka na roztiratelnost

Setad’te ptredlozené vzorky emulzi podle roztiratelnosti (1 — nejlépe roztiratelny
vzorek, 8 — nejhiife roztiratelny vzorek):

Jednd se o nucenou volbu, kazdy vzorek musi mit pfidélené odliSné potadi.

vzorek A B C D E F G

roztiratelnost

Hodnoceni €. 2

Serad’te predlozené vzorky emulzi dle vlastni preference (1 — nejvice preferovany, 8
—nejméné preferovany).

Jednd se o nucenou volbu, kazdy vzorek musi mit pfidélené odlisné potadi.

vzorek A B C D E F G

preference

Hodnoceni €. 3 — parova zkouska na vstiebatelnost
Porovnejte dvojice vzorkil s ohledem na vstiebatelnost. Lépe vsttebatelny vzorek
zakrouzkujte.

A E
vzorek B F
C G




Kédovani vzorka

zéaklad

zéklad + saturejka

zéklad + lemongras

zéklad + litsea cubeba

emulze s kyselinou mandlovou

emulze s kyselinou mandlovou + saturejka
emulze s kyselinou mandlovou + lemongras
emulze s kyselinou mandlovou + litsea cubeba

T QTmMmomgaOw



PRILOHA P II: HODNOCENI EMULZI NA ROZTIRATELNOST
POMOCI FRIEDMANOVA TESTU

vzorek

Hodnotitel

A B C D E F G H
1 8 7 1 2 5 3 4
2 2 5 8 7 1 3 4 6
3 6 3 1 2 8 7 5 4
4 6 7 5 8 1 2 4 3
5 8 7 6 5 2 3 4 1
6 8 6 7 5 2 1 3 4
7 8 6 7 5 4 3 1 2
8 8 7 3 4 5 6 2 1
9 8 7 5 6 3 2 4 1
10 8 7 6 5 4 3 2 1
11 6 5 3 1 2 4 8 7
12 8 7 6 5 1 2 3 4
13 2 1 4 3 7 6 5 8
T; 86 75 62 58 46 47 48 46
Ty 7396 | 5625 | 3844 | 3364 | 2116 | 2209 | 2304 | 2116
STi*=28974

testové kritérium:
FR = 12 Z T?—3xn*(R+1)
nxR*(R+1)
FR = 12 * 28974 —3%13x(8+ 1) = 20,45

13x8x(8+1)
kriticky obor:
FR = Qy_q(R;n)
FR = Q0,05(8;13)
20,45 > 13,76



PRILOHA P III: HODNOCENI PREFERENCE EMULZI POMOCI
FRIEDMANOVA TESTU

vzorek

Hodnotitel

A B C D E F G H
1 4 7 6 2 3 8 5 1
2 1 8 6 4 2 7 5 3
3 3 5 1 2 8 7 4 6
4 8 3 2 1 7 5 4 6
5 8 7 3 2 4 5 6 1
6 8 6 7 5 3 2 1 4
7 8 3 2 4 6 5 7 1
8 4 3 1 2 8 5 6 7
9 5 8 3 2 6 7 1 4
10 3 1 7 8 5 6 2 4
11 5 4 2 1 3 6 8 7
12 8 6 4 3 7 5 2 1
13 1 2 4 3 8 6 5 7
T; 66 63 48 39 70 74 56 52
Ty 4356 | 3969 | 2304 | 1521 | 4900 | 5476 | 3136 | 2704
ST =28 366

testové kritérium:
FR = 12 2; TZ —3«nx(R+1)
n*xR*(R+1)
FR = 12 * 28366 —3%13%(8+1) = 12,65

13%8+%(8+1)

kriticky obor:
FR = Q1-(R;n)
FR = Q0,95(8;13)
12,65 < 13,76



PRILOHA P IV: PAROVA ZKOUSKA NA VSTREBATELNOST

Dvojice porovnavanych vzorki
A E B F C G D
Pocet
preferenci 6 / 9 4 ? 4 6

Vzorovy vypocet pro dvojici vzorkii A E

testové kritérium:

T n-ny+1
F = 7 =1
13-7+1

kriticky obor:
FzF_q(vi;v,)
1= Fyo95(14;14)
1<2,48
stupn€ volnosti:
vi=2n—nyu+1)

VvV, =2%1y,



