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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vlivem polysacharidii na pokozku, a to piedevs§im jejich G¢inky na
hydrataci a elasticitu pokozky. Pro experiment byly vybrany dva polysacharidy; kyselina
hyaluronova, jako etalon mezi u¢innymi latkami pouzivanymi v kosmetice a Fucogel. Byly
testovany ruzné koncentrace a nasledné i kombinace téchto ucinnych latek zapracované
v kosmetické formulaci. VIliv pfipravenych formulaci na pokozku byl méfen
korneometrickou sondou (hydratace) a sondou cutometru (elasticita). V druhé ¢asti prace
pak byly v pribéhu Sesti tydnl testovany komercni pfipravky s obsahem studovanych
polysacharidli a byl zjistovéan jejich dlouhodoby vliv na zlepSeni hydratace a elasticity

pokozky.

Kli¢ova slova: polysacharidy, hydratace, elasticita, kyselina hyaluronova, Fucogel

ABSTRACT

The thesis is dealing with the effect of polysaccharides on the skin, mainly with their
effects on skin hydration and elasticity. For the experiment, two polysaccharides were
selected; hyaluronic acid as a standard among the active ingredients used in cosmetics, and
Fucogel. Various concentrations and their combinations of active ingredients incorporated
in cosmetic formulation were tested. Their effect on the skin was measured by a
corneometric probe (hydration) and a cutometer probe (elaisticity). In the second part of
the work, commercial preparations containing the studied polysaccharides were tested over
the period of six weeks and their long-term effect on the skin hydration and elasticity was

determined.

Keywords: polysaccharide, hydration, elasticity, hyaluronic acid, Fucogel
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UvVOD

Pokozka plni nejen ochranou, termoregulacni a smyslovou funkci, ale v dnesni dobé je ji
prikladana i1 funkce socidlni a estetickd. Vlivem ptisobeni vnitinich 1 vnéjSich vliva, jako je
starnuti nebo UV zéfeni, dochazi ke zhorSovéni stavu pokozky. Snizuje se mnozstvi
kolagennich vlaken, zkracuji se elastinova vlakna, zpomaluje se obnova bunék, klesa
mnozstvi ceramidil a snizuje se obsah vody v pokozce. To v§e ma za nasledek viditelné

negativni zmény jejiho vzhledu.

Nejvyznamnéjsi vliv na potlaéeni nezadoucich zmén pokozky ma prevence, kterd muze

tyto zmény vyrazné potlacit. Zmény ktize, které jiz vznikly, jsou pak jen obtizné vratné.

Existuje mnoho moznosti, jak udrzet pokozku v dobrém stavu a oddalit jeji starnuti. Mezi
nejcastejs$i a nejdostupnéj$i metody patii metody neinvazivni, predevsim lokalni aplikace
kosmetickych pfipravki s obsahem aktivnich latek podporujicich zpevnéni kiize, jeji

vyhlazeni a hydrataci.

JiZ mnoho let se v kosmetické péci pouziva kyselina hyaluronova. Je prokazano, ze tento
ptirozené se v téle vyskytujici polysacharid, hydratuje pokozku a zvySuje jeji pruznost.
Mezi novéjsi kosmetické suroviny s vyraznymi hydrataénimi schopnostmi patii také
polysacharid Fucogel. Ten se diky svym vlastnostem stdle vice vyuziva predevsSim
v kosmetickych krémech, do kterych se na rozdil od kyseliny hyaluronové snadno

zapracovava.

V této diplomové praci byl testovan vliv vySe zminénych polysacharidii piedevSim na
hydrataci a elasticitu pokozky. Byly zjistovany rozdily v rychlosti nastupu i délce t¢inku
aktivnich latek. Testovany byly riizné koncentrace latek a néasledné i kombinace obou
polysacharidi pomoci bioinZenyrskych metod in vivo jak v kratkodobém, tak

dlouhodobém testu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HYDRATACE POKOZKY

Kize je velké mezifazové rozhrani oddélujici lidské télo a vné&jsi prostredi. [1, s. 1] Jeji
dalezitou funkci je ochrana proti mechanickému poskozeni, chladu, teplu, UV zafeni,
chemickym latkam, vysuSeni a infekci. [2, s. 192] Hydratace je klicovou vlastnosti kize,
ktera ovliviiyje jeji fyzikalni a mechanické vlastnosti a je rozhodujici pro udrzeni zdravé
pokozky. Schopnost pokozky udrzovat vodu se vztahuje predevSim ke stratum corneum

(SC), které funguje jako bariéra proti ztrat¢ vody. [3, s. 75]

Odhaduje se, ze bez stratum corneum by se zvysila ztrata vody z 0,5 na 8,5 litrli vody za
den. Optimalni obsah vody v SC je 10-15 %. Obsah vody v dermis je disledkem
hydrofilnich vlastnosti proteoglykanti a glykosaminoglykanii (kyselina hyaluronova,
chondroitin sulfat, dermatan sulfat), jejich schopnosti vazat velké mnozstvi vody v fadech
nékolika set nasobkil své hmotnosti. Ackoliv je voda na tyto molekuly vazana, uvoliiuje se
a migruje k povrchu kize, kde se odpatuje. Uroven vlhkosti je pak dana rozdilem mezi

pfijmem a ztratou vody. [4, s. 69]

Hydratace epidermis jako jeden z nejvyznamnéjSich faktort ovlivitujicich odolnost a zevni
vzhled kiize, izce souvisi s plisobenim mnoha vnéjsich vlivii. Pokud jimi neni narusovana,
je hodnotou konstantni. Cim je tato hodnota uréovana, neni presné znamo, je viak ziejmé,
ze v pokrocilém veku klesa, dale klesd pii degenerativnich zméndch zplisobenych napf.

svételnou expozici a je zavisla 1 na celém komplexu vnitinich faktord. [5, s. 33]

1.1 Integrita kiize a hydratace

ZadrZzeni vody v SC je zavislé na dvou hlavnich faktorech, na pfitomnosti pfirodnich
hygroskopickych ¢inidel uvniti korneocyti, které jsou souhrnné oznaovany jako ptirodni
hydrata¢ni faktor (NMF) a mezibunécné lipidové dvojvrstvé uspofddané jako bariéra
transepidermalni ztraty vody (TEWL). Obsah vody v SC je nutny pro spravné zrani bunck
a deskvamaci ktze. ZvySena TEWL totiz zhorSuje enzymatické funkce potiebné pro
normalni deskvamaci a pokud obsah vody v SC klesne pod kritickou uroven, jsou tyto
enzymatické funkce naruseny, coz vede k adhezi korneocytl a jejich akumulaci na koZznim

povrchu. [3, s. 76]
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Vnéjsi
Skodliviny

Ztrata vody Ztrata vody

J Stratum
Corneum

[ Epidermis

Dermis

PokozZka s neporusenou bariérou Pokozka s poSkozenou bariérou

Obr. 1 Transepidermalni ztrata vody (TEWL) [6]

1.1.1 Role korneocytii a NMF

Korneocyty predstavuji cca 85 % z celkové hmotnosti SC v suchém stavu. Pii vystaveni
ktze vlhkému prosttedi, absorbuji korneocyty velké mnozstvi vody. Pfi plné hydrataci
mohou bobtnat zhruba o 50 %. [1, s. 1-2] Korneocyty funguji jako fyzikalni bariéra SC.
Obsahuji keratinova vldkna, aminokyseliny a molekuly NMF, tedy smés hygroskopickych
molekul, které pomahaji udrZzet vodu v korneocytech a tim 1 ve SC. SC obsahuje ptiblizné
10-15 % vody, znichZ je ¢ast pevné vazana na hygroskopické molekuly NMF a lipidy
v kiizi. Mnozstvi této ¢asti vody je umérné vnéjsi relativni vlhkosti. Zbyvajici podil vody je
vazan v intracelularnim keratinu a obvykle se v zavislosti na vnéjSich podminkach neméni.
[3, s. 76] Co se tyka podrobnéjsiho slozeni NMF, zahrnuje latky, jako jsou aminokyseliny,
mocovina, mocova kyselina, glukosamin, kreatin, fosfaty, laktaty, chloridy, citraty, cukry,

peptidy a dalsi. Jejich koncentrace ¢ini 10 % suché hmotnosti SC. [2, s. 192]

1.1.2 Role lipida SC

V soucasnosti se SC charakterizuje strukturou ,,zed™, pticemz ,,cihly* v ni tvoii korneocyty
a ,,malta“ je sloZzena z lamelarni lipidové vrstvy. [4, s. 69] Bariérova funkce SC, kterd ma
schopnost zabranit nadmérné ztraté vody a elektrolytu, je zprostfedkovana mezibunécnymi
lipidy. Tyto lipidy, které jsou organizovany s vodou do fazi a jsou popisovany jako série
paralelnich lamelarnich membran, poskytuji tésnou a ucinnou bariéru pro TEWL.
Organizace lipidi ma zasadni vyznam pro bariérovou funkci. Supravodivé lipidy sestavaji
z ekvimolarni smési ceramidldl (45-50 %), cholesterolu (20-25 %) a volnych mastnych
kyselin (10-15 %). Lipidy jsou vylu€ovany na ptechodu z granularni buiiky do korneocytu.
[3,s.77-78]
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1.2 Koncentrace vody v epidermis

Obsah vody v epidermis je vysoky (70 %), ale prudce klesa na piechodu stratum
granulosum (SQG) a stratum corneum (SC) (15-30 %). Tato nerovnovédha v obsahu vody
»izoluje®“ SC ztéla a pomahd zachovat dulezité rozpustné latky uvnitt Zivotaschopné
epidermis. Prudky nardst obsahu vody ve spodni casti SC spousti dulezité funkce
keratinocytt, jako je proteolyza filagrinu a v disledku toho tvorba NMF v hlubsi ¢asti SC.
Nerovnovaha v obsahu vody rovnéz souvisi s nartstem sekrece lipidit v SC. Oba procesy

jsou nezbytné pro hydrataci a spravnou bariérovou funkei kiize. 3, s. 78]

V Urovni vnitinich partii rohové vrstvy je lokalizovana tzv. “vodni bariérova zoéna®, ktera
vytvaii hranici mezi zrohovatélymi vrstvami epidermis, které jsou dehydratované, a
vrstvami netplné€ zrohovatélymi, které obsahuji intracelularni vodu. Obsah vody na trovni
této bariérové zony je vyslednici mezi mnozstvim vody, kterd sem z hlubsich vrstev kize
pronika difuzi a obsahem vody v okolni atmosféte nad koznim povrchem. Voda je zde
vazana predevSim osmotickymi silami. Rozdil v podilu vody v rohové vrstvé epidermis
nad bariérovou zénou a pod ni je fyziologicky velice vyznamny. Keratin zevni vrstvy mu
vdéci za svou mechanickou i chemickou odolnost. Tento podil musi byt optimalni. Pfi
ptiliSném poklesu hydratace ztraci SC svoje charakteristické vlastnosti a svou odolnost

stejn€, jako kdyz dojde k jejimu bobtnani. [5, s. 32-33]

1.2.1 Uloha proteinu AQP3

Protein AQP3 patii mezi aquaglyceroporiny. Aquaglyceroporiny jsou membranoveé
proteiny, které tvoti vodni kanaly pfes bunéénou membranu. Usnadnuji transport vody a
rozpus$ténych latek, jako je glycerol nebo mocovina. AQP3 umoziiuje rychlou prostupnost
vody mezi zékladnou epidermis a SC, a zajiStuje tak udrZeni konstantniho obsahu vody

v Zivotaschopné epidermis. [3, s. 78-79]

1.2.2 Uloha tésnych spojovacich struktur

Prudky nérGst mnozstvi vody v dolni ¢asti SC znamend, ze bariéra proti TEWL neni
homogenné distribuovdna v celém SC, ale nachazi se na spojeni SC a SG. Toto tésné
spojeni je tvoifeno mezibunécnymi strukturami, které fidi paracelularni propustnost. [3, s.

79-80]
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Korneocyty jsou pokryty obalem ze strukturdlnich proteini a lipidovym obalem
z ceramidi a jsou stmeleny mezibunécnou hmotou, slozenou piedevSim z ceramidi,
cholesterolu a lamelarné uspofadanych mastnych kyselin. Specialni zaklesnuti bun¢k a

stmeleni mezibunécnou hmotou zabezpecuje dokonalé hydrofobni utésnéni SC. [2, s. 192]
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2 KOSMETICKE AKTIVNI LATKY OVLIVNUJICI HYDRATACI

Hydrataci rohové vrstvy lze zajistit aplikaci hydratacnich kosmetickych piipravkl
s obsahem pomocnych latek ze skupiny humektanti, emolientdi, popt. okluziv, z nichz
kazda ma vlastni mechanismus u¢inku. [2, s. 192] Hydrataéni kosmetické piipravky
zlepsuji hydrataci pokozky, zvysSuji obsah vody ve SC a zabranuji transepidermalni ztraté
vody, ale také kryji drobné kozni praskliny, poskytuji ochranny film a chrani pokozku pied
ttenim. Navic vyhlazuji povrch kize a obnovuji schopnost mezibunécné lipidové
dvojvrstvy absorbovat, zadrzet a redistribuovat vodu. [7, s. 77] Cosmetic, Toiletry and
Fragrance Association (CTFA) uvadi nékolik tisic slozek v pripravcich péce o pokozku.
Ptes 3000 slozek je pak uvedeno jako zmékcujici, zvlhcujici, okluzivni nebo jinak

oSetfujici pokozku. [8]

2.1 Humektanty

Humektanty jsou latky pouzivané v kosmetickych piipravcich ke zvySeni obsahu vody
v hornich vrstvach kuze, predevsim v SC, a k doplnéni latek NMF, které¢ se pribézné
odstranuji z kozniho povrchu napf. mytim. Jsou to malo prchavé latky schopné po delsi
dobu zadrZovat vlhkost pii relativné Siroké zméné vnéjsi vlhkosti. [2, s. 193] Humektanty
jsou hygroskopické slouceniny, coz znamend, Ze maji schopnost absorbovat vodu, a to ze
dvou zdroji, z dermis do epidermis a ve vlhkych podminkach i z okolniho prostiedi. Rada
humektanti ma i emolientni vlastnosti. [9, s. 280] Pouzivaji se pfedevSim organické
slouceniny ze skupiny polyoltl, a to glycerol, propylenglykol a sorbitol. Déle jsou to latky
pfirozené¢ho hydratacniho faktoru, jako napf. mocovina a kyselina mlécna. Z polysacharidi
se do této skupiny fadi kyselina hyaluronova, jeji sodna stl hyaluronan a chitosan. Mezi
dalsi hydratacni latky ptsobici v kosmetickych pfipraveich patii napf. alantoin, kyselina
arachidonova, kyselina askorbovéa, azulen, bisabolol, kolagen, Zelatina, glukéza,
hydrolyzovany keratin, hydrolyzovany sdjovy Skrob, maltodextrin, mlécné proteiny,
medovy extrakt, minerdlni soli a motska sil. [2, s. 193] Humektanty mohou usnadnit
TEWL zvySenim absorpce vody z dermis do epidermis, kde se snadno odpatuje. Proto je
¢asto nutna jejich kombinace s okluzivy, které poméhaji zvysit funkci epidermalni bariéry.

[7,s.77]
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2.2 OKkluziva

Okluziva se pouzivaji v kosmetickych ptipravcich ke zvyseni obsahu vody ve SC tim, Ze
zpomaluji vypatfovani vody. [2, s. 193] Jsou to latky, které fyzicky blokuji TEWL.
Okluziva maji nejvyraznéjsi ucinek pii aplikaci na mirn€ navlhéenou pokozku, kde vytvari
hydrofobni bariéru kiize a pfispivaji k matrici mezi korneocyty. V praxi je k dispozici
Siroka Skala okluziv. Mohou to byt napf. mineralni oleje na bazi zropy. [9, s. 281]
uhlovodikii. Vazelina je nejicinnéjSim klasickym okluzivnim c¢inidlem. Ve srovnani
s olivovym olejem muze jeji minimalni koncentrace 5 %, snizit ztraty transepidermalni
vody o vice nez 98 %. Dalsim G¢innym a Siroce pouZivanym okluzivem je lanolin. Je to
zivocisny vosk, ktery je vylu¢ovan mazovymi zldzami ovci a obsahuje ve své struktute
estery, diestery a hydroxyestery o vysoké molekulové hmotnosti. Na rozdil od lidského
mazu neobsahuje triacylglyceroly. Lanolin mtze snizit transepidermalni ztratu vody o 20—
30 %. K negativnim 0¢inklim okluziv lze fadit ptecitlivélost n€kterych osob na jejich

pusobeni a mastnou konzistenci. [7, s. 77]

2.3 Emolienty

Emolienty jsou pfipravky, které zmékcuji, zvlacnuji, vyhlazuji kiizi, upravuji pH kiiZze a
regeneruji, a jsou tedy zvIast’ vyznamné v obnové kozZni bariéry. [10, s. 120] Jedna se o
hydrofobni latky, pfedevSim lipidy a oleje, které po aplikaci pokryvaji kozni povrch a
dopliuji tak ubytek koZniho lipoidniho filmu, ¢imz se omezi pasivni TEWL, zlepsi se
hydratace SC a celkovy vzhled pleti. [2, s. 193] Emolienty ovliviiuji fyziologii a patologii
ktze tim, Ze plsobi na funkci kozni bariéry. Ovliviiuji napf. produkei eikosanoidi, tekutost
membrany a bunécnou signalizaci a zlepSuji rovnéZ hojeni kiize. [7, s. 77] K emolientim
se fadi jak samotné konstitutivni latky, tak 1 jednotlivé druhy topicky aplikovanych
kosmetik, které tyto latky obsahuji. Mohou to byt napf. emulzni piipravky typu o/v,
emulze ¢i krémy nebo pfipravky mastné, a to kapalné a polotuhé emulze typu v/o
obsahujici vazelinu, parafiny a jiné lipofilni latky, popt. hydrogely s vysokym obsahem

vody, které jsou schopné tvofit tenky film. [2, s. 193]
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Tab. 1. Typy hydratacnich slozek dle mechanismu ucinku [10, s. 121]

Typ Mechanismus ucinku Hydrataéni latky Priklady komerc¢né
dostupnych extern
OKkluziva | Hydrofobni latky: na Vazelina, lanolin, Vazelin
povrchu klize tvori silikonové oleje Synderman
okluzi, ¢imZ neptimo (dimetikon), rostlinné
AV . .. , Pontin
snizuji TEWL, oleje (slunecnicovy,
podporuji biosyntézu olivovy, mandlovy, Simplex
lipida bambucké méso)
Emolienty | Lipidy rostlinného Ceramidy, esencialni Lipobase repair
puvodu pronikaji mastné kyseliny A-Derma
¢astecn¢ do SC, (linolova, linolenova),
oo o Linola

zabranuji odpafovani cholesterol
vody, obnovuji kozni Lipikar Baume AP+
bariéru (stimuluji
tvorbu lipidil a také
bilkovin kozni bariéry)

Humektanty | VaZou vodu v SC, a Glycerol, urea, Excipial
tim zvySuji pfijem vody | propylenglykol, U Lipolotio

z dermis do epidermis,
ve vlhkém prostiedi
pomahaji rohové vrstvé
absorbovat vodu ze

zevniho prostiedi

hyaluronan sodny,
kyselina mlécna,
kyselina

pyrrolidinkarbonova
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3 POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou pfirodni makromolekuldrni polymery, které jsou obvykle slozeny z vice
nez 10 monosacharidii spojenych glykosidickymi vazbami v linearnich nebo rozvétvenych
fetézcich. Jejich molekulova hmotnost je v fadu desitek tisic nebo dokonce miliond g/mol.
Siroce se vyskytuji v rostlinach, mikroorganismech, fasich a télech Zivo&ichd.
Polysacharidy jsou nezbytné pro fadu biologickych procest, jako je mezibunécna

komunikace, adheze bun¢k a bunécnd imunita. [11, s. 91]

Polysacharidy vyskytujici se v mikroorganismech, fasach, rostlindch i zvitatech jsou vzdy
spojeny s dal§imi biomolekulami, napt. proteiny, polynukleotidy, lipidy a nékterymi
minerdlnimi latkami, a to prostfednictvim jak fyzikalnich, tak chemickych vazeb.
Polysacharidy lze klasifikovat mnoha moznymi zplsoby, napiiklad na zdkladé jejich
struktury, chemického slozeni, rozpustnosti, zdroje ziskavani a aplikace. S ohledem na
chemické slozeni jsou polysacharidy klasifikovany do dvou skupin. Prvni skupinu tvoii
homo-polysacharidy, které jsou slozeny z jednoho typu monosacharidu, zde jako piiklad
slouzi celuldza a glykogen, kde je stavebni jednotkou glukéza. Heteropolysacharidy se pak

skladaji z vice nez jednoho typu monosacharidu a jako piiklad lze uvést heparin. [12, s. 32]

Oproti syntetickym polymeriim vykazuji polysacharidy a jejich derivaty fadu vyhod. Jsou
netoxické, biologicky odbouratelné, biologicky kompatibilni a fada z nich je i levngjsi. To
umoziuje Siroké spektrum aplikaci polysacharidli v riznych oblastech. Jako pfiklad je
mozné uvést jejich vyuziti v biomedicin€ nebo farmacii, potravinafstvi a kosmetice.
Polysacharidy a jejich derivaty se vyuZivaji pro tkdfiovou bunécnou signalizaci, bunéénou
adhezi, buné&tnou proliferaci, bunécnou diferenciaci. Diky jejich biokompatibilité a nizké
toxicité jsou rtizné polysacharidy, jako naptiklad chitosan, celuléza, hyaluronan a alginat,

pouzivany pro piipravu material k hojeni ran. [12, s. 50]

CHOH H HO CHOH
H 0 H 0_ro-
OH H H
OH H H OH H
- 0" Lo
H OH CHOH H OH

Obr. 2. Celuloza [13]
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Biologicka aktivita polysacharidii je vyznamné ovlivnéna jejich chemickou strukturou a
konformaci polymerniho fetézce. [12, s. 32] Polysacharidy vykazuji protinddorovou
aktivitu, imunoregula¢ni aktivitu, aktivitu proti diabetes, antikoagulac¢ni aktivitu,

antivirovou aktivitu, antioxidacni aktivitu a dalsi. [11, s. 92]

S ohledem na ptivod lze polysacharidy klasifikovat na ty, které se vyskytuji v lidském téle
a polysacharidy z ostatnich zdroji. Mezi polysacharidy lidského téla patii kyselina
hyaluronova a chondroitin sulfat. Polysacharidy pochazejici z ostatnich zdrojti pak mohou
byt zivo¢iSného, rostlinného nebo bakteridlniho pivodu. Zde lze zaradit napt. chitin a
chitosan, kyselinu alginovou a alginaty, xanthanovou gumu, arabskou gumu, Skrob,

celuldzu, pektin nebo karagenan. [14, s. 806-810]

3.1 Polysacharidy lidského téla a ze Zivoc¢iSnych zdroji

Do skupiny bioaktivnich polysacharidi pochdzejicich z lidského téla a ze zivocisnych
zdroji lze zatradit predevSim sulfatované glykosaminoglykany, jako je heparan sulfat,
chondroitin sulfat, dermatan sulfat a keratin sulfat. Heparin, vysoce sulfatovany heparan
sulfat, je Siroce pouzivan jako nejucinnéjsi klinicky antikoagulant. Chondroitin sulfat a
dermatan sulfat jsou klicové molekuly extraceluldrni matrix mozku, reguluji adhezi bungk,
proliferaci a migraci béhem hojeni ran a signalizaci ristového faktoru ve skeletu. Kyselina
hyaluronova (HA) je zékladni sloZkou extracelularni matrix, zprosttedkovava bunécnou
signalizaci, hojeni ran a morfogenezi. Chitin je po celuloze druhy nejcastéji se vyskytujici
ptirodni polymer, ktery se nachazi primarn¢ v exoskeletech ¢lenovct, napi. skofapkach
krabi a krevet, a v kiizi hmyzu. Parcidlni deacetylaci chitinu za alkalickych podminek se
chitinu a chitosanu jsou uznavany pro svoji biologickou aktivitu, vykazuji rovnéz
hemostatické piisobeni, protizanétlivé u¢inky a maji rovnéz protinadorove, antibakterialni

a fungicidni vlastnosti. [12, s. 36-37]

3.2 Polysacharidy z rostlinnych zdroju

Polysacharidy z rostlin, ve své nativni form¢, stimuluji lidsky imunitni systém, inhibuji
replikaci vird,, zachycuji volné radikaly a brani oxidaci lipidi. Polysacharidy zfas a
liSejnikth pak maji vynikajici fyzikalni vlastnosti a funguji jako zahuStovadla, gela¢ni

¢inidla a stabilizatory. Vykazuji také biologickou aktivitu, jako je antikoagulacni,
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antitrombotickd, antioxidacni, antivirovd, protinddorova a imunomodulacni aktivita.
Sulfatované polysacharidy, jako jsou napft. karagenany v Cervenych tasach, jsou jednou
obnovitelny zdroj biologicky aktivnich polysacharid, vcéetné kyseliny alginové a

fucoidand. [11, s. 95]

Polysacharidy izolované zliSejnikli jsou tvofené predevSim linedrnimi nebo
substituovanymi o-a/nebo p-glukany. Rovnéz tyto glukany jsou biologicky aktivni.
Vykazuji imunomodulacni aktivitu, stimuluji Siroké spektrum imunitnich odpovédi, jako je
uvolnovani cytokinti, tvorba reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého a uvolnovani
metabolith kyseliny arachidonové. Biologicka aktivita sulfatovanych polysacharidi z fas a
liSejnikd velmi zéavisi na jejich struktufe, obsahu siranu, distribuci sulfdtovych skupin

v hlavnim fetézci, molekulové hmotnosti a prostorovém usporadani.

K dalsim rostlinnym polysacharidim patii celuloza a nékolik primérnich skupin
hemiceluloz, tj. xylany, glukomannany, arabinany, galaktany a glukany. VétSina téchto

polysacharidl nevykazuje biologickou aktivitu. [12, s. 33-36]

3.3 Polysacharidy mikrobialniho ptavodu

Mikrobidlni  polysacharidy jsou biodegradibilni a biokompatibilni polymery
z obnovitelnych zdrojli, které jsou atraktivni pro Siroké spektrum aplikaci. I kdyz se
pouzivaji predevsim jako hydrokoloidy, fada z nich ma i filmotvorné vlastnosti, které je

¢ini vhodné pro piipravu membran s riznymi vlastnostmi. [15, s. 1]

Mikroorganismy jsou schopné pievést zdroje uhliku na polysacharidy s riznymi
chemickymi a materidlovymi vlastnostmi. Mikrobidlni polysacharidy jsou pomoci bakterii
ziskavany prostiednictvim udrZitelného procesu, z obnovitelnych zdroji a za
kontrolovanych kultivacnich podminek. Tyto podminky zajistuji vyrobu produktu o
znamém slozeni a neovliviiuji negativné Zivotni prostiedi. RozSifeni mikrobidlnich
polysacharidl brani pfedevS§im vyrobni néklady, které jsou vyssi nez u vétSiny tradi¢nich
polymerti.

Funkéni vlastnosti mikrobialnich polysacharidii jsou ureny nejen jejich chemickym

sloZzenim, ale také jejich molekuldrni strukturou, stfedni molekulovou hmotnosti a

polydisperzitou. Vyznacuji se vysokou variabilitou molekulérni struktury, coz umoziuje
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jejich Siroké moznosti uplatnéni v mnoha rdznych oblastech, od chemického po

potravinaisky prumysl, farmacii a kosmetiku. [15, s. 4]

V medicin¢ se mikrobidlni polysacharidy vyuzivaji v prostiedcich k podavani 1é¢iv, na
povlaky zdravotnickych prosttedki, v chirurgickych lepidlech a tmelech. Bakteridlni
celuloza byla rovnéz pouzita pro piipravu obvazl na popéleniny, hojeni ran nebo vyrobu

umélych cév pro mikrochirurgii.

V potravinaiském prumyslu jsou mikrobialni polysacharidy Siroce pouzivany jako
zahustovadla, stabilizatory, texturni nebo gelotvorna ¢inidla, kterd zlepSuji senzorické
vlastnosti vyrobku, prodluzuji jeho trvanlivost a usnadiuji zpracovani. Gelan, xanthan a
pullulan jsou pouzivany pii vyrobé jedlych povlakd, které se skladaji z tenké vrstvy

materidlu nanesené¢ho a vytvofené piimo na povrch potravinarského vyrobku.

Vzhledem k hydrofilnimu charakteru a néboji jsou membrany na bazi mikrobidlnich
polysacharidii pouzivany pro ¢isténi odpadnich vod, prokazaly vysokou adsorp¢ni kapacitu
pro aromatické slouCeniny, barviva a ionty tézkych kovi. Také byly pouzity pro vyvoj

soucastek pro elektronické pfistroje. [15, s. 5]
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Obr. 3. Chemicka struktura nékterych mikrobialnich polysacharidii [15, s. 3]
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4 UCINNE LATKY S HYDRATACNIM POTENCIALEM POUZITE
V DIPLOMOVE PRACI

4.1 Fucogel

Fucogel je vysoce viskozni hydrofilni polysacharid mikrobialniho pivodu.
V kosmetickych ptipravcich je jeho funkce =zaloZzena pifedev§im na jedine¢nych

hydratac¢nich a emulgacnich vlastnostech. [16, s. 1362]

Fucogel je ziskavan cestou biotechnologického procesu fermentaci pavodniho
bakteridlniho kmene Klebsiella pneumoniae 1-1507 na Zivnych puadach. Slozeni
makromolekul polysacharidu dava Fucogelu schopnost vytvofit na povrchu klize ochranny
a hydratacni film. Tento film vytvaii mikroklima branici ztraté¢ vody. Prodlouzena ucinnost
Fucogelu je zpusobena pozvolnou degradaci polysacharidi do kratSich jednotek, které

ptirozené zadrzuji vodu. [17, s. 26]

4.1.1 Struktura

Fucogel je hydrofilni polysacharid s opakujici se jednotkou acetylovaného nabitého
linedrniho trisacharidu slozeného z L-fukosy, D-galaktosy a kyseliny galakturonové. Ktery

je ¢astecné acetylovany na ¢tvrtém uhliku kyseliny galakturonové. [18,s. 239]

L - fukosa D - galaktosa kyselina galakturonova
CH,OH COOH
0 HCV——O H%o
CHs HO
j_ﬂ/oq/oﬂ_ﬂ‘ -
e OH OH

Obr. 4. Struktura Fucogelu [17, s. 6]
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4.1.2 Vlastnosti

Fucogel je viskozni, opalescentni roztok se slabou, ale charakteristickou viini. Je rozpustny
ve vodé, propylene glykolu a glycerolu, nerozpustny v ethanolu a nemisitelny
s mineralnimi oleji.

Fucogel obsahuje vysoky podil (33 %) fukozy. [17, s. 11] Fukéza mé znacnou
antibakterialni, antikoagula¢ni, protivirovou, ¢i protinadorovou biologickou aktivitu. [19, s.
72] Diky vysokému obsahu fukézy se Fucogel napt. podili na tlumeni zanétii a zmiriuje
alergickée reakce. Jednou z funkci T-lymfocyti je M.LLF. (Macrophage Migration Inhibiting
Factor). Za normalnich podminek je tento makrofag spoustééem hypersenzitivnich reakci.
Pokud je vSak na jeho specifické receptory navazana fukédza, dojde k inhibici této
vlastnosti. Fucogel je tedy mozné povaZovat za aktivni latku s modulaénim U¢inkem,

tlumicim alergické reakce. [17,s. 11]

Fucogel je stabilni v Sirokém rozpéti pH a je rovnéz zcela stabilni do teploty 70 °C po dobu
10 minut. Fucogel ma samoemulgaéni schopnost. Pokud je pouzit v koncentraci nad 7 %,

stabilizuje emulzi bez potfeby pfidavat jiny emulgator. [17, s. 26]

4.2 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (hyaluronan, HA) je polysacharid ze skupiny glukosaminoglykant.
Nazev této slouceniny pochdzi ziteckého hyalos (skelny). HA je pfirodni, husta a
transparentni latka, ktera se hojné vyskytuje ve vSech zivych organismech. U c¢lovéka se
nachdzi v celé fad¢é tkani, napf. pokoZce, kloubni chrupavce, ocnim sklivci a sténach
krevnich cév. NejvySsi koncentrace HA se vSak nachdzi v extracelularni matrix kaze.
Hladina HA v téle s vékem klesa a kolem 80 let vymizi uplné. [20, s. 133] HA se
v organismu vétSinou vyskytuje v podobé sodné soli, hyaluronatu sodného. Lidské télo o
hmotnosti 70 kg obsahuje ptiblizn¢ 15 g HA, pfiCemz jedna tietina se obnovuje kazdy den.
HA se v podobé signalni molekuly aktivné podili na imunologickych procesech a ovlivituje
adhezi a mobilitu bunék. [21, s. 75] Za fyziologickych podminek miize HA v kazi také
zachytavat volné radikaly a antioxidanty. Spektroskopické studie dokonce naznacuje, Ze
dvojna vazba v jednotce D-glukuronové kyseliny, kterda je soucdsti HA, mulZze tvofit
komplex s reaktivni formou kysliku a sniZit toxicitu volnych radikalt. [22, s. 2-3]
Hyaluronan je syntetizovan mnoha buiikami organismu, zejména témi, které jsou zapojeny

do tvorby extracelularni matrix, resp. pojivové tkané (napf. fibroblasty, keratinocyty, ale 1
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tireba krevni desticky). Syntézu zajistuje enzym hyaluronan syntdza, ktery je lokalizovan
v membran¢ bunék. [23, s. 7] Unikatni viskoelasticky charakter HA spolu s jeji
biokompatibilitou vedou k pouziti v fad¢ klinickych aplikaci, v¢etné doplnéni kloubni
tekutiny pfi artritidé, jako chirurgickd pomoc v o¢ni chirurgii a pro usnadnéni hojeni a
regenerace chirurgickych ran. [24, s. 398] Kyselina hyaluronova a jeji sodné a draselné soli
jsou aktivni slozky mnoha hydratacnich, ochrannych ptipravki a piipravka proti starnuti
pleti. Piisobi v kosmetice jako latky pro oSetfeni pokozky v koncentracich az do 2 %. [20,

5. 133]

4.2.1 Struktura HA

Typickym znakem HA je struktura tvofend z opakujicich se disacharidovych jednotek
sloZzenych z monosacharidu kyseliny D-glukuronové, kteréd je f 1-3 glykosidickou vazbou
spojena s dalSim monosacharidem N-acetylglukosaminem. Jednotlivé disacharidové
jednotky jsou pak pomoci f 1-4 glykosidickych vazeb pospojovany v polymer s vysokym
stupném polymerace. [23, s. 7] Jediny glukosaminoglykanovy fetézec je obvykle tvofen
z20 az 200 opakujicich se disacharidovych sekvenci, ale jejich pofet mize dosahnout

10000 nebo dokonce vice. [20, s. 133]

Coo T
o
T e
o
CH H
H OH H NHCOCH,
D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 5. Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [25]

Jak je uvedeno vyse, primarni struktura HA se sklada z opakujicich se disacharidovych
jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu. Sekundarni strukturu HA
pak predstavuje dvojSroubovice stocenych disacharidovych jednotek, pootocenych k sobé
vuhlu 180°, kterd tvoii fetézec makromolekuly. Terciarni struktura je tvofena
prostiednictvim interakci hydrofobni casti fetézce a intramolekuldrnich vodikovych

vazeb.[26] Bylo prokazano, ze spirdlova forma HA v pevném stavu zavisi na protiiontu,
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pH, teploté a rozsahu hydratace. Spirdlova konformace v pevném stavu vyvolala otdzku,
zda by nékteré uspotadané formy mohly vibec existovat za hydratovanych podminek.
Provedené experimenty poskytly dikazy o vyznamnych konformacnich rozdilech mezi HA
v pevném stavu a HA v roztocich. Pfi méfeni nuklearni magnetické relaxace na roztocich
HA byly identifikovany dva typy zbytkl v fetézcich HA. Vztah mezi relaxacnimi dobami a
konformacéni mobilitou ukazal, Ze existuji dva typy domén s riznou pohyblivosti. Zatimco
jedna méla pohyblivost flexibilniho polymeru, druha byla tuha a musela tedy obsahovat
kooperativni strukturu. Tuhd ¢ast predstavovala 50-70 % struktury HA a tento podil nebyl
ovlivnén zménami iontové sily nebo teploty, pfidavkem denaturac¢niho cinidla, jako je
mocovina, nebo mirnymi zménami pH. Retézce HA si stale zachovavaly vysoky stupefi
tuhosti, 1 pfi redukci poctu disacharidovych jednotek (od 2500 do méné nez 60). [27, s.
2666-2668]

4.2.2 Vlastnosti

Vlastnosti HA jsou siln€ zavislé na jeji molekulové hmotnosti. Pokud je molekulova
hmotnost HA vyssi nez 100 kDa, je schopnost tohoto polymeru pronikat do epidermis
omezena. [20, s. 133] Obecné plati, Ze hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti
nejevi prakticky Zadnou biologickou aktivitu ve smyslu regulace pochodi v organismu
nebo regulace bun¢k a slouzi hlavné jako strukturni jednotka. Naproti tomu hyaluronan
s nizkou molekulovou hmotnosti ma vliv na rizné pochody v tkanich a bunkach, pficemz
bylo prokdzano, ze ¢im je molekulovad hmotnost niZsi, tim vySsi je biologicka aktivita. Je
znamo, ze hyaluronan ma pomérné rychlou obnovu, napf. v kiizi je jeho metabolicky
polocas v fadu desitek minut az hodin. [23, s. 7-8] HA je vysoce hygroskopicky polymer.
Kazda jednotka kyseliny glukuronové obsahuje karboxylovou skupinu, coz vede
k polyaniontové povaze celé molekuly pii fyziologickém pH. Z toho diivodu, v pfitomnosti
vody, molekuly HA mohou expandovat v objemu a mohou tvofit sit' stabilizovanou
vodikovymi vazbami. Jedna molekula HA muze navézat piiblizné¢ 250 molekul vody.

Charakteristickou vlastnosti vodnych roztokiit HA je pseudoplasticita. [20, s. 133]

4.2.3 Chovani kyseliny hyaluronové v roztoku

Molekula HA obsahuje disociovatelné karboxylové skupiny, diky ¢emuz se ve vodnych
roztocich chovéa jako negativné nabity polyelektrolyt. Ten dokéze vazat kladné ionty

rizného mocenstvi. HA vykazuje v roztoku mnozstvi konformaci a vazebnych interakci.
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Rozméry, konformace, tvar i stupenn hydratace molekuly HA jsou ovlivnény stupném
disociace, ktery zavisi na ptitomnosti kladn¢ nabitych iontl, pH, specifickych iontovych
interakcich, iontové sile a relativni permitivité rozpoustédla. Podstatné zmény konformace
mohou nastat i ve smésnych rozpoustédlech. [28, s. 285-286] Ve fyziologickém roztoku se
fetézce molekuly hyaluronanu navzajem proplétaji do ndhodného klubka, a to jiz za velmi
nizkych koncentraci. Tato klubka na sebe dokazi vazat az tisicinasobné vice vody, nez je
jejich hmotnost. Axialni vodikové atomy vytvaii nepoldrni, relativné hydrofobni cast
molekuly a postranni fetézce molekuly tvoii pfevazné polarni, hydrofilni ¢ast. V disledku

toho vznika typicka struktura Sroubovice molekuly HA. [24, s. 399]

Obr. 6. Struktura hyaluronanu v roztoku [29]

4.2.4 Reologické vlastnosti HA

Kyselina hyaluronova se chova jako pseudoplasticky material s viskoelastickymi
vlastnostmi. [20, s. 133] Pii vysSich koncentracich maji roztoky extrémné vysokou
viskozitu zavislou na smykovém napéti. Mimotadné reologické vlastnosti roztoki HA je
¢ini idealnimi pro pouziti jako lubrikanty v fadé odvétvi, vCetné kosmetiky a mediciny.

[24, 5. 399]
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4.3 Aquaregul K

Aquaregul K® je komplex vytvoreny z draselné soli L-pyrrolidone karboxylové kyseliny
(L-PCA) a vodného extraktu kaktusu Opuntia ficus indica. Opuncie je poustni rostlina
patfici do rodu Cactaceae, kterda je znamd svymi schopnostmi pfizplsobit se riznym
klimatim a pidnim druhtim. V kosmetice je vyuzivano jeji schopnosti ziskat vodu a

uchovavat ji ve svych tkéanich. [30]

4.4 Studie ucinnosti Fucogelu ve srovnani s kyselinou hyaluronovou

Fucogel je na komercni bazi dodavan spolecnosti Solabia, kterd provedla fadu studii pro
ovéfeni jeho ucCinnosti a bezpecnosti. Hydratacni schopnosti Fucogelu byly ovéfovany
spektroskopii na zivé tkani proti 1% roztoku kyseliny hyaluronové. Rovnéz Fucogel byl

pouzit v 1% koncentraci.

Tato metoda byla pouzita pro hodnoceni celkové trovné hydratace pokozky. Métena byla
zména rezonance H' iontl v magnetickém poli. Fucogel i kyselina hyaluronova byly
aplikovany ve standardnich davkach na predlokti. Uroveii hydratace rohové vrstvy byla
zm¢étena pied aplikaci a za 1, 3 a 8 hodin po aplikaci. Vysledky této prace jsou uvedeny na

Obr. 7.
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Obr. 7. Srovnani stupné hydratace pokozky po aplikaci Fucogelu a kyseliny hyaluronové
[17,s. 15]
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Jednu hodinu po aplikaci zvySuje Fucogel hydrataci rohové vrstvy o 44 %, zatimco
kyselina hyaluronovd o 107 %. Tento rozdil je dan rozdilnou strukturou obou
polysacharidt. Kyselina hyaluronova je molekula s vysokou molekulovou hmotnosti (1,5 —
2 x 10° D). Fucogel je jednoduchy sacharidovy fetézec, jehoz priméma molekulova

hmotnost je 1 x 10° D.

Ti1 hodiny po aplikaci je vSak jiz efekt obou surovin opacny. Po aplikaci Fucogelu ¢ini
hydratace pokozky 79 %, zatimco hydratacni schopnost kyseliny hyaluronové klesa na

51 % v poméru k situaci pted aplikaci obou latek.

Hydratac¢ni schopnost Fucogelu vzrostla na svou maximalni hodnotu v pribéhu prvnich 3
hodin. Naopak u kyseliny hyaluronové se hydrata¢ni schopnosti po celou dobu testu

postupné snizovaly. [17, s. 16]

Mechanismu ptisobeni Fucogelu na bunééné urovni se ve své praci vénovali Péterszegi a
kol. Autofi prace zjistili, Ze v zavislosti na aplikované davce, tento polysacharid zvySuje
viabilitu a proliferaci fibroblastl a sniZuje cytotoxicitu vyvolanou pisobenim reaktivnich

kyslikovych radikalti (ROS) z askorbatu. [31, s. 194]
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5 METODY PRO CHARAKTERIZACI UCINNOSTI
KOSMETICKYCH PRIPRAVKU

5.1 Standardni metody in vivo

Hydratace a elasticita pokozky patii k hlavnim ukazateliim stavu pokozky. Elasticita kiize
je ovlivnéna ptfirozenymi vlivy, jako je starnuti, ale také vnéjSimi faktory. [32, s. 405]
Hydratace pokozky je definovana jako obsah vody ve stratum corneum. Neporusenou
bariérovou funkci pokozky pak urcuje méfeni transepidermalni ztraty vody (TEWL).
TEWL je definovan jako ustdlend ztrdta vodnich par z povrchu kiize, teoreticky
s vyloucenim aktivity desorpce a potnich zlaz. TEWL je povazovan za vysledek pasivni
difuze vody z hydratovanych vrstev dermis a epidermis k povrchové vrstvé stratum
corneum. Pro méfeni elasticity, hydratace pokozky a TEWL byla vyvinuta fada

neinvazivnich technik. [33, s. 859]

5.1.1 Méfeni elasticity pokozky

v

Mezi nejpouzivangjsi instrumentalni techniky pro méfeni elasticity pokozky patii saci testy
provadéné sondou cutometru. Zatizeni vytvaii podtlak, ktery se miize ménit mezi 20 a 500
mbar. Oblast kiiZe, kterda ma byt méfena je v disledku tohoto podtlaku vtazena do otvoru
sondy, coZz zplsobi vertikalni deformaci. Hloubka pronikani kiize do sondy je urCena
bezdotykoveé pomoci optického méficiho systému. Nasledné je podtlak vypnut a klize se
vraci do piivodniho tvaru. Méti se schopnost kiize odolavat tlaku a jeji schopnost vratit se

na vychozi hodnotu. [32, s. 407]

Dalsi moznosti je stanoveni elasticity pomoci Reviscometru. Sonda tohoto pfistroje
obsahuje dva senzory, z nichZ jeden vysild akustické vlny a druhy je pfijima. Princip
¢innosti pfistroje je zaloZen na méteni casového pribéhu jedné rezonance akustické viny,
ktery zavisi na hydrataci a elasticité pokozky. Cas priichodu viny z vysilade do pfijimace je
méfitelny parametr. Cim del$i je doba potiebna pro priichod akustické viny kizi, tim vétsi

je namétend hodnota a nizsi elasticita ktize [32, s. 406].
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5.1.2 Transepidermalni ztrata vody (TEWL)

Meéieni TEWL se stalo dulezitym neinvazivnim nastrojem v dermatologii i kosmetologii.
Je to metoda, ktera se Casto pouziva ke zkoumani bariérové funkce klize, k objektivizaci a
zptesnéni klinické diagnozy, k vyhodnocovani iritacnich testti a ke sledovani ucinki 1¢kt a
kosmetickych ptipravkl. V soucasnosti se pouzivaji tfi druhy méficich pfistupl, metoda

uzaviené, ventilované a oteviené komurky. [34, s. 319]

Gradient odpafovani vody z povrchu kize, se méfi pomoci sondy umisténé kolmo na
méiené misto. Sonda se obvykle skladd z valce se dvéma senzory spojenymi se dvéma
termistory umisténymi v raznych vzdalenostech od povrchu ktize. V obou mistech 1ze tedy
méfit teplotu a relativni vlhkost. Rozdil mezi obéma tlaky par podél gradientu piimo

souvisi s rychlosti ztraty vody. [35, s. 844-845]

Difuzni tok se fidi Fickovym zakonem pasivniho transportu pfes membranu. SC vykazuje
jistou afinitu k vod¢, proto je podoba Fickova zdkona (1) korigovana koeficientem K, kde

K je rovno 0,06 (2).

AC
J=—-K,,.D. v (1)
Kde:
J difizni tok vodnich par [mol.cm?.s7'],
AC  koncentrace vodnich par [mol.I""],

Ad vzdalenost povrchu od senzoru [cm],

D difuzni koeficient [cm?. s7'].

koncentrace vody v rohové vrstvé

Kn =

koncentrace vody v mezibunééném prostoru zivé epidermis

2
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5.1.3 Méieni hydratace stratum corneum

Ptistroje pro posouzeni hydratace jsou zalozeny na méteni elektrickych vlastnosti pokozky,
jako jsou odpor, kapacita, vodivost a impedance. Kapacita a vodivost kiize koreluji a

vykazuji podobné chovani. [33, s. 859]

Korneometrie je metodou, ktera slouzi k presnému a spolehlivému uréeni urovné hydratace
povrchu pokozky pomoci méfeni elektrické kapacity stratum corneum. Tato metoda je
zaloZzena na skutecnosti, Ze zavislost mezi touto elektrickou vlastnosti epidermis a jeji
hydrataci je linearni. Cim vice vody se v epidermis vyskytuje, tim vyssi je jeji elektricka

kapacita (3). [36, s. 478]

C=eg.e,.5 3)
Kde:
€0 permitivita vakua [F. m],
er relativni permitivita [F. m™],
A plocha povrchu desticky kondenzatoru [m?],
d vzdalenost mezi destickami kondenzatoru [m].

Sonda je méfici kondenzétor, ktery se sklada ze dvou kovovych desek, které jsou oddéleny
dielektrickym médiem. Pokud na kondenzatoru plisobi napéti, pak se na elektrodé objevi
prebytek kladného naboje, zatimco druha elektroda poskytuje nadbytek zaporného naboje.
V elektrickém poli vznika stfidavé napéti. Elektrické pole proniké do povrchovych vrstev

epidermis. Mnozstvi naboje uloZeného kondenzatorem odpovida jeho kapacité. [35, s. 845]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

5.2 Optické a spektroskopické metody

Rychly vyvoj optickych a spektroskopickych technik umoznil v poslednich letech jejich

vyuziti k neinvazivnimu hodnoceni vlastnosti ktize. [35, s. 846]

5.2.1 Laserova skenovaci mikroskopie (LSM)

Konfokalni LSM je novou technikou pro vizualizaci povrchovych a podpovrchovych
detailti v lidské pokozce in vivo v redlném case. Struktura raznych vrstev kize mize byt

hodnocena po topické nebo intrakutanni aplikaci fluorescenc¢niho barviva. [35, s. 846]

Obvykly postup zahrnuje pouziti argonového laseru o vinové délce 488 nm. Méfena plocha
pokozky ¢ini 250 x 250 um a maximalni hloubka detekce je 250 pm. Poloha zaostfeni je
ruéné nastavitelna, coz umoziuje analyzovat kozni vrstvy v riznych hloubkéch. [37, s.

687]

5.2.2 Opticka koherentni tomografie (OCT)

Opticka koherentni tomografie je neinvazivni optickd zobrazovaci technika s vysokym
rozliSenim, zaloZené na interferenci mezi signadlem z vysetfované¢ho objektu a referencnim
signalem. OCT muze v redlném case vytvaret dvojrozmérny obraz v prostoru. [38, s. 1]
Zobrazuje virtualni kozni fezy ve vertikdlnim sméru, které jsou podobné tém, ziskanym

histologii. [37, s. 687]
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6 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo piedstavit teoreticky ptfehled o vlivu bioaktivnich
polysacharidii na pokozku a charakterizovat polysacharidy jako aktivni latky pouzivané

v kosmetice. Cilem literarni studie rovnéz bylo popsat polysacharidy na bazi fukdzy.

V praktické casti bylo cilem prace pfipravit modelové formulace kosmetickych ptipravkl
se zastoupenim vybranych, komeréné dostupnych polysacharidi a tyto pfipravené
formulace pak charakterizovat pomoci bioinzenyrskych metod in vivo a sledovat jejich vliv
na pokozku. Hlavnim cilem praktické ¢asti prace bylo stanovit korelaci mezi sloZzenim a

ucinky formulaci s obsahem studovanych polysacharidi.
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II. PRAKTICKA CAST
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7 PRIPRAVA FORMULACI S OBSAHEM POLYSACHARIDU

Za ucelem studia vlivu komeréné dostupnych polysacharidi na pokozku bylo v prvnim
kroku pfipraveno sedm originalnich formulaci krému s riiznym obsahem studovanych
hydratacnich latek (hyaluronatu sodného, Fucogelu) a jejich kombinaci. Mnozstvi
jednotlivych aktivnich latek bylo zvoleno v souladu s doporuc¢enim vyrobceti a s hodnotami
publikovanymi ve védeckych studiich. Ve druhé fazi testovani pak byly pouzity komercni
kosmetické ptipravky s obsahem polysacharidli a byl studovan jejich dlouhodoby vliv na

vlastnosti pokozky.

7.1 Materialy a pomiicky

e Polylaktat sodny (sodium polyacrylate) (dodavatel Kratoska chemin s.r.o.);

e Hyaluronat sodny (Sodium Hyaluronate 0,05 — 0,1 x 10° D) (dodavatel Kratoska
chemin s.r.0.);

e Fucogel (Biosaccharide Gum — 1), (dodavatel M + H, Mica a Harasta s.r.o0.);

e Opuntia Ficus Indica Stem Extract (dodavatel M + H, Mica a Harasta s.r.0.);

e Euxyl PE 9010 (Pheoxyethanol, Ethylhexylglycerin) (dodavatel ACE Trade spol.
S.1.0.);

o C(Cetylstearylalkohol 50:50 (Cetearyl Alcohol) (dodavatel M + H, Mica a Harasta
S.1.0.);

e Shea butter (Butyrospermum Parkii Butter) (dodavatel M + H, Mica a Harasta
S.1.0.);

e Vceli vosk bily (Cera Alba) (dodavatel Véelpo, spol. s.r.0.);

e Tocomix L70-IP/Tocopherol (Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil) (4COS
S.1.0.);

e SDS (Sodium Dodecyl Sulfate);

e NaCl (Sodium Chloride);

e Destilovana voda (Aqua Destilata);

e Multi Skin Test Center MC 750 (Courage + Khazaka electronic GmbH)
s korneometrickou sondou a sondou pro méteni elasticity);

e Michadlo hiideloveé, VOS40 digital

e pH metr;

e Analytické vahy;
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e B¢&zné laboratorni sklo a pomticky z plastu;
e Komer¢né¢ dostupné kosmetické ptipravky: Hyaluronové sérum, Astaxanthin
aktivni pletovy krém, Hydrata¢ni aktivni krém, Day cream — vital care s Q6 (blizsi

specifikace viz Tab. 6).

7.2 Priprava formulaci

Do kadinky byla pfipravena vodnd faze. V mnozstvi uvedenych v Tab. 3-10 byly
smichdny voda, sodium polyacrylate a hydrataéni latky (Sodium Hyaluronat,
Biosaccharide Gum - 1, Opuntia Ficus Indica Stem Extract,). Smés byla duikladné

zhomogenizovana, aby se vytvofil gel, ktery byl poté zahtat na 80 °C.

Do druhé kadinky byla namichéana olejova faze, jejiZ sloZeni bylo nasledujici: Cera Alba,
Butyrospermum Parkii Butter a Cetearyl Alcohol. Smés byla rovnéz zahtéata na 80 °C, aby
doslo k rozpusténi jednotlivych komponent. Po dosazeni pozadované teploty byl do tukové
faze vmichan Tocopherol Helianthus Annus Seed Oil, Ethylhexylglycerin a
Phenoxyethanol. Poté byly obé faze smichdny (olejova faze se opatrn€ za stalého michéni
spojila s vodnou fazi). Vznikla smés byla dikladné homogenizovéana. V poslednim kroku
byla zmétena hodnota pH, kterda byla (podle potieby) upravena pomoci 80 % kyseliny

mlécné na hodnotu pH 5-6.

7.3 Receptury jednotlivych formulaci

V nésledujici ¢asti prace jsou ve formé tabulek (Tab. 3-10) uvedeny receptury

jednotlivych testovanych formulaci.

Tab. 2. Slozeni zdkladu krému bez hydratujicich latek (na 100 g krému)

Obchodni nazev suroviny INCI [g]

Voda Aqua 86,8

Gelinnov Easy Sodium Polyacrylate 1,5
Euxyl PE 9010 Phenoxyethanol, Ethylhexylglycerin 1

Cetylstearylalkohol 50:50 Cetearyl Alcohol 2,5
Shea Butter rafinovany Butyrospermum Parkii Butter 5
Vceli vosk bily Cera Alba 3

Tocomix L70-1P/Tocopherol Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil 0,2
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Tab. 3. Slozeni krému s obsahem 0,1 a 1 % hyaluronanu sodného (HA), (na 100 g krému)

INCI HA-0.1 % [g] HA-1 % [g]

Aqua 86,7 85,8

Sodium Polyacrylate 1,5 1,5
Sodium Hyaluronate 0,1 1
Phenoxyethanol, Ethylhexylglycerin 1 1

Cetearyl Alcohol 2,5 2,5
Butyrospermum Parkii Butter 5 5
Cera Alba 3 3

Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil 0,2 0,2

Tab. 4. Slozeni krému s obsahem 5 a 10 % Fucogelu (na 100 g krému)

INCI Fucogel — 5 % [g] Fucogel — 10 % [g]
Aqua 81,8 76,8
Sodium Polyacrylate 1,5 1,5
Biosaccharide Guml 5 10
Phenoxyethanol, . 1 1
Ethylhexylglycerin

Cetearyl Alcohol 2,5 2,5
Butyrospermum Parkii Butter 5 5
Cera Alba 3 3
Tocopherol, Helianthus

Annuus Seed Oil 0,2 0,2

Tab. 5. Slozeni krému s obsahem HA, Fucogelu a Aquaregulu (na 100 g krému)

0,1 % HA+ |005%HA+10| O 7o HA+
o o 5 % Fucogel +
5 % Fucogel %o Fucogel 2.5 % Aquaresul
(100 g) (100 g) »> 70 Aquaregu

INCI (100 g)
Aqua 81,7 76,75 79,2
Sodium Polyacrylate 1,5 1,5 1,5
Biosaccharide Gum-1 5 10 5
Sodium Hyaluronate 0,1 0,05 0,1
Opuntia Ficus Indica Stem
Extract, Potassium PCA, / / 2,5
Aqua
Phenoxyethanol, 1 1 |
Ethylhexylglycerin
Cetearyl Alcohol 2,5 2,5 2,5
Butyrospermum Parkii Butter 5 5 5
Cera Alba 3 3 3
Tocopherol, Helianthus 0.2 0.2 0.2

Annuus Seed Oil
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7.4 Komer¢ni pripravky s hydrataénim efektem

K testovani dlouhodobého hydrata¢niho efektu kosmetickych ptipravkil byly vybrany Ctyfti
produkty tuzemskych vyrobct. Kazdy z produkti ma jiné slozeni a jejich plisobeni je
zalozeno na odlisné skladbé a koncentraci aktivnich latek. Tti produkty obsahuji mimo jiné
1 polysacharidy studované v diplomové praci. Pro srovnani byl dale do testu zatazen jeden
pripravek, ktery neobsahuje polysacharidy, a jeho ucinky jsou zalozeny na obsahu jinych
aktivnich latek, a to predev§im antioxidantu Astaxanthinu. Ten byl aplikovan nejen jako
slozka krému, ale probandi jej pfijimali i jako potravinovy dopln€k. Piehled pouzitych
pripravku je struéné uveden v Tab. 6 a jejich kompletni slozeni 1ze pak nalézt v Ptiloze III

diplomové¢ prace.

7.5 Metodika

V ramci testovani hydrata¢niho plisobeni aktivnich latek Fucogel a HA byla provedena in
vivo studie na dobrovolnych probandech, u kterych bylo provedeno korneometrické méteni
hydrata¢ni u¢innosti a méteni elasticity pokozky. Testovani bylo rozdéleno na dvé ¢asti.
V prvni ¢asti bylo provedeno méfeni hydratacni u¢innosti vyse zminénych aktivnich latek
Fucogel a HA v Case 1 az 48 hodin po aplikaci ptipravkd a byl rovnéz stanoven jejich vliv
na elasticitu pokozky. V druhé c¢asti byl pak testovan dlouhodoby efekt komercnich

kosmetickych piipravkil s obsahem polysacharidli na hydrataci a elasticitu pokozky.

7.5.1 Pasobeni aktivnich latek Fucogel a HA (TEST I)

Pred vlastnim testovanim byla pokozka volarni strany ptedlokti kazdého z probandi
odmasténa 0,5 % roztokem SDS ve fyziologickém roztoku. K odmasténi byl pouzit
filtra¢ni papir o rozmérech 2 x 4 cm namoceny v tomto roztoku. Kousky filtraéniho papiru
byly na volarnim zapésti probandli zafixovany néplasti a ponechény plisobit po dobu 2

hodin. Po jejich odstranéni byla mista na zapésti oznacena.

Takto odmasténd a oznaCena mista byla zmétfena korneometrickou sondou a sondou pro
méfeni elasticity. Nasledné byl na kazdé z téchto mist nanesen jeden ze vzorki testovanych
formulaci v mnozstvi 0,1 ml a rozetfen sklenénou tyCinkou. Néslednd méfeni byla

provadéna v Casech 1, 2, 4, 6, 24 a 48 hodin po naneseni vzorku.
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Tab. 6. Prehled komercnich pripravkii pouzitych v DP pro test dlouhodobého efektu

Kosmeticky piipravek

(Vyrobce)

Hlavni aktivni latky

(INCI)

Ilustra¢ni foto

Hydratacni aktivni krém s
vysokym obsahem hydrata¢ni

bylinné kompozice

Dr. Jiri Pantiicek, TOPVET

Aqua, Caprylic/Capric
Triglyceride, Prunus Amygdalus
Dulcis Oil, Biosaccharide Gum-
1, Butyrospermum Parkii Butter,

Glycerin, Peg-8 Beeswax, Urea

Day cream — vital care s Q6
Ceramide®, vytazky z Opuncie a
vysokomolekularnimi
kukufiénymi a sdjovymi cukry

Biovitality spol. s.r.o.

Aqua, Persea Gratissima Oil,
Simmondsia Chinensis Seed Oil,
Cetearyl alcohol, Biosaccharide

Gum — 1, Opuntia Ficus-Indica

Stem Extract, Q6 Ceramide®

Hyaluronové sérum kombinujici
dv¢ velikosti molekul kyseliny

hyaluronové

Dr. Jirt Pantucek, TOPVET

Biosaccharide Gum-1, Glycerin,
Sodium Hyaluronate, Aloe
Barbadensis Leaf Juice,
Helichrysum Italicum Extract,
Jania Rubens Extract, Allantoin,

Butylene Glycol,

Astaxanthin - aktivni pletovy
krém - jeden z nejsilngjSich
pfirodnich antioxidanti,
hydratuje, regeneruje, tlumi

projevy starnuti

Dr. Jiri Pantucek, TOPVET

Vitis Vinifera Seed Oil, Olea
Europea Fruit Oil, Glycerin,
Rosa Canina Fruit Oil, Persea
Gratissima Oil, Butyrospermum
Parkii Butter, Panthenol,

Astaxanthin
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7.5.2 Dlouhodoby test komerc¢nich pripravki (TEST II)

V dalsi casti diplomové prace byl testovan dlouhodoby efekt pouzivani komer¢nich
hydratacnich piipravkl. Testovala se tfi mista na obliceji, a to Celo, pravy a levy spanek.
Kazdy zprobandi obdrzel k pravidelnému pouzivani pletovou vodu Avene pro
intolerantni plet’ a jeden z testovanych ptipravkil. Probandi pouzivali kosmetické piipravky

v souladu s doporuc¢enim vyrobce denn¢ po dobu 6 tydnii.

Pfed méfenim bylo kazdé misto ocisténo pletovou vodou Avene a po 20 minutové
aklimatizaci byla u kazdého probanda na danych mistech zjisténa hydratace a elasticita
pokozky. M¢éteni pak byla opakovéna po 2, 4 a 6 tydnech pravidelného pouzivani

ptipravki.

7.6 Metodika méreni

7.6.1 Soubor probandi

Soubor probandii pro Test I tvotilo 25 osob ve véku od 18 do 70 let. Nejvice zastoupené
byly vékové skupiny 18-28 let (10 probandl), a 31-45 let (rovnéz 10 probandl). Pét
probandi pak bylo starSich 50 let. Primérny vek ¢inil 35,6 let a median 36 let. Mezi
probandy bylo 24 Zen a 1 muz. VSichni probandi souhlasili s ucasti ve studii a pted jejim
zacatkem vyplnili dotaznik pro ucastnika meétfeni (Ptiloha I) a podepsali prohlaSeni

ucastnika (Ptiloha II).

Probandi byli pozadani, aby béhem testu pouzivali k myti ptedlokti pouze vodu. Myti

testovanych mist mydlem by negativné ovlivnilo vysledky testu.

Do Testu I, tedy studia dlouhodobého pouzivani ptipravki, bylo zahrnuto 8 probandd,
kteti se studie zucastnili za stejnych etickych podminek jako probandi v Testu 1. Primérny
vék probandl ¢inil 26,5 let (nejstarsi 45 let, nejmladsi 18 let). Kazdy ze Etyt pouzitych
kosmetickych ptipravkl byl tedy testovan dvéma probandy.

7.6.2 Vlastni metodika

K méfeni ucinnosti ptipravkd byl pouzit ptistroj Multi Skin Test Center MC 750.
Vyrobcem je némecka firma Courage + Khazaka electronic GmbH. Pfistroj je vybaven
ttemi sondami pro zjiStovani vlastnosti kiize: korneometrickou sondou k méfeni hydratace,

sondou cutometru k méteni elasticity a kazetou pro fotometrické stanoveni mnozstvi seba.
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Obr. 8. Multi Skin Test Center MC 750 [39]

Mg¢teni hydratace bylo provadéno 11 cm dlouhou korneometrickou sondou s frekvenci
0,99 — 1,2 MHz, na jejimZ konci je mé&fici ploska. Sonda byla ptiloZzena kolmo na métenou
oblast a lehce pfitlacena. Doba méteni byla 1 sekunda a vysledek byl vyhodnocen pomoci

software Complete Skin Investigation (CSI).

Vysledna hodnota byla zobrazena na stupnici 0-99 korneometrickych jednotek [k.j.], kde
hodnota <30 oznacuje velmi suchou, hodnota 30-45 suchou a hodnota >45 normalni
pokozku. Na kazdé¢ méfené oblasti bylo odecteno minimélné 5 hodnot, aby byla ziskana
relevantni primérnd hodnota. Mezi méfenim jednotlivych oblasti byla sonda lehce otfena

bunic¢inou, aby na ni neulpivaly zbytky vzorkd.

Meéfeni elasticity pokozky bylo provedeno sondou o velikosti 13 x 2,4 cm s tlakem sani
400 mbar a otvorem o priméru 2 mm. Doba testu byla 6 sekund (3 sekundy sani / 3
sekundy relaxace). Métfeni bylo provadéno piiloZzenim sondy kolmo k pokozce a lehkym
pritlacenim. Me¢éteni bylo vzdy nékolikrat zopakovano a vysledek byl vyhodnocen
softwarem CSI na stupnici 0-99 %. Elasticita byla stanovena podle Rovnice (4), kde
parametr (a) predstavuje odolnost kiize vi€i aplikovanému podtlaku a parametr (b) jeji

schopnost vratit se do ptivodni polohy.

E =% .100 [%] (4)
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7.6.3 Zpracovani dat

Nameéifend data byla statisticky vyhodnocena a zpracovana pomoci programu Microsoft
Office Excel 2010. Z naméienych hodnot vSech probandi byl vypocitan aritmeticky
pramér [ (5) a smérodatna odchylka o (6). Pro zhodnoceni formulaci byl zvolen postup,
kdy jejich Gcinnost v Case byla zhodnocena jako rozdil jejich pisobeni v daném casovém

okamziku vzhledem k pocatecnimu efektu.

a=- TN, x ()
Kde:
Q aritmeticky pramér
N pocet méteni
X; hodnota méfeni
o= Jos TG - 2 ©
Kde:
o smérodatnd odchylka
N pocet méteni
X; hodnota méteni
Q aritmeticky prumér

Vyhodnoceni namétenych dat, respektive statistické rozdily v ucinnosti testovanych
formulaci, byly dale zpracovany pomoci analyzy rozptylu (ANOVA). Vzhledem ke
skuteCnosti, ze v praci byla provadéna opakovana méfeni téhoz parametru (elasticita,
hydratace) byl pouzit Tukey test. Za statisticky vyznamné byly povaZovany hodnoty
P<0,05. Vypocty byly provedeny pomoci software GraphPad Prism 5.01 (GraphPad USA).
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

Statisticky zpracovana a vyhodnocena data ziskana z experimentu byla uspofadana do
tabulek a byla vytvofena graficka podoba zavislosti hydratace (respektive elasticity) na
Case a na koncentraci ucinnych latek. Ze ziskanych informaci byl zhodnocen vliv
jednotlivych formulaci, tedy sloZeni kréml na hydrataci a elasticitu testované pokozky.
Obdobnym zpiisobem byla zpracovana a zhodnocena data z testu dlouhodobého uc¢inku

komer¢nich formulaci.

8.1 Vysledky pisobeni aktivnich latek Fucogel a HA (TEST I.)

8.1.1 Volba surovin pro formulaci

Pro diplomovou préci byl vytvotfen vlastni krémovy zéklad, do kterého byly poté pfidany
jednotlivé aktivni latky a jejich kombinace. Zaklad receptury tvoii voda, ktera po smichani
se polyakrylatem sodnym vytvofi gel. Polyakrylat, sodna stl kyseliny polyakrylové, je
gelotvorna latka, kterd ma schopnost absorbovat vodu az do trojnasobku vlastni hmotnosti.
Cetearyl alkohol v receptufe pusobi jako emulgator, ktery zajistuje, aby doslo k
dokonalému spojeni vodné a olejové faze. Vc¢eli vosk byl pouzit pro vylepSeni struktury
krému, ktery je potom hutnéjsi, déle ulpivd na pokoZce a vytvaii ochrannou vrstvu.
Butyrospermum parkii (Bambucké maslo) bylo ve formulaci pouzito jednak pro zlepSeni
struktury krému a jednak proto, Ze ma zjemiujici a vyZivujici funkci. Tocopherol,

phenoxyethanol a ethylhexylglycerin jsou pfidan¢ konzervacni latky.

8.1.2 Vyhodnoceni hydrataé¢ni u¢innosti

Nejprve byl vyhodnocen Test I, tedy hydratacni G¢innost jednotlivych formulaci krémi
s obsahem aktivnich latek Fucogel a HA, které byly v recepturach obsaZeny ve dvou

ruznych koncentracich (viz Tab. 3 a 4).

Dale byl hodnocen ucinek kombinace téchto aktivnich latek, pficemz sloZeni jednotlivych
krémi je uvedeno v Tab. 5. Zde byla v jedné z formulaci pouZita i dalsi aktivni latka,
Aquaregul. VSechny hodnoty hydratace ziskané méfenim a statistickym vyhodnocenim

jsou shrnuty v Tab. 7.
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Tab. 7. Hydratacni ucinnost testovanych formulaci krémiut vyjadiend jako rozdil hodnot
meérenych ihned po aplikaci a v daném case piisobeni (priimer a smeérodatné odchylky)
Doba pusobeni [hod]
Formulace
1 2 4 6 24 48
Reference 0,7£0,8 | 14+08 | 1,9+1,0| 2,6+1,0 | 2,0+0,8 | 2,0+ 0,6
Fucogel 5 % 7,620 |152+29(223+3,1|28,6+£3,0| 3,3+1,3 | 2,0+1,1
Fucogel 10 % 124+4,5 1209+52|289+6,0|36,6+6,2| 34+1,8 | 23+1,5
HA 0,1 % 45+1,6 | 58+12 |48+1,1 |3,6x1,1 |22+1,0| 1,7+1,0
HA 1% 243+£53 |21,1+£59(16,7+5,4|11,8+4,5| 40+1,7 | 29+ 1,8
0
HA 0,05 %, 13,6+3,6 [224+33(29,0+4,4|36,1+4,0| 3,615 |2, 7+14
Fucogel 10 %
0
HA 0.1 % 9,025 [169+4,0(23,7+3,6(293+3,0| 34+14 | 23+1,5
Fucogel 5 %
0/ . 0
HA 0,1%; Fucogel 5% | 15 4 55 | 183+2,5(26,0+29(32,0438] 69442 | 48+32
Aquaregul

8.1.2.1 Krém s obsahem 5 % Fucogelu

Hydrata¢ni u€innost této formulace v zavislosti na ¢ase je znazornéna na Obr. 9. Hydratace

pokozky po pouziti tohoto krému kulminovala v 6. hodiné po aplikaci, kdy se oproti

pocatecnimu stavu zvysila o 28,6 + 3,1 [k.j.].

— 35

= 30
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> 20

< 15
10
5 ,
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B 5% Fucogel

I
1 2 4 6 24 48

€as [hod]

Obr. 9. Zavislost hydratacniho ucinku 5 % Fucogelu na case
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Tento krém vykazoval hydratacni ucinek po celou dobu testovani. Hydratace se od zacatku
testovani zvySovala postupné a rovnomérné. Po uplynuti 24 hodin od aplikace krému byl
hydrata¢ni uc¢inek jiz pouze nepatrny. Pokud budeme uvazovat absolutni hodnoty
hydratace, tak plet’ vSech probandt dosahla hydratace pokozky oznacené jako ,,normalni‘

za 2 hodiny po aplikaci krému.

8.1.2.2 Krém s obsahem 10 % Fucogelu

Grafické znazornéni zavislosti hydratace na ¢ase po aplikaci této testované formulace je na
Obr. 10. Pribéh hydratac¢nich ucinki tohoto krému byl velmi podobny ptfedchozi testované
formulaci. Krém znatelné hydratoval a G¢inek se postupné a rovnomérné zvySoval az do
jeho maxima v 6. hodin¢ od aplikace. Pfi maximalni hydrataci doSlo ke zvySeni o
36,6 £ 6,2 [kj.]. Tato formulace tedy vykdzala nejvy$si miru hydratace ze vSech
testovanych vzorkl a plet’ probandi byla norméln¢ hydratovana jiz po jejim hodinovém

pusobeni.

Ve srovnani s krémem, ktery obsahoval o 50 % méné¢ této aktivni latky, zvySeni hydratace
neodpovidalo navySenému mnozstvi aktivni latky. Oproti formulaci s 5 % Fucogelu doslo
ke zvySeni hydratace o ca 8 [k.j.]. Statistické zpracovani vysledkl v8ak ukézalo, ze rozdily
v hydrataéni ucinnosti krémit s 5 a 10 % Fucogelu jsou po 1 — 6 hodinach od aplikace
statisticky signifikantni (P<0,05) a ucinky obou formulaci se vyrovnaji po 24 a 48

hodinach piisobeni na pokozku.

45
40 T
35
30

A Hydratace [k.j.]

20

10

5
o B e
24 48

1 2 4 6

Cas [hod]
m 10% Fucogel

Obr. 10. Zavislost hydratacniho ucinku 10 % Fucogelu na case
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A Hydratace [k.j.]

1 2 4 6 24 48
€as [hod]

H 5%F B 10%F = kontrolni

Obr. 11. Srovnani ucinku formulaci s obsahem 5 a 10 % koncentrace Fucogelu a

kontrolniho mista, kde nebyl aplikovan zadny pripravek

8.1.2.3 Krém s obsahem 0,1 % HA

Jak je patrné z Obr. 12, hydrata¢ni ucinky formulace s 0,1% HA nebyly pfili§ vyznamné.
Maximalni namétené zvySeni hydratacniho uc¢inku (po 2 hod) bylo 5,8 £ 1,2 [k.j.], coz
znamenalo pfiblizné 14 % zvySeni hydratace oproti ptivodnim hodnotdm. Trend t¢inku byl
rovnéZ jiny neZz u formulaci s obsahem Fucogelu. HA hydratovala nejvice na zacatku testu.
Maxima u¢inku dosahla ve 2. hoding po aplikaci krému a v dal$ich hodinach se jiz G¢inek

pouze snizoval.

A Hydratace [k.j.]

O R, N WS U N ®
|

.|_
2 4 6 24 48

€as [hod]
m0,1% HA

Obr. 12. Zavislost hydratacniho ucinku 0,1 % HA na case
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8.1.2.4 Krém s obsahem 1 % HA

Zavislost hydrata¢ni ucinnosti formulace na Case je zndzornéna na Obr. 13. Nastup
hydratace se projevil okamzit¢ po naneseni krému a ihned v 1. hodiné bylo dosazeno
maxima hydrata¢niho u¢inku. Toto maximum dosdhlo pii 1 % koncentraci HA zvySeni o
243 + 5,3 [k.j.], to je pfiblizn€¢ o 60 % oproti pocatecnimu stavu. V dalSich hodinach
testovani jiz G¢inek krému postupné klesal. Na rozdil od pfedchozich formulaci byly u
tohoto krému zaznamenany mirn¢€ zvySené hodnoty hydratace i po 24 a 48 hodinach od

aplikace, avSak ve srovnani s formulaci obsahujici 0,1 % HA nebyly tyto rozdily statisticky

vyznamneé (P<0,05).
= 35
X
— 30
g | "
% 25
5 20 - T
=>:. T
S 15 -
10 -
5 , T
o B =
1 2 4 6 24 48
Cas [hod]
m 1% HA

Obr. 13. Zavislost hydratacniho ucinku 1 % HA na case

A Hydratace [k.j.]

€as [hod]

H0,1%HA m1%HA kontrolni

Obr. 14. Srovnani ucinku formulaci s riuznym obsahem HA
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8.1.2.5 Srovnani ucinkii Fucogelu a HA

Zajimavé informace lze ziskat ze srovnani hydrata¢ni Gc¢innosti vSech vyse uvedenych
formulaci, ze kterého je zfejmé, Ze pii pouzitych koncentracich aktivnich latek, je ucinek

Fucogelu a HA v Case rozdilny (Obr. 15).

Fucogel je dle vysledkii experimentu v koneéném duasledku G¢inngjsi, ale ma vyznamné
pomalejsi nastup. Hydratacni u¢innost se plné projevi az v Sesté hodiné pisobeni. Nastup
hydrata¢niho efektu u HA je naopak rychly. Nejvyssiho ucinku dosahuje jiz v prvni hodiné
po aplikaci, v dalSich hodinach pak jiz G¢inek pozvolna klesa. Je zajimavé, ze po dvou
hodinach piisobeni krémti s 10 % koncentraci Fucogelu a 1 % koncentraci HA je hydratace

pokozky zcela srovnatelna.

Vysledky ze studie v této diplomové praci jsou v souladu testy spolec¢nosti Solabia [17],
pokud se tyka doby nastupu a délky trvani G¢inku. Hodnoty celkového zvySeni hydratace
se vSak mirné lisi. V testech spolecnosti Solabia projevila HA vys$$i maximalni Groven
hydratace nez Fucogel. Fucogel hydratoval méné¢, ale po delsi dobu. Rozdil mezi vysledky
testll v publikaci [17] a této diplomové préci je ziejmé zplsoben rozdilnymi koncentracemi
ucinnych latek. Testy spolecnosti Solabia byly provadény s koncentraci 1 % HA a 1 %
Fucogelu. Testy v této diplomové préci byly provedeny s koncentracemi, které se nejcastéji
pouzivaji ve formulacich komercnich ptipravki, a to 1 % HA a 5 % Fucogelu. Dal§im
divodem rozdilti mezi vysledky této diplomové prace a uvedenou studii mize byt rozdilna

metodika zpracovani dat.

Dalsi zajimavou studii mapujici t¢inky HA je studie uvedend v praci [40], kterd se zabyva
ucinnosti HA s rozdilnou molekulovou hmotnosti. Vysledky publikované v Journal of
Drugs in Dermatology ukazaly, Ze formulace s obsahem 0,1 % HA vedly k vyznamnému
zlepSeni hydratace a elasticity kiize. Cilem experimentu bylo porovnat Gc¢innost topické
aplikace formulaci s obsahem kyseliny hyaluronové s riznou molekulovou hmotnosti (50,
130, 300, 800, 2000 kDa). Sedmdesat Sest zen mezi 30 a 60 lety bylo pozadano, aby
pouzivaly jednu z formulaci dvakrat denné na oblast periokularnich vrasek po dobu 60
dnt. Po ukonceni testu bylo pozorovano vyznamné zlepSeni pleti probandek a méfenim
drsnosti bylo zjiSténo, Ze doSlo k redukci vrasek, a to pfedevSsim po aplikaci
nizkomolekularni HA (50 a 130 kDA). To je zifejm¢& zpisobeno lepsi schopnosti
nizkomolekularni HA proniknout k0Zi ve srovnani s HA s vysokou molekulovou

hmotnosti. AvSak i1 pouziti HA s vysokou molekulovou hmotnosti se ukédzalo byt G¢inné.
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Tato HA je schopna tvotit film na povrchu pokozky, ktery chrani stratum corneum a brani

transepidermalni ztrat¢ vody (TEWL). HA s vy$s$i molekulovou hmotnosti tak hydratuje

vnitini stranu epidermis.

V této diplomové praci byla pouzita nizkomolekularni HA o molekulové hmotnosti
50-100 kDa. I pti kratkodobém testu byl prokazan jeji nezanedbatelny vliv na zvySeni

hydratace pokozky.

A Hydratace [k.j.]

1 2 4 6 24 48
€as [hod]
B 5%Fuco ®10%Fuco mO0,1% HA 1% HA ® kontrolni

Obr. 15. Srovnani ucinnosti formulaci s obsahem Fucogelu a HA

8.1.2.6 Krém s obsahem kombinace 0,1 % HA a 5 % Fucogelu

V dalsi casti diplomové prace byly testovany kombinace obou aktivnich latek s cilem
zjistit, jestli jsou schopny synergického pusobeni. Priibéh testovani u¢inku formulace na
zvySeni hydratace pokozky je znazornén na Obr. 16. Hydrata¢ni a¢inek krému byl
podobny jako u formulace bez HA. Podobna byla rovnomérné rostouci tendence v prvnich
hodinach, i maximum dosazené v 6. hodin€é po aplikaci, které dosdhlo pfiblizné stejné
hodnoty, a to 29,3 = 3 [k.j.]. Nepatrny rozdil byl zaznamenan v hodnotach hydratace
v prvnich hodinach testovani, kdy se diky pfitomnosti HA projevil o néco rychlejsi nastup

hydratace, nez u formulace bez HA.
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1 2 4 6 24 48
m 0,1% HA+5% Fucogel Cas [hod]

Obr. 16. Zavislost hydratacniho ucinku kombinace 0,1% HA a 5 % Fucogelu na case

8.1.2.7 Krém s obsahem kombinace 0,05 % HA a 10 % Fucogelu

Na Obr. 17 je graficky znazornén vliv testovaného krému na hydrataci pokozky a jeji
zavislost na Case. Z namétenych hodnot je patrné, Ze i tato formulace ma vliv na hydrataci
pokozky. Jeji i€inek nastupuje postupné a maximalnich namétenych hodnot dosahuje v 6.
hodiné po aplikaci na pokozku. Tyto maxima dosahuji podobnych hodnot, jako u formulaci
bez HA, a to 36,1 £ 4 [k.j.]. Ale stejné jako u piedchozi formulace jsou mirné vyssi
hodnoty v 1. a 2. hodin€¢ po naneseni, oproti formulaci bez HA. Je tedy mozné se
domnivat, Ze ob¢ aktivni latky piisobi synergicky a malé mnozstvi HA sice nezvysi

celkovou miru hydratace, ale urychli nastup ucinku, ktery ma samotny Fucogel obvykle

pomalejsi.
oy 45
=40
S 35
s 30 I
N T
] 20
15 T
s EI
5 -
O 1 T T T T - T ﬁ—‘
1 2 4 6 24 48
Cas [hod]
 0,05% HA+10% Fucogel

Obr. 17. Zavislost hydratacniho ucinku kombinace 0,05 % HA a 10 % Fucogelu na case
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8.1.2.8 Krém s obsahem kombinace 0,1 % HA, 5 % Fucogelu a 2,5 % Aquaregulu

Prib¢éh hydratace pokozky v case po aplikaci krému, ktery kromé HA a Fucogelu
obsahoval dal$i hydratacni slozku Aquaregul je znazornéna na Obr. 18. Tato kombinace
aktivnich latek vykazuje nejefektivnéjsi vysledky pti daném mnoZzstvi pouzitych surovin.
Jiz v 1. hodiné po aplikace krému se hydratace zvysila o 10,2 + 2,5 [k.j.], pravdépodobné
diky spole¢nému plisobeni HA a Aquaregulu. Maximalni hodnoty zvySeni hydratace o
32,0 £ 3,8 [k.j.] bylo diky podilu Fucogelu dosazeno opét v 6. hodin¢ testu. Nejvetsi rozdil
mezi formulaci s Aquaregulem a vSemi ostatnimi recepturami byl dlouhodoby hydrata¢ni
efekt, ktery se projevil po 24 a 48 hodinach od naneseni krému. Hodnota zvySeni hydratace
po 24 a 48 hodinach byla oproti ostatnim formulacim pftiblizné¢ dvojndsobnd, pficemz po

24 hodinéch byl tento rozdil signifikantni (P<0,05).

Utinnosti samotného Aquaregulu, respektive extraktu z Opuntia ficus-indica se zabyvala
studie Damasceno et al. [41] Test byl proveden na 12 probandech, kterym byly na pokozku
naneseny studované formulace a jejich ucinnost byla stanovena po 1, 2, 3 a 5 hodinach od
aplikace. Vysledky testu prokéazaly, Ze formulace s obsahem 3 % extraktu z opuncie
zvysila hydrataci kiize po péti hodinach ve srovnani s vehikulem o 7,25 %. Ptipravky
obsahujici 1 a 3 % extraktu zlepsily bariérovou funkci ktize snizenim TEWL o 6,84 % a
14,66 % az na ctyfi hodiny po aplikaci ve srovnani s neoSetfenou kontrolni oblasti,
vehikulem a dal§imi formulacemi. Emulze se obsahem 3 % extraktu tedy vykazovala jak

hydrata¢ni vlastnosti, tak redukci TEWL a tim 1 nejlepsi celkovy Gcinek.

40
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1 2 4 6 24 48

€as [hod]

A Hydratace [k.j.]

M 0,1% HA+5% Fucogel+2,5% Aquaregul

Obr. 18. Zavislost hydratacniho ucinku kombinace 0,1 % HA, 5 % Fucogelu a

2,5 % Aquaregulu
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A Hydratace [k.j.]
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€as [hod]

B HA+Fuco+Aqua m 0,1%HA+5%Fuco 0,05%HA+10%Fuco

Obr. 19. Srovnani ucinku formulaci s kombinacemi Fucogelu, HA a Aquaregulu

Vsechny testované polysacharidy mély prokazatelny vliv na zvySeni hydratace pokozky. V
pribéhu nékolika hodin po aplikaci vSech formulaci se hydratace viditelné¢ zvysSila. HA
prokdzala rychlej$i nastup ucinku, ale krat$i dobu plisobeni, zatimco efekt Fucogelu byl
pomalejsi, ale u€inkoval déle. Po uplynuti 24, resp. 48 hodin se hodnoty hydratace vratily v
podstaté k pocatecnim hodnotam. Mirné zvySeny efekt hydratace, ktery byl viditelny 1 po

24-48 hodinach od aplikace, byl zaznamenan pouze u formulace s Aquaregulem.

8.1.3 Vyhodnoceni vlivu testovanych formulaci krémii na elasticitu pokozky
V dalsim kroku byl testovan vliv jednotlivych formulaci na elasticitu pokozky v prubehu
48 hodin po aplikaci krémti. Obdobné jako v pifipad¢ hydratace byla i v tomto piipadé

naméfend data statisticky vyhodnocena a vysledky jsou uvedeny v Tab. 8.
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Tab. 8. Vliv testovanych formulaci na elasticitu pokozky, vyjadreny jako rozdil hodnot

meérenych ihned po aplikaci a v daném case piisobeni (priimer a smérodatné odchylky)

Doba pusobeni [hod]
Formulace
1 2 4 6 24 48
Reference 0741 |09+1.1/08+07| 1207 |09+1.1]08+12
Fucogel 5 % 06408 |20412]1.8+12|1.8408 | 0,6412 | 03+12
Fucogel 10 % 09+1,0[20407 | 21+11[21+1,1]13+13/08=1.1
HA 0.1 % 0840817408 /1908 |1,7+1.1]09+1.1]04%1,0
HA 1% 0740514409 22+1.1[25+1,0|1,141.4/05%12
0
HA 0,05%, 03+07]08+0907+09[08+09]07+1.1103+08
Fucogel 10 %
0
HA 0,1 %, 03+09]07407|15+08|13+08|06+09|02+1,0
Fucogel 5 %
0 0
HA 0,1%, Fucogel 5%, | 5 071 12412(10+1.0(13214]07+17]03+15
Aquaregul

Na rozdil od hydratace se vliv vSech testovanych formulaci na elasticitu v kratkodobém
horizontu 48 hodin jevil jako zanedbatelny. VSechny formulace vykazovaly jisty vliv na
zvyseni elasticity pfevazné v prvnich Sesti hodinach od aplikace. Zjisténé zvySeni elasticity
vSak lezelo pouze v rozmezi od 0,3 do 2,5 % oproti po¢ateénim hodnotam (Obr. 20, 21).
Nejvyssich hodnot 2,5 % dosahovala formulace s obsahem 1 % HA. V tomto ohledu lze
konstatovat, ze tato jednorazova a kratkodoba aplikace HA vyrazné elasticitu pokozky
neovlivnila. Statistické zpracovani dat prokazalo, Ze Zadna z uvedenych formulaci neméla

na elasticitu signifikantni vliv. Tento z&vér plati rovnéz pro kombinace hydratacnich latek.

Obdobnou problematikou se ve své praci [42] zabyvali Farwick et al., ktefi vSak sledovali
pusobeni HA v delsim casovém obdobi. Placebem kontrolovand osmitydenni in vivo
studie, zvefejnéna v SOFW Journal, byla provedena na 12 Zenich ve v&ku 30-60 let.
Testovana byla HA o tfech riiznych molekularnich hmotnostech (50, 300 a 800 kDa)
v koncentraci 0,1 % zapracovana do krému. Vysledky studie (ktera zahrnovala i fadu test
na bunkach) jasné ukéazaly, Ze HA ma nejen pfiznivy vliv na kizi, ale jeji u¢inky mohou

byt regulovany i zménou velikosti molekuly. Bylo zjisténo, Ze nizkomolekularni HA




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

vykazuje lep$i penetracni schopnosti, nez vétsi velikosti HA klubek, a tedy i vliv na
expresi fady genti, vCetné téch, které ptispivaji diferenciaci keratinocyti a formovani
tésnych mezibunéénych komplext, které byvaji vékem a vlivem UV zafeni redukovany.
Rozdilné molekuldrni hmotnosti HA se lisily rovnéz v in vivo uCincich.
Vysokomolekularni HA prokazala silny vliv na zvySeni elasticity a hydratace pokozky,

zatimco nizkomolekuldrni HA prokézala vyraznou redukci vrasek.

< 35
e ) i
S 3 -
7] T _
©
S 25
<
2 B -
1,5 [ .
]
b
O B T T T T T 1
1 2 4 6 24 48
€as [hod]
W 5% Fucogel M 10% Fucogel kontrolni
Obr. 20. Vliv formulaci s Fucogelem na elasticitu pokozky
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Obr. 21. Viiv formulaci s HA na elasticitu pokozky
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8.2 Vysledky dlouhodobého testu komercénich pripravki (TEST II.)

Hydratacni slozky pouzité ve vySe uvedeném kratkodobém testu jsou rovnéz slozkami
mnoha bézné¢ dostupnych kosmetickych piipravka. Z fady formulaci byly zvoleny Ctyii
komerénich ptipravka vykazala, ze pti dlouhodobém pouzivani (6 tydnll) maji tyto krémy
nezanedbatelny vliv jak na zvySeni hydratace, tak elasticity pokozky. Mezi jednotlivymi
pripravky vsak byly pii méfeni zjiStény znacné rozdily v jejich plisobeni. Ze ziskanych dat
byl vypocten aritmeticky prumeér a smerodatna odchylka, které byly zpracovany do Tab. 9.
Graficky je pak vliv studovanych krémi na hydrataci a elasticitu pokozky zndzornén na

Obr. 22 a 23.

Tab. 9. Ucinek komercnich pripravkii na hydrataci a elasticitu pokozky vyjadrieny jako
rozdil hodnot merenych ihned po aplikaci a v daném case pusobeni (prumeér a smérodatné

odchylky)

Hydratace [k.j.] Elasticita [%)]

Pripravek Doba aplikace [tydny]

2 4 6 2 4 6

Hyaluronové sérum

(HA, Fucogel) 129+0,9(22,0+1,0(272+1,2| 2,4+03 | 45+0,3 | 8,6+0,5

Hydrataéni krém

94+0,6 |156+0,5{209+04(1,5+0,8 | 3,4+0,7 | 8,0£0,6
(Fucogel)

Biovitality

59+0,6 11,0£0,6/162+0,7( 3,6+0,4 | 7,6+0,5 | 12,4+ 0,7
(Fucogel, Aquaregul)

Astaxantin krém

. 3,6+0,7 | 58+0,8 | 7,7+0,9 |11,5+0,3({20,0+0,5|27,1 £0,6
(Astaxantin)

8.2.1 Hyaluronové sérum

Sérum obsahuje vysoké mnozstvi obou testovanych polysacharidii, Fucogelu i HA. V
origindlni formulaci tohoto pfipravu je zapracovana HA se dvéma velikostmi molekuly,
tedy se dvéma molekulovymi hmotnostmi (50-100 kDa a 800-1500 kDa). Divodem
pouziti téchto dvou typtt HA je snaha ovlivnit hydrataci v riznych vrstvach pokozky, ktera
souvisi s hloubkou priniku danych molekul. Tato problematika je jiz diskutovadna

v souvislosti s kratkodobym testem hydratacnich latek (kap. 8.1.2.5). Ze vSech testovanych
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ptipravkll vykédzalo sérum v dlouhodobém horizontu nejlepsi vysledky ve zvySeni
hydratace pokozky. Hydratace se zvySovala v pribéhu prvnich ¢tyf tydnli rovnomérné.
V poslednich dvou tydnech se zvySovani viditelné zpomalilo, ale pfesto celkovy nariist
hydratace pokozky, pfi pravidelném pouzivani séra, dosahl zvyseni 0 27,2 + 1,2 [k.j.]. Toto
zvySeni Cinilo piiblizné 35 % oproti pocateCnimu stavu. Pfi srovnani s vysledky
kratkodobého testu, kdy bylo pouzito 1 % HA ve formulaci je ziejmé, Ze dlouhodoba
aplikace HA hydratuje pokozku obdobnym zplisobem. Statistické¢ zpracovani dat rovnéz
prokazalo, ze tento piipravek pisobil po celou dobu signifikantné lepsi (P<0,05) hydrataci

pleti ve srovnani se vSemi dal§imi testovanymi produkty.

Na rozdil od hydratace, elasticita pokozky po pouziti séra rostla rovnomérné po celou dobu
testovani. Nejvyssi nartst hodnot byl zaznamenan v poslednich 14 dnech testu. Celkové
zvyseni elasticity po pravidelném pouzivani séra bylo asi 9 %. Z téchto vysledki Ize tedy
vyvodit zavér, ze zlepSeni elasticity pokozky je primarné zptisobeno jeji vyrazné lepsi

hydrataci.

8.2.2 Hydratac¢ni krém

Krém obsahuje kromé testovaného Fucogelu 1 dalsi hydratacni slozky, jako je mandlovy

olej, glycerin a ureu.

V prubéhu testu vykazoval krém dobré hydrata¢ni G¢inky. Nejvyssi nartst hydratace se
projevil jiz po 2 tydnech pouZivani. V dalSich 4 tydnech se hydratace nadale zvySovala, ale
tempo zvySovani se stidle mirn¢ zpomalovalo. Po Sesti tydnech pouZivani krému bylo
naméfeno zvyseni hydratace o 20,9 + 0,4 [k.j.], coz ¢ini asi 29 % oproti stavu na pocatku

testovani.

Pouzivani hydrata¢niho aktivniho krému mélo prokazatelny vliv 1 na zvySeni elasticity
pokozky, ale toto zvySeni bylo nejmensi, ze vSech ndmi testovanych ptipravki. Celkové
zvySeni elasticity po 6 tydnech testovani dosdhlo pfiblizn€ 8 %. Z pocatku testu bylo
zvySovani elasticity nevyrazné, ale v poslednich 2 tydnech testu doSlo k vyznamnéjSimu
zlepSeni. Zde lze ucinit obdobné zavéry jako v ptipadé¢ Hyaluronového séra, a to Ze

zlepSeni elasticity pokozky je zptsobeno jeji lepsi hydrataci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

8.2.3 Biovitality Day cream — Vital care s 26

Dalsi krém zatazeny do studie obsahuje nejen testovany polysacharid Fucogel, ale i jiné
aktivni hydratacni latky, jako avokadovy olej, jojobovy olej a Aquaregul, rovnéz pouzity
v kratkodobém testu. Déle pak obsahuje aktivni latku Omega6 Ceramid® (fy Solabia), coz
je biomimetickd kyselina linolova, stabilizovana do struktury podobné ceramidu. Ziskava
se enzymatickym procesem ze svétlicového, bavinikového nebo pupalkového oleje.
Vykazuje restrukturalizaci (zvySeni soudrznosti korneocytil) a protizanétlivé aktivity
potfebné k zachovani integrity pleti. Ma proto schopnost chranit kozni integritu a snizovat

zZanéty kize. [43]

Jako u jediného pfipravku se béhem testovaci doby neprojevily zddné vykyvy v mife
ucinnosti. Jak u méteni hydratace, tak elasticity se Gc¢inky v pribchu celych Sesti tydnl
projevovaly postupné¢ a rovnomérné. Po uplynuti testovaciho obdobi byly naméieny
vysledné hodnoty zvysSeni hydratace o 16,2 + 0,7 [k.j.], tedy asi o 23 % ve srovnani

s pocatecnim stavem pokozky, a zvySeni elasticity pfiblizné o 12 %.

Krém hydratoval méné nez ostatni hydratacni ptipravky obsahujici Fucogel, ale m¢l z nich
nejveétsi vliv na zlepSeni elasticity pleti, coz lze pficitat pravé piitomnosti Omega6

Ceramidu.

8.2.4 Astaxanthin aktivni pletovy krém

Tento krém je, co se tyka sloZeni, vyjimkou v fad¢ ptipravki testovanych v této diplomové
préci, jelikoZ neobsahuje testované polysacharidy. Hydratacni u€inek aktivniho krému je
zalozen na obsahu rostlinnych oleji, a to hroznového, olivového, Sipkového a
avokadového oleje. Dtlezitou aktivni latkou v receptuie je Astaxanthin, ktery je v
souCasné¢ dobé jednim z nejsilngjSich zndmych antioxidanti a ma pozitivni vliv na
elasticitu pokozky a redukci vrasek. Astaxanthin (karotenoid), je sekundarni metabolit
pfirozené syntetizovany fadou bakterii, mikrotfas a kvasinek. Komer¢ni produkce tohoto
karotenoidu byla tradi€né provadéna chemickou syntézou, ale nejslibngjSim zdrojem pro
jeho primyslovou biotechnologickou vyrobu je sladkovodni fasa Haematococcus pluvialis,

kterda ho produkuje jako ochranu pted UV zafenim. K jeho vyznamnym vlastnostem dale

-----

Béhem Sestitydenniho testovani tohoto krému doslo sice k viditelnému zvySeni hydratace

pokozky, které vSak nebylo velké. Ptiblizné se jednalo o 8 [k.j.], coZ znamena zvySeni o ca
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15 % oproti pocatecnimu stavu. Nejvyssi efekt ve zvySeni hydratace byl zaznamenan po
2 tydnech pouzivani. V dalSich tydnech testu se hydratace dale zvySovala, ale jiz
pomalejSim tempem. Je tedy ziejmé, ze tento krém neni primarné urcen pro zvysSeni

hydratace pokozky.
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Obr. 22. Vliv dlouhodobého piisobeni komercnich pripravkit obsahujicich studované

aktivni latky na hydrataci pokozky
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Obr. 23. Vliiv dlouhodobého pusobeni komercnich pripravkii na elasticitu pokozky
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Na druhou stranu, vysledky testu elasticity ukdzaly vyrazné pozitivni pisobeni tohoto
krému na stav pokozky. Elasticita se na v§ech méfenych mistech zvySovala po celou dobu
testu, ale tempo ristu se s dobou aplikace pfipravku zpomalovalo. Pfesto tento krém
vykazal ze vSech testovanych piipravka nejvetsi vliv na zvyseni elasticity pleti. ZlepSeni
elasticity bylo oproti vS§em ostatnim testovanym piipravkim signifikantni. Celkové zvysSeni
elasticity po Sesti tydnech pouzivani dosdhlo pfiblizné 27 %. Tento vysledek byl
pravdépodobné ovlivnén nejen pouzivanim krému s Astaxanthinem, ale 1 skuteCnosti, ze
probandky po celou dobu testu uzivaly denné 4 mg Astaxanthinu vnitin€, ve forme
tobolek. Podle studie uvedené v publikaci [40] je kombinace vnitiniho a lokéalniho uzivani
Astaxanthinu vyznamné 0¢inngj$i pro zlepSeni stavu pokozky nez samotna vnéjsi aplikace.
Astaxanthin zlepSuje stav dermis pomoci regenerace kolagenovych vldken. Ptiznivy vliv
Astaxanthinu na pokozku byl dokumentovan i dal§imi, aktudlnimi odbornymi studiemi

[44], [45]
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva vlivem polysacharidi na pokozku, jeji hydrataci a
elasticitu. Testovany byly dva polysacharidy, kyselina hyaluronova a Fucogel, které jsou
v kosmetickych ptipravcich pouzivany piedevsim jako hydratacni slozky. Pro experiment
bylo pfipraveno sedm vzorkll krému s riznymi koncentracemi Uc¢innych latek a jejich
kombinaci. V jedné z formulaci byla pouzita i dalsi hydratacni slozka, extrakt z Opuntia
ficus indica s komerénim ndzvem Aquaregul. Experiment byl provadén na skupiné
dobrovolnych probandii v pribdhu 48 hodin. Urovei hydratace byla méfena

korneometrickou sondou a uroven elasticity sondou cutometru.

Vsechny testované formulace mély prokazatelny vliv na zvySeni hydratace pokozky,
plusobeni obou ucinnych latek bylo ale odlisné. Zatimco u¢inek HA nastupoval téméf
okamzité po aplikaci a nasledné se jiz po celou dobu testu snizoval, Fucogel hydratoval
pomaleji, maximalniho u¢inku dosahoval piiblizné v Sesté hodin€ od aplikace, ale celkové
zvySeni hydratace dosahovalo vy$Sich hodnot. Nejvyssi vliv na zvySeni hydratace byl
naméfen u formulace s obsahem 10 % Fucogelu a to o ca 37 [k.j.]. Pfiznivé Ucinky
spoCivajici v synergickém efektu obou polysacharidii se projevily u kombinace HA a
Fucogelu, kdy HA urychlila néastup ucinku krému a Fucogel prodlouzil dobu jeho

pusobeni.

Na elasticitu pokozky nem¢ély testované formulace pii jednorazovém, kratkodobém pouZiti
zéasadni vliv. Projevila se pouze mirnad tendence zvyseni elasticity v prvnich hodinach po
aplikaci pfipravki. Maximalni zvySeni elasticity bylo naméfeno u formulace s obsahem

1 % HA, a to pouze o 2,5 %.

V druhé c¢asti prace byly testovany komeréné dostupné piipravky — Hydratacni aktivni
krém, Biovitality Vital care, Hyaluronové sérum a Astaxanthin aktivni krém. Experiment

byl opét provadén na skupin€ dobrovolniki, a to po dobu 6 tydnil.

Vsechny testované piipravky prokazaly vyrazny vliv jak na zlepSeni hydratace, tak na
zvyseni elasticity pokoZzky. Nejlepsi hydratacni U¢inek byl zaznamendn u Hyaluronového
séra, které obsahuje vysoké koncentrace jak HA, tak Fucogelu.

Vyznamné byly i vysledky méteni elasticity pokozky. Na rozdil od kratkodobého testu byl
ucinek ptipravkil, pfi pravidelném pouzivani po dobu 6 tydnd, prokazatelny. Z ptipravki

obsahujicich testované polysacharidy, projevil nejvyraznéjsi vliv na zvySeni elasticity
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Biovitality Vital care obsahujici Fucogel a Aquregul, po jehoz pouzivani se elasticita se

zvysila 0 12,5 % oproti pocatecnimu stavu.

Ze vsech testovanych pfipravkti mél na zvySeni elasticity nejlepsi vliv Astaxanthin aktivni
krém, ktery ale neobsahuje testované polysacharidy. Celkové zvyseni elasticity pokozky po
pouzivani krému s Astaxanthinem ¢inilo 27 % oproti pocatecnimu stavu a bylo umocnéno i

vnitinim uzivanim Astaxanthinu ve form¢ tobolek.
Z experimentll provedenych v diplomové praci jasné vyplyva, Ze polysacharidy plsobi
aktivné predevSim proti ztraté hydratace. ZvySeni mnozstvi vody v pokozce zpiisobené

jejich aktivitou se nasledné odrazi i na elasticité pokozky.

Je evidentni, Zze pouzivani kosmetickych pfipravkii ma na stav pokozky nezanedbatelny

vliv a pfi pravidelném pouzivani prokazateln¢ plisobi jako prevence proti starnuti pokozky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[9]

MOJUMDAR, Enamul Haque, Quoc Dat PHAM a Daniel TOPGAARD. Skin
hydration: interplay between molecular dynamics, structure and water uptake in the

stratum corneum. Scientific reports. 2017, , 1-13.

CHALUPOVA, Zuzana a Ruta MASTEIKOVA. Hydratace kize a kosmetické
prosttedky. Prakticke lékarenstvi. 2006, 4, 191-194.

VERDIER-SEVRAIN, Sylvie a Frédéric BONTE. Skin hydration: a review on its
molecular mechanisms. Journal of Cosmetic Dermatology. Blackwell Publishing,

2007, 6, 75-82.

VETCHY, David. DMS (Derma Membrane Structure) technologie a jeji pozitivni vliv
na hydrataci klize. Dermatologie pro praxi. 2013, 7(2), 69-72.

FERTEKOVA, Vlasta. Kosmetika v teorii a v praxi. 4., aktualiz. vyd. Praha: Maxdorf,
2005. ISBN isbn-80-7345-046-1.

Transepidermal water loss [online]. In: . SKINETRATE PTE LTD, 2018 [cit. 2018-
10-16].

PURNAMAWATI, Schandra, Niken INDRASTUTI, Retno DANARTI a Tatan
SAEFUDIN. The Role of Moisturizers in Addressing Various Kinds of Dermatitis: A
Review. Clinical Medicine [online]. 2017, 15(34), 75-87 [cit. 2018-10-17]. ISSN
15394182.

LEYDEN, James J a Anthony V RAWLINGS. Skin moisturization. New York:
Marcel Dekker, 2002. Cosmetic science and technology series, v. 25. ISBN 1sbn(08-
247-0643-9.

SETHI, Anisha, Tejinder KAUR, SK MALHOTRA a GAMBHIR. Moisturizers: The
Slippery Road. Indian Journal of Dermatology. 2016, 61, 279-285.

[10] DRAHOTUSKA, Zdetika. Postaveni emoliencii v sou¢asné 16¢bé atopické

dermatitidy. Dermatologie pro praxi. 2017, 11(3), 120-125.

[11] YU, Yue, Mingyue SHEN, Qiangian SONG a Jianhua XIE. Biological activities and



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

pharmaceutical applications of polysaccharide from natural resources: A review.
Carbohydrate Polymers [online]. 2018, 183, 91-101 [cit. 2018-11-07]. DOL:
10.1016/j.carbpol.2017.12.009. ISSN 01448617. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0144861717314066

[12] LIU, Jun, Stefan WILLFOR a Chunlin XU. A review of bioactive plant
polysaccharides: Biological activities, functionalization, and biomedical applications.
Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre [online]. 2015, 5(1), 31-61 [cit. 2018-11-
07]. DOIL  10.1016/j.bcdf.2014.12.001. ISSN  22126198. Dostupné¢ z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2212619814000564

[13] Celuloza (polysacharid). In: ELUC [online]. Olomoucky kraj, b.r. [cit. 2018-11-13].
Dostupné z: https://eluc.kr-olomoucky.cz/verejne/lekce/2540

[14] AUGUSTINE, Robin, Rajakumari RAJENDRAN, Uro§ CVELBAR, Miran
MOZETIC a Anne GEORGE. Biopolymers for Health, Food, and Cosmetic
Applications. Handbook of Biopolymer: From Blends and Composites to Gels and
Complex Networks. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA., 2013, , 801-810.

[15] FREITAS, Filomena, Vitor D. ALVES, Maria A. REIS, Jodo G. CRESPO a Isabel M.
COELHOSO. Microbial polysaccharide-based membranes: Current and future
applications. Journal of Applied Polymer Science [online]. 2014, 131(6), - [cit. 2018-
11-13]. DOI 10.1002/app.40047. ISSN 00218995. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/app.40047

[16] GUETTA, O., K. MAZEAU, R. AUZELY, M. MILAS a M. RINAUDO. Structure
and Properties of a Bacterial Polysaccharide Named Fucogel. American Chemical

Society: Biomacromolecules. 2003, (4), 1362-1372.

[17] SOLABIA GROUP, . Multi-sensory moisturiser Fucogel. France, 2006. Dostupné

také z: www.solabia.com

[18] SAKKA, Medhi, Raphael LESCHIERA a Christelle LE GALL-LANOTTO. A new
tool to test active ingredient using lactic acid in vitro, a help to understand cellular
mechanism involved in stinging test: An example using a bacterial polysaccharide
(Fucogel®). Experimental Dermatology. 2018, (27), 238-244. DOI: https: // doi. org /
10,1111 / exd.13489.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

[19] MORYA, V.K., Jungeun KIM a Eun-Ki KIM. Algal fucoidan: structural and size-
dependent bioactivities and their perspectives. National Research Lab of Bioactive

Materials. 2012, (93), 71-82. DOI: DOI 10.1007/s00253-011-3666-8.

[20] OLEJNIK, Anna, Joanna GOSCIAASKA a Izabela NOWAK. Chemik 2012 66, 2.
Chemik. Poznan, 2012, 66(2), 129-135.

[21] SLIVA, J. a J. MINARIK. Hyaluronat - nejen pasivni pozorovatel, nybrz aktivni
modulétor imunitnich reakci. New EU Magazine of Medicine. 2009, 1(2), 75-79.

[22] PAVICIC, Tatajana, Gerd GAUGLITZ, Peter LERSCH, Khadija SCHWACH-
ABDELLAOUI, Brigitte MALLE, Hans Christian KORTING a Mike FARWICK.
Efficacy of Cream-Based Novel Formulations of Hyaluronic Acid of Diferent
Molecular Weights in Anti-Wrinkle Treatment. Journal of drugs in dermatology.
2011, 10(9), 990-1000.

[23] VELEBNY, Vladimir. Hyaluronan - biopolymer pro tkdrnové inzenyrstvi: Hyaluronan
- biopolymer for tissue engineering : teze habilitacni prace. Brno: VUTIUM, 2012.
ISBN 978-80-214-4420-1.

[24] NECAS, J., L. BARTOSIKOVA, P. BRAUNER a J. KOLAR. Kyselina hyaluronova
(hyaluronan): ptehled. Veterinarni medicina. 2008, 53(8), 397-411.

25] NECAS, J., L. BARTOSIKOVA, P. BRAUNER a J. KOLAR. Kyselina hyaluronova
y y
(hyaluronan): ptehled. Veterinarni medicina. 2008, 53(8), 397-411.

[26] LAURENT, T.C. a E.A. BALAZS. Structure of hyaluronic acid. Chemistry and
Molecular Biology of the Intercellular Matrix 2. Academic Press, 1970, , 703-732.

[27] LAPCIK, Lubomir, Stefaan DE SMEDT, Joseph DEMEESTER a Petr
CHABRECEK. Hyaluronan: Preparation, Structure, Properties, and Applications.
Chemical reviews. 1998, 98(8), 2664-2681.

[28] LAPCIK, Lubomir Jr., M. BOHDANECKY a L. LAPCIK. Kyselina hyaluronova -
priprava, Struktura, vlastnosti, aplikacia. Chemické listy. 1991, 85(3), 281-299.

[29] HASCLL, Vincent. Hyaluronan: Structure and Physical properties. Glycoforum
[online]. 2013 [cit. 2018-10-12]. Dostupné VA



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA01/HAO1E.html

[30] SOLABIA GROUP, . Aquaregul-K®. France, b.r. Dostupné¢ také z:
http://www.solabia.com/Produto 26,1/Cosmetics/Aquaregul-K.html

[31] PETERSZEGI, G., N. ISNARD, A.M. ROBERT a L. ROBERT. Studies on skin
aging. Preparation and properties of fucose-rich oligo- and polysaccharides. Effect on

fibroblast proliferation and survival. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2003, 57(5-6),
187-94.

[32] NETO, Patricia, Marta FERREIRA, Fernanda BAHIA a Paulo COSTA. Improvement
of the methods for skin mechanical properties evaluation through correlation between

different techniques and factor analysis. Skin Research and Technology. 2013, 19,
405-416.

[33] MOHAMAD, M., A.R. MSABBRI a M.Z. MATJAFRI. Non Invasive Measurement
of Skin Hydration and Transepidermal Water Loss in Normal Skin. Science &

Engineering Research. 2012, (3-4), 859-862.

[34] RESL, V., M. LEBA a I. RAMPL. Mé¢&feni transepidermalni ztraty vody TEWL.
Cesko-slovenska dermatologie. 2008, 83(6), 319-324.

[35] PATZELT, A., W. STERRY a J. LADEMANN. In vivo measurements of skin
barrier: comparison of different methods and advantages of laser scanning

microscopy. 2010, 7(12), 843-852. DOI: 10.1002/1apl.201010071.

[36] LUEBBERDING, S., N. KRUEGER a M. KERSCHNER. Skin physiology in men
and women: in vivo evaluation of 300 people including TEWL, SC hydration, sebum

content and skin surface pH. International Journal of Cosmetic Science. 2013, (35),

477-483.

[37] CZAIKA, V., A. ALBOROVA, W. STERRY, J. LADEMANN a S. KOCH.
Application of laser scan microscopy in vivo for wound healing characterization.

Laser Physics Letters. 2010, 7(9), 685-692.

[38] PODOLEANU, A.Gh. Optical coherence tomography. Journal of Microscopy. 2012, ,
1-11.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

[39] Courage + Kazaka Electronic GmbH [online]. K&ln, Germany, b.r. [cit. 2019-03-07].
Dostupné z: https://www.courage-khazaka.de/en/

[40] PAVICIC, Tatjana, Gerd GAUGLITZ, Peter LERSCH, Khadija
SCHWACHABDELLAOUI, Brigitte MALLE CORTING a Mike FARWICK.
Efficacy of Cream-Based Novel Formulations of Hyaluronic Acid of Different

Molecular Weights in Anti-Wrinkle Treatment. Journal of drugs in dermatology.
2011, 10(9), 990-1000.

[41] GABRIEL, Azevedo de Brito Damasceno. Use of Opuntia ficus-indica (L.) Mill
extracts from Brazilian Caatinga as an alternative of natural moisturizer in cosmetic

formulations. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. 2016, 52(3), 459-470.

[42] M., Farwick, Lersch P. a Strutz G. Low Molecular Weight Hyaluronic Acid: Its
Effects on Epidermal Gene Expression & Skin Ageing. SOFW Journal. 2008, (134),
2-6.

[43] Q26  Céramide®  [online]. 2018 [cit.  2019-04-23].  Dostupné  z:

https://cosmetics.specialchem.com/product/i-solabia-omega-6-ceramide-safflower

[44] TOMINAGA, Kumi, Nobuko HONGO, Mariko KARATO a FEiji YAMASHITA.
Cosmetic benefits of astaxanthin on humans subjects. Acta Biochimica Polonica.

2012, 59(1), 43-47.

[45] DAVINELLI, Sergio, Michael E. NIELSEN a Giovanni SCAPAGNINI. Astaxanthin
in Skin Health, repair and Disease: A Comprehensive Review. Nutrients. 2018,

10(522).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

68

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

SC Stratum corneum

SG Stratum granulosum

NMF  Pfirozeny hydrata¢ni faktor
TEWL Transepidermalni ztrata vody
HA Kyselina hyaluronova

L-PCA Kyselina L-pyrrolidon karboxylova
ROS  Reaktivni kyslikovy radikal
OCT  Opticka koherentni tomografie
SDS Sodium dodecyl sulfat

INCI  Ingredients

CSI Complete skin investigation
Obr.  Obrazek

Tab. Tabulka

k.. Korneometrické jednotky
NaCl  Chlorid sodny

MIF Macrophage Migration Inhibiting Factor
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SEZNAM PRILOH

PI Dotaznik pro ucastnika méteni
PII  ProhldSeni ucastnika

PII Kompletni slozeni pouzitych komercnich ptipravki



PRILOHA P I: DOTAZNIK PRO UCASTNIKA MERENI

Dotaznik pro acastnika méreni

Kaod pokusné osoby (evidencni ¢islo):
Vek:
Pohlavi:

Soucéasny zdravotni stav:

Vyskytuje se u Vas nyni: ano [ne

S D D B

s D (N I P —

rakovinakze | e

jiné kozni problémy a onemocnéni

jizvy, matefska znaminka, jiné vady kiize v misté testu AR )

zarudnuti kiiZze po slunéni nebo z jiného divodu v misté testu | | [-m-mmmmmmmemeeeee

astma vyZadujici denni pfijemléka | | feemecceemeeaee

jiné chronické respiraéni onemocnéni

diabetes vyZzadujici Ié¢bu inzulinem || eeeeeees

onemocnéni imunitniho systému

Uzivani léki

Berete &i pouzivite pravidelné: ano |ne

protizanétlivé léky (napf. aspirin, ibuprofen, hydrokortizon,
nebo jiné steroidy)

imunosupresivni léky (napf. cyklosporin A)

jiné Iléky

Alergologicka lécba

Probiha u vis v sou¢asné dobé: ano | ne

alergologicka lécba (kapky, injekce, apod.)

dostali jste posledni ddvku béhem minulého tydne | | [smesemeemmmemeeeee-

otekavate daldi davky v pribéhustudie | | |eemeeceeeeeeeae

Pouze pro Zeny

Jste: ano ne

t¢hotna nebo kojici

Alergie

Projevila se u vis nékdy alergie na: specifikujte:
detergenty a &istici prostiedky

kosmetické pFipravky a viné parfémi

piipravky do koupele a na myti (Sampon, mydlo)

pletové krémy a mléka, lotiony




antiperspiranty a deodoranty

léky

jiné materialy

Dopliiujici idaje

Zdravotni stav:

specifikujte:

pouzivate pravidelng jakykoliv pfipravek
pro lécbu kiize

pouzivate pravidelng jakékoliv lé¢ivo
(na piedpis, ¢i volné prodejné)

navitévujete v soucasné dobé lékaie kvili:

alergiim

koZnim problémiim

z jiného divodu

méte néjaké jiné zdravotni potiZe

Uéast v dalSich studiich

Studie:

Typ studie:

Datum posledni studie:

ucastnil(a) jste se nékdy kozniho testu

Gcastnite se v soucasné dobe jiné studie
jakéhokoliv druhu




PRILOHA P II: PROHLASENI UCASTNIiKA

r

Prohlaseni ucastnika

Souhlasim se svou u&asti v hodnoceni kosmetickych piipravki, které mné bylo
popsano a které bude garantovano doc. MUDr. M. Bu¢kem, CSc. Beru na védomi, Ze
experiment miZe zahrnovat riziko nezadoucich u¢inkd na kuzi. Toto riziko mi bylo detailné

objasnéno a mohl(a) jsem se informovat o vSech podrobnostech experimentu.

Vim, ¢ mohu kdykoliv odvolat sviij souhlas s G¢asti v experimentu a mohu kdykoliv

odstoupit od své ucasti.

Mohu si vyZadat dalsi informace o experimentu a oznamit nezadouci u¢inky u

pracovnika provadgjiciho hodnoceni.

Souhlasim, Ze data ziskani béhem méfeni mohou byt statisticky zpracovana. Veskeré
udaje o prab¢hu a vysledcich méfeni, které mne mohou identifikovat, zlstanou pfisné

daveérné.

Prohla3uji, Ze toto pouceni plné chapu a podepisuji ho pfi plném védomi na
priloZzeny list.



PRILOHA III: KOMPLETNI SLOZENI POUZITYCH KOMERCNICH
PRIPRAVKU

HYALURONOVE SERUM

Ingredients (INCI): Aqua, Biosaccharide Gum - 1, Glycerin, Sodium Hyaluronate, Aloe
Barbadensis Leaf Juice, Helichrysum Italicum Extract, Jania Rubens Extract, Allantoin, Butylene
Glycol, Sodium Levulinate, Potassium Sorbate.

HYDRATACNI AKTIVNI KREM

Ingredients(INCI): Aqua, Caprylic/Capric Triglyceride, Prunus Amygdalus Dulcis Oil,
Biosaccharide Gum-1, Butyrospermum Parkii Butter, Glycerin, Cetearyl Alcohol, Dimethicone,
PEG-8 Beeswax, Glyceryl Stearate, Potassium Lauroyl Wheat Amino Acids, Phospholipids, Urea,
Hydrolyzed Wheat Protein, Glucose, Sorbitol, Fructose, Hydrolyzed Elastin, Ethylhexyl Palmitate,
Sodium PCA, Sodium Glutamate, Glycine, Lysine, Malic Acid, Citric Acid. Glycolic Acid, Tartaric
Acid, Lactic Acid, Ceteareth-20, Tocopheryl Acetate, Sodium Hydroxide, Potassium Hydroxide,
Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer, Phenoxyethanol, Ethylhexylglycerin, Disodium
Distyrylbiphenyl Disulfonate, Parfum

BIOVITALITY VITAL CARE

Ingredients (INCI): Aqua, Persea Gratissima Oil, Simmondsia Chinensis Seed Oil, Cetearyl
Alcohol, Biosaccharide Gum — 1, Glyceryl Stearate, Cetearyl Glucoside, Polysorbate 80, Potassium
PCA. Opuntia Ficus-Indica Stem Extract, Phenoxyethanol, Potassium Sorbate, Sodium Benzoate,
Tocopheryl Acetate, Parfum, Safflower oil/Palm Oil aminopropanediol esters, Triethanolamine,
Citric  Acid, Hydroxycitronellal, Geraniol, Hydroxysohexyl 3-Cyclohexene Carboxaldehyde,
Butylphenyl Methylpropional, Linalool, Citronellol, Alpha-Isomethyl Ionone

ASTAXANTHIN AKTIVNI KREM

Ingredients (INCI): Aqua, Vitis Vinifera Seed Oil, Olea Europea Fruit Oil, Glycerin, Rosa Canina
Fruit Oil. Cetearyl Alcohol, Persea Gratissima Oil, Butyrospermum Parkii Butter, Sodium
Polvacrylate, Panthenol, Parfum, Astaxanthin, Cera Alba, Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil,
Polysorbate 80, Phenoxyethanol, Ethylhexylglycerin.



